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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a utilizagdo de farinha de penas de frango como
substrato semissOlido para producdo simultinea das enzimas protease, lipase, fitase e
queratinase utilizando o fungo filamentoso Aspergillus niger LBAO2 como agente de
fermentagdo. Adicionalmente, a obten¢do de uma farinha fermentada com maior digestibilidade
proteica foi definida como meta. A técnica de delineamento experimental (DCCR) foi utilizada
para avaliar as condi¢des mais adequadas de cultivo incluindo a temperatura de incubagdo,
umidade inicial do substrato e suplementacdo da farinha de penas com farelo de trigo para
producdo simultanea das enzimas. Os maiores valores de producao enzimdtica foram detectados
apos 48 h de fermentacdo na regido dos pontos centrais do DCCR, onde a umidade inicial foi
de 50%, a temperatura de 30°C e o farelo de trigo incorporado foi de 15% m/m. Nestas
condic¢des, o A. niger LBAO2 atingiu produgdes de aproximadamente 300 U/g para protease,
100 U/g para lipase, 80 U/g para fitase e 10 U/g para queratinase. As varidveis independentes
temperatura e umidade inicial foram as que apresentaram os efeitos mais destacdveis na
producdo das enzimas, e embora a adicao de farelo de trigo tenha apresentado impacto positivo
e significativo (p < 0,10) somente na producdo de fitase, a incorporacdo deste como
suplementa¢do para a farinha de penas permitiu antecipar o pico de producdo das enzimas de
72h para 48h, o que representa ganhos significativos em termos de produtividade. Além disso,
a utilizagcdo de farelo de trigo como suplemento resultou em valores superiores de atividade
enzimatica comparados aos encontrados na fermentaco inicial realizada apenas com a farinha
de penas, a saber: ganhos de 20, 25 e 300% na producdo de protease, lipase e fitase,
respectivamente. O extrato enzimatico bruto foi concentrado e caracterizado bioquimicamente
quanto aos parametros pH e temperatura para mdxima atividade enzimdtica. As proteases
apresentaram maior atividade em pH 5,5 e temperatura de 50°C e as lipases apresentaram maior
atividade em valores de pH entre 2,0 e 3,0 e temperaturas entre 50 e 60°C. Nos ensaios
envolvendo as enzimas fitase e queratinase, os modelos ndo apresentaram bons ajustes
estatisticos; ainda assim foi possivel detectar um valor mdximo de atividade de fitase em pH
3,0 e temperatura 60,6°C e maiores valores de atividade de queratinase nos ensaios realizados
em pH 3,0 e 8,0 e na temperatura de 60,6°C. As andlises de proteina antes e apds a fermentacao
semissdlida ndo apresentaram diferenca significativa (p <0,10), havendo um aumento na média
de proteina bruta do meio de 44,7% para 50,7%, e ao contrdrio do que se esperava, a

digestibilidade proteica em pepsina da farinha fermentada apresentou uma reducao na média de



50,3% para 41,4%. Considerando o nivel de producdo das enzimas, sugere-se um trabalho
futuro com adi¢do da farinha fermentada na racdo de frangos para investigar os beneficios no
desempenho de crescimento das aves. Um estudo mais adequado de digestibilidade
relacionando os resultados in vitro com experimentos conduzidos in vivo seria também uma

alternativa interessante para melhor aproveitamento da farinha de penas na alimentacao animal.

Palavras-chave: farinha de penas e sangue; Aspergillus niger; fermentacdo semissdlida;

enzimas hidroliticas.



ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the simultaneous production of protease, lipase,
phytase and keratinase enzymes by Aspergillus niger LBAO2 under solid state fermentation
using chicken feather meal as substrate. Other objective was to produce a fermented meal with
higher protein digestibility. A central composite rotatable design (CCRD) was used to study the
effect of some culture parameters for production of enzymes: incubation temperature, initial
moisture of the culture medium and substrate supplementation with wheat bran. The highest
results obtained of enzymes production were detected after 48 h of fermentation in the central
points of the CCRD using an initial moisture of 50%, 30°C as incubation temperature and
supplementation of the feather meal with 15% wheat bran. Under these conditions, the A. niger
LBAO?2 yields of protease (300 U/g), lipase (100 U/g), phytase (80 U/g) and keratinase (10 U/g).
The independent variables incubation temperature and initial moisture of the culture medium
presented as highly significant on the enzymes production. The supplementation with wheat
bran had a significant impact (p < 0.10) only on phytase production, but it anticipates the
production in the most of the enzymes from 72h to 48h, which represents gains in terms of
productivity. Also resulted in gains of 20, 25 and 300% in values of protease, lipase and phytase
activities respectively compared to the fermentation with just feather meal as substrate. The
enzymatic extract was concentrated to study the pH and temperature parameters for maximum
enzymatic activity. The protease activity was higher at pH 5.5 and temperature of 50°C and
lipase activity showed higher at pH values between 2.0 and 3.0 and temperatures between 50
and 60.6°C. No significant effects of the pH and temperature on phytase and keratinase
production were observed. The higher values of phytase activity was at pH 3.0 and temperature
of 60°C and keratinase activity was at pH 3.0 and 8.0 and at 60.6°C. The digestibility of feather
meal and fermented meal didn’t show a significant difference (p < 0.10), there was an increase
of protein from 44.7% to 50.7%, and a decrease of the pepsin digestibility from 50.3% to 41.4%.
The values of enzymes production suggest a future work with addition of this fermented feather
meal in broiler feed to investigate the benefits in the growth performance. Another digestibility
study relating the results obtained in vitro with experiments conducted in vivo would also be

an interesting alternative for the better use of feather meal in animal feed.

Keywords: feather meal; Aspergillus niger; solid state fermentation; hydrolytic enzymes.
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1. Introducao

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de carne de frango com uma producao
de 12,9 milhGes de toneladas em 2016, e com um crescimento médio de 0,34 milhGes de
toneladas por ano na dltima década (2006 a 2016), conforme o relatério anual da Associagao

Brasileira de Proteina Animal — (ABPA, 2016).

A inddustria da carne de frango também produz uma grande quantidade de residuos,
tais como visceras, 0ssos, penas € sangue, que juntos podem chegar até 28% do peso vivo do
frango, sendo de 9 a 12% referentes a penas e sangue, segundo a Associacdo Brasileira de

Reciclagem Animal — (ABRA, 2016).

Atualmente, o destino quase exclusivo desses residuos € a producao de farinhas por
meio de cozimento sob pressdo para uso na alimentagdo animal. No periodo de 2010-2014,

foram produzidas em média 528 mil toneladas de farinha de penas por ano (ABRA, 2016).

Além de evitar a poluicdo ambiental, a utilizacdo de farinhas de origem animal
como fonte alternativa de proteina e fésforo para ragdes reduz os custos da dieta, uma vez que
esses produtos substituem parcial ou totalmente alguns ingredientes de custo expressivo, como
farelo de soja e o fosfato bicdlcico (Scheuermann et al., 2007). Desta forma, toda possivel
diminui¢do dos custos com a nutricdo das aves pode ser muito vantajosa, uma vez que a
alimentacdo representa aproximadamente 70% dos custos totais de producao (Matias et al.,

2015).

Embora a farinha de penas contenha alto teor de proteina bruta e represente uma
boa matéria-prima para formulacdo de ragdes, ela ndo é totalmente aproveitada pelas aves
devido a sua baixa digestibilidade. Uma alternativa bastante difundida para a melhoria da
digestibilidade € a utilizacdo de enzimas associadas ao processo convencional de produgdo da

farinha de pena (Pacheco et al., 2016).

Outras alternativas bastante estudadas para o aumento da digestibilidade, bem como
a substituicdo do processo convencional de cozimento sob pressao, sao a utilizac@o de hidrélise
enzimatica das penas com enzimas queratinoliticas e a degradacdo das penas por micro-
organismos, muitas delas com possibilidade inclusive de ganhos nos custos energéticos

(Brandelli et al., 2015).
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A adicdo de enzimas exdgenas nas ragdes também tem sido alternativa para
melhorar a eficiéncia de utilizacdo de alimentos tradicionais e viabilizar o uso de matérias-

primas alternativas, como as farinhas de origem animal (Matias et al., 2015).

Existe uma gama de enzimas exdgenas disponiveis no mercado de aditivos, as quais
podem ser adicionadas individualmente na racdo ou combinadas na forma de complexos e
“blends”. As principais enzimas deste grupo, incluem: fitases, proteases, amilases, celulases,

xilanases, galactosidases, glucanases, pectinases e lipases (Carvalho, 2013).

As enzimas exdgenas utilizadas nas racdes avicolas sao produzidas industrialmente
em laboratdrios especializados por meio de culturas aerdbicas, sendo derivadas principalmente
da fermentacdo bacteriana, fingica e de leveduras destacando-se bactérias do género Bacillus

e fungos filamentosos do género Aspergillus como principais produtores (Dessimoni, 2011).

Estudos também t€ém demonstrado que a utilizacdo de ingredientes fermentados em
racOes contribui para o incremento da saide e eficiéncia intestinal de aves, promovendo
aumento das vilosidades intestinais, melhoria na absor¢do de nutrientes, redu¢do do pH do
intestino, diminui¢do na proliferacdo de coliformes e patdgenos, aumento do ganho de peso e
reducdo da gordura abdominal (Engberg et al., 2009; Niba et al., 2009; Naji et al., 2015).
Atualmente, o fungo filamentoso Aspergillus niger € um dos principais micro-organismos
probidticos aplicados em frangos de corte (Chen et al., 2009; Saleh et al., 2011; Zhang et al.,
2015).

As fermentagdes para producao de enzimas podem ser tanto por processo submerso,
quanto por fermentacdo semissolida (FSS). No caso de cultivo de fungos filamentosos, a FSS
apresenta diversas vantagens em relacao a fermentagao submersa, como: condi¢des de cultivo
mais parecidas com o habitat natural dos fungos, facilitando o crescimento e a secrecdo de

enzimas, menores custos € maior concentragdo dos produtos apos a extragdo (Pandey, 2003).

Neste contexto, o presente trabalho visou estudar a fermentacdo semissélida
utilizando farinha de penas e sangue como substrato e uma linhagem de Aspergillus niger como
agente de fermentagdo. O objetivo geral envolveu o estudo dos parametros de cultivo do micro-
organismo para producdo simultanea das enzimas protease, lipase, fitase e queratinase assim
como a obten¢@o de um produto fermentado com maior digestibilidade proteica em relacdo a
farinha ndo fermentada. O trabalho também contemplou a caracterizacdo bioquimica das

enzimas produzidas em fun¢ao dos parametros pH e temperatura para maxima atividade.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar a viabilidade de utilizacdo de
farinha de penas e sangue de frango como substrato semissélido para producao simultanea de

enzimas hidroliticas utilizando uma linhagem de Aspergillus niger.
2.2. Objetivos Especificos

Os objetivos especificos envolveram os topicos apresentados a seguir:

- Avaliar a producdo das enzimas hidroliticas protease, lipase, fitase e queratinase
pela linhagem de Aspergillus niger LBAO2 utilizando a farinha de penas e sangue

de frango como substrato;

- Estudar os parametros de cultivo mais adequados para producdo simultinea das

enzimas hidroliticas utilizando a técnica de delineamento experimental;

- Caracterizar bioquimicamente as enzimas produzidas em fun¢do dos parametros pH

e temperatura para maxima atividade;

- Avaliar a digestibilidade proteica do produto final fermentado em comparagdo a

digestibilidade da farinha de penas e sangue nio fermentada;

- Obter um produto fermentado com melhores caracteristicas nutricionais no sentido
de aproveitar a grande quantidade de residuos produzida assim como promover

ganhos financeiros na cadeia de produc¢do de carne de frango.
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3. Revisao Bibliografica

3.1. Farinha de Penas e Sangue (FPS) de frango

A farinha de penas é obtida por coc¢do sob pressdo, de penas limpas e nao-
decompostas, permitindo-se a presencga de sangue, desde que a porcentagem incluida nio altere

significativamente a composicao quimica da farinha (Eyng et al., 2012).

As penas contém alto teor de proteina bruta, mas a maior parte dessa proteina (85 a
90%) € queratina, que, em virtude da sua estrutura fibrosa e da grande quantidade de
aminodcidos sulfurosos, possui baixa solubilidade e alta resisténcia a acdo de enzimas
digestivas, devendo entdo ser hidrolisada, a fim de ser metabolizada por animais. O sangue, por
sua vez, além de apresentar alto contetudo proteico, € rico em lisina, aminoécido limitante em

racoes para aves (Scapim et al., 2003).

A falta de uniformidade e a baixa digestibilidade das farinhas de pena e sangue
existentes no mercado se constitui em desafio para os nutricionistas, pois subprodutos de origem
animal possuem padrdo de aminodcidos bastante adequado as necessidades das aves. A
caracterizacdo desses subprodutos e residuos contribui para diminuir a variabilidade de
informacdes encontrada em diferentes tabelas nutricionais (Rostagno et al., 2005; Eyng et al.,

2012).

Nas Tabelas 1 e 2 encontram-se os valores de composicdo da amostra de farinha de
pena e sangue utilizadas nos trabalhos obtidos no laboratério interno da empresa Ad’oro que
forneceu o material para o desenvolvimento desta pesquisa, comparados a alguns resultados
reportados por Scapim et al. (2003) na avaliacdo de 4 diferentes fornecedores de farinha de

penas e sangue.

Tabela 1. Composicao da farinha de pena e sangue (FPS).

Composiciio FPS FPS FPS FPS FPS
Ad’oro Empresal Empresa2 Empresa3d Empresa4
Matéria Seca (%) 94,15 90,35 85,05 93,53 93,55
Proteina Bruta (%) 84,66 81,23 71,20 82,25 82,40
Extrato Etéreo (%) 6,26 4,46 4,07 6,19 5,91
Matéria mineral (%) 1,91 3,38 3,62 1,80 1,83
Cilcio (%) 0,26 0,84 0,67 0,31 0,32

Fésforo (%) 0,22 0,48 0,48 0,23 0,21
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Tabela 2. Composicdo e teores de aminodcidos totais (AAt) e aminodcidos digestiveis verdadeiros (AAd) da

farinha de pena e sangue (FPS), em porcentagem de matéria natural.

FPS FPS FPS FPS FPS
Aminoécidos Ad’oro Empresa 1 Empresa 2 Empresa 3 Empresa 4

AAt  AAd AAt AAd AAt AAd AAt AAd AAt  AAd
Lisina 2,14 1,41 2,84 1,95 2,70 1,84 2,07 1,52 2,03 1,46
Metionina 0,56 042 0,62 047 0,71 0,53 0,62 048 0,64 0,49
AA Sulfurosos 380 239 3,62 2,21 3,69 2,00 5,28 3,61 5,17 3,35
Treonina 347 250 393 2,74 3,84 2,67 4,00 2098 392 291
Arginina 4,87 4,01 5,68 4,81 5,01 4,30 5,89 516 580 5,01
Histidina 0,98 0,73 1,42 1,02 1,18 0,78 0,80 0,59 0,79 0,59
Valina 532 422 6,06 466 556 423 6,22 512 6,07 5,01
Isoleucina 349 2,79 343 2,79 3,63 291 4,02 3,43 4,05 3,48
Leucina 6,22 479 7,28 5,74 6,68 5,17 6,87 5,64 6,84 5,63
Fenilalanina 3,67 3,03 4,12 3,38 394 3,18 4,05 346 4,01 3,43

A qualidade e a digestibilidade da proteina dessas farinhas dependem basicamente

da pressdo, temperatura e do tempo de cozimento e secagem no processo de obtencao (Eyng et

al., 2012).

Scapim et al. (2003) citaram vérios trabalhos que utilizaram diferentes métodos de
processamento com o intuito de definir os parametros 6timos para producdao de farinhas de
penas e farinhas de sangue e, consequentemente, o efeito desses processos sobre o valor
nutritivo das farinhas produzidas. De acordo com estes autores, elevadas temperaturas e
pressdes por longos periodos sdo necessdrias para obtencao de indices satisfatérios de hidrdlise

das proteinas das penas.

Davis et al. (1961) apresentaram de forma bastante clara a influéncia da pressdo e
do tempo de cozimento na digestibilidade da farinha de penas e demonstraram que a uma
determinada pressdo e com o aumento do tempo de coccdo, aumenta-se a hidrélise da queratina
e da digestibilidade da farinha. Porém, a digestibilidade aumenta de forma rdpida até préximo
de 60%, e a partir dai, sdo necessarios tempos muito longos (e invidveis economicamente) para
atingir digestibilidade superior a 70%. Por outro lado, quanto maior a pressdo, menor € o tempo

necessdario para atingir o mesmo nivel de digestibilidade.

Embora o aumento do tempo e/ou da pressdo de processamento possa melhorar a
digestibilidade da proteina por pepsina, a termosensibilidade de alguns aminoacidos pode afetar
negativamente o valor nutricional do produto final (Scapim et al., 2003). Por isso, a relacao dos
resultados de digestibilidade in vitro podem nao ser confirmados com os resultados in vivo.

(Eaksuree et al., 2016)
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Uma alternativa para o aumento da digestibilidade da farinha de penas e sangue
sem o0 aumento do tempo e/ou da pressdo de processamento seria a utilizacdo de processos
enzimdticos e/ou processos fermentativos com o uso de enzimas exdgenas € micro-organismos,

respectivamente.

