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Resumo

Efeitos da temperatura e agitacao na degradacdo da farinha de penas por
fungos filamentosos da restinga de Guaibim, BA. Gabriel Conceicdo
Marques

A biotecnologia é uma das técnicas mais utilizadas para reducao de
residuos gerados pelas agroindustrias, através de microrganismos e sua
producdo enzimatica. Na industria avicola os principais subprodutos sdo as
visceras, penas, sangue e gorduras. As penas constituem um subproduto rico
em proteina queratinosas, ricas em aminoacidos, os quais podem ser utilizados
como suplemento proteico para producdo de racdo animal. Porém, devido a
sua baixa digestibilidade, a absorcdo dos aminoacidos é comprometida.
Entretanto, através dos processos fermentativos € possivel fazer o
aproveitamento de residuos agroindustriais, como a farinha de penas, para a
sintese de diversos compostos de interesse industrial e de elevado valor
agregado. A técnica de fermentacdo submersa ocorre em meio aquoso e
normalmente com substratos soluveis, permitindo maior controle dos
parametros fisico-quimicos como temperatura, aeracdo, agitacdo, pH entre
outros. O uso desta tecnologia acaba diminuindo o custo ambiental causado
pelos subprodutos existentes nas producdes agroindustrias. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a influéncia da agitagdo e da temperatura na taxa de
degradacéao da farinha de penas pelos fungos filamentosos Aspergillus terrus Is
37 e Cladosporium sp. ISD8 em processo fermentativo submerso, bem como
avaliar o pH final. Os resultados mostraram que tanto a temperatura quanto a
agitacao influenciaram na taxa de degradacao da farinha de penas para ambos
os isolados. Com relacdo a agitacdo, ocorreu maior taxa de degradacédo a 200
rpm tanto para A. terreus Is 37 como para Cladosporium sp. ISD8, com taxa de
degradacédo acima de 80% e acima de 60%, respectivamente. A melhor
temperatura para ambos os isolados foi 30 °C, havendo queda estatisticamente
significativa para ambos os isolados a 25 °C e 35 °C. O isolado A. terreus 1S37
apresentou taxa de degradacdo da farinha de penas superior ao isolado
Cladosporium sp ISD8 em todos parametros estudados. Apos o final da
fermentacdo, o sobrenadante apresentou pH alcalino, indicando que ocorreu a
degradacdo das proteinas da farinha de penas. De um modo geral, pode-se
concluir que os fungos foram eficientes na degradacao da farinha de penas.

Palavras-chave: Biotecnologia, microrganismos, agroindustria.
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ABSTRACT

Effects of temperature and agitation on the feather meal degradation by
filamentous fungi from the restinga of Guaibim, BA. Gabriel Conceicdo Marques

Biotechnology is one of the most used techniques to reduce waste generated
by agro-industries, through microorganisms and their enzymatic production. In
the poultry industry, the main by-products are viscera, feathers, blood and fat.
Feathers are a by-product rich in keratinous protein, rich in amino acids, which
can be used as a protein supplement for the production of animal feed.
However, due to its low digestibility, the absorption of amino acids is
compromised. However, through fermentation processes it is possible to make
use of agro-industrial residues, such as feather flour, for the synthesis of
various compounds of industrial interest and high added value. The submerged
fermentation technique takes place in an aqueous medium and usually with
soluble substrates, allowing greater control of physical-chemical parameters
such as temperature, aeration, agitation, pH, among others. The use of this
technology ends up reducing the environmental cost caused by the existing by-
products in agribusiness production. The objective of this work was to evaluate
the influence of agitation and temperature on the rate of degradation of feather
meal by filamentous fungi Aspergillus terrus Is 37 and Cladosporium sp. ISD8 in
submerged fermentation process, as well as evaluating the final pH. The results
showed that both temperature and agitation influenced the feather meal
degradation rate for both isolates. Regarding agitation, there was a higher
degradation rate at 200 rpm for both A. terreus Is 37 and Cladosporium sp.
ISD8, with degradation rate above 80% and above 60%, respectively. The best
temperature for both isolates was 30 °C, with a statistically significant drop for
both isolates at 25 °C and 35 °C. Isolate A. terreus IS37 presented a higher rate
of degradation of feather meal than isolate Cladosporium sp ISD8 in all
parameters studied. After the end of fermentation, the supernatant showed an
alkaline pH, indicating that the degradation of the feather meal proteins had
occurred. In general, it can be concluded that fungi were efficient in the
degradation of feather meal.

Keywords: Biotechnology, microorganisms, agroindustry
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Introducao

Os fungos queratinofilicos vém despertando grande interesse no setor
industrial, isso se deve, a alta produ¢cdo de metabdlicos secundarios como as
enzimas que esses microrganismos produzem, além da sua capacidade em
usar a proteina queratina como fonte de carbono e nitrogénio. Mostrando assim
um novo caminho a si trilhar para solucionar os problemas oriundos dos
subprodutos gerados pelas agroindustrias (DUFOSSE et al., 2014).

