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RESUMO: Os residuos agroindustriais sdo importantes fontes de recursos renovaveis.
Entretanto, o descarte de forma inapropriada desses residuos podem causar sérios problemas
ambientais. A biotransformagdo de residuos agroindustriais pelo cultivo em estado solido gera
enzimas e produtos com alto valor nutricional. Esse trabalho teve por objetivo avaliar a producéo
de enzimas fibroliticas (endoglucanase, B-glicosidase, xilanase e pectinase) por P. sanguineus e
T. aurantiacus por CES (farelo de trigo e bagaco de cana-de-agucar 50%:50%, 65% de umidade,
28 °C e 45 °C respectivamente) como também avaliar o perfil bromatoldgico e a digestibilidade
do substrato apds o cultivo. O fungo P. sanguieneus demonstrou maior producdo de xilanase e
endoglucanase em 48 horas de cultivo, B-glicosidase em 120 horas e pectinase em 48 horas. As
enzimas apresentaram valores préximos de pH étimo variando de 3,5 a 5,5. As temperaturas
6timas abrangeram a faixa de 50 °C a 75 °C. As enzimas foram estaveis em uma ampla faixa de
pH, e 70% das suas atividades originais foram mantidas quando incubadas por 1 hora a 65 °C. O
fungo enriqueceu o substrato em proteinas (cerca de 14%) e carboidratos (10%). O teor de fibras
e lipideos foi reduzido em 20,74% e 0,16%, respectivamente. Para a digestibilidade, houve um
aumento total de 5,63% ao 30° dia de cultivo. Para o fungo T. aurantiacus evidenciou-se maior
producédo de endoglucanase e B-glicosidase em 72 horas, xilanase em 144 horas e pectinase em
72 horas. Os valores de pH 6timo compreenderam a faixa 3,5 a 5,5. As temperaturas 6timas
mantiveram-se de 60 °C a 80 °C. As enzimas foram estaveis em uma ampla faixa de pH, e 80%
das suas atividades originais foram mantidas quando incubadas por 1 hora a 75 °C. Para a
composicdo bromatologica, o fungo enriqueceu o substrato de crescimento em proteinas em
8,8% e carboidratos com 19,26%. O decaimento de fibras foi de 23,54%. O teor lipidico
apresentou um acumulo de 0,16% ao 5° dia de cultivo.

PALAVRAS-CHAVE: incremento proteico; residuos agroindustriais; fungos filamentosos.



ABSTRACT: Agro-industrial waste is an important source of renewable resources. However,
inappropriate disposal of this waste can cause serious environmental problems. The
biotransformation of agro-industrial residues through solid state cultivation generates enzymes
and products with high nutritional value. This work aimed to evaluate the production of
fibrolytic enzymes (endoglucanase, B-glucosidase, xylanase and pectinase) by P. sanguineus and
T. aurantiacus by CES (wheat bran and sugarcane bagasse 50%:50%, 65% humidity, 28 °C and
45 °C respectively) as well as evaluating the bromatological profile and digestibility of the
substrate after cultivation. The fungus P. sanguieneus demonstrated greater production of
xylanase and endoglucanase in 48 hours of cultivation, B-glucosidase in 120 hours and pectinase
in 48 hours. The enzymes presented values close to optimum pH, ranging from 3.5 to 5.5. The
optimum temperatures ranged from 50 °C to 75 °C. The enzymes were stable over a wide pH
range, and 70% of their original activities were maintained when incubated for 1 hour at 65 °C.
The fungus enriched the substrate in proteins (about 14%) and carbohydrates (10%). The fiber
and lipid content was reduced by 20.74% and 0.16%, respectively. For digestibility, there was a
total increase of 5.63% on the 30th day of cultivation. For the fungus T. aurantiacus, there was
greater production of endoglucanase and B-glucosidase in 72 hours, xylanase in 144 hours and
pectinase in 72 hours. The optimum pH values ranged from 3.5 to 5.5. The optimum
temperatures remained between 60 °C and 80 °C. The enzymes were stable over a wide pH
range, and 80% of their original activities were maintained when incubated for 1 hour at 75 °C.
For the bromatological composition, the fungus enriched the growth substrate in proteins by
8.8% and carbohydrates by 19.26%. Fiber decay was 23.54%. The lipid content showed an
accumulation of 0.16% on the 5th day of cultivation.

KEYWORDS: protein increase; agro-industrial waste; filamentous fungi.
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1. INTRODUCAO GERAL

O uso de fungos na producdo de enzimas e suas aplicacdes biotecnoldgicas vem sendo
pesquisados e explorados industrialmente de modo crescente. As enzimas séo classificadas como
proteinas catalisadoras de rea¢fes quimicas, sendo fundamentais para a desorganizacao estrutural
dos mais diversos tipos de polimeros organicos. As aplicabilidades industriais dos
biocatalizadores podem ser vistas em diversos setores industriais, como: téxtil, farmacéutico,
cosmético e alimenticio, devido ao fato de executarem reacGes catalitica seletivas.

Dentre as metodologias aplicadas para obtencdo destas enzimas, o cultivo em estado sélido
(CES) se destaca, sendo caracterizado pelo crescimento microbiano em uma matriz sélida, na
auséncia de agua livre entre as particulas do substrato. Por utilizar residuos agroindustriais como
substrato, em sua grande maioria, atualmente € um dos principais métodos para producdo de
enzimas fibroliticas com baixos custos operacionais, apresentando elevada eficiéncia e com
baixos investimentos em tecnologia.

Com o intuito de melhorar a nutricdo animal, o conjunto de enzimas responsaveis por
degradar biomassa vegetal pode ser aplicado na pré-digestdo dos alimentos fibrosos,
disponibilizados aos animais ruminantes. A celulase, hemicelulase, pectinase e ligninase
promovem a desorganizacdo e quebra dos de seus respectivos substratos, presentes na parede
celular vegetal. Dessa forma, as bactérias fermentadoras do rimem obtém maior facilidade de
degradacéo e absorcédo do alimento pré-digerido.

Cultivos preliminares realizados pela equipe do Laboratorio de Enzimologia e Processos
Fermentativos — LEPFER/FCBA/UFGD, demonstraram consideravel potencial para producao de
enzimas fibroliticas pelos fungos filamentosos Pycnoporus sanguineus e Thermoascus
aurantiacus utilizando residuos agroindustriais como substratos. Esses resultados estimularam o
desenvolvimento do presente trabalho, tendo como principal objetivo avaliar as

biotransformacdes realizadas por esses microrganismos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a biotransformacdo de residuos agroindustriais por cultivo em estado solido dos
fungos P. sanguineus e T. aurantiacus.

2.2. Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito do tempo de CES na producdo de enzimas fibroliticas produzidas por P.
sanguineus e T. aurantiacus;

- Avaliar o efeito de pH e temperatura sobre as enzimas fibroliticas produzidas por P. sanguineus
e T. aurantiacus;

- Avaliar a variagdes na composicao bromatologica realizada por P. sanguineus e T. aurantiacus;
- Avaliar a digestibilidade in vitro dos residuos agroindustrias biotransformados por P.

sanguineus e T. aurantiacus.
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Producéo e caracterizacao de enzimas fibroliticas por cultivo em estado sélido pelo fungo
filamentoso Pycnoporus sanguineus e aplicacdo em alimentacéo animal

Asser Botelho Santana, Gabriela Finoto Cavalheiro, Luiz Henrique Bovi de Quadros, Geisa
Alves da Silva, Thayna Cardoso Vieira, Caroline Pereira Moura Aranha, Gustavo Graciano
Fonseca, Rafael Henrique de Tonissi e Buschinell de Goes,

Marcelo Fossa da Paz, Rodrigo Simdes Ribeiro Leite

RESUMO

A atividade agroindustrial gera residuos com possivel impacto ambiental. O emprego de residuos
agroindustriais no cultivo em estado solido de microrganismos é uma possibilidade de
reaproveitamento desses subprodutos e possibilita a reducdo do custo de producdo de enzimas.
Este estudo visou avaliar a produgdo de enzimas fibroliticas (endoglucanase, f-glicosidase,
xilanase e pectinase) por P. sanguineus em CES, utilizando farelo de trigo e bagaco de cana-de-
acucar (50:50%) como substratos, como também visou avaliar o perfil bromatologico e a
digestibilidade do substrato apds o cultivo por 10, 20 e 30 dias. O fungo demonstrou maiores
producdes de xilanase e endoglucanase em 48 horas de cultivo (14,30+0,98 e 90,13+1,27 U.g}),
B-glicosidase em 120 horas (8,30+0,44 U.g™) e pectinase em 48 horas (1105,93+47,26 U.g}). As
enzimas apresentaram valores proximos de pH 6timo variando de 3,5 a 5,5. As temperaturas
Otimas abrangeram a faixa de 50 °C a 75 °C. As enzimas foram estaveis em uma ampla faixa de
pH, e 70% das suas atividades originais foram mantidas quando incubadas por 1 hora a 65 °C. O
fungo enriqueceu o substrato em proteinas (cerca de 14%) e carboidratos (10%). O teor de fibras
e lipideos foi reduzido em 20,74% e 0,16%, respectivamente. Para a digestibilidade, houve um
aumento total de 5,63% ao 30° dia de cultivo. O fungo P. sanguineus demonstrou capacidade de
produzir enzimas estruturalmente estaveis, além de aumentar o teor proteico e a digestibilidade
do substrato, sendo promissor para a inddstria de ragdo animal.