A adicdo de enzimas exdgenas durante o processo de cozimento, associada ao
processamento de baixa temperatura e baixa pressao, tem sido uma das alternativas utilizadas
para mitigar os efeitos do superaquecimento da farinha de penas, melhorando a qualidade do

produto e economizando energia (Pedersen et al., 2012, Pacheco et al., 2016).

Pacheco et al. (2016) compararam a digestibilidade in vivo de ra¢des para cachorros
adicionadas de farinha de penas produzidas pelos processos convencional e com adi¢do de
enzimas. O processo convencional foi conduzido da seguinte forma: 2,200 kg de penas
adicionados de 1,600 kg de sangue submetidos ao cozimento a 110°C for 20 min, hidrdlise a
300 kPa a 160°C por 40 min e posterior secagem por 75 min. A farinha de penas produzida com
adicao de enzimas foi obtida com os seguintes parametros: 2,200 kg de penas adicionados de
1,600 kg de sangue, 1,9 kg da enzima Allzyme FD ®, 9,5 kg de metabisulfito de sodio e
cozimento a 110°C for 40 min, hidrdlise a 200 kPa a 160°C por 40 min e secagem por 75 min.
Os autores constataram que a adi¢do da enzima no processo de producdo da farinha mesmo
utilizando uma pressao inferior proporcionou um aumento de sua digestibilidade aparente no
trato digestivo de 0,640 para 0,774 e também aumentou a energia metabolizavel da racdo em

600 Kcal/kg de matéria seca.

Shih (1999) estudou a adi¢@o de outra enzima comercial, a Alcalase ® 2.5 L PF da
empresa Novozymes na proporcao de 0,8 kg de enzima / tonelada de matéria prima, para pré-
tratamento das penas antes do cozimento e também para hidrélise durante o cozimento. O
trabalho concluiu que a enzima aumentou a digestibilidade da proteina de 55% (processo
convencional de cozimento sob pressdo) para 65-72% quando a enzima foi adicionada durante
o periodo de cozimento e para 82% quando feita uma hidrélise enzimadtica antes do cozimento.
As condig¢des de cozimento mais suaves possibilitadas pelo pré-tratamento enzimatico geraram
menos oxidagdo dos dcidos graxos e dos aminodcidos, e resultou em uma farinha com menos

odor e cor mais clara comparada ao processo nao enzimético (Shih, 1999).

Outras alternativas bastante investigadas sdo a hidrdlise enzimatica das penas por
enzimas queratinoliticas ou a degradacdo das penas por micro-organismos produtores de
queratinase durante processo fermentativo como uma alternativa de tratamento das penas cruas.

Esses processos mostraram-se vidveis em relagcdo a hidrdlise alcalina e cozimento sob pressdao
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de vapor de penas, resultando muitas vezes em produtos de melhores propriedades nutricionais
para aplica¢do como ragdo animal (Gupta & Ramnani, 2006; Cao et al., 2008; Brandelli et al.,

2010; Brandelli et al., 2015).

Diversas pesquisas indicaram que as bactérias do género Bacillus sdao fontes
importantes de enzimas queratinoliticas para processamento de penas, como: Bacillus cereus
(Bhari et al, 2018), Bacillus sp. (Oliveira et al., 2016; Lemes et al., 2016), Bacillus subtillis
(Sekar et al., 2016), Bacillus amyloliquefaciens (Bose et al. 2014), Bacillus subtilis (Sivakumar
& Raveendran, 2015), Bacillus halodurans (Prakash et al., 2010), Bacillus megaterium (Park
& Son, 2009). No entanto, existem também relatos de outros micro-organismos com capacidade
semelhante de producdo de queratinases e portanto, com grande potencial para processamento
das penas de aves, a saber: Chryseobacterium sp (Fontoura et al., 2014), Aspergillus niger
(Lopes et al., 2011; Mazotto et al., 2013), Coprinopsis sp (Al-Musallam et al., 2013),
Aspergillus carbonarius (Sales et al., 2008), Vibrio sp. (Grazziotin et al., 2007) e Kocuria rosea

(Bertsch, 2005).

3.2. Enzimas em racoes de frango

Os nutricionistas t€m se empenhado em buscar solu¢des para atender as exigéncias
nutricionais das aves, que, devido ao rdpido crescimento e a consequente redugdo no tempo de

abate, passaram a exigir alimentos de melhor qualidade.

O uso de enzimas exdgenas ndo € essencial na composi¢do da dieta, sendo apenas
uma estratégia para potencializar o desempenho dos animais, buscando uma melhoria na
eficiéncia de utilizagdo de alimentos tradicionais e/ou matérias-primas alternativas, como as

farinhas de origem animal.

A aplicacdo de enzimas em dietas de aves para o aumento da disponibilidade de
nutrientes € relatada desde 1926. Inicialmente, as pesquisas sobre enzimas na nutri¢do de aves
concentravam-se em enzimas que degradam polissacarideos ndo amildceos, especialmente

xilanase e B-glucanase, em dietas contendo trigo, centeio e cevada (Choct, 2006).

Posteriormente, um interesse consideravel foi demonstrado no uso de fitase como
aditivo alimentar, pois ndo apenas aumenta a disponibilidade de fosfato na racdo, mas também

reduz a polui¢do ambiental (Pariza & Cook, 2010).

Virios outros produtos enzimaticos estdo sendo avaliados na industria de ragdes,

incluindo proteases para melhorar a digestdo de proteinas, lipases para aumentar a digestao
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lipidica, B-galactosidases para neutralizar alguns fatores antinutricionais em alimentos ndo-
cerealiferos, amilase para auxiliar na digestdo de amido e celulase para auxiliar a digestdo de

fibras (Marquardt, 1996; Adebiyi et al., 2010; Munir & Magsood, 2013).

Atualmente, existem diversas preparagdes enzimaticas comerciais disponiveis no
mercado de aditivos (Tabela 3). As principais sdo as proteases, amilases, celulases, xilanases,

galactosidases, glucanases, pectinases, lipases e fitases.

O uso de enzimas exdgenas na racdo de animais monogéastricos vem promovendo
importantes beneficios nos sistemas de producdo animal. Aves ndo conseguem aproveitar cerca
de 15 a 25% dos valores nutricionais dos alimentos (Bedford & Partridge, 2011), seja por nao
produzirem enzimas em quantidade suficiente ou pela presenca de fatores antinutricionais. Essa
ineficiéncia na utilizacido dos nutrientes representa uma grande perda nos sistemas produtivos,
visto que a nutricdo € o maior constituinte do custo de producdo, e esta perda pode ser

minimizada com a adi¢do de enzimas as ragdes.

Tabela 3. Principais grupos de enzimas utilizadas na racdo de aves e respectivos efeitos sobre o produto final.

Enzima Substrato Acao
Xilanase Arabinoxilanos Reducdo da viscosidade da racdo
Glucanases B-glucanos Reducio da viscosidade da ra¢do e menor umidade da cama
Pectinases Pectinas Reducio da viscosidade da ragdo
Celulases Celulose Degradacio de celulose e liberagdo de nutrientes
. Suplementacio das enzimas endégenas: degradagdo mais
Proteases Proteinas p ¢ .. &¢ gradag
eficiente de proteinas
. . Supl tacdo d i dé : degradaca i
Amilases Amido uplementagdo das enzimas endogenas: degradagdo mais
eficiente do amido
. ¢ . Melhora a utilizacdo do fésforo proveniente dos vegetais.
Fitase Acido Fitico § ~ [0 proven &
Remociao do Acido Fitico
Galactosidades Galactosideos Remocdo de galactosideos

Lipideos e 4cidos

Lipases
graxos

Fonte: (Carvalho, 2013).

Melhora a utilizacdo de gorduras animais e vegetais

3.2.1. Fitases

As fitases vém sendo comercializadas desde 1991, sendo as enzimas mais estudadas
e utilizadas na nutricio de monogastricos (Selle & Ravidran, 2007). Elas vém sendo
amplamente aplicadas como adjuvantes na alimentagdo animal, pois atuam sobre o fitato,

reduzindo esse fator antinutricional e liberando fosforo (Bhavsar et al., 2013).

O f6sforo € um macromineral de extrema importancia para os vertebrados, pois
participa da constituicdo da matriz Ossea, integra os fosfolipideos da membrana celular, é

constituinte dos acidos nucleicos, participa de diversos sistemas enzimaticos, principalmente
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aqueles relacionados com a producdo de energia via ATP, e representa o 3° maior custo na
alimentacdo de frango. Embora este mineral esteja presente em grandes quantidades nas
matérias-primas utilizadas, encontra-se na forma de fitato, indisponivel e como fator

antinutricional (quelante de metais) (Carvalho, 2013).

O fitato (Ce¢H18024Ps) é uma molécula ciclica simples, carreando seis grupos
fosfato, com teor de fésforo de 28,16%. Esta molécula apresenta algumas caracteristicas
especificas de acordo com o ambiente em que se encontra. Em pH &cido, o fitato podera estar
levemente carregado negativamente ou em pH neutro/alcalino, fortemente carregado
negativamente, conforme demonstrado nas Figuras 1 e 2 (Coulibaly et al., 2011). Nos vegetais,
cerca de 60 a 90% do fésforo se encontra complexado na forma de mioinositol hexaquisfosfato

(IP6) ou acido fitico (Cheryan, 1980).

OH
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i i
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HO
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Figura 1. Estrutura do 4cido fitico em pH acido, elucidando o encontrado no proventriculo e moela de aves

(Adaptado de Coulibaly et al., 2011).
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Figura 2. Estrutura do 4cido fitico em pH bdésico, elucidando o encontrado a partir do duodeno em aves
(Adaptado de Coulibaly et al., 2011).
O que impede a digestao do 4cido fitico além da auséncia da produgio de fitase por
animais, € a baixa solubilidade do dcido fitico no intestino delgado, o que depende da

concentracao de cations no limen (Carvalho, 2013).
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A fitase deve ser capaz de hidrolisar a molécula de fitato durante a digestdo, antes
de chegar ao duodeno, local onde o fitato pode quelar com cétions e precipitar, tornando sua
hidrélise impraticdvel. Desta forma, segundo Igbasan (2000), para uma fitase atuar de maneira
eficaz, ela deve apresentar estabilidade em pH, resisténcia ao processo de produgao da racgao,

resisténcia a acdo proteolitica e estabilidade no trato digestivo.

O tempo de permanéncia da racdo no trato digestivo de frangos de corte € de
aproximadamente 4h e 30 min, distribuidos da seguinte forma: aproximadamente 50 min no
papo, 90 min no proventriculo e moela, 5 a 8 minutos no duodeno, 20 a 30 min no jejuno, 50 a
70 min no ileo e 25 min no reto. Como a fitase atua apenas em pH 4cido, onde o substrato fitato
estd soldvel e passivel de hidrélise, a mesma tem um tempo para atuacdo de aproximadamente

2h e 20min (Gauthier, 2002).

Segundo Schlemmer et al. (2001), a solubilidade do &cido fitico é extremamente
dependente do nimero de fosfatos na molécula. As fitases microbianas tém capacidade de atuar
nas ligacdes entre o carbono 3 ou 6 e liberar os grupos fosfato. Apds a hidrélise do grupamento
preferencial, a fitase e fosfatases enddgenas realizam a sequéncia de hidrélises no anel de
inositol independente das condi¢Oes ambientais e solubilidade do meio (Adeola & Cowieson,

2011).

O aumento na digestibilidade do fosforo permite uma redu¢do na inclusao de fosfato
inorgénico a dieta, fonte esta que € ndo renovavel e de alto custo, sendo o terceiro nutriente

mais oneroso na formula¢do de ragdes, atras de energia e proteina (Boling et al., 2000).

A redugdo na excre¢do de minerais também € um objetivo na inclusdo de fitase na
racdo. O impacto ambiental da producao de aves e suinos € alvo de constantes criticas, podendo
causar contaminagio do lencol fredtico e eutrofizacao de cursos de dgua. O uso de fitase, ao
melhorar a digestibilidade do fésforo, reduz a elimina¢@o desse mineral no ambiente, reduzindo

o impacto dessa atividade (Dessimoni, 2015).

3.2.2. Proteases

As proteases, além de participar como agente essencial no processo digestivo, sdo
responsaveis pelo turnover proteico, modulacdo enzimatica, regulagdo da expressdo génica,
esporulacdo de micro-organismos e germinacdo de sementes. O papel desta classe de enzimas
na industria é bastante conhecido, sendo empregada no tratamento de couros, producio de

cervejas, queijos e paes e na fabricacao de detergentes (Aehle, 2007).
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Segundo Chaud et al. (2007), as proteases de origem microbiana representam um
atrativo, uma vez que 0S micro-organismos requerem espaco limitado para cultivo e sdo

susceptiveis a manipulacdo genética.

Diversos beneficios sdo relatados com a adi¢do de proteases exdgenas nas ragdes
como o aumento da digestibilidade de proteinas (Bedford & Partridge, 2011), hidrdlise de
fatores antinutricionais, tais como a lectinas e inibidores de tripsina (Huo et al., 1993; Ghazi et

al., 2002) e reducao na excre¢do de nitrogénio (Dessimoni, 2011).

A utilizacdo de proteases nas dietas para monogdstricos ainda carece de
informacdes especificas, tais como pH e temperaturas 6timos de atuacdo, cinética e substrato
ideal bem como seu modo de agdo, jd que proteases fungicas e bacterianas, mesmo com
respostas positivas in vitro, podem ndo apresentar os mesmos resultados in vivo (Adeola &

Cowieson, 2011).

Apesar disso, a adicdo de proteases tem se mostrado benéfica na maioria das vezes,
visto que a proteina € o nutriente mais oneroso das racdes para monogdastricos. No entanto,
diversos estudos ainda vém sendo realizados para se compreender os efeitos desse tipo de

enzima na fisiologia do animal, garantindo sua eficiéncia de utilizagdo (Carvalho, 2013)

Além disso, a suplementacdo com proteases microbianas possibilita a adicdo de
fontes de proteinas ndo convencionais, que ndo siao hidrolisadas pelas proteases presentes no
sistema digestivo dos animais, aumentando as opg¢des de adi¢do de nutrientes com baixo valor
agregado ou residuos (Azeredo et al, 2006). A queratina presente na farinha de penas, € um

bom exemplo de proteina ndo digerivel pelos animais monogastricos.

3.2.3. Queratinases

As queratinases sdao enzimas proteoliticas que atacam ligacdes peptidicas na
estrutura da queratina, presentes em grandes quantidades em penas, cabelos, unhas, chifres,
escamas e 13, para converté-las em formas simplificadas, o que torna essas enzimas
potencialmente aplicdveis na industria de alimentos, de detergentes, de cosméticos, de couro e
téxteis além de aplicacdes especificas em biomedicina, biocombustiveis, biorremediacdo e

tratamento de dguas residudrias (Brandelli et al., 2015; Gopinath et al., 2015; Bhari et al., 2018).

Assim, vérias enzimas queratinoliticas t€m sido investigadas com o objetivo de
hidrolisar queratina de penas para aumento da digestibilidade proteica e aplicacdo na

formulacao de ra¢des (Gupta & Ramnani, 2006; Brandelli et al., 2010).
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O uso original de uma enzima queratinase como aditivo alimentar foi relatado por
Lee etal. (1991). Outros estudos relataram que o uso de Versazyme® (produto comercial a base
de queratinase de Bacillus licheniformis) como aditivo a alimentagdo animal proporcionou
aumento na conversdo alimentar e melhorou a integridade intestinal das aves (Wang et al., 2006,

Odetallah et al., 2005).

A queratinase de B. licheniformis aumentou a digestibilidade total dos aminoécidos
das penas de 30 para 66% e das farinhas comerciais de penas de 77 para 99%. Os ganhos didrios
de peso de frangos com 3 semanas de idade foram de 66 g para soja, 50 g para farinha de penas
e 56 g para penas tratadas com queratinase (Odetallah et al., 2005). Odetallah et al. (2003)
também relataram que a queratinase aumentou significativamente a digestibilidade de uma
farinha de penas comercial, possibilitando o uso desta farinha em substituicdo de até 7% da

proteina da dieta para pintos em fase inicial de crescimento.

3.2.4. Lipases

As lipases apresentam grande relevancia em reacdes de hidrélise e sintese, tendo
como destaque a obtencdo de lipideos com melhores caracteristicas nutricionais (Angajala et

al., 2016).

Inicialmente, o uso de lipases em racgdes foi relativamente ignorado, uma vez que
6leos e gorduras sdo ingredientes utilizados em menores quantidades nas ragdes. Porém, existe
uma tendéncia crescente no setor de ragdes para utilizacdo de lipases como aditivos (Wang et

al. 2017).

As lipases tém sido utilizadas como alternativa para aumentar a digestdo das
gorduras, principalmente em ragdes aplicadas na alimentacdo de aves na fase inicial de
crescimento, visto onde o sistema enzimatico do animal ainda € imaturo e, portanto, ineficiente

na digestao total das gorduras (Pugh, 1993; Garcia 2000).

Devido a algumas deficiéncias, incluindo inativagdo pela acidez géstrica,
concentracdo fisiologica de sais biliares no intestino delgado e degradagcdo por proteases do
trato digestivo, a maioria das lipases ndo pode ser aplicada a racdo animal como um suplemento

para ingestdo e efeito direto no organismo (Moreau et al. 1988; Zentler-Munro et al., 1992).