Logo que esses fungos produzem enzimas que podem otimizar o
desempenho enzimatico, como a degradacdo de compostos organicos. Se ver
utilizando esses microrganismos para a degradacao de penas de frangos que
sdo subprodutos oriundos dos abatedores, faz com que ocorra 0 aumento
crescente e continuo do mercado de enzimas industriais, apesar das enzimas
ja serem bastante conhecidas e comercializadas de diversas maneiras, ainda &
necessario o desenvolvimento de melhores técnicas de producdo e novas
aplicacoes de enzimas para degradacéo do substrato desejado (SOUZA et al.,
2015).

A aplicacdo da biotecnologia se faz necessaria para a transformacao de
residuos gerados pela a alta demanda na producdo agroindustrial, que tem
contribuido com diversos impactos ambientais, por meio de geracdo de
residuos e subprodutos que ocasionam contaminacdo do meio ambiente
guando descartado de forma incorreta, além de contribuir para a disseminacéo
de doencas (BHATTACHARYA; PLETSCHKE, 2015). Diante desses fatos, a
sociedade se encontra em uma nova realidade, na qual se faz necessario
repensar o atual modelo de desenvolvimento para assegurar a qualidade de
vida das geracOes futuras. Dessa maneira a biotecnologia desenvolve agdes
gue visam minimizar esses impactos ecologicos causados por acumulos
desses residuos agroindustriais (NAGARAJAN, 2012).

Os residuos gerados pelas agroindastrias sdo consideravelmente
baratos e, geralmente, apresentam um bom potencial como substrato para a
producdo de diferentes produtos como enzimas comerciais produzidas por
microrganismos. Os fungos, por sua vez, conseguem utilizar os residuos como
fonte de carbono para o processo de producdo enzimatica que podem ser

fornecidas de forma direta ou indiretamente por esses residuos (HARANGOZO;
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ZILAHY, 2015).

Os maiores impactos ambientais sdo provocados pelos descartes de
materiais organicos de forma inadequada pois eles sdo ricos em proteinas,
acucares, acidos organicos, 0leos essenciais e sais e seu destino inadequado
geram problemas ambientais e sociais bastante grave que influenciam nas
geracoes futuras (NASCIMENTO-FILHO; FRANCO, 2015). Por essa constante
e crescente preocupacdo, a utlizacdo de residuos agroindustriais em
bioprocessos vem tomando espaco ao longo dos anos, com o desenvolvimento
de tecnologias que favorecam o meio ambiente, pela geracdo de produtos de
valor agregado (KNOB et al., 2014).

Os processos biotecnolégicos; contribuem para a diminuicdo destes
problemas ambientais, por isso tém conquistado um lugar de destaque no
desenvolvimento tecnolégico mundial. O uso desses processos possibilita a
producdo de um grande numero de metabodlitos de interesse industrial,
incluindo enzimas, hormonios, &cidos orgéanicos, pigmentos, aromas, agentes
de controle biol6gico de pragas, antibiéticos, dentre outros (SRIVASTAVA et
al., 2020).

Dentre os processos mais utilizados para producdo de biocompostos de
interesse industrial, inclusive utilizando os subprodutos agroindustriais,
encontram-se 0s processos fermentativos, com destaque para a Fermentacao
em Estado Sdlido (FES) e a Fermentacdo Submersa (FS), (GRAMINHA, 2008).

A fermentacdo (FES) aplica-se ao processo de crescimento de
microrganismos sobre substratos sélidos sem a presenca de agua livre. A agua
presente nesses sistemas encontra-se ligada a fase solida, formando uma fina
camada na superficie das particulas. Utiliza substratos insollveis com baixas
porcentagens de agua em sua composi¢cdo, 0s quais devem atuar como
suporte fisiolégico e fonte de nutrientes, como fontes de carbono, nitrogénio e
microlementos, além de servir como suporte para o crescimento das células
microbianas. O ar, necessario ao desenvolvimento microbiano, deve atravessar
0S espacos vazios do meio a pressbOes relativamente baixas. Uma
caracteristica da fermentacdo em estado solido € a dificuldade no controle dos
parametros fisico-quimicos como aeracao, pH, temperatura e umidade, devido
a baixa homogeneidade do meio, diferente da fermentacdo submersa, onde

temos um controle destes parametros. Entretanto, apresenta como vantagens
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o baixo custo das matérias-primas, a simplicidade do processo e a menor
probabilidade de contaminacédo, devido a menor quantidade de agua presente
(PANDEY, 2003; PEREIRA J; FERRARA, 2008; OLIVEIRA et al., 2009).