Palavras-chave: aumento proteico; fibra bruta, basidiomiceto; bagaco de cana-de-acucar.
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Production and characterization of fibrolytic enzymes by solid state cultivation by the
filamentous fungus Pycnoporus sanguineus and application in animal feed

Asser Botelho Santana, Gabriela Finoto Cavalheiro, Luiz Henrique Bovi de Quadros, Geisa
Alves da Silva, Thayna Cardoso Vieira, Caroline Pereira Moura Aranha, Gustavo Graciano
Fonseca, Rafael Henrique de Tonissi e Buschinell de Goes,

Marcelo Fossa da Paz, Rodrigo Simdes Ribeiro Leite

Abstract

Agro-industrial activity generates waste with possible environmental impact. The use of agro-
industrial residues in the solid state cultivation of microorganisms is a possibility of reusing
these by-products and makes it possible to reduce the cost of enzyme production. This study
aimed to evaluate the production of fibrolytic enzymes (endoglucanase, p-glucosidase, xylanase
and pectinase) by P. sanguineus in CES, using wheat bran and sugarcane bagasse (50:50%) as
substrates, as well as aimed to evaluate the chemical profile and digestibility of the substrate
after cultivation for 10, 20 and 30 days. The fungus demonstrated higher productions of xylanase
and endoglucanase in 48 hours of cultivation (14.30£0.98 and 90.13+1.27 U.g-1), B-glucosidase
in 120 hours (8.30+£0.44 U.g -1) and pectinase in 48 (1105.93+47.26 U.g-1). The enzymes
presented values close to optimum pH, ranging from 3.5 to 5.5. The optimum temperatures
ranged from 50 °C to 75 °C. The enzymes were stable over a wide pH range, and 70% of their
original activities were maintained when incubated for 1 hour at 65 °C. The fungus enriched the
substrate in proteins (about 14%) and carbohydrates (10%). The fiber and lipid content was
reduced by 20.74% and 0.16%, respectively. For digestibility, there was a total increase of 5.63%
on the 30th day of cultivation. The fungus P. sanguineus demonstrated the ability to produce
structurally stable enzymes, in addition to increasing the protein content and digestibility of the
substrate, being promising for the animal feed industry.

Key-words: protein increase; crude fiber, basidiomycete; sugar cane bagasse.
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1. INTRODUCAO

Oriundos do processamento de biomassa vegetal, os residuos agroindustriais possuem
elevado potencial na aplicacdo de geracdo de diferentes produtos, como biopolimeros, farmacos,
fertilizantes e outras moléculas de interesse comercial (YAFETTO, ODAMTTEN & WIAFE-
KWAGYAN, 2023; SCARCELLA et al.,, 2021). Contudo, o descarte de forma inapropriada
desses subprodutos resulta em sérias implicacGes para o meio ambiente.

A valorizacdo desses residuos pelo cultivo de microrganismo em estado sélido (CES)
representa uma alternativa de mitigar os impactos ambientais (NAIR, AGRAWAL & VERMA,
2022). A baixa disponibilidade de &gua livre no processo CES reduz os custos operacionais de
producdo e diminui as chances de contaminacdo como também se assemelha aos habitats
naturais dos fungos filamentosos, o que favorece o crescimento e produgdo enzimatica por esses
microrganismos (BERENJAN e EHSAN, 2023; SELO et al., 2021).

O uso da biomassa vegetal como substrato para producdo de enzimas microbianas pode
ser caracterizado como uma tecnologia economicamente sustentavel, uma vez que diminuem o
potencial poluidor desses subprodutos ao meio ambiente e seu emprego para essa finalidade
fornece produtos de valor agregado. (DANESHVAR et al., 2022, AL-MAQTARI, WALEED &
MAHDI, 2019).

A biotransformacdo do substrato realizada por fungos filamentosos € um processo
complexo e organizado. Os fungos alimentam-se de matéria vegetal organica, transformando-a
em lipideos, proteinas, fibras e minerais essenciais ao seu desenvolvimento, mediante a producdo
de enzimas hidroliticas e oxidativas. Essas enzimas sdo essenciais para a desestruturacao
degradacdo de substratos lignoceluldsicos, constituintes da  matéria vegetal (YAFETTO,
ODAMTTEN & WIAFE-KWAGYAN, 2023).

O fungo basidiomiceto Pycnoporus sanguineus, pertence ao grupo de microrganismos
responsaveis por causar a podriddo branca. Esses fungos sdo classificados dessa forma porque
degradam a lignina da madeira pela acdo de enzimas lignoliticas expondo as fibras de celulose,
podendo também apresentar a producdo de Xilanases, celulases e pectinases (LI et al., 2018). O
microrganismo P. sanguineus € tipicamente encontrado e distribuido em regibes tropicais e
subtropicais. (HERRERA; ULLOA, 1998; FENG et al., 2021).

As aplicacdes biotecnoldgicas descritas para P. sanguineus sao: atividade antimicrobiana
devido ao seu pigmento cinabarina (BORDERES et al., 2011), biorremediacdo (FENG et al.,
2021), producdo de lacases (ORLIKOWSKA et al., 2018), produgédo de enzimas aplicadas na
obtencdo de etanol de segunda geracdo (GONZALEZ-BAUTISTA et al., 2019) e biodegradagio
de compostos organicos poluentes (WANG et al., 2019).
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Neste ambito, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a producdo e a caracterizagdo
bioquimica de endoglucanase, B-glicosidase, xilanase e pectinase (enzimas fibroliticas)
produzidas por cultivo em estado sélido do fungo filamentoso P. sanguineus bem como o perfil
bromatoldgico e a digestibilidade in vitro dos residuos ap6s o cultivo em estado sélido.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Producéo enzimatica
2.1.1. Microrganismos

Foi utilizado o fungo P. sanguineus mantido no Laborat6rio de Enzimologia e Processos
Fermentativos (LEPFER/UFGD). O fungo foi isolado de troncos de arvore localizados em area
de Cerrado da regido de Dourados — MS (22°10'49.2"S - 54°56'57.4"W), e identificado pela
Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE.

2.1.2. Producéo de inoculo

O fungo foi cultivado em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL do meio Agar
Sabouraud Dextrose, mantido pelo periodo de 96 horas a 28 °C. A suspensao do fungo foi obtida
pela raspagem suave da superficie do meio de cultura empregando 30 mL de solucdo nutriente
(0,1% de sulfato de amonio, 0,1% sulfato de magnesio hepta-hidratado e 0,1% nitrato de
amonia). A inoculacdo do fungo no substrato (residuos agroindustriais) se deu pela transferéncia
de 5 mL desta suspensdo (COSTA et al., 2019).

2.1.3. Cultivo em estado sélido para producdo de celulases, hemicelulases e

pectinases

O substrato para o cultivo foi composto (50%:50%) de farelo de trigo e bagaco de cana-
de-acuar. Os substratos utilizados foram previamente sanitizados, sendo posteriormente secos a
50 °C por 48 horas. A combinacdo de substratos (2,5 g de farelo de trigo e 2,5 g de bagaco de
cana-de-acucar) foi colocada em frascos Erlenmeyer de 250 mL e umedecidos com 4,5 mL de
solucdo nutriente (descrita anteriormente), seguindo para esterilizacdo em autoclave (20 min, 121
°C, 1 atm). Foram adicionados aos residuos agroindustriais 5 mL da solu¢do indculo, perfazendo
5 mg de massa micelial seca/grama de substrato seco, em seguida os frascos foram mantidos a 28
°C. Deste modo, a umidade foi fixada em 65%, temperatura em 28 °C, amostras foram retiradas
a cada 24 horas, totalizando 144 horas de cultivo. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata, e os valores descritos representaram as respectivas médias (COSTA et al., 2019).
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2.1.4. Extracdo de enzimas

O extrato enzimético foi obtido pela adicdo de 50 mL de &gua destilada nos frascos
Erlenmeyer contendo o residuo miceliado, seguido de maceragdo com auxilio de bastdo de vidro
por 10 min. Posteriormente, os frascos foram agitados por 1 hora a 150 rpm. As amostras foram
filtradas em tecido de poliamida (nylon) e centrifugadas a 1500 x g por 10 min a 10 °C. O

sobrenadante foi usado para os ensaios subsequentes (COSTA et al., 2019).
2.1.5. Determinacdo da atividade enzimatica

As atividades da endoglucanase (carboximetilcelulase-CMCase), xilanase e pectinase
foram quantificadas usando como substrato 3% de carboximetilcelulose (CMC - C5678; Sigma-
Aldrich), 1% de xilana (Beechwood, Sigma-Aldrich) e 1% de pectina (\etec), respectivamente.
Os agucares redutores liberados pela acdo enzimatica foram quantificados pelo método &cido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959). A atividade de B-glucosidase foi mensurada com o
substrato sintético p-NP-B-D-glucopiranosideo 4 mM (Sigma-Aldrich) (PEREIRA et al., 2015).
Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para

liberar 1 pmol de produto por minuto de reacao.
2.2. Caracterizacao bioquimica

2.2.1. Efeito do pH e da temperatura na atividade de celulases hemicelulases e

pectinases

O pH otimo foi determinado pela quantificacdo da atividade enzimatica a 50 °C em
diferentes valores de pH (3,0-8,0) usando tampdo Mcllvaine (0,1M). A temperatura étima foi
determinada pela determinacdo da atividade das enzimas variando a temperatura de 30 a 70 °C
no pH ideal para a atividade enzimatica. A estabilidade do pH foi quantificada incubando as
enzimas por 24 h em diferentes valores de pH a 25 °C usando os tampdes Mcllvaine 0,1 M (3,0-
8,0), Tris-HCI 0,1 M (8-8,5) e glicina-NaOH 0,1 M (8,5-10,5). A termoestabilidade foi analisada
incubando as enzimas por 1 hora em diferentes temperaturas de 30 a 80 °C. As atividades

residuais foram mensuradas sob condic¢des 6timas de cada enzima (COSTA et al., 2016).
2.3. Bioconversao de residuos agroindustriais por microrganismos
2.3.1. Preparo das amostras