Embora alguns estudos com adicao de lipases tenham encontrado resultados pouco

conclusivos sobre o efeito da enzima no desempenho da producdo de frangos (Kocher et al.,
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2003; Olukosi et al., 2007; West et al., 2007), isso ndo significa necessariamente que 0s

produtos enzimaticos ndo funcionem em seus substratos especificos.

Wang et al. (2017) avaliaram a adicdo de lipase de Yarrowia lipolytica em racdes
de frango e relataram que a adi¢do da enzima promoveu uma melhoria no desempenho de
crescimento dos frangos. Os experimentos foram feitos com 264 aves divididas em 3 grupos: 1
com racao controle sem adi¢do de enzimas e 2 grupos com adi¢do de 4 ou 6 U / g da lipase, sob
condig¢des controladas, no periodo de 1 a 42 dias. A taxa de conversao (FCR) apresentou valores
significativamente menores para os grupos com adi¢do de 6 e 4 U/g (1,577 e 1,591
respectivamente) em relacdo ao grupo controle (1,650) indicando um melhor desempenho de

crescimento dos grupos adicionados de lipase.

Portanto, a fim de melhorar a estabilidade e a utilizagdo de lipases, permanece a
necessidade de melhores preparacOes enzimdticas que sejam resistentes as condigdes no

estdmago e no intestino delgado das aves.

3.3. Aspergillus niger e sua relacao com a producao de ingredientes para racées animais

Os micro-organismos representam uma excelente fonte de enzimas devido a sua
ampla diversidade bioquimica e susceptibilidade a manipulag¢do genética. Fungos filamentosos,
como algumas linhagens de Aspergillus niger, possuem longa tradi¢do de uso na producgdo de
enzimas e acidos organicos e sdo listados como “GRAS” (Geralmente Reconhecidos como
Seguros) pela FDA - Administracdo de Alimentos e Medicamentos dos EUA (Schuster et al.,
2002).

Linhagens de Aspergillus niger t€m sido amplamente utilizadas na melhoria de
subprodutos agricolas por meio de sua acdo em substratos como polissacarideos e proteinas
(Aderemi & Nworgu, 2007), ou modificando estruturalmente fatores antinutricionais (Hong et

al., 2004).

Virios estudos demonstraram que linhagens de Aspergillus niger t€m grande
potencial para producao de fitase, com resultados superiores aos apresentados por outros fungos

filamentosos (Murai, 2002; Elkhalil, 2007; Bhavsar et al. 2011).

A capacidade do Aspergillus niger para a produg¢do de queratinases também foi
relatada (Son et al., 2008; Lopes et al. 2011; Mazotto et al., 2013;). Lopes et al. (2011) avaliaram
a producdo de queratinases por Aspergillus niger utilizando diferentes substratos (cabelo

humano, pélos de porco, penas de frango e chifre bovino) e relataram que a farinha de penas
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foi o substrato que permitiu a maior sintese da enzima pelo micro-organismo. Apds um estudo
prévio com 28 linhagens de Aspergillus niger, Mazotto et al. (2013) relataram que 4 linhagens
mostraram-se promissoras para produgdo de queratinase e hidrélise de penas, em especial a

linhagem de A. niger 3T5BS.

Adicionalmente, é importante destacar que os micro-organismos Aspergillus niger
e Candida utilis sdo considerados atualmente as principais cepas probidticas aplicadas em

frangos de corte (Tannock, 2001; Dei et al., 2008; Chen et al., 2009; Zhang et al., 2015).

A utilizacdo micro-organismos e ingredientes fermentados em racdes vem sendo
investigada e tem apresentado diversos beneficios, tais como: a melhoria da sadde e efici€éncia
intestinal de aves, aumento das vilosidades intestinais, melhoria na absorcao de nutrientes,
reduc¢do do pH do intestino, diminui¢do na proliferacao de coliformes e patdgenos, melhoria no
desempenho de crescimento e reducio da gordura abdominal (Engberg et al., 2009; Niba et al.,

2009; Naji et al., 2015; Jazi et al., 2017).

O A. niger € um dos micro-organismos utilizados para fermentacdo ou adi¢cao em
racdes e que tem apresentado bons resultados em diferentes substratos: sementes de algoddao
(Jazietal., 2017), folhas de ginko biloba (Cao et al., 2012; Zhang et al., 2015), pinha da espécie

“Pinus ponderosa” (Wu et al., 2015) e adicao diretamente na racdo (Saleh et al., 2011).

Saleh et al. (2011) sugeriram que as enzimas produzidas por Aspergillus awamori
e Aspergillus niger ajudariam no metabolismo da ave e que estes micro-organismos também
poderiam ser utilizados como probidtico em ragdes, uma vez que os frangos alimentados com
racoes suplementadas com esses fungos apresentaram maior crescimento, melhor taxa de
conversao, maior quantidade de musculo de peito e menor quantidade de gordura abdominal.
Eles avaliaram 42 frangos entre as idades de 15 a 27 dias, em temperatura (25°C), umidade (50-
70%) e luminosidade (ciclos de 14 horas de luz e 10 horas no escuro) controladas, divididos em
7 grupos: 1 grupo com racgdo controle e os demais com ragdes adicionadas em 3 concentragdes
de cada um dos fungos (50 x 10*/25 x 10*/ 50 x 10* esporos/g). A racdo controle era composta
por: milho, soja, 6leo de soja, farinha de alfafa e suplementos de aminodcidos (lisina e
metionina), de minerais e de vitaminas. Os resultados do experimento mostram que a adi¢cao do
A. niger reduziu significativamente (p < 0,01) a taxa de conversdo de racdo em todos os
tratamentos, de 1,89 no tratamento controle, para 1,50/ 1,52 / 1,62 nos tratamentos 50 x 103/
25 x 10*/ 50 x 10* respectivamente, indicando um maior peso de ave para 0 mesmo consumo
de racdo ou o mesmo peso de ave para um consumo menor de racdo. A adicdo de A. niger

também reduziu significativamente (p < 0,01) a quantidade de gordura abdominal das aves nos
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tratamentos com maiores concentracdes do fungo, de 0,60% no tratamento controle, para 0,17%

/ 0,24% nos tratamentos 25 x 10*/ 50 x 10* respectivamente.

Jazi et al. (2017) utilizaram uma mistura de Bacillus subtilis (PTCC1156),
Aspergillus oryzae (PTCC5163) e Aspergillus niger (PTCC5010) para fermentagao de farinha
de sementes de algoddo. Para cada 1 kg de semente de algodao foram adicionados 1,2 L. de 4gua
contendo 10° UFC/mL de cada um dos micro-organismos. A mistura foi fermentada durante 7
dias a 30°C, e a farinha fermentada foi seca por 3 dias a 50°C. Eles utilizaram 300 frangos
divididos em 5 grupos com 5 repeti¢cdes: 1 grupo com racdo controle e 2 grupos com racao
adicionada farinha de sementes de algodao (10 e 20%) e 2 grupos com ra¢do adicionada de
farinha fermentada de sementes de algoddo (10 e 20%). As farinhas de semente de algodao
foram utilizadas em substituicdo a soja. Eles utilizaram racdes controle (inicial 1-21 dias e
crescimento 22-42 dias) com diferentes concentracdes de: milho, soja, 6leo de girassol e
suplementos de aminodcidos (lisina e metionina), de minerais e de vitaminas. Os autores
reportaram que a fermentag¢do reduziu um fator antinutricional (gossipol) presente na semente
de algodao. A farinha fermentada também promoveu melhoria no desempenho de crescimento
e na saude intestinal dos frangos indicando que ela pode ser uma fonte alternativa para a soja
na formulagdo de rac¢des. Os resultados do experimento mostram que a semente de algodao
fermentada apresentou taxas de conversao de 1,89 / 1,90 para os tratamentos 10 e 20%, valores
semelhantes ao controle que foi de 1,90, e significativamente menor (p < 0,05) em relagcdo a
semente de algodao ndo fermentada, que foi de 1,94 / 2,00 para os tratamentos 10 e 20%,
indicando que a fermentagcdo pode ser uma alternativa para viabilizar o uso da semente de
algodao em racdes. A fermentacdo também reduziu significativamente (p < 0,05) a quantidade
de gordura abdominal das aves para 1,18% / 1,13% para os tratamentos 10 e 20%, em relacao
aos valores de 1,43% / 1,52% / 1,76% dos tratamentos controle e 10 e 20% de semente de

algoddo ndo fermentada.

Os resultados de Jazi et al. (2017) mostram que a fermentacdo da semente de
algoddo também proporcionou um aumento significativo (p < 0,05) na relacdo entre as
vilosidades e criptas intestinais do duodeno (7,48 / 7,52) e do jejuno (8,38 / 7,74) em relacao
ao tratamentos controle e 10 e 20% de semente de algoddo ndo fermentada que apresentaram
respectivamente no duodeno (6,63 / 6,05/ 5,41) e no jejuno (6,32 /5,76 / 5,89), indicando um
aumento da drea intestinal com melhora na absorcao de nutrientes. E reduziu significativamente
(p £0,05) o pH do intestino das aves (6,06 / 6,01) e da cama do avidrio (4,40 / 4,29) em relacao

ao tratamento controle e 10 e 20% de semente de algoddo ndo fermentada que apresentaram
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respectivamente no intestino (6,45 / 6,40 / 6,62) e no jejuno (4,61 / 4,64 / 4,63), a reducao do
pH proporciona um maior desenvolvimento das bactérias laticas reduzindo por competi¢do o

desenvolvimento de patégenos e outros coliformes.

Zhang et al. (2015) utilizaram Candida utilis, Aspergillus niger e uma combinagao
dos dois micro-organismos para fermentacdo de folhas de ginko biloba. O substrato de folhas
de ginko biloba, farelo de trigo e espiga de milho (8:1,5:0,5) foi preparado mediante trés
processos fermentativos: o primeiro com adi¢do de 10% de solu¢do 6-9 x 10° UFC/mL de C.
utilis e fermentacdo por 48h a 28-30°C; o segundo com adi¢io de 0,1% de solucdo 4,0 x 10°
esporo/mL de A. niger e fermentacdo por 48h a 28-30°C, e o terceiro com adi¢ao 10% de
solucdo 6-9 x 10° UFC/mL de C. utilis e fermentagio por 24h a 28-30°C, seguida pela adi¢io
de 20% de solucdo 4,0 x 10° esporo/mL de A. niger e fermentagio por 84h a 28-30°C. Neste
trabalho foram utilizados 240 frangos divididos em 4 grupos e 6 repeti¢cdes: 1 grupo com ragdo
controle, 1 grupo com racao adicionada de 0,5% de fermentado de C. utilis (FC), 1 grupo com
racdo adicionada de 0,5% de fermentado de A. niger (FA) e 1 grupo com racdo adicionada de
0,5% de fermentado de ambos os micro-organismos (FCA). O trabalho foi conduzido com ragao
controle (inicial 1-21 dias e crescimento 22-42 dias) composta de milho, soja, farelo de trigo,
gordura e suplementos de aminoécidos (lisina e metionina), de minerais e de vitaminas. Os
frangos alimentados com suplementagdo das farinhas fermentadas apresentaram melhoria nos
resultados de crescimento e na satide intestinal, sendo reportado também a reduc¢do da contagem
de patégenos (Escherichia coli e Salmonella sp.) nos intestinos das aves. Os resultados do
experimento mostram que a adicdo de ginko biloba fermentada por A. niger reduziu
significativamente (p < 0,05) a taxa de conversao de racdo, de 1,74 para 1,67 em relacdo ao
tratamento controle, indicando um maior ganho de peso de ave para um consumo menor de

ragao.

Os resultados de Zhang et al. (2015) mostram que a fermentacdo da ginko biloba
também proporcionou um aumento significativo (p < 0,05) na relacdo entre as vilosidades e
criptas intestinais do duodeno (8,14), do jejuno (6,97) e do ileo (8,54) em relacdo ao tratamento
controle que apresentou no duodeno (7,37), no jejuno (5,89) e no ileo (7,71), indicando um
aumento da area intestinal com melhora na absorcio de nutrientes. E reduziu significativamente
(p <£0,05) a contagem de salmonela no ceco (7,22 Logio UFC/g) em relagdo ao tratamento

controle (8,19 Logio UFC/g).
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Diante dos resultados reportados pela adi¢do de A. niger em ragdes, tanto na forma
direta ou por meio de substratos fermentados, e devido a grande diversidade de enzimas
produzidas por linhagens deste fungo filamentoso, fica evidente o potencial de aplicacdo de A.
niger para melhoria das caracteristicas nutricionais da farinha de penas e uso em racdes para

aumento no crescimento das aves e redugdo dos custos de produgdo.
4. Material e Métodos

4.1. Micro-organismo

O fungo filamentoso empregado neste trabalho foi a linhagem de Aspergillus niger
LBAO2 pertencente a colecdo de culturas do Laboratério de Bioquimica de Alimentos do
Departamento de Ciéncia de Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da

Universidade Estadual de Campinas.

4.2. Producao do pré-inéculo para fermentaciao

A linhagem de Aspergillus niger LBAO2 foi repicada e mantida em tubos de ensaio
contendo dgar dextrose de batata. Para a produ¢do do pré-inéculo, o micro-organismo foi
inoculado em um meio composto por 10 g de farelo de trigo e 5 mL de solugdo aquosa contendo
fosfato de sédio monobdsico 1,7% (m/v) e sulfato de amoénio a 2,0% (m/v) com posterior
incubacdo durante 72h a 30°C. Os esporos de fungos foram removidos do meio utilizando uma
solugdo estéril de Tween 80 (0,3% m/v). O nimero de esporos por mL na suspensao de esporos

foi determinado por contagem em camara de Neubauer.

4.3. Producao de enzimas hidroliticas em fermentac¢ao semissolida utilizando a técnica de

planejamento experimental

Testes iniciais foram realizados utilizando a farinha de penas e sangue (doada pela
Empresa Ad’oro S.A.) como unico substrato. As fermentacdes foram realizadas em frascos
Erlenmeyers de 500 mL contendo 40 g de meio de cultivo umedecidos com dgua com umidade
inicial do meio de cultivo ajustada para 50%. Os frascos foram esterilizados em autoclave a
121°C por 15 minutos, inoculados com suspensdo de esporos (107 esp. g'!) e incubados durante
144h com amostras coletadas a cada 24h. A extracao do complexo enzimético foi realizada pela
homogeneizac¢do do meio fermentado com 100 mL de solug@o tampao acetato 200 mM pH 5,0

e posterior filtracao.
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ApOs os testes iniciais, para determinagcdo das condi¢des mais adequadas para o
cultivo de A. niger e mdxima producao de protease, lipase, fitase e queratinase, foi utilizado um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) contendo 17 ensaios para a avaliagao dos
efeitos da umidade inicial do meio de cultivo, temperatura de incubagdo e suplementacdo do
meio com farelo de trigo. Os ensaios foram conduzidos de forma semelhante ao descrito
anteriormente nos tempos de 48, 72 e 96h de fermentacdo. Os niveis codificados e os valores
reais das varidveis independentes utilizados nos experimentos sao apresentados na Tabela 4 e a
matriz do DCCR com as combinagdes das varidveis independentes nos diferentes ensaios é

apresentada na Tabela 5.

Tabela 4. Varidveis independentes e niveis do planejamento experimental DCCR para determinago das condi¢des

de cultivo de A. niger LBAO2 em farinha de penas e sangue e producdo simultinea de enzimas hidroliticas.

Niveis
Variaveis Independentes
-1,68 -1,00 0,00 +1,00 +1,68
Temperatura (°C) 20 24 30 36 40
Umidade (%) 35 41 50 59 65
Adicdo de Farelo de Trigo (%) 5 9 15 21 25

Tabela 5. Matriz do DCCR para o estudo dos efeitos das varidveis independentes umidade, temperatura de
incubacgdo e adi¢do de farelo de trigo sobre a producdo simultdnea de enzimas hidroliticas por A. niger LBA02

utilizando farinha de penas e sangue como substrato semissolido.

Ensaios Umidade (%) Temperatura (°C) Adicao Farelo Trigo (%)
1 -1,00 (41) -1,00 (24) -1,00 (9)
2 -1,00 (41) -1,00 (24) +1,00 (21)
3 -1,00 (41) +1,00 (36) -1,00 (9)
4 -1,00 (41) +1,00 (36) +1,00 (21)
5 +1,00 (59) -1,00 (24) -1,00 (9)
6 +1,00 (59) -1,00 (24) +1,00 (21)
7 +1,00 (59) +1,00 (36) -1,00 (9)
8 +1,00 (59) +1,00 (36) +1,00 (21)
9 -1,68 (35) 0,00 (30) 0,00 (15)
10 +1,68 (65) 0,00 (30) 0,00 (15)
11 0,00 (50) -1,68 (20) 0,00 (15)
12 0,00 (50) +1,68 (40) 0,00 (15)
13 0,00 (50) 0,00 (30) -1,68 (5)
14 0,00 (50) 0,00 (30) +1,68 (25)
15 0,00 (50) 0,00 (30) 0,00 (15)
16 0,00 (50) 0,00 (30) 0,00 (15)
17 0,00 (50) 0,00 (30) 0,00 (15)
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4.4. Validacao experimental dos modelos estatisticos e cinética de produciao enzimatica

Apo6s a avaliagdo dos efeitos das varidveis independentes no DCCR, a condic¢ao
selecionada como mais adequada para o cultivo de A. niger LBAO2 e produgao simultanea das
enzimas protease, lipase, fitase e queratinase, foi utilizada para valida¢do experimental dos
modelos estatisticos. Para tal, a fermentacdo semissdlida foi repetida nestas condigdes, em
triplicata, durante uma cinética de produgao de 96h com retirada de amostras a cada 24 h. Os
extratos enzimadticos brutos obtidos foram congelados e utilizados para a determinagdo das
atividades de protease, lipase, fitase e queratinase e do perfil cinético de produgdo de cada uma

destas enzimas.