Na Fermentacdo Submersa (FS) o crescimento microbiano ocorre em
meio liquido com os nutrientes dissolvidos juntamente com o microrganismo,
sendo que estes nutrientes se encontram disponiveis no meio, evitado a
sedimentacdo destas particulas, que ficam disponiveis para a sintese
metabdlica durante a fermentacdo. Este bioprocesso fermentativo possibilita o
controle da temperatura, aeracdo e pH durante todo o processo (REGULY,
2000; PANDEYA et al., 2012). Além disso, possui facilidade de cultivo em
grande escala, homogeneidade do meio e facilidade no controle do processo.
(GUTARRA, 2003).

Os processos fermentativos permitem o uso de uma variada fonte de
nutrientes, entre eles os residuos e subprodutos de origem agroindustrial, como
substratos. Atualmente, muita atencdo tem sido dada aos subprodutos da
industria avicola, uma vez que séo produzidos em grande quantidade, podendo
causar impactos ambientais quando descartados de forma incorreta
(FERNANDEZ, 2009).

A avicultura industrial € uma das atividades agricolas mais
desenvolvidas no mundo. O aumento da producéo e abate de aves vem ao
encontro da responsabilidade de destinacdo adequada dos residuos de
abatedouros. As penas sdo alguns dos principais subprodutos provenientes
desta atividade agroindustrial, e, nas médias e grandes indudstrias, sao
processadas dando origem a farinha de penas, que é um subproduto destinado
a producao de racdes animais para frangos de corte, peixes, cées, gatos além
de serem utilizadas na agricultura como fertilizantes agricolas (USDA, 2013).

As penas séo produtos queratinosos, ou seja, compostos principalmente
pelas proteinas denominadas de queratinas. Essas proteinas séao diversificadas
em sua estrutura molecular, sendo classificadas em alfa e beta queratina. As
alfa-queratinas sado encontradas em todos os vertebrados superiores enquanto
as beta-queratinas sao encontradas geralmente em répteis e aves, nesta Ultima
encontradas uma mistura de alfa e beta queratina nas penas. Materiais
gueratinosos sao insollveis e resistentes a degradacdo por enzimas

proteoliticas como tripsina e pepsina. Desse modo, ra¢des a base de farinha de
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penas, apresenta baixa digestibilidade quando ingeridas pelos animais, devido
a auséncia das enzimas responsaveis pela quebra desta proteina, as
queratinases (FREITAS et al., 2018).

As queratinases sao capazes de hidrolisar as ligacbes peptidicas da
queratina e sédo produzidas por diversos microrganismos e vegetais (WANG et
al.,, 2016). Por isso, essas enzimas sao usadas para 0 processamento
biotecnolégico de penas ao se fazer sua bioconversdo de poluidores em
potencial para racdo rica em nutrientes, pois possuem aminoacidos essenciais
como glicina e leucina, além de proporcionarem enriquecimento adicional da
racao pela propria biomassa microbiana (SAID; PIETRO, 2004). Estas enzimas
microbianas séo biotecnologicamente importantes, devido a capacidade de
hidrolisar a queratina, uma escleroproteina, insolivel em agua e em solventes
organicos, e resistente a acidos e alcalis diluidos (SCHROOQOYEN et al., 2001;
GUPTA; ROMNANI, 2004; ANBU et al., 2007). As enzimas queratinoliticas
sdo, geralmente, produzidas por fungos e bactérias em fermentacéo submersa.
Estes microrganismos em meio onde a presenca de queratina estara em baixa
concentracdo de carbono e nitrogénio disponivel para utilizacdo de suas vias
metabdlicas, estimulando assim, o microrganismo a produzir a queratinases
para quebra desta macromolécula, para a realizacdo de sua via metabdlica
(ANBU et al., 2007).

Os principais subprodutos da industria avicola sdo as visceras, penas,
sangue e gordura, que sdo gerados na hora do abate. As visceras e penas
podem ser transformadas em racdo para esses animais, diminuindo assim os
custos na producdo, para obter um maior lucro, uma vez que esses
subprodutos, quando processados corretamente, sdo Otimas fontes de
nutrientes (BELLAVER et al., 2005).

Nas industrias avicolas de médio e grande porte, esses subprodutos
sdo reaproveitados, fechando um ciclo no que vem sendo denominado,
atualmente, de economia circular, um mecanismo de remanufatura e
reciclagem, que cria uma estrutura lucrativa e sustentavel. A farinha de
visceras € resultante da cocgdo, prensagem, moagem e inclusdo cabecas e
pés para a producéo de racdo, com uma boa digestibilidade para os animais. A

farinha de penas também é produzida pelo método de coccdo e moagem,
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entretanto, devido a sua composi¢cdo com grande quantidade de queratina, faz
este produto ter uma baixa digestibilidade pelos animais quando ingerida
(PADILHA et al., 2005).