Foram preparados sacos de polietileno resistentes a autoclavagem com as dimens6es 15

cm x 30 cm contendo farelo de trigo e bagaco de cana na proporgéo 10 g:10 g (50%:50%) 18 mL
de solucdo nutriente (0,1% de sulfato de aménio, 0,1% sulfato de magnésio hepta-hidratado e
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0,1% nitrato de amdnia). Os sacos foram fechados com tampdes de algoddo, para possibilitar as

trocas gasosas e foram esterilizados em autoclave a 121 °C por 20 min (PAZ et al., 2013).
2.3.2. Inoculagéo e crescimento micelial

O microrganismo P. sanguineus foi cultivado em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 mL do meio Agar Sabouraud Dextrose, mantido por um periodo de 96 horas a 28
°C. O inéculo foi obtido pela raspagem suave da superficie do meio de cultura empregando 30
mL de solucdo nutriente descrita anteriormente. A inoculagdo do fungo no substrato (residuos
agroindustriais) se deu pela transferéncia de 20 mL desta suspenséo. Os cultivos foram mantidos
a 28 °C, amostras foram retiradas ao 10°, 20° e 30° dia de cultivo e analises bromatoldgicas

realizadas para avaliar as transformacdes decorrentes do crescimento fungico (PAZ et al., 2013).
2.4. Analises bromatoldgicas
2.4.1. Umidade e Sdlidos Totais

Para determinacdo de umidade, cadinhos de aluminio com 6g das amostras quarteadas,
foram postos em estufa com circulacdo de ar a 105 °C por 24 horas. ApOs esse periodo o
conjunto cadinho + amostra seca foram posteriormente pesados. Os valores de umidade em base

Umida e solidos totais foram obtidos pelas equacdes:
Amostra
Ed.1 Mam = Mam + Sseco
Umidade em base umida
Eq.2 Usu (%) = ((Mam - My) /Mam) % 100

Onde: Ugu: umidade em base umida; Mam: massa da amostra (g); M. massa da amostra
depois de seca (g); Magua: quantidade de &gua retirada durante a secagem (g) € Sseco: Matéria

seca (ou solido seco) contida na amostra (g).

Os valores de sélidos totais foram obtidos pela diferenca entre a massa total da amostra
Umida e a massa de 4gua evaporada ap6s a secagem em estufa (SANJINEZ-ARGANDONA et
al., 2017).

2.4.2. Proteinas

Os teores de proteinas foram obtidos segundo o método Kjeldahl, em trés etapas Na 12

etapa (Digestdo) foi adicionado 7 mL de solugdo digestora (2 g de selenito de sddio, 4 g de
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sulfato de cobre, 21,4 g de sulfato de sodio, 175 mL de agua destilada e 200 mL de acido
sulfdrico) e digeriu-se 0,1 g da amostra em bloco digestor a 350 °C até coloracdo verde; Na 22
etapa (Destilacdo) o tubo digestor foi conectado ao destilador de nitrogénio e adicionado 20 mL
de NaOH 40% (80 g de NaOH e 200 mL de agua destilada), em um Erlenmeyer de 125 mL foi
adicionado 10 mL de solucdo receptora de acido borico 4,2 % (42 g de é&cido bérico e 1000 mL
de agua destilada) + 3 gotas de solucdo indicadora (0,25 g de verde de bromocresol, 0,25 g de
vermelho de metila e 250 mL de &lcool etilico) e destilou-se a amostra até recolher 70 ml; A 32
etapa (Titulacdo) a solucdo titulada foi acrescida a solucdo de &cido sulfirico 0,1 N (3 mL de
acido sulfarico e 1000 mL de &gua destilada) sob agitacdo até a obtencéo de uma coloracéo lilas.

Os valores do contetdo de nitrogénio e proteico foram obtidos pelas equacdes:
Eq.3 N (%) = ((V mso. X N m.s0, % 0,014 x f) / Mam) % 100
Eqg.4 Proteinas (%) = N (%) x Fp

Onde: N: teor de nitrogénio contido na amostra (%); Vu.so.. Volume de acido sulfarico
gasto na titulacdo (mL); Nmu.so.: normalidade do H.SOs; f: fator dado para correcdo da solucao
de H.SO. (1,0095) e Fp: fator usado para conversdo das proteinas (6,25) (SANJINEZ-
ARGANDONA et al., 2017).

2.4.3. Lipideos

Para quantificacdo do teor lipidico, 2,5 g das amostras secas foram colocadas em
pequenos pacotes de papel e depositados nos tubos extratores. A extracdo continua foi realizada
por 6 horas a 50 °C com 200 mL de hexano. O reboiler foi retirado do tubo extrator e seco em
estufa de circulacao de ar a 105 °C por 2 horas, resfriado em dessecador e pesado. Os valores do

teor lipidico foram obtidos pela equacao:
Eq.5 Lipl'deos (%) = ((MR - Mr) / Mam seca) X (100 —Usu (%))

Onde: Mg: massa da reboiler com lipideos (g); My: massa do reboiler (g); Mam: massa da
amostra previamente seca (g) e Ugu: umidade da amostra em base Umida (%) (SANJINEZ-

ARGANDONA et al., 2017).
2.4.4. Fibra Bruta

Para determinacdo do teor de fibra bruta das amostras sacos extratores de Tecido-N&o-
Tecido (TNT) foram lavados em acetona (P.A.) por 5 min, sendo secos a 105 °C por 1 hora e 30
min. Cerca de 0,5 g das amostras foram colocados nos sacos extratores e lavadas em 3 L de

H>SO04 a 1,5% (v/v) a 98 °C por 30 min e posteriormente em 3 L de NaOH a 1,5% (p/v).
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Transcorrido o processo de lavagem, os sacos foram lavados em acetona (P.A.) em seguida
foram postos para secagem completa em estufa com circulagéo de ar a 70 °C por 24 horas e

pesados posteriormente. O teor de fibras das amostras foi calculado pela equagéo:
EQ.6 Faruta (%) = ((Mam - Ms) / Mam) % 100

Onde: Feruta: contetido de fibra bruta (%); Mam: massa da amostra (g) e My massa da
amostra apds o processo de secagem (g) (SANJINEZ-ARGANDONA et al., 2017).

2.4.5. Carboidratos

A obtengédo dos valores referentes aos teores de carboidratos ndo-fibrosos deu-se pela

equacéo:
Eq.7 Carboidratos (%) = 100 — (%Cin - %Lip - %Prot - % FB)

Onde: Cin: porcentagem de cinzas da amostra; Lip: porcentagem de lipideos da amostra;
Prot: porcentagem de proteinas da amostra e FB: porcentagem de fibras brutas da amostra
(SANJINEZ-ARGANDONA et al., 2017).

2.4.6. Cinzas

O teor de cinzas contido nas amostras foi quantificado segundo a metodologia descrita
por Sanjinez-Argandofia et al. (2017). Cerca 2 g de amostra referente a cada triplicata foi
colocada em cadinhos de porcelana previamente secos. Em seguida foram postos para queima
total em mufla a temperatura de 550 °C até a o material carbonizado atingir uma coloracao
esbranquicada, indicando a queima total da matéria organica presente.

Os valores para o teor de cinzas foram obtidos pela equacéo:
Eq. 8 Cinzas (%) = (Mc/Mam) x 100

Onde: Mc: massa de cinzas (g) valor obtido pelo calcula da diferenga entre a massa do

cadinho com cinzas e a massa do cadinho vazio; Mam: massa da amostra posta para queima (g).
2.4.7. Digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS)

A metodologia aplicada para determinacdo da digestibilidade in vitro da matéria seca
(DIVMS) foi descrita por Tilley & Terry (1963) e alterada por Holden (1999), utilizando-se
rumen artificial (DAISY). Os substratos pesados (0,5 g) foram colocados em saquinhos de TNT
(5,0 x 5,0 cm TNT 100 g/cm?) conforme indicacdo de Casali et al. (2009). Os saquinhos foram
dispostos em jarros contendo 1,600 mL de solucdo tampédo e 400 mL de indculo ruminal. Os

jarros foram incubados por 48 horas a 39 °C sob agitacdo continua. Apo6s a incubacdo, 0s
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saquinhos foram submetidos a analise de fibra em detergente neutro (FDN), conforme Mertens
(2002), com modificages, sendo elas o uso de autoclave e sem sulfito de sodio.

Os valores para o teor de cinzas foram obtidos pela equagéo:

Eq. 9 DIVMS (%) = 100 — [(Ws - (W1 x F)) x 100 / W2

Onde: W1: peso (g) da tara do saquinho (vazio); W2: peso (g) da amostra; W3: peso do
conjunto saquinho + amostra ap6s 48 fermentacao ruminal (Daisy) e determinacdo FDN; F: peso
do saquinho em branco (peso final (g) do saquinho em branco apds decorrido todo o
processo/W4) e W4: peso do saquinho em branco antes da incubagéo.