4.5. Concentracao dos extratos enzimaticos

Definidas as melhores condi¢des de cultivo em fun¢do dos efeitos das varidveis
independentes e da cinética de producdo, a fermentacao foi repetida em 40 frascos Erlenmeyers
de 500 mL contendo 40 g de meio de cultivo umedecidos com dgua. A extracdo do complexo
enzimético foi realizada pela homogeneizacdo do meio fermentado com 100 mL de solugdo
tampao acetato 200 mM pH 5,0 e posterior filtragdo. O extrato enzimdtico bruto foi adicionado
de sulfato de amonio na quantidade de 561 g/L de extrato (80% de saturacdo) até completa
solubilizacdo para precipitacao das proteinas (enzimas). Apds 16 h de repouso sob refrigeragao,
a solucdo foi centrifugada a 17 000 x g por 10 min a 5°C. O precipitado foi recolhido,
ressuspenso em dgua destilada e colocado em membrana de celulose para dialisar contra 4gua
destilada. Apds a diélise, o material concentrado foi congelado e liofilizado para posteriores

andlises de caracterizacdo bioquimica.

4.6. Determinacao das condicoes de pH e temperatura para maxima atividade das enzimas

protease, lipase e fitase de A. niger LBA02 por planejamento experimental

Para determinacdo das condi¢des de pH e temperatura para maxima atividade das
enzimas de A. niger LBAOQ2, foi utilizado o extrato enzimatico concentrado e um Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) com 11 ensaios. As varidveis e os niveis estudados no
DCCR estao apresentados na Tabela 6 e a matriz do DCCR com as combinagdes das varidveis

independentes nos diferentes ensaios € apresentada na Tabela 7.
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Tabela 6. Varidveis independentes e niveis codificados do DCCR para determina¢do do pH e temperatura para

maéxima atividade das enzimas de A. niger LBAO2.

Variaveis Independentes Niveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
pH 2,0 3,0 5,5 8,0 9,0
Temperatura (°C) 35,0 394 50,0 60,6 65,0

Tabela 7. Matriz do DCCR para o estudo dos efeitos das varidveis independentes pH e temperatura sobre a
atividade das enzimas protease, lipase, fitase e queratinase produzidas por A. niger LBA0O2 utilizando farinha de

penas e sangue como substrato semissélido.

Valores codificados e reais

Ensaios
pH Temperatura (°C)
1 -1,00 (3,0) -1,00 (39,4)
2 +1,00 (8,0) -1,00 (39,4)
3 -1,00 (3,0) +1,00 (60,6)
4 +1,00 (8,0) +1,00 (60,6)
5 -1,41 (2,0) 0,00 (50,0)
6 +1,41 (9,0) 0,00 (50,0)
7 0,00 (5,5) -1,41 (35,0)
8 0,00 (5,5) +1,41 (65,0)
9 0,00 (5,5) 0,00 (50,0)
10 0,00 (5.,5) 0,00 (50,0)
11 0,00 (5.,5) 0,00 (50,0)

4.7. Determinaciao da atividade das enzimas hidroliticas

Os extratos enzimdticos brutos ou concentrados obtidos a partir da fermentagdo da
farinha de penas e sangue com A. niger LBAO2 foram utilizados para a determinagdo das

atividades enziméticas de protease, lipase, fitase e queratinase.

As condi¢des de ensaio descritas a seguir foram utilizadas de forma padronizada
para a determinacdo da atividade enzimética nas etapas de producdo e estudo dos parametros
de cultivo (item 4.3) e na cinética de produgdo das enzimas (item 4.4). Para caracterizagdo
bioquimica das enzimas, as condi¢des de reacdo foram ajustadas de acordo com os niveis do

delineamento experimental.
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4.7.1. Determinacdo da atividade de protease

A atividade proteolitica utilizando azocaseina como substrato foi determinada
segundo a metodologia de Charney & Tomarelli (1947) utilizando azocaseina como substrato.
A mistura reacional contendo 0,5 mL de azocaseina (0,5% m/v), pH 5,0 e 0,5 mL de solucao
enzimatica foi incubada por 40 min a 50°C. A reac¢ado foi paralisada pela adicdo de 1,0 mL de
solucdo de acido tricloroacético (10% m/v). A mistura reacional foi centrifugada a 17 000 x g
por 15 minutos e o sobrenadante coletado. A formagdo do composto croméforo ocorreu pela
adicao de 1,0 mL de solug¢do de hidréxido de potassio 5 N a 1,0 mL do sobrenadante da mistura
reacional e a leitura de absorbancia foi realizada a 428nm. Uma unidade de atividade
proteolitica foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir uma diferenca de 0,01
na absorbancia a 428 nm por minuto de reacdo entre o branco reacional e a amostra nas

condic¢des do ensaio, sendo expressa em U por g de substrato seco (U/g).

Para caracterizacdo bioquimica das enzimas, as condi¢des de reacdo foram

ajustadas de acordo com os niveis do delineamento experimental.

4.7.2. Determinacdo da atividade de lipase

A atividade enzimatica de lipase foi medida em um sistema contendo 5 mL de
emulsdo composta por 6leo de oliva extra virgem e soluc@o de goma ardbica 7% (proporcao de
25% de 6leo de oliva para 75% de solucdo de goma), 2 mL de tampao fosfato pH 7,0 (100 mM)
e 1 mL de extrato enzimético. A mistura reacional foi incubada a 40°C por 30 minutos em
banho termostético com agitagdo de 150 rpm. A reacdo foi paralisada pela adi¢do de 15 mL de
solucdo acetona:etanol (1:1 v:v) e os 4cidos graxos liberados foram titulados contra uma
solucdo de NaOH (50 mM). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de lipase necessdria para liberar 1 umol de dcido graxo por minuto por mL do
sobrenadante nas condi¢des reacionais (Silva et al., 2015). A atividade enzimatica de lipase foi

corrigida e os valores finais expressos em U por g de substrato seco (U/g).

Para a caracterizacdo bioquimica das enzimas, as condi¢des de reacdo foram
ajustadas de acordo com os niveis do delineamento experimental.
4.7.3. Determinagdo da atividade de fitase

A atividade de fitase foi determinada conforme o método descrito por Bhavsar et
al. (2013). A mistura reacional contendo 150 uL de extrato enzimatico bruto e 600 uL de

solucdo de fitato de sédio (2 mM) em tampao acetato (200 mM) pH 5,0 foi incubada em banho
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termostético a 37°C por 10 minutos. Uma aliquota de 700 pL de 4cido tricloroacético (5% m/v)
foi adicionada para paralisar a reacdo. A solu¢do resultante foi centrifugada a 17 000 x g por 15
minutos e o fésforo inorgénico foi determinado colorimetricamente a 700 nm no sobrenadante
de acordo com o método de molibdato de amonio proposto por Heinonen & Lahti (1981). Uma
unidade de atividade de fitase foi definida como a quantidade de enzima necessdria para liberar
1 umol de fésforo inorganico por minuto por mL de extrato enzimatico, nas condi¢des
reacionais. A atividade enzimdtica de fitase foi corrigida e os valores finais expressos em U por

g de substrato seco (U/g).

Para a caracterizacdo bioquimica das enzimas, as condicdes de reacdo foram

ajustadas de acordo com os niveis do delineamento experimental.

4.7.4. Determinacdo da atividade de queratinase

A atividade de queratinase foi determinada conforme o método descrito por Sahoo
et al. (2012) utilizando keratin azure (Sigma) como substrato. A mistura reacional contendo 2
mg de keratin azure, 500 uL de extrato enziméatico bruto e 500 uL de soluc¢do tampao de HCI
(100 mM) pH 8,0 foi incubada em banho termostatico a 50°C por 30 minutos. Uma aliquota de
1000 pL de 4cido tricloroacético (10% m/v) foi adicionada para paralisar a reacdo. A solucao
resultante foi centrifugada a 17 000 x g a 25°C por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e
utilizado para leitura em espectrofotometro a 280 nm. Uma unidade de atividade de queratinase
foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir uma diferenca de 0,01 na
absorbancia a 280 nm por minuto de reac¢do entre o branco reacional e a amostra nas condigdes
do ensaio, sendo expressas em U por g de substrato seco (U/g). O branco utilizado consistiu na
mesma mistura de reagdo, porém, com a adi¢ao do &cido tricloroacético (10% m/v) antes do

extrato enzimatico.

Para a caracterizacdo bioquimica das enzimas, as condi¢des de reacdo foram

ajustadas de acordo com os niveis do delineamento experimental.

4.8. Analise de digestibilidade de proteina em pepsina 0,02 %

A digestibilidade de proteina do material fermentado nas condi¢des selecionadas
como mais adequadas para producdo simultanea das enzimas hidroliticas foi realizada conforme
o método 46 do compéndio brasileiro de nutricdo animal (2009). A amostra original do meio
de cultura e o meio de cultura fermentado foram incialmente auto clavados a 121 °C por 30

minutos. A mistura reacional contendo 1,0 g do meio de cultura fermentado e 75 mL da solucdo
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de pepsina 0,02 % (em HCI 0,075 N) foi incubada sob agitacdo de 150 rpm em banho
termostético a 45°C por 24 h. Apds a digestdo, o material foi centrifugado a 4 000 x g por 15
minutos e filtrado em papel filtro. O extrato sobrenadante e a amostra original tiveram os niveis
de proteina bruta quantificados pelo método de Kjeldahl (fator de conversao = 6,25). A
digestibilidade foi calculada por meio da relag@o entre a proteina bruta no extrato sobrenadante

e a proteina bruta na amostra original.

4.9. Analises estatisticas

Para os planejamentos experimentais aplicados para o estudo das varidveis
independentes sobre a producdo das enzimas hidroliticas assim como para caracterizacao
bioquimica, equacdes de segunda ordem foram utilizadas para definicdo dos modelos, como

mostrado abaixo:

n n=1 n
Y =8, +z,3ixi+z Z Bij xix;
i=1

i=1 j=i+1

Onde Y representa a resposta estimada pelo modelo, i e j correspondem a variagao
de 1 ao numero de variaveis (n), o € a média, Bi e PBij representam os coeficientes lineares e
quadraticos, respectivamente; Xi € Xj sdo as variaveis independentes codificadas. O coeficiente
de correlacdo multipla (R?) e o teste de Fisher (anélise de variAncia-ANOV A) foram utilizados
para verificar a adequacdo estatistica dos modelos propostos codificados aos pontos reais. O
software Statistica 13.3.1 da companhia TIBCO Software Inc. (Palo Alto, California, EUA) foi

utilizado para o planejamento experimental, andlise de dados e constru¢do de modelos.

Os resultados também foram analisados estatisticamente pelo teste de Tukey com
o auxilio do software Minitab® 18 de Minitab Inc. (Pensilvania, EUA). Os valores foram
expressos como média aritmética e considerados estatisticamente diferentes quando os valores

de p foram inferiores a 0,05.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Fermentacao da farinha de penas

Os resultados da fermentagdo por A. niger LBAO2 utilizando a farinha de penas
como Unico substrato sélido, com umidade inicial de 50% e temperatura de incubagdo de 30°C

estdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Producdo de protease (A ), lipase (m) e fitase (®) por A. niger LBA02 em diferentes tempos de
fermentacdo semissélida utilizando farinha de penas como unico substrato.

A produgdo de enzimas apds 24 h de fermentagdo foi baixa, com média de 8 U/g
para protease, 28 U/g para lipase e 21 U/g para fitase. Apos 48 h de fermentacdo, a producdo de
protease apresentou aumento significativo e atingiu 132 U/g, enquanto as demais enzimas
continuaram com baixos valores de producao, detectando-se aproximadamente 35 e 32 U/g para
lipase e fitase, respectivamente. Apds 72 h de fermentacdo, a producio de protease alcangou
um valor maximo de 252 U/g, a produgdo de lipase também apresentou aumento significativo
atingindo 82 U/g, enquanto a produgdo de fitase manteve-se com valor de aproximadamente 22
U/g. Ap6s 96 h de fermentagdo, observou-se queda nos valores de produgdo de protease para
186 U/g, aumento da producdo de lipase alcancando seu valor maximo de 91 Ul/g, e a
manuten¢do dos valores de producdo para fitase em aproximadamente 25 U/g. Apos 120 e 144
horas de fermentagcdo, observou-se a tendéncia de queda na producdo de protease e a

manutencao dos valores de produ¢do das demais enzimas (Figura 3).
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Os resultados confirmaram a capacidade do micro-organismo A. niger LBAO2 em
produzir proteases, lipases e fitases utilizando a farinha de penas e sangue como substrato, com
picos de producio enzimatica detectados entre 48 e 96 h de fermentacdo. Os resultados também
evidenciaram uma dificuldade inicial para producdo das enzimas no meio semissélido
composto unicamente pela farinha de penas e sangue. Diante destes resultados e com o objetivo
de verificar a influéncia de diferentes parametros de cultivo sobre a producao simultanea das
enzimas, um delineamento experimental do tipo DCCR foi utilizado como estratégia para
estudo da umidade inicial do meio de cultivo, temperatura de incubagdo e incorporacdo de
farelo de trigo no meio base composto por farinha de penas e sangue. Umidade e temperatura
de incubacdo foram escolhidas por serem parametros cldssicos na otimizacdo de processos
fermentativos para producgdo de ingredientes por biotecnologia. A utilizacdo de farelo de trigo
como suplementacdo da farinha de penas e sangue, visou fornecer um substrato de melhor
assimilacdo pelo micro-organismo no intuito de facilitar sua adaptacdo, crescimento e
consequentemente produgdo das enzimas. Muitos estudos indicam que o farelo de trigo é um
substrato adequado para a producdo de enzimas por fermentagdo em estado s6lido (Chutmanop
et al., 2008; Gunashree, et al. 2008; Bhavsar et al., 2011; De Castro et al., 2014; Zhao et al.,
2019).

5.2. Estudo dos parametros de processo sobre a producio das enzimas

5.2.1. Producdo de Protease

Os resultados obtidos para producdo de protease nos 17 ensaios do DCCR durante
a cinética de fermentagdo estdo apresentados na Tabela 8. Os valores variaram de 5,98 U/g
(ensaio 8 ap6s 48h de fermentacao) a 387,85 U/g (ensaio 13 apds 48h de fermentagdao). Como
a condugdo dos experimentos durante 48h de fermentacdo mostrou-se mais adequada para a
producdo de proteases, a andlise de efeitos, ANOVA e geracdo das curvas de contorno foram
realizadas nesta condi¢do. As Tabelas contendo os coeficientes de regressdo para as

fermentacdes de 72 h e 96h estdo disponiveis no anexo A.

Apds 48 h de fermentagdo, os fatores que apresentaram efeitos estatisticamente
significativos (p < 0,10) para a producdo de protease foram os termos linear e quadrético da
umidade e o termo quadratico da temperatura. No entanto, todos os termos significativos
apresentaram efeitos negativos, indicando que o aumento destes fatores resultou em diminui¢ao

da producdo da enzima (Tabela 9).
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Tabela 8. Matriz do DCCR 23 contendo ensaios e respostas para cultivo semissélido de A. niger LBAO2 utilizando

farinha de penas e sangue como substrato para a producdo de protease durante 48, 72 e 96 h de fermentacao.

Ensaios Umidade Temperatura  Farelo de Atividade de Protease (U/g)

(%) (°C) Trigo (%) 48 h 72h 96 h
1 1,00 (41)  -1,00 (24) -1,00 (9) 122,12 246,48 175,91
2 1,00 (41)  -1,00 (24) +1,00 (21) 85,25 229,15 273,09
3 21,00 (41)  +1,00 (36) -1,00 (9) 250,97 131,86 96,53
4 1,00 (41)  +1,00(36)  +1,00 21) 162,27 78,33 83,24
5 +1,00(59)  -1,00 (24) -1,00 (9) 92,16 222,32 84,30
6 +1,00(59)  -1,00 (24) +1,00 (21) 56,25 251,01 52,04
7 +1,00 (59) +1,00 (36) -1,00 (9) 70,40 32,84 40,67
8 +1,00 (59) +1,00 (36) +1,00 (21) 5,98 31,01 57,26
9 -1,68 (35) 0,00 (30) 0,00 (15) 223,40 216,37 167,00
10 +1,68 (65) 0,00 (30) 0,00 (15) 153,00 74,14 86,75
11 0,00 (50) -1,68 (20) 0,00 (15) 70,38 55,53 192,75
12 0,00 (50) +1,68 (40) 0,00 (15) 32,40 14,35 8,25
13 0,00 (50) 0,00 (30) -1,68 (5) 387,85 191,65 50,35
14 0,00 (50) 0,00 (30) +1,68 (25) 314,25 49,63 28,43
15 0,00 (50) 0,00 (30) 0,00 (15) 323,70 32,80 34,98
16 0,00 (50) 0,00 (30) 0,00 (15) 305,30 28,60 35,58
17 0,00 (50) 0,00 (30) 0,00 (15) 317,48 30,90 39,43

Tabela 9. Coeficientes de regressio do DCCR 23 para determinagio das condi¢des mais adequadas de cultivo de
A. niger LBAO2 e producdo de protease apds 48h de fermentacdo semissolida utilizando farinha de penas e sangue

como substrato.