O uso de penas como substrato fermentescivel implica na secrecgéo, por
parte dos microrganismos, de queratinases capazes de degrada-las. Este
fenbmeno estd associado a necessidade do microrganismo em hidrolisar
substratos protéicos de grande tamanho em moléculas pequenas para
aproveitamento como fonte de nutrientes. Entre os microrganismos produtores
de enzimas com atividade queratinolitica encontram-se os fungos (SANTOS et
al., 2009).

Existem uma ampla variedade de géneros de fungos que produzem
queratinases, dentre eles: Chrysosporium, Aspergillus, Alternaria, Trichurus,
Curvularia, Cladosporium, Fusarium, Geomyces, Gleomastis, Monodictys,
Myrothecium, Paecilomyces, Stachybotrys, Urocladium, Scopulariopsis,
Sepedonium, Penicillium, Doratomyces. ApOs a descoberta desta enzima,
empresas passaram a isolar a queratinases dos microrganismos nao
patogénicos que possuem habilidade em degradar a queratina insoluvel de
subprodutos ricos em queratinas e transforma-las em alimentos
economicamente uteis (LIN et al., 2011). Considerando os géneros estudados
neste trabalho, serd dado destaque a Aspergillus e Cladosporium.

Os fungos do género Aspergillus, possuem uma grande capacidade de
crescimento rapido, além de apresentar tolerancia as condicbes de pH e de
secretar uma grande variedade de enzimas hidroliticas, que séo capazes de
hidrolisar moléculas complexa tais como a queratina (GAUTAM, 2018). Estes
microrganismos, também séo capazes de biossintetizar outros compostos que
podem dificultar as etapas de purificagdo na produgcdo de enzimas em escala
industrial, produzindo um co-metabolico(COUCH; GAUCHER 2004).

Ferreira et al. (2017) realizaram experimentos com diferentes géneros
fungicos variando os paramentos fisicos e quimicos, e o género Aspergillus
apresentou uma alta produgdo enzimatica, entre elas a queratinolitica e
colagenolitica, que séo capazes de degradar substratos queratinosos.

O género Cladosporium, criado por Link, em 1816, se destaca entre um
dos maiores e mais heterogéneos hifomicetos, com aproximadamente 500

espécies, sendo 15 de ocorréncia comum. O Cladosporium é um fungo
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ascomiceto que apresenta colbnias efusas, geralmente com coloracdo escura
devido ao seu pigmento verde-escuro na maioria de suas espécies (KIRK et al.,
2001; MENEZES et al., 2017). Sua ocorréncia € bastante frequente em varios
lugares do mundo, sendo encontrados geralmente em compostos organicos em
decomposicdo (ALMATAR; MAKKY, 2016). Este microrganismo tem uma
grande capacidade de produzir metabdlicos secundarios juntamente com
outros bioativos; de grande interesse para o mercado de enzimas (JIN et al.,
2016).

O género Cladosporium sp, em contato com substrato liberam agentes
antagonistas que facilitam que esse microrganismo fungico degrade facilmente
0 substrato que ele esteja presente, impedindo que haja competicdo com
outros microrganismos (PEREIRA et al., 2007). Os fungos deste género
produzem enzimas de interesse industrial, pois ha variacdo genética entre eles,
produzindo uma ampla variedade de enzimas que sdo utilizadas para
processos de bioconversdo, usados principalmente em subprodutos de
empresas agroinddstriais por exemplo na industria avicola, pois apresentam
caracteristicas queratinofilicoas e queratinoliticoas, ou seja, podem hidrolisar a
gueratina livre ou associadoa a matéria (DESHMUKH, 2004; FERNANDEZ,
2009)

Devido a sua capacidade de produzir enzimas extracelulares, o
Cladosporium sp. vem ganhando um lugar de destaque no ramo industrial de
enzimas. A sua biodiversidade genética é um dos fatores que mais possibilita
que este microrganismo ganhe mais espaco neste ambiente, além de estar
presente em locais de facil acesso para isolamento (MOHAN; KUMAR;
REDDY, 2013).

Alguns dos parametros fermentativos que mais afetam a degradacado de
residuos queratinosos pelos fungos sao a temperatura e a agitacdo. Uma baixa
taxa de degradacdo de substratos queratininosos esta associada a baixa
producdo de enzimas queratinoliticas pelos microrganismos, isto pode estar
associado a desnaturacao destas enzimas devido alta temperatura que estes
microrganismos sdo encontrados. Diferente da (FES), onde que ha uma grande
liberacdo de calor na matéria ao meio, na fermentacdo submersa (FS) €
possivel um controle desta temperatura, ajustando-a a melhor condicdo para

ao microrganismo para seu melhor crescimento e producdo de seus
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metabdlicos, sem causar problemas na sua estrutura celular e na desnaturacéo
de suas enzimas (CALIN et al. 2017).