2.5. Anélise Estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, e os resultados apresentados como
a meédia de trés ensaios independentes com seu padrdo e desvios. As analises estatisticas dos

dados incluiram uma ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey com 5% de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Producéo enzimatica de enzimas fibroliticas

As maiores producdes de endoglucanase e xilanase foram obtidas com 48 horas de
cultivo, cerca de 90,13 e 14,3 U.g?, respectivamente (Figura 1A e 1C). Para B-glicosidase a
maior producdo foi obtida com 120 horas, 8,30 U.g™ e para pectinase entre 48 horas, atingindo
1105,9 U.g* de substrato (Figura 1B e 1D).
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Figura 1 - Produgdo de Endoglucanase (A), B-glicosidase (B), Xilanase (C) e Pectinase (D) pelo
fungo P. sanguineus em fungdo do tempo de cultivo em farelo de trigo e bagaco de cana-de-
acucar (50%:50%) a 28 °C, contendo 65% de umidade (as barras de erro representam o desvio

padrdo médio da determinagdo em triplicata).
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*Qs valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem entre si, teste de Tukey (p<0,05).

Abdullah et al., (2018) ao trabalharem com o fungo Aspergillus niger em condicdes
otimizadas de CES, encontraram a maior producdo de pectinase, 390 U.g, com 72 horas de
cultivo. De modo semelhante, Rocha et al. (2020), relataram a producgdo de 38,2 U.glem 72
horas de CES o fungo A. niger em polpa de caja.

A alta producdo enzimatica em curtos periodos de cultivo por fungos filamentosos é uma
caracteristica que favorece a aplicacdo de um biocatalizador em processos industriais, uma vez
que diminui os custos operacionais do processo (FENG et al., 2021; GAUNA et al., 2018). Deste
modo as caracteristicas observadas na producdo de pectinase por P. sanguineus obtidas no
presente trabalho, contribuem para obtencdo e aplicacdo dessa enzima em processos industriais,
como: clarificacdo e diminuicdo da viscosidade de sucos, geleias e produtos de origem vegetal.

Os estudos para producdo da pectinase por CES, em sua grande maioria utilizam de
residuos agricolas oriundos da fruticultura. Este fato deve-se a capacidade das frutas

armazenarem uma grande quantidade de pectina em sua casca (LIN et al., 2022; SANTOS et al.,
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2018). No entanto, diversos trabalho descrevem o farelo de trigo como excelente substrato para
producdo de enzimas fibroliticas (GARCIA et al., 2015; GARBIN et al., 2021). O farelo de trigo
é um substrato nutricionalmente rico, contendo cerca de 14% de proteinas, 27% de carboidratos,
5% de minerais, 6% de gordura e vitamina B, caracteristicas que muito provavelmente
promovem o desenvolvimento e a sintese enzimatica por parte dos microrganismos (PANDEY et
al., 2000).

Os valores de producdo para endoglucanase, B-glicosidase e xilanase foram préximos ou
inferiores aos estudos encontrados na literatura.

Massarente et al. (2020), descreveram uma producdo Otima de 22,2 U.g? de
endoglucanase em 72 horas para o fungo Myceliophthora thermophila M.7.7 por CES em uma
combinacdo de bagaco de cana-de-agUcar e farelo de trigo. Costa et al., (2019) observaram a
producdo de 36,4 U.g' para endoglucanase e 617,8 U.g! para xilanase por Trichoderma
piluliferum e 301,8 U.g* para endoglucanase e 53,0 U.g™ de xilanase para Trichoderma viride,
quando utilizaram farelo de trigo como substrato. Garbin et al.. (2021), evidenciaram a produgéo
de B-glicosidase (415,1 U.g™) por Thermoascus crustaceus quando cultivado em farelo de trigo.
Garcia et al. (2015), observaram a producio de B-glicosidase 274 U.g* pelo fungo Lichtheimia
ramosa em farelo de trigo.

A producdo de celulase e xilanase pelo fungo P. sanguineus, mesmo que em pequena
quantidade, possibilitou o seu crescimento e miceliagdo da M.O. por todo o substrato de
crescimento (farelo de trigo e bagaco de cana, Figura 2). Scarpa et al., (2019), relatam a
utilizacdo do extrato enzimatico produzido por P. sanguineus para hidrolise de biomassa vegetal,
visando a producéo de etanol de segunda geracédo, o que confirma a capacidade de degradacao de
biomassa vegetal pelo microrganismo.

Figura 2 — Substrato de crescimento (farelo de trigo e bagaco de cana) miceliado por P.

sanguineus a 28 °C, contendo 65% de umidade ao 30° dia de cultivo.

Fonte: Autor.
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3.2. Caracterizacdo bioguimica das enzimas produzidas

Com rela¢ao ao pH 6timo, as enzimas endoglucanase, [3-glicosidade, xilanase obtiveram
valores aproximados ficando em 4,5; 4,0 e 5,5, respectivamente. A pectinase apresentou o pH
6timo mais acido, tendo sua maior atividade em pH 3,5. Em relagdo as temperaturas 6timas de
atividade, endoglucanase ¢ B-glicosidade apresentaram maior atividade a 70 °C, e a xilanase na
temperatura de 75 °C. Para pectinase, a temperatura 6tima foi observada a 50 °C (Tabela 1).
Tabela 1 — Caracterizacdo bioquimica de Endoglucanase, B-glicosidase, Xilanase e Pectinase
produzidas pelo fungo P. sanguineus em farelo de trigo e bagaco de cana-de-agUcar (50%:50%) a
28 °C, contendo 65% de umidade

Enzimas oH 6timo Tgr_nperatura pH _de Temperatura de
otima (°C) estabilidade  estabilidade (°C)
Endoglucanase 4,5 70 35-90 30-60
B-glicosidase 4 70 30-7,0 30 - 65
Xilanase 5,5 75 3,0-8,0 30-65
Pectinase 3,5 50 6,0-9,0 30-65

As caracteristicas relacionadas a estabilidade estrutural das enzimas produzidas por P.
sanguineus, possuem semelhanca com outras descritas na literatura. Massarente et al. (2020),
para o fungo Myceliophthora thermophila M.7.7, relataram caracteristicas de pH e temperatura
Otima em relacdo a endoglucanases nas faixas de 5,5 e 70°C, respectivamente. Garbin et al.
(2021), estudaram a B-glicosidase produzida pelo fungo termdfilo Thermoascus crustaceus
obtiveram valores semelhantes aos obtidos, pH 4,5 a 65 °C. Para xilanases de Trichoderma
koningii e Trichoderma pseudokoningii, Sanguine et al. (2022), obtiveram valores de pH e
temperatura 6timos em pH 4,5 a 50 °C e pH 4,5 a 55 °C, respectivamente. Omeje et al. (2023), ao
caracterizarem a pectinase produzida por Aspergillus aculeatus observaram valores diferentes
aos encontrados no presente trabalho, pH 5,5 a 40 °C.

As caracteristicas de pH e temperatura 6timos estdo relacionadas ao potencial catalitico
de uma determinada enzima e sdo responsaveis por expressar em quais condi¢fes a enzima é
capaz de formar a maior quantidade de produto, proveniente da quebra do substrato (LEONE,
2021). Dessa forma, a obtencao dos valores de temperatura e pH 6timos sdo fundamentais para
se conhecer as possiveis aplicacdes industriais.

Com relagdo ao pH de estabilidade, B-glicosidase, xilanase e pectinase apresentaram uma
faixa de estabilidade menor quando comparadas a endoglucanase, variando de 3,0-7,0; 3,0-8,0 e
6,0-9,0, respectivamente. Para a enzima endoglucanase foi recuperado cerca de 80% da sua

atividade original quando encubada por 24 horas entre os valores de pH 3,5-9,0 (tabela 1).
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Em relacdo a termoestabilidade das enzimas analisadas, endoglucanase e pectinase
mantiveram 80% de sua atividade original até¢ 60 e 65 °C, respectivamente. As enzimas [3-
glicosidase e xilanase apresentaram termoestabilidade semelhante, mantendo sua atividade
original acima dos 80% ap6s 1 hora a 65 °C (Tabela 1).

Trabalhos anteriores relatam enzimas com elevada estabilidade estrutural, as quais
mantiveram suas propriedades cataliticas em temperaturas que variavam entre 50 e 65 °C (LI &
PAPAGEORGIOQU, 2019). Hong, Tamaki, & Kumagai (2007) avaliaram uma p-glicosidase
produzida pelo fungo terméfilo Thermoascus aurantiacus e obtiveram 70% de sua atividade
original quando incubada em temperaturas de 30 a 60 °C. Yu et al. (2021), estudaram a producéo
e termoestabilidade de xilanase de Chaetomium sp. CQ31, recuperaram mais de 90% de sua
atividade original, quando incubada por 1 h a 60 °C. Para esta mesma enzima produzida em
farelo de trigo, Ping et al. (2018), evidenciaram em seu trabalho uma termoestabilidade acima de
70% quando incubada por 2 h de 30 °C a 80 °C. Desta forma, é possivel afirmar que o fungo
mesofilo P. sanguineus produz enzimas fibroliticas com consideravel estabilidade estrutural.