Fator Coeficientes Erro Padrao t(7) p-Valor
Média 320,91 36,56 8,78 <0,001
(1)Umidade (%) (L)* -37,65 17,17 -2,19 0,064
Umidade (%) (Q)* -63,65 18,90 -3,37 0,012
(2)Temperatura (°C) (L) 5,12 17,17 0,30 0,774
Temperatura (°C) (Q)* -112,03 18,90 -5,93 <0,001
(3)Farelo de Trigo (%) (L) -25,61 17,17 -1,49 0,179
Farelo de Trigo (%) (Q) -6,08 18,90 -0,32 0,757
1L x 2L -34,74 22,43 -1,55 0,165
1L x 3L 3,16 22,43 0,14 0,892
2L x 3L -10,04 22,43 -0,45 0,668

*Termos significativos (p-valor < 0,10). L = linear; Q = quadratico

A andlise de varidncia (ANOVA) demonstrou que a regressao foi significativa,
visto que o valor de F calculado foi maior que F tabelado, e o coeficiente de multipla correlagdo
(R?) foi 0,80, indicando que o modelo (Equagdo 1) foi capaz de explicar 80% da variagdo dos
resultados e pode ser utilizado para prever as respostas de producdo de protease de A. niger

LBAO2 nas condic¢des de ensaio avaliadas (Tabela 10).
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Tabela 10. ANOVA para determinacdo das condi¢cdes mais adequadas de cultivo de A. niger LBA02 e produgio

de protease apds 48h de fermentagdo semissélida utilizando farinha de penas e sangue como substrato.

Graus de Quadrado

Fontes de variacao Soma de Quadrados Liberdade Médio F caic
Regressao 187365,44 4 46841,36 11,69
Residuos 48086,47 12 4007,21

Total 23545191 16

Atividade de Protease = 320.91 — 37.65(x1) — 63.65(x1)? + 5.12(x2) — 112.03(x2)? (Equagdo 1)

Fo,1; 4,12 (F tabelado) = 2,48, R? = 0,80, p-valor = 0,0004
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Figura 4. Curvas de contorno para a producdo de protease (U/g) por A. niger LBA02 ap6s 48h de fermentagdo
semissoélida utilizando farinha de penas e sangue como substrato em funcdo das varidveis independentes umidade

inicial do meio de cultivo, temperatura de incubacdo e suplementacdo do meio com farelo de trigo.

A anélise das curvas de contorno para produgdo de protease mostrou que os maiores
valores de atividade foram detectados na regido dos pontos centrais do delineamento
experimental, onde a umidade inicial foi de 50%, a temperatura de incubagdo de 30°C e a
quantidade de farelo de trigo incorporada a farinha de penas foi de 15%. Nessas condi¢des, a
atividade de protease foi superior a 300 U/g. E importante ainda destacar que a umidade e a

temperatura foram os fatores de maior importancia na sintese desta enzima por A. niger LBA02
(Figura 4).
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Segundo De Castro & Sato (2015), a umidade tem papel importante no
desenvolvimento de fungos em fermentacdo semissdlida, uma vez que interfere diretamente nas
caracteristicas fisicas do substrato sélido. Eles apontam dois parametros (capacidade de
absor¢do do meio e o ponto critico de umidade) como determinantes para o processo. Meios
com alta capacidade de absor¢do de dgua costumam ter melhores resultados pois apresentam
maior porosidade devido ao inchago das particulas sélidas com a absor¢do de dgua e também
conseguem manter o nivel de umidade durante todo o processo de fermentacdo. No entanto, se
a quantidade de dgua adicionada for elevada ao ponto de ser completamente absorvida pelo
meio, ocorre uma diminui¢do da porosidade, perda da estrutura das particulas sélidas e uma
reducdo na troca de gases, o que prejudica o desenvolvimento microbiano e producdo de
enzimas. E provdvel que a temperatura também apresente um papel importante, uma vez que o
aumento da temperatura pode acelerar a perda de dgua do meio ao longo do tempo da

fermentacao.

Embora a adic¢do de farelo de trigo ndo tenha apresentado efeitos estatisticamente
significativos sobre a produ¢do de protease nos ensaios do delineamento experimental, o pico
de produgao obtido com sua adi¢do (acima de 300 U/g apds 48 horas) foi superior ao encontrado
na fermentagdo inicial realizada apenas com a farinha de pena como substrato
(aproximadamente 250 U/g ap6s 72 horas) e também foi obtido com um menor tempo de

fermentacao.

De Castro et al. (2014) avaliaram a produg¢do de protease pela mesma linhagem de
A. niger LBAO2 em fermentacdo semissOlida sob as mesmas condi¢des de umidade (50%) e
temperatura (30°C), utilizando trés diferentes substratos (farelos de trigo, de soja e de algodao).
Neste estudo, as maiores producdes de protease foram obtidas em 96 h para o farelo de trigo
(186,42 U/g), em 48 h para o farelo de soja (152,38 U/g) e em 96 h para o farelo de algodao
(118,83 U/g), resultados inferiores aos obtidos na fermentacdo da farinha de pena adicionada
de farelo de trigo. A quantidade de proteina bruta existente na farinha de pena pode ter sido um

dos fatores que proporcionou uma maior producdo de protease.

Anusha et al. (2017) avaliaram a produgdo de protease por 4 linhagens de fungos
em fermentacdo semissdlida e fermentagdo submersa de torta de palmiste. Eles observaram
produgdes inferiores de protease para o A. niger SDTC SRW4 e o A. niger DSMZ 2466
respectivamente: 29,07 U/g e 31,07 U/g ap6s 10 dias em fermentacdo semissélida; 1,28 U/mL

e 3,18 U/mL apds 8 dias em fermentagcdao submersa. O estudo também sugere que a produgdo
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de enzimas por linhagens de A. niger apresente melhores resultados na fermentagdo semissélida

quando comparados com a fermentacdo submersa.

Outros trabalhos de fermentacdo semissélida com fungos apresentaram melhores
resultados de producdo enzimaética. Zhao et al. (2017) avaliaram a producao de protease por A.
oryzae em fermentacdo semissolida e fermentacao submersa de uma mistura de farelo de soja
e farelo de trigo. Eles obtiveram maiores valores de atividade de protease apds 33 horas, sendo
que a fermentacdo solida (2331 U/g) apresentou valores 4,9 vezes superiores aos resultados da

fermentacdo submersa (477 U/g).

Outro estudo com fermentagdo semissélida por fungos do género Aspergillus
reforca a influéncia da umidade e da suplementacdo com farelo de trigo. Chutmanop et al.
(2017) avaliaram a producao de protease por A. oryzae em fermentacdo semissdlida de farelo
de arroz com e sem suplementacdo de farelo de trigo. Eles obtiveram maiores valores de
atividade de protease (1200 U/g) apds 4 dias com o substrato composto por uma mistura de
farelo de trigo e farelo de arroz, umidade de 50% e pH de 7,5. O estudo também mostrou que
as seguintes varidveis independentes adi¢do de farelo de trigo, umidade inicial do meio de

cultivo e pH inicial do meio apresentaram impacto estatisticamente significativos.

Lemes et al. (2016) avaliaram a fermentacdo de farinha de pena por Bacillus sp.
P45 em fermentacdo submersa e obteve os melhores resultados de producio de protease (699,3
U/g) ap6s 48h de fermentacdo. Azeredo et al. (2006) também utilizaram farinha de penas como
substrato para a producdo de proteases em processos fermentativos semissolido e submerso com
Streptomyces sp. 594, observando producdes de 13,4 U/mL no processo submerso e 21,5 U/g

em fermentacio semissolida.

5.2.2. Producao de Lipase

Os resultados obtidos para producdo de lipase nos 17 ensaios do DCCR durante a
cinética de fermentacdo estdo apresentados na Tabela 11. Os valores variaram de 13,70 U/g
(ensaio 6 apds 48h de fermentacdo) a 123,45 U/g (ensaio 5 apds 96h de fermentagdo). A
condicdo de 96h de fermentacao foi a que apresentou a maior produ¢do média entre os tempos
de fermentacao, atingindo 80,10 U/g. No entanto, as maiores produtividades foram detectadas
em 48h de fermentagdo, sendo este tempo selecionado para apresentacdo da andlise de efeitos,
ANOVA e geracdo das curvas de contorno. As Tabelas com os coeficientes de regressao para

a producdo de lipase apds 72 h e 96h estdo apresentadas no anexo B.
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Ap6s 48h de fermentacdo, os fatores que apresentaram efeitos estatisticamente
significativos (p < 0,10) para a produgdo de lipase foram os termos quadraticos da umidade e
da temperatura, ambos com efeitos negativos, € o termo linear da temperatura, com efeito
positivo. As interacdes entre as varidveis estudadas ndo foram estatisticamente significativas

(Tabela 12).

Tabela 11. Matriz do DCCR 23 contendo ensaios e respostas para cultivo semissolido de A. niger LBA02 utilizando

farinha de penas e sangue como substrato para producdo de lipase durante 48, 72 e 96h de fermentacao.

Ensaios  UMidade  Temperatura Farelo Atividade de Lipase (U/g)

(%) “0) Trigo (%) 48h 72h 96 h
1 S1,00(41)  -1,00 (24) -1,00 (9) 18,99 74,42 105,21
2 21,004 -1,0024)  +1,00 21) 19,94 59,26 97,16
3 21,00 (41)  +1,00 (36) -1,00 (9) 64,94 50,26 58,79
4 21,0041 +1,0036)  +1,00 21) 66,37 44,57 48,84
5 +1,00(59)  -1,00 (24) -1,00 (9) 29,38 89,37 123 45
6 +1,00(59)  -1,00(24)  +1,00 (21) 13,70 77,10 91,41
7 +1,00(59)  +1,00 (36) -1,00 (9) 88,00 46,42 54,60
8 +1,00(59)  +1,00(36)  +1,00 (21) 87,32 53,92 5324
9 -1,68 (35) 0,00 (30) 0,00 (15) 65.83 46,05 58,00
10 +1,68(65) 0,00 (30) 0,00 (15) 78,33 45,59 77,54
11 0,00 (50) -1,68 (20) 0,00 (15) 14,59 2241 94,52
12 0,00 (50) +1,68 (40) 0,00 (15) 49,80 48,13 58,75
13 0,00 (50) 0,00 (30) -1,68 (5) 111,85 86,14 106,82
14 0,00 (50) 0,00 (30) +1,68 (25) 84,46 57,07 71,60
15 0,00 (50) 0,00 (30) 0,00 (15) 94,52 71,60 85,58
16 0,00 (50) 0,00 (30) 0,00 (15) 87,25 72,16 87,25
17 0,00 (50) 0,00 (30) 0,00 (15) 97,88 75,52 88,93

Tabela 12. Coeficientes de regressdo do DCCR 2° para determinagio das condigdes mais adequadas de cultivo de
A. niger LBAO2 e producao de lipase apds 48h de fermentagdo sélida utilizando farinha de penas e farelo de trigo

como substrato.

Fator Coeficientes Erro Padrao t(7) p-Valor
Média 94,33 10,27 9,19 <0,001
(1)Umidade (%) (L) 5,07 4,82 1,05 0,328
Umidade (%) (Q)* -11,32 5,31 2,13 0,070
(2)Temperatura (°C) (L)* 20,78 4,82 4,31 0,003
Temperatura (°C) (Q)* -25,42 5,31 -4,79 0,002
(3)Farelo de Trigo (%) (L) -4.40 4,82 -0,91 0,392
Farelo de Trigo (%) (Q) -2,10 5,31 -0,40 0,704
1L x 2L 4,98 6,30 0,79 0,455
1L x 3L -2,34 6,30 -0,37 0,721
2L x 3L 1,93 6,30 0,31 0,768

*Termos significativos (p-valor). L = linear; Q = quadrético
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A andlise de variancia (ANOVA) demonstrou que a regressdo foi significativa,
visto que o valor de F calculado foi maior que F tabelado, e o coeficiente de multipla correlagdo
(R?) foi 0,83, indicando que o modelo (Equagao 2) apresentou boa capacidade de explicacao
dos resultados e pode ser utilizado para prever as respostas de producdo de lipase de A. niger

LBAO2 nas condic¢des de ensaio avaliadas (Tabela 13).

Tabela 13. ANOVA para determinacdo das condi¢cdes mais adequadas de cultivo de A. niger LBAO2 e produgdo

de lipase apds 48h de fermentagdo sélida utilizando farinha de penas e farelo de trigo como substrato.

Fontes de variacio Soma de Quadrados S;::Sa?e Qlﬁg‘;‘;}do F caic
Regressao 14179,54 4 3544,89 15,14
Residuos 2810,10 12 234,17

Total 16989,64 16

Atividade de Lipase = 94,33 + 5,07(x1) — 11,32(x1)? + 20,78(x2) — 25,42(x2)* (Equacdo 2)

Fo.1, 4,12 (F tabelado) = 2,48, R? = 0,83, p-valor = 0,0001
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Figura 5. Curvas de contorno para a producdo de lipase (U/g) por A. niger LBA(O2 ap6s 48h de fermentacdo
s6lida utilizando farinha de penas como substrato em funcdo das varidveis independentes umidade inicial do
meio de cultivo, temperatura de incubagdo e suplementacio do meio com farelo de trigo.
A anélise das curvas de contorno para produgdo de lipase mostrou que os maiores

valores de atividade foram detectados na regido dos pontos centrais do delineamento
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experimental, onde a umidade inicial foi de 50%, a temperatura de incubacdo de 30°C e a
quantidade de farelo de trigo incorporada a farinha de penas foi de 15%. Nessas condi¢des, a
atividade de lipase foi préxima a 100 U/g. E importante ainda destacar que, assim como
observado nos resultados de protease, a umidade e a temperatura foram os fatores de maior

importancia na sintese desta enzima por A. niger LBAO2 (Figura 5).

Os resultados de producgdo de lipase mostraram comportamentos diferentes para
cada tempo de fermentacdo. Apos 48 h de fermentacdo, a umidade e a temperatura foram os
fatores de maior importancia na sintese de lipase e o pico de produgdo foi detectado no ponto
central do DCCR, enquanto apds 96 h de fermentagdo, a temperatura e a adi¢ao de farelo de
trigo foram os fatores de maior importancia na sintese de lipase. Porém, em ambos os tempos
de fermentac¢do, os maiores valores de produgdo de lipase obtidos foram semelhantes, proximos

a 100 U/g.

Os picos de produgdo da lipase préximos a 100 U/g encontrados nos ensaios do
DCCR nao foram muito acima do encontrado na fermentagdo inicial realizada apenas com a
farinha de pena como substrato, onde foram observadas atividades proximas a 90 U/g, embora
no DCCR foram encontrados picos de producdo apds 48 h de fermentacdo enquanto na
fermentacdo inicial realizada apenas com a farinha de pena como substrato, os valores de lipase

tenham aumentado apds 72 e 96 h de fermentagao.

A producio de lipase em nosso estudo foi superior e obtida em menores tempos de
fermentacdo que os valores encontrados em outros estudos de fermentacao semissélida por A.
niger. Os estudos também reforcam a importancia da temperatura, da umidade e do substrato

utilizado para a fermentacdo (Santos et al., 2012; Anusha et al., 2017 e Costa et al., 2017).

Santos et al. (2012) avaliaram os efeitos da temperatura e da umidade sobre a
producdo de lipase em fermentacdo de farinha de sementes de abdbora utilizando A. niger. A
maxima atividade lipolitica (71,88 U/g) foi obtida utilizando umidade inicial de 30% e
temperatura de 30°C em 120h de fermentacdo. A temperatura e a interagao entre a temperatura

e a umidade inicial foram os parametros que mais influenciaram a producao de lipase.

Costa et al. (2017) avaliaram a producdo de lipase por A. niger em fermentacio
semissOlida de farelo de arroz, farelo de trigo e farelo de soja com e sem suplementacdo de
glicose, glicerol ou 6leo de soja por 7 dias a 28°C e 50% de umidade inicial. Os resultados
mostraram que os maiores valores de atividade de lipase foram obtidos com as misturas de

farelo de arroz e glicerol (19,84 U/g) e o farelo de arroz sem suplementacdo (13,27 U/g).
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5.2.3. Producao de Fitase

Os resultados obtidos para producgdo de fitase nos 17 ensaios do DCCR durante a
cinética de fermentacdo estdo apresentados na Tabela 14. Os valores variaram de 20,25 U/g
(ensaio 13 apds 96h de fermentacdo) a 117,16 U/g (ensaio 7 apds 72h de fermentacdo). A
conducdo do processo fermentativo durante 72h resultou em maior produ¢do média da enzima,
atingindo 76,62 U/g. Visto que somente os resultados obtidos para producao de fitase apds 72h
apresentaram bons ajustes estatisticos além de valores de produgdo satisfatorios, este tempo foi
utilizado para apresentacdo dos efeitos, ANOVA e curvas de contorno. As Tabelas com os
coeficientes de regressdo para a producdo de fitase apds 48h e 96h de fermentacdo estdao

apresentadas no anexo C.