A agitacdo, por sua vez, desempenha um papel fundamental na
fermentacdo submersa, mantendo as condigbes aerdbicas, removendo o0s
gases produzidos pelo microrganismo, influenciando significativamente na taxa
degradacéao do substrato utilizado, onde os nutrientes encontram-se dissolvidos
no meio liquido tornando-se facilmente acessiveis para utlizacdo dos
microrganismos e figue homogéneo ao meio impedindo que essas particulas
sedimentem, deixando sempre disponiveis para que 0S microrganismos
realizem suas vias metabolicas, impedindo danos celulares durante o processo
fermentativo (MALAJOVICH, 2004).

O pH do meio também é um dos fatores importantes, influenciando o
crescimento dos microrganismos e sua atividade enzimatica. De um modo
geral, quando o pH do meio muda € um indicativo que ha liberacdo de
substancias que comprovam que ocorreu quebra de moléculas para o
crescimento celular (PRAKASHAM et al., 2006).

A industria avicola produz uma grande quantidade de penas com
potencial para causar impacto ambiental. A fermentacdo submersa utilizando
fungos filamentosos da restinga de Guaibim-BA entra como um bioprocesso
capaz de hidrolisar essas moléculas estruturais da queratina, presente na
farinha de penas, através das enzimas proteoliticas, aumentando a
digestibilidade desta farinha de penas, que podera resultar num ganho de

massa maior e em menos tempo quando ingerido pelos animais.

2.0 Objetivo geral

Estudar a degradacédo da farinha de penas por fungos filamentosos

isolados da Restinga de Guaibim-BA.

2.1 Especificos

. Avaliar o efeito da variacdo da agitacdo e temperatura na
degradacéao da farinha de penas.
. Verificar o pH dos cultivos (inicial e final).
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3.0 Material e Métodos

3.1. Local de realizac&o das atividades do estagio

As atividades referentes ao estagio foram realizadas no Laboratério de
Bioquimica da UFRB, situado na unidade de laboratérios Bloco L, localizado na

Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, campus Cruz das Almas.

4.1.0 Microrganismos: foram estudados os fungos Aspergillus terreus 1S37 e
Clodosporium sp. ISD8, isolados da restinga de Guaibim e que fazem parte da

colecdo de fungos do laboratorio Biologia Evolucdo —LABEV.

4.1.1 Obtencao da farinha de penas
A farinha de penas foi cedida pela agroinddstria Avigro Avicola
Agroindustrial, localizada na Vila dos Coqueiros n°® 520, BR 111 — Km 193,
Conceicao de Feira - BA. A amostra foi acondicionada em recipiente estéril e

armazenada em camara fria a 8°C.

4.1.2 Condiges de cultivo

A degradacdo da farinha de penas foi avaliada a partir da fermentacéo
submersa por cada isolado fungico. Inicialmente foi feita a inoculagdo dos
isolados em placas de Petri contendo meio minimo mineral (g/L): Cloreto de
sédio (NaCl, 0,5), fosfato de potassio dibasico (K2HPO4 0,3), fosfato
monopotassico (KH2PO4 0,4), &gar (15) e farinha de penas a 10. Apos 7-10
dias de crescimento, discos de cultura de 1,0 cm de didmetro foram
transferidos para frascos de Erlenmeyer de 250 mL contento 0,6 g de farinha
de penas e 60 mL de solugcdo mineral composta por (g/L): NaCl 0,5 g K2HPOa4
0,3 g; KH2PO4 0,4 g. O controle foi feito somente com a solugédo mineral 60ml e
0,6 g de farinha de penas, sem indculo fungico. Frascos de Erlenmeyer foram
inoculados com um disco fangico de 1 cm e colocados em camara agitadora
com temperatura controlada a 25 °C, 30 °C, 35 °C e 40 °C sob uma agitacéo
de 200 rpm por 7 dias. Também foi testado seguindo a mesma metodologia
padrao citados a cima com as diferentes agitacées de 100 rpm, 150 rpm e 200

rom sob uma temperatura de 30 °C, para ver a influéncia da agitacdo sobre a
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degradacdo deste processo fermentativo. Para padronizacdo do inéculo, foi
realizada a contagem de esporos do disco fungico. Para isso, o disco fungico
do tamanho de 1 cm de cada isolado foi colocado em solugdo mineral com
mesma composicao utilizada da fermentacdo com uma gota de tween 20%, em
um tubo tipo Falcon, agitado pelo vortex para suspensdo dos esporos e, em
seguida, transferidos para camara de Neubauer para contagem. Os discos
fungicos continham, em média, 14,86 x108 esporos/mL para A. terreus IS37 e
3,06 x108 esporos/mL para Cladospprium sp. ISD8.