A estabilidade estrutural de uma proteina é conferida pela quantidade de interacdes
eletrostaticas, hidrofobicas e pontes dissulfeto em sua estrutura terciaria, como também a
interacdo com determinados ions metalicos (PATEL et al., 2019).

O conjunto dessas caracteristicas é imprescindivel para enzimas aplicadas em processos
industriais. Enzimas que apresentam reduzida estabilidade estrutural sdo inativadas facilmente e
consequentemente ndo suportam as condi¢cdes industriais (DADWAL, SHARMA &
SATYANARAYANA, 2021).

3.3. Andlises bromatoldgicas

A umidade adicionada ao comeco do cultivo e o contetido de sélidos totais (materia seca)
mantiveram-se constantes em todos os dias de cultivo analisados, sendo suas médias semelhantes
estatisticamente ao grupo controle para ambas as variaveis.

A concentracdo de proteinas foi aumentada em 14,67% apo6s o final do crescimento
fangico. Ao 30° dia de cultivo, ocorreu o maior acimulo proteico, alcancando 20,43% da
concentracdo total da amostra. O referido ganho proteico foi consideravelmente elevado se
comparado ao grupo controle, gue inicialmente continha 5,76% de proteina (Tabela 2).

O aumento na concentracao proteica por crescimento fungico é amplamente relatado na
literatura (principalmente para basidiomicetos). Stoffel et al., (2019) constataram aumentos
significativos nos niveis de proteina bruta, excedendo 6% na composicdo de farinhas obtidas a
partir do micélio de diferentes basidiomicetos - Pleurotus albidus, Auricularia fuscosuccinea e

Agaricus blazei - usando o CES em bagaco de uva.
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El-Sayed et al. (1994), constataram um aumento de 22,6% na proteina bruta do
crescimento de Pleurotus ostreatus em bagaco de cana-de-agUcar por CES durante um periodo
de 14 dias a 28 °C. Esses resultados estdo de acordo com os descritos por Carmo et al. (2021), ao
trabalharem com a biotransformacgdo por P. ostreatus de residuos provenientes da industria do
sisal. Os autores obtiveram um produto final com 29,0% de proteina final. Sardar et al. (2017),
registraram um aumento de mais de 20% no teor total de proteina bruta, ao cultivar o fungo
Pleurotus eryngii em bagaco de cana-de-agUcar, por 35 dias. Assim, os resultados obtidos no
presente trabalho corroboram a hipétese de que o emprego de fungos basidiomicetos em residuos
agroindustriais, especialmente por CES, resultam em incrementos significativos nos niveis
proteicos.

O aumento na concentracdo de proteinas observado ao longo do cultivo, pode estar
relacionado diretamente com o crescimento micelial do proprio fungo. As proteinas
desempenham papel fundamental na estrutura celular, sendo essenciais para a sintese de novas
células, enzimas e outras moléculas biologicamente importantes. Portanto, a sintese de proteinas
pelo fungo a partir dos nutrientes presentes no substrato contribui diretamente para o seu
crescimento (JOHNS et al., 2021; SARDAR et al., 2017). Essa hipdtese pode ser sustentada
considerando o elevado crescimento micelial do fungo P. sanguineus no substrato utilizado
(farelo de trigo e bagaco de cana — Figura 2).

Em processos de cultivo de fungos para obtencdo de cogumelos comestiveis, a
biotransformacdo de nutrientes do substrato em proteinas € um processo critico para maximizar o
rendimento e a qualidade do produto final. Os microrganismos tém a capacidade de ajustar suas
vias metabolicas de acordo com a disponibilidade de nutrientes, otimizando assim a utilizacao
dos recursos disponiveis para o seu crescimento (XU et al., 2023; SARDAR et al., 2017).

Tabela 2 — Andlise dos constituintes bromatolégicos do cultivo (farelo de trigo e bagaco de cana-
de-acucar) biotransformado por P. sanguineus a temperatura de 28 °C, umidade de 65% no 10°,
20° e 30° dia de cultivo, expressos em porcentagem.

Controle 10° Dia 20° Dia 30° Dia
Umidade (%) 68,29a+234 70,10a+1,24 7145a+1,07 72,74a+0,63
Solidos totais (%) 31,70a+2,34 29,89a+1,27 2854a+1,04 27,25a+0,62
Proteinas (%) 576d+0,40 14,72c¢+0,10 17,76 b+ 0,37 20,432+ 0,76
Lipideos (%) 0,39b+0,01 0,27ab+0,06 0,23a+0,07 0,23azx0,02
Fibra Bruta (%) 59,78 ¢c+0,82 47,85b+0,48 42,07a+1,63 39,04 az+0,62
Carboidratos (%) 27,11b+0,06 35,27a+0,06 38,65a+2,42 39,17a%151
Cinzas (%) 2,18a+0,23 41a+085 322a+046 3,16a+042

*QOs valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem entre si, teste de Tukey (p<0,05).
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Com relagdo ao conteido de fibras brutas, foi observado uma reducéo superior a 20%,
indicando uma possivel a¢éo sinérgica das enzimas fibroliticas produzidas por P. sanguineus na
hidrolise da biomassa vegetal (Tabela 2). Em todos os dias de cultivo avaliados, observou-se
uma reducgdo nos niveis de fibra bruta em relagcdo ao grupo de controle, que apresentou um teor
inicial de 59,78%. Entre os dias de cultivo analisados, o 30° dia registrou a reducdo mais
acentuada, cerca de 39%, seguido pelo 20° dia com 42,07% de fibra bruta, valores esses
estatisticamente equivalentes (Tabela 2).

A concentracdo de lipideos também foi reduzida pelo crescimento do fungo sobre o
substrato. Os valores referentes ao perfil lipidico mais baixos foram registrados no 20° e 30° dia
de cultivo, ambos com 0,23% de lipideos, que diferiu estatisticamente do grupo controle,
contendo inicialmente 0,39% de teor lipidico. Isso indica o consumo de lipidios por parte do
fungo P. sanguineus em suas atividades metabolicas.

No decorrer do processo de cultivo foi constatado o aumento total de 12,06% no teor de
carboidratos (Tabela 2). No décimo dia de cultivo a concentracdo de carboidratos atingiu
35,27%, evoluindo para 38,65% no vigésimo e alcancando 39,17% no trigésimo dia. Importante
destacar que esses valores sdo semelhantes estatisticamente entre si, mas se diferenciam
significativamente do grupo controle, que totalizou apenas 27,11% (Tabela 2).

O aumento no teor de carboidratos provavelmente esta relacionado com a acdo das
enzimas produzidas pelo microrganismo, sobre o contetdo de fibras brutas. Assim, a hidrélise
dos polissacarideos constituintes da biomassa vegetal resultou na liberacdo de carboidratos
soliveis na composi¢cdo do meio.

A acdo das enzimas fibroliticas na hidrélise de celulose, hemicelulose e pectina resulta na
liberacdo de acucares fermentesciveis. Esses acucares sao utilizados pelos microrganismos em
suas atividades metabdlicas. Os acucares fermentesciveis, também conhecidos como
carboidratos soluveis, incluem glicose, frutose, galactose e frutosanas. A disponibilizacdo desses
acucares a partir da degradacdo de constituintes da biomassa vegetal ¢ fundamental para o
crescimento microbiol6gico em processos de biotransformacao (LI et al., 2020).

Os teores de cinzas obtidos neste trabalho (Tabela 2) ndo apresentaram diferenca
estatistica entre os substratos miceliados e o grupo controle. O teor de cinzas esta relacionado
com a quantidade de residuos inorganicos remanescentes, ap0s a combustdo da matéria organica
(SANJINEZ-ARGANDONA et al., 2017).

Ao analisarem o teor de cinzas da biomassa vinhaca de cana-de-agUcar miceliada por

Aspergillus sp. V2. ap0s 4 dias de cultivo, Rulli et al. (2021), notaram um incremento de 15,8%.
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Faria et al. (2022) alcangaram um aumento médio de 3,5% no teor de cinzas para farelo de soja,
bagaco de cana e torta de nabo forrageiro quando miceliados por P. ostreatus e P. sajor-caju.

A adicdo de matérias-primas com elevados indices de cinzas na formulagdo de dietas de
animais ruminantes podem causar sérios danos a formacdo Ossea e articular dos animais em
formacdo (SOONG, RAZAMIN e ROSSHAIRY, 2016). Contudo, os animais ruminantes
dependem em sua totalidade de fontes externas para ingestdo da fracdo mineral, uma vez que as
concentragdes desses componentes ndo sdo suficientes para uma maxima resposta animal
(MENDONCA JUNIOR et al., 2011). Desta forma, o aporte de matérias com quantias
balanceadas de cinzas é de suma importancia para o desenvolvimento fisiol6gico e metabdlico
adequado dos animais.

O incremento médio de 15% no teor proteico e o decréscimo médio de 20% para fibra
bruta no substrato miceliado por P. sanguineus evidenciam a potencialidade da aplicacdo desse
microrganismo para o enriquecimento nutricional de residuos agroindustriais para alimentacéo
animal.

Com a incorporacdo de materiais miceliados na alimentacdo de animais ruminantes, é
possivel aprimorar a eficiéncia na conversdao dos alimentos, regular a funcdo intestinal e
promover o bem-estar e a saude animal. No ambito econdmico, a inclusdo de materiais
miceliados pode resultar em reducao de custos no gerenciamento da dieta animal, visto que esses
recursos sdo fontes econdmicas e sustentaveis de proteinas, &cidos graxos, carboidratos e
vitaminas, podendo compor até 21% da dieta dos ruminantes sem prejudicar a saude dos animais
(MORADZADEH-SOMARIN et al., 2021; STRONG et al., 2022).