Tabela 14. Matriz do DCCR 23 contendo ensaios e respostas para cultivo semissélido de A. niger LBA02 utilizando

farinha de penas e sangue como substrato e producdo de fitase durante 48, 72 e 96h de fermentacdo.

Ensaios Umidade Temperatura Farelo Atividade de Fitase (U/g)

(%) (S Trigo (%) 48 h 72h 96 h
1 -1,00 (41) -1,00 (24) -1,00 (9) 37,74 41,93 94,62
2 -1,00 (41) -1,00 (24) +1,00 (21) 48,24 94,58 71,87
3 -1,00 (41) +1,00 (36) -1,00 (9) 40,75 59,31 65,63
4 -1,00 (41) +1,00 (36) +1,00 (21) 88,91 52,05 56,31
5 +1,00 (59) -1,00 (24) -1,00 (9) 66,52 77,58 77,80
6 +1,00 (59) -1,00 (24) +1,00 (21) 64,99 87,76 58,85
7 +1,00 (59) +1,00 (36) -1,00 (9) 52,23 117,16 70,08
8 +1,00 (59) +1,00 (36) +1,00 (21) 60,61 96,08 78,07
9 -1,68 (35) 0,00 (30) 0,00 (15) 94,86 55,36 80,95
10 +1,68 (65) 0,00 (30) 0,00 (15) 36,94 95,17 80,62
11 0,00(50)  -1,68 (20) 0,00 (15) 53,11 71,69 58,45
12 0,00 (50) +1,68 (40) 0,00 (15) 87,36 83,05 62,90
13 0,00 (50) 0,00 (30) -1,68 (5) 79,69 68,82 20,25
14 0,00 (50) 0,00 (30) +1,68 (25) 24,96 58,72 79,51
15 0,00 (50) 0,00 (30) 0,00 (15) 57,24 72,23 87,81
16 0,00 (50) 0,00 (30) 0,00 (15) 60,74 84,85 87,68
17 0,00 (50) 0,00 (30) 0,00 (15) 58,18 86,11 96,43

Ap6s 72 h de fermentacdo, o fator que apresentou efeito estatisticamente
significativo (p < 0,10) para a producdo de fitase foi o termo linear da umidade com efeito
positivo. Todas as interagdes entre as varidveis estudadas também foram estatisticamente
significativas (p < 0,10), sendo a interacdo da umidade x temperatura com efeito positivo, e a
interacdo da umidade x farelo de trigo e a interacao da temperatura x farelo de trigo com efeitos

negativos (Tabela 15).
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Tabela 15. Coeficientes de regressdo do DCCR 23 para determinagéo das condigdes mais adequadas de cultivo de
A. niger LBAO2 e producio de fitase apds 72h de fermentagdo sélida utilizando farinha de penas e farelo de trigo

como substrato.

Fator Coeficientes Erro Padrao t(7) p-Valor
Média 80,63 5,38 15,00 <0,001
(1)Umidade (%) (L)* 14,47 2,52 5,73 <0,001
Umidade (%) (Q) -0,56 2,78 -0,20 0,846
(2)Temperatura (°C) (L) 3,07 2,52 1,21 0,264
Temperatura (°C) (Q) 0,19 2,78 0,07 0,949
(3)Farelo de Trigo (%) (L) 1,28 2,52 0,51 0,627
Farelo de Trigo (%) (Q) -4,62 2,78 -1,66 0,140
1L x 2L* 9,13 3,30 2,77 0,028
1L x 3L* -7,04 3,30 2,13 0,070
2L x 3L* -11,40 3,30 -3,46 0,011

*Termos significativos (p-valor). L = linear; Q = quadrético

A andlise de varidncia (ANOVA) dos resultados de 72 h de fermentacdo
demonstrou que a regressao foi significativa, visto que o valores de F calculado foi maior que
o valor de F tabelado, e o coeficiente de multipla correlacao (R?) foi 83%, indicando que o
modelo foi capaz de explicar a variacdo dos resultados e o modelo proposto (Equacdo 3) pode
ser utilizado para prever as respostas de producao de fitase de A. niger LBAO2 nas condi¢des

de ensaio avaliadas (Tabela 16).

Tabela 16. ANOVA para determinag@o das condi¢des mais adequadas de cultivo de A. niger LBAO2 e producao

de fitase apds 72h de fermentagdo sélida utilizando farinha de penas e farelo de trigo como substrato.

raus de uadrado
Fator Soma de Quadrados Ifi;ber dade QMé dio F cale
Regressao 4963,76 4 1240,94 14,41
Residuos 1033,47 12 86,12
Total 5997,23 16

Atividade de Fitase = 80,63 + 14,47 (x1) + 9,13 (x1 x2) — 7,04 (x1 x3) — 11,40 (x2 x3) (Equagdo 3)

Fo,1; 4,12 (F tabelado) = 2,48, R? = 0,83, p-valor = 0,0002

A andlise das curvas de contorno para producdo de fitase apds 72 h de fermentacao
mostrou que os maiores valores de atividade de fitase foram detectados nos pontos de maior
umidade inicial (59-65%); maior temperatura de incubagdo (30-36°C) e quantidades
intermedidrias de farelo de trigo incorporada a farinha de penas de frango (9-21%). Nessas

condi¢des, a atividade de fitase foi préxima a 90 U/g (Figura 6).
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Figura 6. Curvas de contorno para a produgdo de fitase (U/g) por A. niger LBA02 apés 72h de fermentagao
solida utilizando farinha de penas como substrato em func¢do das varidveis independentes umidade inicial do
meio de cultivo, temperatura de incubagdo e suplementacdo do meio com farelo de trigo.

Os picos de producdo de fitase proximos a 90 U/g encontrados nos ensaios do
DCCR foram muito acima dos encontrados na fermentacdo inicial realizada apenas com a
farinha de penas como substrato, onde as atividades variaram entre 20 e 40 U/g e préximos a
resultados encontrados em estudos de fermentacao semissélida por outras linhagens de A. niger.
Os estudos também reforcam a importancia da umidade e da suplementac¢do do meio de cultivo

para melhorar os indices de producao (Bhavsar et al., 2012; Gunashree et al., 2008).

Bhavsar et al. (2011) compararam a produgdo de fitase em diferentes substratos
(torta de amendoim, torta de coco, torta de algodao, farelo de arroz e farelo de trigo) por 7 dias
de fermentacgdo semissoélida utilizando a linhagem de A. niger NCIM 563. Os resultados iniciais
do estudo mostraram que as maiores atividades de fitase foram alcancadas utilizando o farelo
de trigo como substrato (50 U/g), sendo este selecionado para os estudos de otimizagdo
utilizando uma estratégia sequencial de delineamentos experimentais (Placket-Burman e Box-

Behnken). Os efeitos de 11 varidveis independentes foram avaliados a apds a otimizagdo, a
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producdo de fitase aumentou de 50 U/g ap6s 7 dias a 30°C para 154 U/g ap6s 4 dias a 30°C, um
ganho considerdvel na produtividade. As varidveis com impactos significativos sobre a
producdo de fitase foram a umidade inicial do meio de cultivo e a suplementa¢do do meio com

fontes de carbono (glicose, dextrina), de nitrogénio (NaNQO3) e com sais (MgSOs).

Gunashree et al. (2008) avaliaram o efeito da suplementacdo de farelo de trigo com
vérios ingredientes (fontes de carbono, de nitrogénio, de fosfatos inorganicos, de surfactantes e
de matais) para producdo de fitase por A. niger CFR335 em fermentacdo semissolida e
submersa a 30°C por 5 dias. As varidveis com impactos significativos para a producio de fitase
foram a adi¢do de sacarose para ambas as fermentagdes, adicdo de NaH>POg4 para fermentacdo
semisséOlida e adi¢do de peptonas, Tween-20 e CaCl, na fermentacdo submersa. Os maiores
valores de fitase foram detectados no meio suplementado com sacarose que apresentou 14,2
U/mL no extrato obtido por fermentacdo submersa e 73 U/g para o extrato produzido por

fermentagdo semissdlida.

5.2.4. Producao de Queratinase

Os resultados obtidos para produgdo de queratinase nos 17 ensaios do DCCR
durante a cinética de fermentac¢do estdo apresentados na Tabela 17. Os valores variaram de 0,50
U/g (ensaio 3 apds 72h de fermentacdo) a 31,60 U/g (ensaio 5 apds 72h de fermentagdo). Apds
72h de fermentagao, a producdo média de queratinase para os 17 ensaios foi de 11,05 U/g, sendo

este o melhor valor médio de producao.

As andlises estatisticas indicaram que os modelos obtidos ndo foram capazes de
explicar de forma satisfatoria as variacdes dos resultados, ndo podendo ser utilizados para
prever as respostas de producdo de queratinase por A. niger LBAO2 nas condi¢des de ensaio
avaliadas (48, 72 e 96 h de fermentacdo). As Tabelas contendo as andlises de efeitos e os
coeficientes de regressdo para producdo de queratinase durante 48, 72 e 96h estao apresentadas

no anexo D.

Embora os resultados de producdo de queratinase possam parecer baixos se
comparados as demais enzimas, os valores sdo satisfatorios visto que a producao de queratinase
por cepas de fungos filamentosos do género Aspergillus sao raramente reportadas e que o tempo
de fermentacdo foi inferior aos outros estudos de fermentacdo semissolida utilizando A. niger.
Os estudos indicam diferencas de resultados entre as diferentes linhagens, diferentes substratos,
e também mostram que a fermentacdo semissOlida apresenta melhores resultados que a

fermentacdo submersa (Mazotto et al., 2013; Lopes et al., 2011).



53

Tabela 17. Matriz do DCCR 23 contendo ensaios e respostas para cultivo semissolido de A. niger LBAO2 utilizando

farinha de penas e sangue como substrato e producdo de queratinase durante 48, 72 e 96h de fermentacao.

Ensatios Umidade Temperatura Farelo Atividade de Queratinase (U/g)

(%) (°C) Trigo (%) 48 h 72h 96 h
1 -1,00 (41) -1,00 (24) -1,00 (9) 14,38 21,25 1,58
2 -1,00 (41) -1,00 (24) +1,00 (21) 4,94 12,71 7,87
3 -1,00 (41) +1,00 (36) -1,00 (9) 5,27 0,50 0,82
4 -1,00 (41) +1,00 (36) +1,00 (21) 2,86 11,67 3,61
5 +1,00 (59) -1,00 (24) -1,00 (9) 1,37 31,60 2,24
6 +1,00 (59) -1,00 (24) +1,00 (21) 4,88 7,62 7,28
7 +1,00 (59) +1,00 (36) -1,00 (9) 13,55 4,20 1,88
8 +1,00 (59) +1,00 (36) +1,00 (21) 4,92 6,34 2,26
9 -1,68 (35) 0,00 (30) 0,00 (15) 20,68 7,18 8,15
10 +1,68 (65) 0,00 (30) 0,00 (15) 6,30 3,48 5,79
11 0,00 (50) -1,68 (20) 0,00 (15) 12,69 4,60 17,36
12 0,00 (50) +1,68 (40) 0,00 (15) 6,74 4,32 2,11
13 0,00 (50) 0,00 (30) -1,68 (5) 1,63 1,76 8,40
14 0,00 (50) 0,00 (30) +1,68 (25) 11,18 3,38 6,38
15 0,00 (50) 0,00 (30) 0,00 (15) 12,70 13,67 11,06
16 0,00 (50) 0,00 (30) 0,00 (15) 9,20 15,34 12,90
17 0,00 (50) 0,00 (30) 0,00 (15) 14,53 14,67 11,76

Mazotto et al. (2013) estudaram 28 linhagens de Aspergillus niger, e relataram que
4 linhagens apresentaram melhores desempenhos na produc¢do de queratinase, em especial a
linhagem de A. niger 3T5B8. Essa linhagem apresentou atividade de queratinase de 172,7 U/mL
apos 7 dias em fermentacao semissdlida, um resultado 7 vezes maior do que a mesma linhagem
em fermentacdo submersa. Dentre as 4 principais linhagens avaliadas, o micro-organismo A.
niger 9D40 foi o que apresentou o menor desempenho de producdo com atividade de 21,3 U/mL

apos 4 dias em fermentacao submersa.

Lopes et al. (2011) avaliaram a produgdo de queratinases por Aspergillus niger
utilizando diferentes substratos (cabelo humano, pélos de porco, penas de frango, farinha de
penas e chifre bovino) e relataram que a farinha de penas foi o substrato que permitiu a maior
sintese da enzima pelo micro-organismo. O pico de atividade enzimatica foi de 1,73 U/mL apds

48 h de fermentacdo com uma concentragdo de substrato de 20 g/L. e pH 7,8.

5.3. Cinética de producao das enzimas hidroliticas

A cinética de produgdo das enzimas por A. niger LBAO2 foi realizada com os
parametros do ponto central do DCCR, ou seja, farinha de penas de frango como 35% do meio
de cultivo, farelo de trigo como 15%, umidade inicial de 50% e temperatura de incubagdo de

30°C. Os resultados obtidos para a cinética estdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7. Produgdo de protease (A ), lipase (m), fitase (®) e queratinase (#) por A. niger LBAO2 durante cinética
de fermentagdo de 96h utilizando farinha de penas e sangue suplementada com farelo de trigo nas condi¢des
selecionadas como mais adequadas no DCCR.

A cinética de producdo das enzimas hidroliticas por A. niger LBA(O2 em
fermentacdo semissélida mostrou um perfil distinto para cada enzima avaliada. De forma geral,
os valores maximos de atividade enzimética foram detectados entre 48 e 72h de fermentacao.
A producio méaxima de protease foi de 331,87 U/g apos 48h de fermentagdo, as enzimas lipase
e queratinase apresentaram picos de producdo de 173,90 U/g e 17,38 U/g, respectivamente,
ap6s 72h de fermentacdo, enquanto a producao de fitase nao apresentou diferenca significativa
(p <0,05) nos valores de atividade enzimatica maximos detectados de 103,77 U/g e 108,22 U/g

apos 72 e 96h de fermentacao, respectivamente.

Diante dos resultados obtidos e levando em consideracdo a produtividade
simultanea das enzimas, o tempo de 48h foi selecionado para obtengao do extrato enzimatico

bruto e concentracio para posterior caracteriza¢io bioquimica.
5.4. Determinacio das condicoes de pH e temperatura para maxima atividade das enzimas

5.4.1. Atividade de protease

Os resultados obtidos para atividade de protease nos 11 ensaios do DCCR em
funcdo dos parametros pH e temperatura estdo apresentados na Tabela 18. Os valores variaram
de 45,4 U/g (ensaio 4) a 5683,3 U/g (ensaio 10), com médxima atividade detectada em pH 5,5 e
50°C.
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Os fatores que apresentaram efeito estatisticamente significativos (p <0,10) para a
atividade de protease foram os termos linear e quadritico do pH e o termo quadrético da
temperatura. Adicionalmente, os efeitos negativos observados para estes parametros indicaram
que o aumento dos valores de pH e temperatura resultaram em diminui¢do da atividade da
enzima (Tabela 19). Valores altos de atividade de protease em valores inferiores de pH,
independente da temperatura, demonstraram que as proteases produzidas por A. niger LBAO2

podem ser classificadas como dcidas.

Tabela 18. Matriz do DCCR 22 contendo os niveis das varidveis independentes e respectivas respostas para
atividade de protease do extrato enzimdtico concentrado de A. niger LBA0O2 em funcdo da combinagdo dos

pardmetros pH e temperatura.

Ensaios pH Temperatura (°C) Atividade de Protease (U/g)
1 -1,0 3,0) -1,0 394) 4930,42
2 -1,0 3,0) +1,0 (60,6) 4007,92
3 +1,0 (8,0) -1,0 394) 255,42
4 +1,0 (8,0) +1,0 (60,6) 45,42
5 -1,41 (2,0) 0,0 (50,0) 2155,83
6 +1,41 (9,0) 0,0 (50,0) 145,42
7 0,0 (5,5) -1,41 (35,0) 4181,67
8 0,0 (5,5) +1,41 (65,0) 3872,08
9 0,0 (5,5) 0,0 (50,0) 5643,33
10 0,0 (5,5) 0,0 (50,0) 5683,33
11 0,0 (5,5) 0,0 (50,0) 5656,25

Tabela 19. Coeficientes de regressio do DCCR 22 para determinagio das condi¢des de pH e temperatura para

atividade de protease do extrato enzimdtico concentrado de A. niger LBAO2.