Apos 7 dias de fermentacéo, foi realizada uma filtracdo simples para a
extracdo do caldo fermentativo com papéis de filtro previamente secos em
estufa a 65 °C por 24 horas e, posteriormente, pesados. Apos a fermentacéo, o
caldo fermentado foi filtrado e a biomassa foi seca em estufa a 65 °C por 24 h,
até atingir peso constante. A taxa de degradacdo foi determinada pela
diferenca de peso entre os filtros vazios e com a biomassa seca, de acordo
com a equacéo abaixo:

Degradacao (%) = (peso da biomassa — peso filtro seco) / 0,6 x 100

4.1.3 Andlise dos dados
Todos os ensaios foram realizados em triplicatas e as andlises dos
dados foram rodados no programa R e utilizando a metodologia estatistica de
Tukey a 5% de probabilidade.

5.0 Resultados e discusséao:

Nestes experimentos foram aferidas as taxas de degradacéo da farinha
de penas em funcéo de diferentes agitacdes, temperaturas bem como o pH
inicial e final da fermentag&o. Este ultimo variou em média de 6,5 (pH inicial)
até 9,03 (pH final) para o isolado A. terrus IS37 e de 6,5 (pH inicial) variando
até 8,67 (pH final) para o isolado Cladosporium sp. ISD8, em média, apos 7
dias de fermentacao (Tabela 1). Saber et al. (2010) estudaram a capacidade de
82 fungos de degradarem residuos queratinosos, sendo que o isolado A. terrus
conseguiu degradar as penas em 5 dias de incubacéo, apresentando pH final

alcalino em torno de 9,0.
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Souza et al. (2015) demonstraram que a fermentacdo submersa, usando
penas de frangos como substrato, também apresentou uma alta alcalinidade no
final do processo, em torno de pH 10 mostrando, de forma indireta, que houve
liberacdo de enzimas que proporcionaram a degradacdo do substrato

gueratinoso.

Tabela 1: Médias dos pH obtidos durante a fermentacdo submersa pelos
isolados fungicos Aspergillus terrus 1S37 e Cladosporium sp. ISD8 sob
diferentes temperaturas apos 7 dias de fermentacéo.

Temperatura (°C) Aspergillus terrus 1S37 Cladosporium sp. ISD8

25 9,03 8,67
30 8,79 8,28
35 8,56 6,35

Essa alcalinidade aferida no final da fermentacdo demonstra que ocorreu
a hidrélise das proteinas, especialmente das queratinas, librando aminas que
alcalinizaram o meio. No trabalho de Souza et al. (2015) a degradacdo de
penas pelos microrganismos fangicos elevou os pH final nos processos
fermentativos, sugerindo assim que houve a liberacdo de enzimas, tais como a
peptidases, proteases, queratinases pelos microrganismos na fermentacao
submersa, o que demostra que houve degradacdo do substrato.

Estudos com géneros de Apergillus em fermentacdo submersa
demonstraram sua plasticidade fenotipica e diversidade molecular, podendo
ser evidéncia para a capacidade de producdo de diferentes tipos de enzimas
por estes microrganismos em variados valores de pH (ZAFERANLOO et al.,
2014).

Os resultados obtidos nos Graficos 1 e 2 mostram que a agitacéo
apresentou influéncia estatisticamente significativa na degradacdo da farinha
de penas pelos isolados fungicos da restinga. Na agitacdo de 200 rpm foram
observadas as maiores taxas de degradacdo da farinha de penas para ambos
os isolados, porém o A. terrus 1S37 degradou acima 80% do material
queratinoso (Grafico 1). Os tratamentos observados sob diferentes agitacdes

demostram estatisticamente que eles ndo compartiham de letras iguais,
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diferindo nas porcentagens da taxa de degradacdo da racdo de penas,
indicando, de forma indireta, que esta agitacdo promoveu uma melhor condi¢cdo

para producdo das enzimas queratinoliticas pelos fungos.

Gréfico 1. Taxa de degradacédo (%) do isolado Aspergillus terrus IS37 sob
temperatura de 30°C durante 7 dias.
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Para o isolado Cladosporium sp. ISD8, uma maior degradacdo da
farinha de penas foi observada com o aumento da agitacdo, sendo que na
agitacdo de 200 rpm a taxa de degradacdo também foi a mais elevada, sendo
estatisticamente diferente das agitacbes de 100 rpm e 150 rpm (cada
tratamento compartilha de letras diferentes, ou seja, cada agitacdo promoveu
uma taxa diferente da degradacédo da farinha de penas) (Gréfico 2).