Segundo Mahmood, Bahrololoum e Koohzadi (2019) o cultivo de Pleurotus florida e P.
ostreatus no bagaco de cana-de-agucar enriqueceu seu valor nutricional para alimentacdo animal.
O cultivo de fungos como Aspergillus oryzae, Rhyzopus oryzae, Mucor indicus, Trichoderma
reesei e Neurospora intermedia em residuos agricolas contribui para elevar o contetdo proteico e
diminuir os compostos antinutricionais desses substratos (SUN et al., 2021; KARIMI et al.,
2019).

Na nutricdo de animais ruminantes, alimentos com alta concentracdo de proteina
desempenham papel crucial. A fracdo proteica na dieta fornece os aminoacidos essenciais a
microbiota ruminal. Além disso, esses aminoacidos desempenham papel fundamental no
crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos animais ruminantes. As proteinas sdo vitais para
o desenvolvimento de musculos, 6rgdos e glandulas mamarias, influenciando diretamente a

producdo de carne e leite. Dietas ricas em proteinas melhoram o ganho de peso, a qualidade da
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carne e a producdo de leite, enquanto também promovem a salde digestiva e fortalecem o
sistema imunoldgico (SALAMI et al., 2019; BERCHIELLI, PIRES, e OLIVEIRA, 2006).
3.4 Digestibilidade in vitro da matéria seca

Observa-se para a DIVMS um acréscimo de 5,63% quando comparado ao inicio do
cultivo. O grupo controle apresentou inicialmente uma média de 41,67% de DIVMS sendo esta
variavel elevada a 47,30% ao 30° dia de cultivo, ficando estes tratamentos estatisticamente

diferentes entre si (Figura 3).

Figura 3 — Digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS%) de bagaco de cana-de-agUcar e
farelo de trigo (50%:50%) biotransformados pelo fungo P. sanguineus em CES ao 30° dia a 28
°C, contendo 65% de umidade (as barras de erro representam o desvio padrdo médio da
determinagdo em triplicata).
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*QOs valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem entre si, teste de Tukey (p<0,05).

Faria et al. (2022), ao avaliarem a biotransformacéo de residuos agroindustrias por CES
dos fungos Pleurotus ostreatus e Pleurotus sajor-caju destinados a alimentacdo de animais
ruminantes, avaliaram incrementos medios na digestibilidade em farelo de soja, bagaco de cana e
torta de nabo forrageiro em 3,7%, 1,79% e 2,23% respectivamente.

As modificacBes nos valores médios da DIVMS de uma matéria-prima séo
fortemente ligadas ao seu conteudo de carboidratos estruturais. A hidrdlise deste polimero ocorre
somente em ambientes aerdbicos mediante processos oxidativos, e na presenca de fungos
filamentosos, esse processo é realizado por enzimas fibroliticas. Assim, a digestibilidade de um
material lignocelul6sico é inversamente proporcional a fracdo desses polissacarideos (OKANO
et al., 2006).

Quando relacionada a alimentagdo de animais ruminantes, a fermentacdo pelos
microrganismos ruminais ocorre somente em ambiente anaerébio, ou seja, o conteldo de

polissacarideos estruturais antes da ingestdo pelo animal é fator determinante para a

32



digestibilidade e aproveitamento dos nutrientes da dieta oferecida. Deste modo, a aplicagéo de
meios que degradem o contetdo os carboidratos fibrosos antes da fermentagdo ruminal é uma
alternativa sustentavel e econémica (FARIA et al., 2022; OKANO et al., 2006).

A hidrélise dos carboidratos estruturais realizada pelas enzimas fibroliticas produzidas
pelo fungo P. sanguineus, evidenciada pelo decaimento nos valores do teor de fibra bruta ap6s o
cultivo do fungo ao 30° dia (Tabela 2), fundamentam os ganhos observados para DIVMS. As
biotransformagdes em decorréncia da acéo das enzimas fibroliticas sobre o contedo fibroso das
amostras, propicia um ganho na digestibilidade dos residuos agroindustrias, tornando-0s uma

fonte sustentavel para alimentagdo animal.

4. CONCLUSOES

Conforme os resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que o fungo
basidiomiceto P. sanguineus, quando cultivado em farelo de trigo e bagaco de cana-de-agUcar
produz enzimas fibroliticas em reduzido tempo de cultivo, especialmente enzimas pectinoliticas.

As enzimas produzidas apresentaram elevada estabilidade estrutural, o que favorece a
aplicacdo desses biocatalizadores em processos industriais.

As andlises bromatologicas e da DIVMS permitem inferir que o fungo P. sanguineus
melhora significativamente a composi¢do nutricional e a biodisponibilidade de nutrientes
essenciais do residuo agroindustrial. A habilidade do fungo em enriquecer a composicao
bromatoldgica e elevar a digestibilidade do material vegetal tem implicacGes promissoras para

sua utilizacdo na alimentacdo animal.
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Biotransformacao de residuos agroindustriais por cultivo em estado sélido de Thermoascus
aurantiacus: Producao e caracterizagdo bioquimica de enzimas fibroliticas e anélise
bromatoldgica

Asser Botelho Santana, Gabriela Finoto Cavalheiro, Luiz Henrique Bovi de Quadros, Caroline
Pereira Moura Aranha, Marcelo Fossa da Paz, Rodrigo Simdes Ribeiro Leite

RESUMO

Os residuos agroindustriais sdo fontes sustentaveis para producdo de diversos bens e servicos de
alto valor agregado, contudo, a gestdo inadequada desses residuos pode resultar em danos ao
meio ambiente. O cultivo em estado solido de fungos filamentosos mostra-se uma opc¢édo
sustentavel para biotransformacdo desses rejeitos. Este trabalho teve por objetivo analisar a
producdo e a caracterizacdo bioguimica de endoglucanase, B-glicosidase, Xilanase e pectinase
(enzimas fibroliticas) produzidas por Thermoascus aurantiacus empregando farelo de trigo e
bagaco de cana-de-agucar (50:50%) como substratos, bem como o perfil bromatolégico e a
digestibilidade do substrato ap0s o cultivo por 5, 10 e 15 dias. As maiores producbes de
endoglucanase, B-glicosidase e pectinase foram em 72 horas (181,40 U.g?+0,74, 73,09 U.g"
142,01 e 168,39 U.g+1,27), xilanase em 144 horas (2027,77 U.g*+47,69). As enzimas exibiram
valores proximos de pH 6timo variando de 3,5 a 5,5. As temperaturas 6timas abrangeram a faixa
de 60 °C a 80 °C. As enzimas foram estaveis em uma ampla faixa de pH, e 80% das suas
atividades originais foram mantidas quando incubadas por 1 hora a 70°C. O fungo enriqueceu o
substrato com proteinas (8,8%) e carboidratos (19,26%). O decaimento de fibras foi de 23,54%.
O teor lipidico apresentou um acimulo de 0,16% ao 5° dia de cultivo, seguido de um decaimento
de 0,19% ao 10° dia. Para a digestibilidade, houve um aumento total de 3,18% ao 15° dia de
cultivo. O fungo termofilo T. aurantiacus produziu enzimas fibroliticas estruturalmente estaveis
e em reduzido tempo de cultivo, além de elevar o teor proteico e digestibilidade do substrato,
demonstrando caracteristicas favoraveis para aplicaces na alimentacdo animal.

Palavras-chave: termoestabilidade; ascomiceto; bagaco de cana-de-acucar; farelo de trigo.
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Biotransformation of agro-industrial residues by solid state cultivation of Thermoascus
aurantiacus: Production and biochemical characterization of fibrolytic enzymes and
bromatological analysis

Asser Botelho Santana, Gabriela Finoto Cavalheiro, Luiz Henrique Bovi de Quadros, Caroline
Pereira Moura Aranha, Marcelo Fossa da Paz, Rodrigo Simdes Ribeiro Leite

Abstract

Agro-industrial waste is a sustainable source for the production of various goods and services
with high added value, however, inadequate management of this waste can result in damage to
the environment. The solid-state cultivation of filamentous fungi proves to be a sustainable
option for biotransforming these wastes. This work aimed to analyze the production and
biochemical characterization of endoglucanase, -glucosidase, xylanase and pectinase (fibrolytic
enzymes) produced by Thermoascus aurantiacus using wheat bran and sugarcane bagasse
(50:50%) as substrates. , as well as the bromatological profile and digestibility of the substrate
after cultivation for 5, 10 and 15 days. The highest productions of endoglucanase, B-glucosidase
and pectinase were in 72 hours (181.40 U.g-1+0.74, 73.09 U.g-1+2.01 and 168.39 U.g-1+1.27),
xylanase in 144 hours (2027.77 U.g-1+47.69). The enzymes exhibited values close to optimum
pH ranging from 3.5 to 5.5. The optimum temperatures ranged from 60 °C to 80 °C. The
enzymes were stable over a wide pH range, and 80% of their original activities were maintained
when incubated for 1 hour at 70°C. The fungus enriched the substrate with proteins (8.8%) and
carbohydrates (19.26%). Fiber decay was 23.54%. The lipid content showed an accumulation of
0.16% on the 5th day of cultivation, followed by a decline of 0.19% on the 10th day. For
digestibility, there was a total increase of 3.18% on the 15th day of cultivation. The thermophilic
fungus T. aurantiacus produced structurally stable fibrolytic enzymes in a reduced cultivation
time, in addition to increasing the protein content and digestibility of the substrate,
demonstrating favorable characteristics for applications in animal feed.