Fator Coeficientes Erro Padrao t(7) p-Valor
Média* 5660,97 542,44 10,44 <0,001
(1)pH (L)* -1435,08 332,17 -4,32 0,008
pH (Q)* -232491 395,37 -5,88 0,002
(2)Temperatura (°C) (L) -196,29 332,17 -0,59 0,580
Temperatura (°C) (Q)* -886,79 395,37 -2,24 0,075
1L x 2L 178,13 469,77 0,38 0,720

*Termos significativos (p-valor < 0,10). L = linear; Q = quadratico

A andlise de varidncia (ANOVA) demonstrou que a regressao foi significativa,
visto que o valor de F calculado foi maior que F tabelado e o coeficiente de multipla correlagdo
(R?) foi 0,91, indicando que o modelo (equacdo 4) apresentou boa capacidade de explicacdo da
variacdo dos resultados e pode ser utilizado para prever as respostas de atividade de protease

nas condicdes de ensaio avaliadas (Tabela 20).
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Tabela 20. ANOVA para o DCCR no estudo de determinacdo das condi¢cdes mais adequadas de atividade de

protease do extrato enzimatico concentrado de A. niger LBA0O2.

raus de uadrado
Fator Soma de Quadrados Iﬁber dade QMé dio F cale
Regressiao 47562251,83 4 11890562,96 15,71
Residuos 4540505,24 6 756750,87
Total 52102757,07 10

Atividade de Protease = 5660.97 — 1435.08(x1) — 2324.91(x1)* — 196.29(x>) — 886.79(x2)? (Equagdo 4)

Fo,1; 46 (F tabelado) = 3,18, R2 = 0,91, p-valor = 0,0025

A andlise da curva de contorno para atividade de protease mostrou que 0os maiores
valores foram detectados na regido dos pontos centrais do DCCR, com valores de pH entre 4,5
e 5,0 e a temperatura no intervalo de 45 a 50°C. Nessas condi¢des, a atividade de protease foi

superior a 5000 U/g (Figura 8).
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Figura 8. Curva de contorno para atividade de protease (U/g) do extrato enzimdtico concentrado de A. niger
LBAO2 obtido em fermentagdo semissélida de farinha de penas.

O resultado obtido neste trabalho foi semelhante ao reportado por De Castro et al.
(2014). Estes autores avaliaram as caracteristicas bioquimicas de proteases produzidas pela
mesma linhagem de A. niger LBAO2 em fermentagdo semissdlida de trés diferentes substratos
(farelos de trigo, de soja e de algodao) sob as mesmas condi¢des de umidade (50%) e
temperatura (30°C). Em geral, as proteases também apresentaram maiores atividades em meio
acido pH de 2,0 a 5,0. As proteases resultantes da fermentacdo de farelo de soja e farelo de
algoddo apresentaram maior atividade em pH 3,5-4,5 e temperaturas de 45-55°C, enquanto a
enzima produzida em farelo de trigo apresentou maior atividade no intervalo de pH de 2,0 a 4,5

e temperaturas entre 45 e 60°C.



5.4.2. Atividade de lipase

Os resultados para atividade de lipase nos 11 ensaios do DCCR estdo apresentados

na Tabela 21. Os valores variaram de 503,26 U/g (ensaio 4) a 2515,62 U/g (ensaio 2), onde os

valores maximos foram detectados na faixa 4cida de pH e temperaturas entre 50 e 60°C.

Tabela 21. Matriz do DCCR 22 contendo os niveis das varidveis independentes e respectivas respostas para

atividade de lipase do extrato enzimdtico concentrado de A. niger LBAO2 em funcdo da combinacdo dos

pardmetros pH e temperatura.

Ensaios pH Temperatura (°C) Atividade de Lipase (U/g)
1 -1,0 (3,0) -1,0 (394) 1928,68
2 -1,0 (3,0) +1,0 (60,6) 2515,62
3 +1,0 (8,0) -1,0 (394) 1677,14
4 +1,0 (8,0) +1,0 (60,6) 503,26
5 -1,41 (2,0) 0,0 (50,0) 2096,38
6 +1,41 (9,0) 0,0 (50,0) 1104,18
7 0,0 (5,5) -1,41 (35,0) 1551,37
8 0,0 (5,5) +1,41 (65,0) 1663,16
9 0,0 (5,5) 0,0 (50,0) 1774,96
10 0,0 (5,5) 0,0 (50,0) 1747,01
11 0,0 (5,5) 0,0 (50,0) 1733,04

Os fatores que apresentaram efeito estatisticamente significativos (p <0,10) para a

atividade de lipase foram os termos linear do pH e a interagdo entre as varidveis pH x

temperatura (Tabela 22).

Tabela 22. Coeficientes de regressio do DCCR 22 para determinagio das condi¢des de pH e temperatura para

atividade de lipase do extrato enzimdtico concentrado de A. niger LBAO2.

Fator Coeficientes Erro Padrao t(7) p-Valor
Média 1751,67 105,95 16,53 <0,001
(1)pH (L)* -458,39 64,88 -7,06 0,001
pH (Q) -62,60 77,23 -0,81 0,454
(2)Temperatura (°C) (L) -53,60 64,88 -0,83 0,446
Temperatura (°C) (Q) -59,10 77,23 -0,77 0,479
1L x 2L* -440,20 91,76 -4,80 0,005

*Termos significativos (p-valor < 0,10). L = linear; Q = quadratico

A andlise de varidncia (ANOVA) demonstrou que a regressao foi significativa,
visto que o valor de F calculado foi maior que o F tabelado, e o coeficiente de mdltipla
correlagcdo (R?) foi 92%, indicando que o modelo (equacdo 5) foi capaz de explicar a variagdao

dos resultados e pode ser utilizado para prever as respostas de atividade de lipase nas condi¢des

de ensaio avaliadas (Tabela 23).
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Tabela 23. ANOVA para o DCCR no estudo de determinacao das condi¢des mais adequadas de atividade de lipase

do extrato enzimdtico concentrado de A. niger LBA02.

r r
Fator Soma de Quadrados Iﬁb::(iac:fe Qlﬁg d::)do F calc
Regressio 2456065,73 2 1228032,87 4391
Residuos 22374291 8 27967,86
Total 2679808,64 10

Atividade de Lipase = 1751.67 — 458.39(x) — 62.60(x1)? — 440.20(x;x2) (Equagdo 5)

Fo,1; 4,6 (F tabelado) = 3,11, R2 = 0,92, p-valor = 0,0001

A andlise da curva de contorno para atividade de lipase mostrou que os maiores
valores foram detectados na regido de pH acido (2 a 3) e temperaturas superiores a 50°C, embora
a influéncia do pH tenha apresentado maior impacto. Nessas condi¢des, a atividade de lipase

foi superior a 2000 U/g. (Figura 9).
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Figura 9. Curva de contorno para atividade de lipase (U/g) do extrato enzimatico concentrado de A. niger LBA02
obtido em fermentagdo semissélida.
Resultado semelhante foi reportado por Mahadik et al. (2002). Estes autores
avaliaram a producdo de lipase por A. niger NCIM 1207 em processos fermentativos
semissOlido e submerso e observaram que a lipase produzida apresentou condicdes 6timas de

atividade em pH 2,5 e temperatura de 45°C.



5.4.3. Atividade de fitase

Os resultados obtidos para atividade de fitase nos 11 ensaios do DCCR estdo
apresentados na Tabela 24. Os valores variaram de 1162,29 U/g (ensaio 6) a 4844,44 U/g

(ensaio 2), onde os valores maximos foram detectados em baixo pH 2-3 e temperaturas entre

50 e 60°C.

Tabela 24. Matriz do DCCR 2? contendo os niveis das varidveis independentes e respectivas respostas para

atividade de fitase do extrato enzimatico concentrado de A. niger LBAO2 em fung@o da combinagéo dos pardmetros

pH e temperatura.

Ensaios pH Temperatura (°C) Atividade de Fitase (U/g)
1 -1,0 (3,0) -1,0 394) 2716,50
2 -1,0 (3,0) +1,0 (60,6) 4844,44
3 +1,0 (8,0) -1,0 394) 3074,75
4 +1,0 (8,0) +1,0 (60,6) 3400,67
5 -1,41 (2,0) 0,0 (50,0) 4390,57
6 +1,41 (9,0) 0,0 (50,0) 1162,29
7 0,0 (5,5) -1,41 (35,0) 144242
8 0,0 (5,5) +1,41 (65,0) 1652,53
9 0,0 (5,5) 0,0 (50,0) 2443,10
10 0,0 (5,5) 0,0 (50,0) 1931,31
11 0,0 (5,5) 0,0 (50,0) 2145,45

A avaliacdo dos efeitos indicou que, no intervalo avaliado, nenhuma das varidveis
apresentou efeito estatisticamente significativo (p < 0,10) para atividade de fitase (Tabela 25).
Embora ndo tenha sido obtido modelo matematico adequado para prever as respostas de fitase,
pela andlise pontual dos ensaios realizados, ficou evidenciado que os maiores valores de
atividade enzimética foram detectados em pH dcido de 2 a 3 e temperaturas de 50 a 60°C,

condic¢des estas semelhantes para as enzimas protease e lipase.

Tabela 25. Coeficientes de regressio do DCCR 22 para determinagio das condi¢cdes de pH e temperatura para

atividade de fitase do extrato enzimatico concentrado de A. niger LBAO2.

Fator Coeficientes Erro Padrao t(7) p-Valor
Média* 2173,29 624,87 3,48 0,018
(1)pH (L) -706,38 382,65 -1,85 0,124
pH (Q) 638,36 455,45 1,40 0,220
(2)Temperatura (°C) (L) 343,88 382,65 0,90 0,410
Temperatura (°C) (Q) 23,88 455,45 0,05 0,960
1L x 2L -450,51 541,15 -0,83 0,443

*Termos significativos (p-valor < 0,10). L = linear; Q = quadratico



60

Bhavsar et al. (2011) avaliaram as fitases produzidas por A. niger NCIM 563 em
fermentagdo semissdlida de diferentes substratos (torta de amendoim, torta de coco, torta de
algodao, farelo de arroz e farelo de trigo) e encontraram maiores valores de atividade em 55°C

pH préximo a 6,0.

Porém, em outro estudo com a mesma linhagem de A. niger NCIM 563, Bhavsar et
al. (2013) purificaram e caracterizaram isdOmeros das fitases produzidas em fermentacdo
semissOlida (Phy 3 e Phy 4) e fermentacdo submersa (Phy 1 e Phy 2) utilizando farelo de trigo
como substrato. Apds caracterizacdo bioquimica, detectaram maiores atividades para Phy 1 e
Phy 4 em pH 2,5, enquanto Phy 2 e Phy 3 em valores de pH de 5,0 a 5,6. As fitases Phy 1,3 e
4 apresentaram uma especificidade muito ampla de substratos, enquanto Phy 2 foi mais
especifico para fitato de sodio. Phy 1 e 2 (fermentacdo submersa) mostraram homologia com
outras fitases conhecidas, mas Phy 3 e 4 (fermentacdo semissdlida) ndo mostraram nenhuma
homologia com outras fitases conhecidas, sugerindo sua natureza tnica. O estudo concluiu
ainda que as caracteristicas bioquimicas exclusivas e a aplicacdo multinivel de fitases obtidas

em fermentacao semissolida apresentam eficdcia e grande potencial.

A producio de isomeros de fitase com diferentes caracteristicas em fermentagdo
semissolida por A. niger pode explicar o fato de modelo ndo ser significativo estatisticamente,

e também as diferencas de atividade em fun¢do do pH.

Novelli et al. (2017) avaliaram a atividade de fitase produzida por A. niger em
fermentacdo semissolida de farelo de trigo e farelo de soja, e também obtiveram fitases com

carater 4cido e pH 6timo em torno de 5,0.

5.4.4. Atividade de queratinase

Os resultados para atividade de queratinase nos 11 ensaios do DCCR estdo
apresentados na Tabela 26. Os valores variaram de 34,00 U/g (ensaio 7) a 440,22 U/g (ensaio
2).
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Tabela 26. Matriz do DCCR 22 contendo os niveis das varidveis independentes e respectivas respostas para
atividade de queratinase do extrato enzimatico concentrado de A. niger LBAO2 em func¢do da combinagdo dos

pardmetros pH e temperatura.

Ensaios pH Temperatura (°C) Atividade de Queratinase (U/g)
1 -1,0 (3,0) -1,0 39,4) 48,00
2 -1,0 (3,0) +1,0 (60,6) 440,22
3 +1,0 (8,0) -1,0 39,4) 392,67
4 +1,0 (8,0) +1,0 (60,6) 410,44
5 -1,41 (2,0) 0,0 (50,0) 227,56
6 +1,41 (9,0) 0,0 (50,0) 165,11
7 0,0 (5,5) -1,41 (35,0) 34,00
8 0,0 (5,5) +1,41 (65,0) 293,11
9 0,0 (5,5) 0,0 (50,0) 209,78
10 0,0 (5,5) 0,0 (50,0) 266,44
11 0,0 (5,5) 0,0 (50,0) 275,33

Tabela 27. Coeficientes de regressdo do DCCR 22 para determinacéo das condigdes de pH e temperatura para

atividade de queratinase do extrato enzimatico concentrado de A. niger LBAO2.

Fator Coeficientes Erro Padrao t(7) p-Valor
Média 257,93 71,66 3,60 0,016
(1)pH (L) 40,21 43,88 0,92 0,402
pH (Q) 6,31 52,23 0,12 0,908
(2)Temperatura (°C) (L)* 89,09 43,88 2,03 0,098
Temperatura (°C) (Q) -15,63 52,23 -0,30 0,777
1L x 2L -93,61 62,06 -1,51 0,192

*Termos significativos (p-valor < 0,10). L = linear; Q = quadratico

A avaliagdo dos efeitos indicou que, no intervalo avaliado, somente o termo linear
da temperatura apresentou efeito estatisticamente significativo (p < 0,10) para atividade de
queratinase (Tabela 27). Desta forma, nao foi possivel obter um modelo matematico adequado
para prever as respostas de queratinase. No entanto, pela analise pontual dos ensaios realizados,
os maiores valores de atividade enzimdtica foram detectados nos valores de pH 3 e 8 na

temperatura de 60,6°C.

Nao existem muitos estudos descrevendo a producdo de queratinase pelo género
Aspergillus. Lopes et al. (2011) avaliaram queratinases produzidas por Aspergillus niger
utilizando diferentes substratos € o pH 6timo encontrado foi 6,5. Outra queratinase reportada
na literatura produzida por um fungo filamentoso do género Aspergillus apresentou pH 6timo

de 8,0 para A. oryzae (Farag & Hassan, 2004).
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A maioria dos trabalhos indicou que as bactérias do género Bacillus sdo fontes
importantes de enzimas queratinoliticas, e apresentam atividade maxima em pH bdésico e
temperaturas entre 50 e 70°C. Gegeckas et al. (2018) purificaram e caracterizaram duas
queratinases produzidas por Bacillus spp. (BPKer e BAKer.) que apresentaram maiores
atividades nas condi¢des em temperatura de 50°C e pH 10,0 e 8,0, respectivamente. Hamiche
et al. (2019) também purificaram e caracterizaram duas queratinases produzidas por Bacillus
amyloliquefaciens S13 (KERZT-A e KERZT-B), a primeira apresentou atividade méxima nas
condi¢des de 70°C e pH 11,0, e a segunda na temperatura de 50°C e pH 6,5. Tiwary & Gupta
(2010) avaliaram a queratinase produzida por Bacillus licheniformis ER-15 e obtiveram a

condi¢do 6tima em temperatura de 70°C e pH 11,0.

Outra queratinase produzida por E. coli BL21 (DE3) apresentou atividade 6tima

nas condi¢des de 55°C e pH 10,0 (Su et al., 2017).

5.5. Digestibilidade da farinha de pena

Os resultados comparativos das andlises de proteina bruta e de digestibilidade de
proteina em pepsina 0,02% para o meio de cultivo composto por farinha de penas (35%)
adicionado de farelo de trigo (15%) e umidade inicial de 50% e o mesmo meio de cultivo apds

48 h de fermentacdo pelo A. niger LBAO2 a 30°C estdo apresentados na Figura 10.
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Figura 10. Comparativo dos resultados de proteina bruta (%) e digestibilidade de proteina em pepsina 0,02% (%)
entre o meio de cultivo de farinha de penas e farelo de trigo e 0 mesmo meio ap6s 48h de fermentacdo por A.
niger LBAO2.

Os resultados demonstraram que ndo houve diferenca significativa (p < 0,05), entre
os resultados de proteina bruta e de digestibilidade do meio de cultura antes e apds a
fermentacdo, assim ndo € possivel inferir sobre a digestdo das proteinas pelo A. niger LBAO2

durante o processo fermentativo.
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A média de proteina bruta apresentou aumento de 44,7% para 50,7% apds a
fermentacdo, podendo ser explicada pelo crescimento e aumento da biomassa fungica.

Entretanto, a média de digestibilidade em pepsina apresentou reducio de 50,3% para 41,4%.

Os dados histdricos da empresa que cedeu a amostra para o presente trabalho
demonstraram que os valores de digestibilidade em pepsina para a farinha de penas sio bastante
varidveis (de 40,4% até 61,5%). Estudos confirmaram essa variagdo de digestibilidade em
farinhas de penas comerciais: Maciel et al. (2017) relataram 67,3%, Eaksuree et al. (2016)
obtiveram 70% e Bertsch & Coello (2005) utilizaram uma farinha com 87% de digestibilidade.