Gréafico 2: Taxa (%) de degradagdo do isolado Cladosporium sp ISD8 sob
temperatura de 30°C durante 7 dias.
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Para se obter o melhor pico de producdo de metabdlitos desejaveis é
necessario observar e estudar a capacidade de adaptacdo de cada isolado
fungico as condi¢cdes de crescimento em que sdo submetidos para poder
verificar a influéncia dos paramentos fisicos e quimicos que podem interferir na
capacidade dos microrganismos em produzir metabodlicos secundarios
((ASGHER et al. 2016; AMIN et al. 2017).

O isolado A. terreus IS37 apresentou capacidade de degradacgéo da
farinha de penas cerca de 25% maior quando comparado ao isolado
Cladosporium sp. ISD8, em todas as agitacdes estudadas (Grafico 3). O
género Aspergillus possui caracteristicas como crescimento rapido, tolerancia a
variacbes de pH e capacidade de secretar uma grande variedade de enzimas
hidroliticas e oxidativas envolvidas na decomposi¢cdo de materiais queratinosos
(CAIRNS et al., 2018), o que pode explicar sua maior eficiéncia na degradacao

da farinha de penas.

Grafico 3: Taxa da degradacdo (%) da farinha de penas pelos isolados
fungicos Aspergillus terrus I1IS37 e Cladosporium sp ISD8 a 30°C e diferentes
agitacdes (rpm).
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De Castro e Sato (2014) ressaltam em seu trabalho a importancia das
condicbes como temperatura, pH, ions e agitacdo, para o sucesso do processo
fermentativo. A agitacdo, por sua vez, desempenha um papel fundamental, que

influéncia na taxa de degradacdo, devido a reducdo de danos na estrutura
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celular do microrganismo e diminuindo assim o0 gasto energético no sistema,
possibilitando que os microrganismos possam realizar suas vias metabdlicas, o
gue pode resultar na degradacéo do substrato.

Por isso, para 0s experimentos seguintes com A. terreus IS37 e
Cladosporium sp. ISD8 foi padronizada a agitacdo de 200 rpm, variando
somente as temperaturas, na avaliacdo da taxa (%) de degradacéo da farinha
de penas em fermentacdo submersa (Graficos 4 e 5).

A temperatura O6tima das queratinases, que sdo as enzimas
responsaveis pela hidrolise da queratina, esta em uma faixa entre 30 °C e 80
°C, dependendo do microrganismo utilizado na fermentacdo (ANITHA;
PALANIVELU, 2013).

A temperatura influenciou na taxa de degradacao da farinha de penas
pelos isolados fungicos A. terrus 1S37 e Cladosporium sp 1ISD8, sendo que para
ambos os isolados os tratamentos foram estatisticamente significativos entre si
(letras diferentes significam que os tratamentos diferiram estatisticamente), ou
seja, a temperatura promoveu diferentes taxas de degradacdo na faixa
estudada.

Para o isolado fangico A. terrus 1S37 a temperatura que levou a uma
maior taxa de degradacao do substrato queratinoso foi 30 °C, acima de 80%,
sendo cerca de 20% a 25% superior quando comparado a temperatura de 25
°C e 35 °C (Grafico 3). Este resultado pode ser corroborado pelo trabalho de
Anitha; Palanivelu (2013).

Os resultados também foram significativamente superiores ao controle
em todas as temperaturas, mostrando que, embora o controle apresente cerca
de 20% de taxa de degradacao, isso ocorre devido a agitacdo mecanica que
degrada a farinha de penas. Entretanto, essa degradacéo decorrente de um

processo fisico é insuficiente para atingir um nivel desejavel.
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Gréfico 4: Taxa de degradacédo (%) da farinha de penas pelo isolado fungico
Aspergillus terrus 1S37, em diferentes temperaturas sob agitacdo de 200rpm,
no periodo de 7 dias.
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Ferreira et al. (2017) cultivaram fungos do género Aspergillus sp.
isolados do Cerrado e obtiveram o valor de 645 U/mL de atividade
colagenolitica, sendo que o meio fermentativo também foi constituido de
solucdo mineral de sais e penas de galinha, na temperatura de 30 °C. Mazotto
et al. (2013) usaram em seus experimentos penas de frango como substrato
fermentativo, obtendo atividades queratinoliticas de 60 U mL1 e 172 U mL* aos
sete dias em fermentacdo submersa, usando cepas mutantes de Aspergillus
niger.