Key-words: thermostability; ascomycete; sugarcane bagasse; wheat bran.
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1. INTRODUCAO

Os residuos agroindustriais sdo alternativas de matérias primas renovaveis e sustentaveis
para producdo de farmacos, biopolimeros, pigmentos, compostos bioativos, enzimas,
biocombustiveis e para utilizacdo na nutri¢do e alimentacdo animal (YAFETTO, ODAMTTEN &
WIAFE-KWAGYAN, 2023). Entretanto, 0 manejo inadequado desses materiais pode ocasionar
distarbios no meio ambiente, afetando a biodiversidade e seu equilibrio ecolégico (NAIR,
AGRAWAL e VERMA, 2022; MISHRA et al., 2023).

O cultivo em estado s6lido (CES) utiliza residuos agroindustriais possibilitando a
biotransformacdo desses subprodutos em produtos com alto valor agregado e com baixo impacto
ambiental (MISHRA et al., 2023). Essa técnica de cultivo traz vantagens como maior
concentracdo do produto de interesse, menor risco de contaminacdo por bactérias e economia
para a industria (BERENJAN e EHSAN, 2023).

Esse sistema de cultivo fornece condi¢cdes ambientais perfeitas para o desenvolvimento
de fungos filamentosos, propiciando a biotransformacéo dos substratos para obtencdo de energia
para seu desenvolvimento. Com elevada taxa de biodegradacédo, os residuos agroindustriais séo
utilizados em CES resultando em uma reducéo de até 50% nos custos de bioprocessos, sendo
matérias-primas de alta disponibilidade (VANDENBERGHE et al., 2020).

A biotransformacdo da biomassa vegetal necessita da acdo de diferentes complexos
enzimaticos e com multiplas especificidades para desorganizar a parede celular vegetal de forma
eficiente (BOYCE e WALSH, 2015). Deste modo, as enzimas fibroliticas, como: celulases,
hemicelulases, pectinases e ligninases, agem de forma sinérgica em seus respectivos polimeros
com a funcgdo de desconstrucdo efetiva deste material (OBENG et al., 2017).

O fungo termdfilo Thermoascus aurantiacus possui a capacidade de crescer em
ambientes com temperaturas entre 40 °C a 60 °C, tais como: pilhas de compostagem, material
vegetal em decomposicao e solo enriquecido com matéria organica. Esta espécie € relatada como
uma notavel produtora de enzimas lignocelulésicas com elevada estabilidade estrutural
(DADWAL, SHARMA e SATYANARAYANA, 2021).

Seus complexos enzimaticos foram amplamente estudados para aplicacBes em processos
biotecnolégicos como: producdo de xilooligossacarideos para crescimento de bactérias
probidticas (NASCIMENTO et al., 2022), aumento da qualidade de pédes e derivados
(OLIVEIRA et al.,, 2014), pré-tratamento de bagaco de cana-de-acUcar para producdo de
bioetanol (PANG et al., 2016).

Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo analisar a producéo e a caracterizacéo

bioquimica de endoglucanase, B-glicosidase, xilanase e pectinase (enzimas fibroliticas)
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produzidas por cultivo em estado solido do fungo filamentoso T. aurantiacus e as

biotransformagdes nutricionais dos residuos ao longo do crescimento fungico.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Producéo enzimatica
2.1.1. Microrganismos

Foi utilizado o fungo T. aurantiacus pertencente a micoteca do Laboratorio de
Enzimologia e Processos Fermentativos (LEPFER/UFGD), isolado de serapilheira de um
fragmento de Mata Atlantica Semidecidual (Mata do Azuldo) localizado em Dourados, Mato
Grosso do Sul, Brasil sendo identificado pelo Laboratério de Ecologia e Sistematica Fungica do
Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista, IB/UNESP Rio Claro, Estado de Séo

Paulo, Brasil.
2.1.2. Producéo de indculo

O fungo foi cultivado em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL do meio Agar
Sabouraud Dextrose, mantido pelo periodo de 96 horas a 45 °C. A suspensédo do fungo foi obtida
pela raspagem suave da superficie do meio de cultura empregando 30 mL de solugdo nutriente
(0,1% de sulfato de amonio, 0,1% sulfato de magnesio hepta-hidratado e 0,1% nitrato de
amonia). A inoculacdo do fungo no substrato (residuos agroindustriais) se deu pela transferéncia
de 5 mL desta suspensdo (COSTA et al., 2019).

2.1.3. Cultivo em estado solido para producdo de celulases, hemicelulases e

pectinases

O substrato para o cultivo foi composto (50%:50%) de farelo de trigo e bagaco de cana-
de-acuar. Os substratos utilizados foram previamente sanitizados, sendo posteriormente secos a
50 °C por 48 horas. A combinacdo de substratos (2,5 g de farelo de trigo e 2,5 g de bagaco de
cana-de-acucar) foi colocada em frascos Erlenmeyer de 250 mL e umedecidos com 4,5 mL de
solucdo nutriente (descrita anteriormente), seguindo para esterilizacdo em autoclave (20 min, 121
°C, 1 atm). Foram adicionados aos residuos agroindustriais 5 mL da solucdo in6culo, em seguida
os frascos foram mantidos a 45 °C. Deste modo, a umidade foi fixada em 65%, temperatura em
45 °C, amostras foram retiradas a cada 24 horas, totalizando 168 horas de cultivo. Todos 0s
ensaios foram realizados em triplicata, e os valores descritos representaram as respectivas médias
(COSTAZet al., 2019).
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2.1.4. Extracdo de enzimas

O extrato enzimético foi obtido pela adicdo de 50 mL de agua destilada nos frascos
Erlenmeyer contendo o residuo miceliado, seguido de maceracdo por 10 min. Posteriormente, 0s
frascos foram agitados por 1 hora a 150 rpm. As amostras foram filtradas em tecido de poliamida
(nylon) e centrifugadas a 1500 x g por 10 min. O sobrenadante foi usado para 0S ensaios
subsequentes (COSTA et al., 2019).

2.1.5. Determinacdo da atividade enzimatica

As atividades de endoglucanase (carboximetilcelulase-CMCase), xilanase e pectinase
foram quantificadas usando como substrato 3% de carboximetilcelulose (CMC - C5678; Sigma-
Aldrich), 1% de xilana (Beechwood, Sigma-Aldrich) e 1% de pectina (Vtec), respectivamente.
Os agucares redutores liberados pela acdo enzimatica foram quantificados pelo método &cido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959). A atividade de -glicosidase foi mensurada com o
substrato sintético p-NP-B-D-glucopiranosideo 4 mM (Sigma-Aldrich) (PEREIRA et al., 2015).
Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para

liberar 1 umol de produto por minuto de reagao.
2.2. Caracterizacao bioquimica

2.2.1. Efeito do pH e da temperatura na atividade de celulases hemicelulases e

pectinases

O pH o6timo foi determinado pela quantificacdo da atividade enzimatica a 50 °C em
diferentes valores de pH (3,0-8,0) usando tampdo Mcllvaine (0,1M). A temperatura étima foi
determinada pela atividade das enzimas variando a temperatura de 30 a 90 °C no pH ideal para a
atividade enzimatica. A estabilidade do pH foi quantificada incubando as enzimas por 24 h em
diferentes valores de pH a 25 °C usando os tamp&es Mcllvaine 0,1 M (3,0-8,0), Tris-HCI 0,1 M
(8-8,5) e glicina-NaOH 0,1 M (8,5-10,5). A termoestabilidade foi analisada incubando as
enzimas por 1 hora em diferentes temperaturas de 30 a 80 °C. As atividades residuais foram

mensuradas sob condicdes 6timas de cada enzima (COSTA et al., 2016).
2.3. Bioconversao de residuos agroindustriais por microrganismos
2.3.1. Preparo das amostras

Foram preparados sacos de polietileno resistentes a autoclavagem com as dimensfes 15

cm x 30 cm contendo farelo de trigo e bagaco de cana-de-aglcar na propor¢do 10 g:10 g
(50%:50%) 18 mL de solucdo nutriente (0,1% de sulfato de aménio, 0,1% sulfato de magnésio
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hepta-hidratado e 0,1% nitrato de amonia). Os sacos foram fechados com tampdes de algodao,
para possibilitar as trocas gasosas e foram esterilizados em autoclave a 121 °C por 20 min (PAZ
et al., 2013).

2.3.2. Inoculagéo e crescimento micelial

O microrganismo T. aurantiacus foi cultivado em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 mL do meio Agar Sabouraud Dextrose, mantido por um periodo de 48 horas a 45
°C. O inéculo foi obtido pela raspagem suave da superficie do meio de cultura empregando 30
mL de solucdo nutriente descrita anteriormente. A inoculacdo do fungo no substrato (residuos
agroindustriais) se deu pela transferéncia de 20 mL desta suspenséo. Os cultivos foram mantidos
a 45 °C, amostras foram retiradas ao 5°, 10° e 15° dia de cultivo e analises bromatoldgicas

realizadas para avaliar as transformagdes decorrentes do crescimento fungico.
2.4. Andlises Bromatoldgicas
2.4.1. Umidade e Solidos Totais

Para determinacdo de umidade, cadinhos de aluminio com 6g das amostras quarteadas,
foram postos em estufa com circulacdo de ar a 105 °C por 24 horas. ApoOs esse periodo o
conjunto cadinho + amostra seca foram posteriormente pesados. Os valores de umidade em base

Umida e solidos totais foram obtidos pelas equacdes:
Amostra
Ed.1 Mam = Mam + Sseco
Umidade em base umida
Eq.2 Usu (%) = ((Mam - My) /Mam) * 100

Onde: Ugu: umidade em base Umida; Mam: massa da amostra (g); Ms. massa da amostra
depois de seca (g); Magua: quantidade de &gua retirada durante a secagem (g) € Sseco: Matéria

seca (ou solido seco) contida na amostra (g).