As variacdes sdo bem mais amplas quando comparadas com as penas cruas antes
do processo de cozimento. Latshaw et al. (1994) avaliaram a digestibilidade em pepsina de
penas cruas (16%) e de 4 farinhas de penas com diferentes processos de producio e encontraram
valores que variaram de 65,8 a 80,6%. Zhang et al. (2014) avaliaram processo de produ¢do de
farinha de penas por explosio de vapor com variagdes de 0,5 a 2,5 MPa, obtendo elevacdo da
digestibilidade de 10,6% da pena crua até 91% de digestibilidade obtido nas condi¢Oes 6timas
de 1,8 MPa por 1 min.

A qualidade e a digestibilidade da proteina dessas farinhas dependem basicamente
da pressdo, temperatura e do tempo de cozimento e secagem no processo de obtencdo (Eyng et

al., 2012).

Embora a média de digestibilidade tenha apresentado reducdo nos valores médios,
ao contrdrio do que se desejava, este fato ndo significa que o meio fermentado ndo apresente
melhores caracteristicas nutricionais que o meio nido fermentado. Assim, recomenda-se a
realizacdo de testes in vivo que pudessem avaliar o impacto das enzimas produzidas e o

potencial probiético do fungo filamentoso no crescimento dos frangos.

Eaksuree et al. (2016) avaliaram a digestibilidade in vitro e in vivo das proteinas de
farinhas de penas tratadas com queratinases. Os resultados mostraram que a farinha de penas
ndo tratada com enzimas foi a que apresentou a maior digestibilidade in vitro (70%), ndo tendo
diferenca significativa para a farinha tratada com uma enzima comercial (68%), e com diferenca
significativa em relacdo a outros trés outros tratamentos com enzimas estudadas (k6, k82 e
k6k82) que apresentaram respectivamente 60%, 61% e 63% de digestibilidade in vitro (em
pepsina). Entretanto, os tratamentos com enzimas k6 e k82 foram os que apresentaram melhores

resultados com diferenca significativa de retencdo aparente de nitrogénio nos testes in vivo,
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indicando um efeito positivo na qualidade nutricional da proteina da farinha de pena tratada

com as enzimas.

Bertsch & Coello (2005) compararam a digestibilidade em pepsina de penas cruas,
farinha de pena comercial e penas hidrolisadas por Kocuria rosea. Os resultados demonstraram
que ambos as amostras apresentaram diferenca de digestibilidade em relagdo as penas cruas
(26%), porém nao houve diferenca da digestibilidade da farinha de pena comercial (87%) e das

penas hidrolisadas (88%).

Maciel et al. (2017) compararam a digestibilidade em pepsina de farinha de penas
e penas bioconvertidas por Chryseobacterium sp. kr6 e Bacillus sp. kr16. Os resultados
demonstraram que as penas fermentadas apresentaram aumento na digestibilidade, passando de
67,3% (farinha ndo fermentada) para 79,1% e 70,1% de digestibilidade, respectivamente, para

os produtos obtidos apds bioconversao por Chryseobacterium sp. kr6 e Bacillus sp. kr16.
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6. Conclusao

O estudo confirmou o potencial do A. niger LBAO2 para a obtencao de uma farinha
de penas fermentada rica em enzimas exdgenas e com possibilidade de uso em ra¢des de frango,
uma vez que houve produgdo de enzimas com beneficios reconhecidos no desempenho de

crescimento das aves, principalmente proteases e fitases.

Os maiores valores de produgdo enzimatica foram obtidos apds 48 e 72h de
fermentacdo na regido dos pontos centrais do delineamento experimental, onde a umidade
inicial foi de 50%, a temperatura de incubacdo de 30°C e a quantidade de farelo de trigo
incorporada a farinha de penas foi de 15%, condi¢do em que a producéo foi superior 300 U/g
para protease, superior a 100 U/g para lipase, em torno de 80 U/g para fitase e proxima a 10

U/g para queratinase.

O estudo também levantou a possibilidade do uso da farinha de penas e sangue
como substrato alternativo para producdo e concentracdo de enzimas para usos diversos,

inclusive a adi¢do em ragdo de frangos.

ApOs a concentragdo dos extratos enziméticos, as maiores atividades enzimaticas
foram obtidas para as proteases (superiores a 5000 U/g) nas condi¢des de pH de 5,5 e
temperatura de 50°C, para as lipases (valores superiores a 2000 U/g) nas condi¢des de pH de
2,0 a 3,0 e temperaturas acima de 50°C, para fitases os resultados ndo apresentaram um modelo
capaz de explicar de forma satisfatdria as melhores condi¢des, mas o valor mdximo (superior a
4800 U/g) foi obtido no ensaio realizado em pH 3,0 e temperatura 60,6°C, e para queratinases
os resultados também ndo apresentaram um modelo capaz de explicar de forma satisfatéria as
melhores condi¢des, mas os maiores valores (proximos a 400 U/g) foram obtidos nos ensaios

realizados em pH 3,0 e 8,0 na temperatura de 60,6°C.

O estudo ndo conseguiu evidenciar a melhoria da digestibilidade da farinha de
penas, uma vez que nao houve diferenca significativa entre os valores de proteina bruta e de
digestibilidade em pepsina antes e apds a fermentacdo. Porém, este resultado pode nao ser
limitante para a utilizagdo da farinha fermentada, uma vez que a relacdo dos resultados de

digestibilidade in vitro podem ndo ser confirmados com os resultados in vivo.
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Perspectivas de trabalhos futuros

- Avaliar as possiveis atividades bioldgicas dos componentes resultantes da fermentagdo
semissdlida de farinha de penas e sangue por A. niger, tais como: atividade antioxidante,
propriedades probidticas e antimicrobianas (principalmente, em relagdo a bactérias do

género Salmonella);

- Realizar um estudo mais aprofundado de caracterizacao da matriz nutricional da farinha de
penas fermentada, com sua composi¢do fisico-quimica, com cdlculo de energia
metabolizdvel e com seu aminograma (concentragdes de cada aminodcido) e seus
respectivos coeficientes de digestibilidade, possibilitando os cdlculos para o uso em

formulagdes de ragao;

- Avaliar as caracteristicas de estabilidade térmica das enzimas produzidas frente aos

processos de peletizacdo existentes na producdo de ragdes;

- Realizar estudo in vivo com adi¢do da farinha fermentada ou a adi¢do das enzimas
produzidas na ragdo para confirmar a melhoria das caracteristicas nutricionais da farinha

de penas e os beneficios no desempenho de crescimento e na saide das aves;

- Comparar o desempenho de outros substratos para a suplementacdo da farinha de pena
(outras fontes de carbono, de nitrogénio, de fosfatos inorganicos, de surfactantes e de
metais) e/ou outros micro-organismos na produgdo de enzimas e na digestibilidade proteica

da farinha de penas.
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As Tabelas 28 e 29 apresentam os coeficientes de regressdo e os efeitos

estatisticamente significativos (p < 0,10) para a producdo de protease apds 72 e 96 horas de

fermentacio respectivamente.

Tabela 28. Coeficientes de regressdo do DCCR 23 para determinacéo das condigdes mais adequadas de cultivo de

A. niger LBAO2 e produgdo de protease apds 72h de fermentacdo sélida utilizando farinha de penas e farelo de

trigo como substrato.

Fator Coeficientes Erro Padrao t(7) p-Valor
Média 27,65 38,37 0,72 0,495
(1)Umidade (%) (L) -28,40 18,02 -1,58 0,159
Umidade (%) (Q)* 51,22 19,83 2,58 0,036
(2)Temperatura (°C) (L)* -54,49 18,02 -3,02 0,019
Temperatura (°C) (Q) 12,22 19,83 0,62 0,557
(3)Farelo de Trigo (%) (L) -20,71 18,02 -1,15 0,288
Farelo de Trigo (%) (Q)* 42,52 19,83 2,14 0,069
1L x 2L -18,00 23,54 -0,76 0,469
1L x 3L 12,22 23,54 0,52 0,620
2L x 3L -8,34 23,54 -0,35 0,734

*Termos significativos (p-valor). L = linear; Q = quadratico; R?> = 73%

Tabela 29. Coeficientes de regressio do DCCR 23 para determinagio das condi¢des mais adequadas de cultivo de

A. niger LBAO2 e producdo de protease apds 96h de fermentacao sélida utilizando farinha de penas e farelo de

trigo como substrato.

Fator Coeficientes Erro Padrao t(7) p-Valor
Média* 35,64 19,19 1,86 0,106
(1)Umidade (%) (L)* -38,77 9,01 -4,30 0,004
Umidade (%) (Q)* 35,40 9,92 3,57 0,009
(2)Temperatura (°C) (L)* -45,25 9,01 -5,02 0,001
Temperatura (°C) (Q)* 26,08 9,92 2,63 0,034
(3)Farelo de Trigo (%) (L) 2,30 9,01 0,25 0,806
Farelo de Trigo (%) (Q) 4,47 9,92 0,45 0,666
1L x 2L* 28,85 11,78 2,45 0,044
1L x 3L -12,45 11,78 -1,06 0,326
2L x 3L -7,70 11,78 -0,65 0,534

*Termos significativos (p-valor). L = linear; Q = quadratico; R?> = 88%



ANEXO B

81

As tabelas 30 e 31 apresentam os coeficientes de regressio e os efeitos

estatisticamente significativos (p < 0,10) para a produgdo de lipase apds 72 e 96 horas de

fermentacio respectivamente.

Tabela 30. Coeficientes de regressdo do DCCR 23 para determinagéo das condigdes mais adequadas de cultivo de

A. niger LBAO2 e produgdo de lipase apds 72h de fermentag@o sélida utilizando farinha de penas e farelo de trigo

como substrato.

Fator Coeficientes Erro Padrao t(7) p-Valor
Média 72,30 10,02 7,22 <0,001
(1)Umidade (%) (L) 2,75 4,71 0,58 0,578
Umidade (%) (Q) -6,90 5,18 -1,33 0,225
(2)Temperatura (°C) (L) -4,52 4,71 -0,96 0,369
Temperatura (°C) (Q)* -10,63 5,18 -2,05 0,079
(3)Farelo de Trigo (%) (L) -5,46 4,71 -1,16 0,284
Farelo de Trigo (%) (Q) 2,22 5,18 0,43 0,681
1L x 2L -3,41 6,15 -0,55 0,596
1L x 3L 2,01 6,15 0,33 0,753
2L x 3L 3,66 6,15 0,59 0,571

*Termos significativos (p-valor).

L = linear; Q = quadratico; R? = 58%

Tabela 31. Coeficientes de regressio do DCCR 23 para determinagio das condi¢des mais adequadas de cultivo de

A. niger LBAO2 e produc¢do de lipase apds 96h de fermentagado sélida utilizando farinha de penas e farelo de trigo

como substrato.

Fator Coeficientes Erro Padrao t(7) p-Valor
Média 87,14 6,77 12,88 <0,001
(1)Umidade (%) (L) 3,33 3,18 1,05 0,330
Umidade (%) (Q) -6,48 3,50 -1,85 0,106
(2)Temperatura (°C) (L)* -19,18 3,18 -6,03 <0,001
Temperatura (°C) (Q) -3,36 3,50 -0,96 0,368
(3)Farelo de Trigo (%) (L)* -8,10 3,18 -2,55 0,038
Farelo de Trigo (%) (Q) 1,08 3,50 0,31 0,766
1L x 2L -1,54 4,15 -0,37 0,723
1L x 3L -1,93 4,15 -0,46 0,657
2L x 3L 3,60 4,15 0,87 0,415

*Termos significativos (p-valor).

L = linear; Q = quadratico; R? = 76%
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ANEXO C

As tabelas 32 e 33 apresentam os coeficientes de regressio e os efeitos
estatisticamente significativos (p < 0,10) para a produgdo de fitase apds 48 e 96 horas de

fermentacio respectivamente.

Tabela 32. Coeficientes de regressdo do DCCR 23 para determinagéo das condigdes mais adequadas de cultivo de
A. niger LBAO2 e producio de fitase apds 48h de fermentagado sélida utilizando farinha de penas e farelo de trigo

como substrato.

Fator Coeficientes Erro Padrao t(7) p-Valor
Média 59,08 13,40 4.41 0,003
(1)Umidade (%) (L) -5,03 6,29 -0,80 0,450
Umidade (%) (Q) 1,30 6,92 0,19 0,856
(2)Temperatura (°C) (L) 6,05 6,29 0,96 0,368
Temperatura (°C) (Q) 2,83 6,92 0,41 0,695
(3)Farelo de Trigo (%) (L) -1,94 6,29 -0,31 0,767
Farelo de Trigo (%) (Q) -3,50 6,92 -0,51 0,629
1L x 2L -1,79 8,22 -0,95 0,375
1L x 3L -6,48 8,22 -0,79 0,457
2L x 3L 5,95 8,22 0,72 0,493

*Termos significativos (p-valor). L = linear; Q = quadratico; R?> = 38%

Tabela 33. Coeficientes de regressio do DCCR 23 para determinagio das condi¢des mais adequadas de cultivo de
A. niger LBAO2 e producdo de fitase apds 96h de fermentagdo sélida utilizando farinha de penas e farelo de trigo

como substrato.

Fator Coeficientes Erro Padrao t(7) p-Valor
Média 90,03 10,24 8,79 <0,001
(1)Umidade (%) (L) -0,31 4,81 -0,06 0,951
Umidade (%) (Q) -1,38 5,29 -0,26 0,803
(2)Temperatura (°C) (L) -1,87 4,81 -0,39 0,709
Temperatura (°C) (Q) -8,48 5,29 -1,60 0,153
(3)Farelo de Trigo (%) (L) 4,15 481 0,86 0,417
Farelo de Trigo (%) (Q)* -12,30 5,29 -2,32 0,053
1L x 2L 7,01 6,29 1,11 0,302
1L x 3L 2,64 6,29 0,42 0,687
2L x 3L 5,05 6,29 0,80 0,448

*Termos significativos (p-valor). L = linear; Q = quadratico; R?> = 58%
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As tabelas 34, 35 e 36 apresentam os coeficientes de regressdo e os efeitos

estatisticamente significativos (p < 0,10) para a produ¢do de queratinase apds 48, 72 e 96 horas

de fermentacao respectivamente.

Tabela 34. Coeficientes de regressdo do DCCR 23 para determinagdo das condigdes mais adequadas de cultivo de

A. niger LBAO2 e produgdo de queratinase apds 48h de fermentacdo sé6lida utilizando farinha de penas e farelo de

trigo como substrato.

Fator Coeficientes Erro Padrao t(7) p-Valor
Média 12,35 3,36 3,68 0,010
(1)Umidade (%) (L) -1,97 1,58 -1,25 0,250
Umidade (%) (Q) -0,24 1,74 -0,14 0,900
(2)Temperatura (°C) (L) -0,66 1,58 -0,42 0,690
Temperatura (°C) (Q) -1,57 1,74 -0,90 0,400
(3)Farelo de Trigo (%) (L) -0,07 1,58 -0,04 0,970
Farelo de Trigo (%) (Q) 2,74 1,74 -1,58 0,160
1L x 2L 2,93 2,06 1,42 0,200
1L x 3L 0,84 2,06 0,41 0,700
2L x 3L -0,64 2,06 -0,31 0,770

*Termos significativos (p-valor). L = linear; Q = quadratico; R?> = 43%

Tabela 35. Coeficientes de regressio do DCCR 23 para determinagio das condi¢des mais adequadas de cultivo de

A. niger LBAO2 e produg¢ao de queratinase apds 72h de fermentacdo sélida utilizando farinha de penas e farelo de

trigo como substrato.

Fator Coeficientes Erro Padrao t(7) p-Valor
Média 14,01 4,36 3,21 0,010
(1)Umidade (%) (L) -0,19 2,05 -0,09 0,930
Umidade (%) (Q) -1,38 2,25 -0,61 0,560
(2)Temperatura (°C) (L) -3,73 2,05 -1,82 0,110
Temperatura (°C) (Q) -1,68 2,25 -0,75 0,480
(3)Farelo de Trigo (%) (L) -1,21 2,05 -0,59 0,570
Farelo de Trigo (%) (Q) -2,35 2,25 -1,04 0,330
1L x 2L -0,86 2,68 -0,32 0,760
1L x 3L -3,06 2,68 -1,14 0,290
2L x 3L 5,73 2,68 2,14 0,070

*Termos significativos (p-valor). L = linear; Q = quadritico; R?> = 59%
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Tabela 36. Coeficientes de regressdo do DCCR 23 para determinacéo das condi¢des mais adequadas de cultivo de

A. niger LBAO2 e producdo de protease apds 96h de fermentacdo sdlida utilizando farinha de penas e farelo de

trigo como substrato.

Fator Coeficientes Erro Padrao t(7) p-Valor
Média 12,19 2,36 5,16 <0,001
(1)Umidade (%) (L) -0,31 1,11 -0,28 0,790
Umidade (%) (Q)* 2,71 1,22 2,22 0,060
(2)Temperatura (°C) (L)* -2,64 1,11 -2,38 0,050
Temperatura (°C) (Q) -1,73 1,22 -1,42 0,200
(3)Farelo de Trigo (%) (L) 0,81 1,11 0,73 0,490
Farelo de Trigo (%) (Q)* -2,56 1,22 -2,10 0,070
1L x 2L -0,04 1,45 -0,03 0,980
1L x 3L -0,46 1,45 -0,32 0,760
2L x 3L -1,02 1,45 -0,70 0,500

*Termos significativos (p-valor). L = linear; Q = quadratico; R?> = 65%