O isolado fungico Cladosporium sp. ISD8 também apresentou a melhor
taxa de degradacéo da farinha de penas, acima de 60%, na temperatura de 30
°C. Porém, nas outras duas temperaturas estudadas as taxas de degradacgéo
foram inferiores, sendo que na temperatura de 25 °C a taxa de degradacao foi
cerca de 20% menor (51,73%) e a 35 °C foi observada uma degradacéao da
farinha de penas em torno de 20% apenas, comparavel aguela observada no
controle (Gréafico 4). lIsso indica que, a 35 °C as enzimas sofreram
desnaturacao térmica, perdendo a capacidade de hidrolisar as queratinas.

Khanam et al. (2004) também observaram que o isolado Cladosporium

sp. degradou em torno de 40-50% das penas de frango a 28 °C, mostrando
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uma maior preferencia do organismo a este substrato do que para cabelo
humano. Mohak-kumar (2013) avaliou a capacidade do Cladosporium sp. em
produzir atividade enzimatica de L-asparaginase utilizando residuos
agroindustriais, sendo este processo fermentativo realizado a 30 °C com pH
inicial 5,8 por 5 dias, onde 0 mesmo conseguiu produzir enzimas capazes de

degradar o substrato queratinoso.

Gréfico 5: Taxa de degradacédo (%) da farinha de penas pelo isolado fungico
Cladosporium sp ISD8 em diferentes temperaturas sob agitacdo de 200rpm, no
periodo de 7 dias.
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Os resultados mostraram que as enzimas dos isolados fungicos da
restinga de Guaibim-BA atuam na faixa mesofila de temperatura.

Esses resultados s&o similares aos descritos por outros fungos
queratinoliticos. Marcondes et al. (2008) analisaram 106 fungos filamentos
isolados a partir de residuos de aves de capoeira, para avaliar a producao de
proteases queratinoliticas, os quais foram capazes de degradar residuos de
penas como Unica fonte de carbono e nitrogénio a 28 °C.

Entretanto, os isolados da restinga de Guaibim apresentaram maior taxa
de degradacao quando comparado com outras espécies de fungos. Maitig et al.
(2018) avaliaram a capacidade do fungo Aspergillus sp. em processo
fermentativo para producdo de proteases com atividade queratinoliticas para a

degradacéao de penas, que variaram entre cerca 36% e 42%.
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A temperatura € um parametro importante que afeta a sobrevivéncia,
reproducao e o crescimento fungico, além de auxiliar na regulacédo da atividade
metabdlica para secrecdo de enzimas (SANTIAGO et al., 2016).

Altas temperaturas podem causam danos a membrana celular pela
ruptura das pontes de hidrogénio e interacbes hidrofobicas, desnaturacdo de
proteinas e acidos nucleicos e desnaturacdo enzimatica irreversivel, conferindo
perda de fungbes e estrutura da membrana, ruptura do DNA e perda de
viabilidade celular. Ao contrario, baixas temperaturas causam danos por afetar
a membrana de forma a reduzir os processos de regulacdo e conferir menor
fluidez, refletindo em um transporte lento de nutrientes e criando uma
membrana densa e bastante rigida. Esse processo reflete no metabolismo,
provocando baixa atividade enzimatica em detrimento do crescimento lento ou
inexistente (MADIGAN et al., 2016).

No Grafico 6 pode ser observado que o isolado A. terrus IS37 foi
superior em todas as temperaturas estudadas para a degradacao da farinha de
penas quando comparado com o isolado Cladosporium sp ISD8.

Grafico 6: Dados comparativos da taxa de degradacdo (%) da farinha de
penas pelo isolados fungicos Aspergillus terrus 1IS37 e Cladosporium sp 1SD8
em diferentes temperaturas sob agitacdo de 200 rpm, no periodo de 7 dias.
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As queratinases se destacam em processos biolégicos, por serem de
baixo custo e livres de contaminantes, sdo alternativas de rota ecologica para
possibilitar um novo destino aos residuos agroindustriais, sendo utilizadas em
diversas aplicacdes no mercado enzimatico, pois elas apresentam mecanismos
que atacam os residuos queratinosos como a pena e, consequentemente,
encontram aplicagédo no desenvolvimento custo-beneficio dos subprodutos para
alimentacdo animal e fertilizantes. Sua aplicacdo também pode ser estendida
para industrias de detergentes e de couro onde servem como enzimas
especiais (BAGEWADI et al., 2018).

6.0 Conclusoes

« Tanto a agitacdo quanto a temperatura, nas faixas estudadas,
apresentaram influéncia estatisticamente significativas na taxa de

degradacédo da farinha de penas para ambos os isolados.

* Os isolados apresentaram melhor taxa de degradacdo da farinha de

penas na faixa mesoéfila de temperatura.

* O aumento da taxa de degradacéo da farinha de penas foi diretamente
proporcional ao aumento da agitagao.

* O pH ficou alcalino no final da fermentacéo, indicando que ocorreu a
liberacdo de aminas, ou seja, ocorreu a degradacao da farinha de penas

pelos isolados fungicos.
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