Os valores de solidos totais foram obtidos pela diferenca entre a massa total da amostra Umida e
a massa de gua evaporada ap6s a secagem em estufa (SANJINEZ-ARGANDONA et al., 2017).

2.4.2. Proteinas

Os teores de proteinas foram obtidos segundo o método Kjeldahl, em trés etapas Na 12

etapa (Digestdo) foi adicionado 7 mL de solugdo digestora (2 g de selenito de sodio, 4 g de
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sulfato de cobre, 21,4 g de sulfato de sodio, 175 mL de agua destilada e 200 mL de acido
sulfdrico) e digeriu-se 0,1 g da amostra em bloco digestor a 350 °C até coloracdo verde; Na 22
etapa (Destilacdo) o tubo digestor foi conectado ao destilador de nitrogénio e adicionado 20 mL
de NaOH 40% (80 g de NaOH e 200 mL de agua destilada), em um Erlenmeyer de 125 mL foi
adicionado 10 mL de solucdo receptora de acido borico 4,2 % (42 g de &cido bérico e 1000 mL
de agua destilada) + 3 gotas de solucdo indicadora (0,25 g de verde de bromocresol, 0,25 g de
vermelho de metila e 250 mL de &lcool etilico) e destilou-se a amostra até recolher 70 ml; A 32
etapa (Titulacdo) a solucdo titulada foi acrescida a solucdo de acido sulfdrico 0,1 N (3 mL de
acido sulfarico e 1000 mL de &gua destilada) sob agitacdo até a obtencéo de uma coloracéo lilas.

Os valores do contetdo de nitrogénio e proteico foram obtidos pelas equacdes:
Eq.3 N (%) = ((V mso.™ N mso,™ 0,014 * f) / Mam) * 100
Eqg.4 Proteinas (%) = N (%) * Fp

Onde: N: teor de nitrogénio contido na amostra (%); Vm.so.: volume de &cido sulfurico
gasto na titulacdo (mL); Nmu.so.: normalidade do H.SOs; f: fator dado para correcdo da solucao
de H.SO. (1,0095) e Fp: fator usado para conversdo das proteinas (6,25) (SANJINEZ-
ARGANDONA et al., 2017).

2.4.3. Lipideos

Para quantificacdo do teor lipidico, 2,5 g das amostras secas foram colocadas em
pequenos pacotes de papel e depositados nos tubos extratores. A extracdo continua foi realizada
por 6 horas a 50 °C com 200 mL de hexano. O reboiler foi retirado do tubo extrator e seco em
estufa de circulacao de ar a 105 °C por 2 horas, resfriado em dessecador e pesado. Os valores do

teor lipidico foram obtidos pela equacao:
Eq.5 Lipl'deos (%) = ((MR - Mr) | Mam seca) * (100 —Usu (%))

Onde: Mg: massa da reboiler com lipideos (g); My: massa do reboiler (g); Mam: massa da
amostra previamente seca (g) e Ugu: umidade da amostra em base Umida (%) (SANJINEZ-

ARGANDONA et al., 2017).
2.4.4. Fibra Bruta

Para determinacdo do teor de fibra bruta das amostras sacos extratores de Tecido-N&o-
Tecido (TNT) foram lavados em acetona (P.A.) por 5 min, sendo secos a 105 °C por 1 hora e 30
min. Cerca de 0,5 g das amostras foram colocados nos sacos extratores e lavadas em 3 L de

H>SO04 a 1,5% (v/v) a 98 °C por 30 min e posteriormente em 3 L de NaOH a 1,5% (p/v).
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Transcorrido o processo de lavagem, os sacos foram lavados em acetona (P.A.) em seguida
foram postos para secagem completa em estufa com circulagdo de ar a 70 °C por 24 horas e

pesados posteriormente. O teor de fibras das amostras foi calculado pela equagéo:
EqG FBruta (%) = ((Mamf Mf) / Mam) *100

Onde: Feruta: contetido de fibra bruta (%); Mam: massa da amostra (g) e Ms. massa da
amostra apds o processo de secagem (g) (SANJINEZ-ARGANDONA et al., 2017).

2.4.5. Carboidratos

A obtengéo dos valores referentes aos teores de carboidratos ndo-fibrosos deu-se pela

equacéo:
Eq.7 Carboidratos (%) = 100 — (%Cin - %Lip - %Prot - % FB)

Onde: Cin: porcentagem de cinzas da amostra; Lip: porcentagem de lipideos da amostra;
Prot: porcentagem de proteinas da amostra e FB: porcentagem de fibras brutas da amostra
(SANJINEZ-ARGANDONA et al., 2017).

2.4.6. Cinzas

O teor de cinzas contido nas amostras foi quantificado segundo a metodologia descrita
por Sanjinez-Argandofia et al. (2017). Cerca 2 g de amostra referente a cada triplicata foi
colocada em cadinhos de porcelana previamente secos. Em seguida foram postos para queima
total em mufla a temperatura de 550 °C até o material carbonizado atingir uma coloracao
esbranquicada, indicando a queima total da matéria organica presente.

Eq. 8 Cinzas (%) = (Mc/Mam) * 100

Onde: Mc: massa de cinzas (g) valor obtido pelo calcula da diferenga entre a massa do

cadinho com cinzas e a massa do cadinho vazio; Mam: massa da amostra posta para queima (g).
2.4.7. Digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS)

A metodologia aplicada para determinacdo da digestibilidade in vitro da matéria seca
(DIVMS) foi descrita por Tilley & Terry (1963) e alterada por Holden (1999), utilizando-se
rumen artificial (DAISY). Os substratos pesados (0,5 g) foram colocados em saquinhos de TNT
(5,0 x 5,0 cm TNT 100 g/cm?) conforme indicacdo de Casali et al. (2009). Os saquinhos foram
dispostos em jarros contendo 1,600 mL de solucdo tampdo e 400 mL de indculo ruminal. Os

jarros foram incubados por 48 horas a 39 °C sob agitacdo continua. Apo6s a incubacdo, 0s
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saquinhos foram submetidos a analise de fibra em detergente neutro (FDN), conforme Mertens
(2002), com modificages, sendo elas o uso de autoclave e sem sulfito de sodio.

Os valores para o teor de cinzas foram obtidos pela equagéo:

Eq. 9 DIVMS (%) = 100 — [(Ws - (W1 x F)) x 100 / W,

Onde: W1: peso (g) da tara do saquinho (vazio); W2: peso (g) da amostra; W3: peso do
conjunto saquinho + amostra ap6s 48 fermentacao ruminal (Daisy) e determinacdo FDN; F: peso
do saquinho em branco (peso final (g) do saquinho em branco ap6s decorrido todo o
processo/W4) e W4: peso do saquinho em branco antes da incubacéo.

2.5. Anélise Estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, e os resultados apresentados como
a media de trés ensaios independentes com seu padrdo e desvios. As analises estatisticas dos

dados incluiram uma ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey com 5% de significancia.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Producéo enzimatica de enzimas fibroliticas

As maiores producdes de endoglucanase, B-glicosidase e pectinase foram observadas as
72 horas de cultivo, cerca de 181,40 U.g?, 73,09 U.g? e 168,39 U.g* respectivamente (Figura
1A, 1B e 1D). A maior producio de xilanase, 2027,77 U.g%, foi alcancada em 144 horas (Figura
1C).
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Figura 1 - Produgdo de Endoglucanase (A), B-glicosidase (B), Xilanase (C) e Pectinase (D) pelo
fungo T. aurantiacus em funcdo do tempo de cultivo em farelo de trigo e bagaco de cana-de-

acucar (50%:50%) a 45 °C, contendo 65% de umidade (as barras de erro representam o desvio

padréo medio da determinagéo em triplicata).
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*Qs valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem entre si, teste de Tukey (p<0,05).

Massarente et al. (2020) encontraram uma produgdo maxima 22,2 U.g? de
endoglucanase com 72 horas de cultivo do fungo terméfilo Myceliophthora thermophila em CES
utilizando uma combinacdo de bagaco de cana-de-acgucar e farelo de trigo como substrato. Costa
et al. (2019) verificaram que o fungo Trichoderma piluliferum produziu 36,4 U.g? de
endoglucanase e 617,8 U.g? de xilanase, enquanto que Trichoderma viride alcangou uma
producdo de 301,8 U.g? de endoglucanase e 53,0 U.g? de xilanase, utilizando farelo de trigo
como substrato.

Rosa-Garzon et al. (2022) observaram maior producdo enzimatica pelo fungo
Myceliophthora thermophila em farelo de trigo, sendo 3262,6 U.g! em 24 horas pra
endoglucanase, 178,4 U.g™ em 72 horas para B-glicosidase, 4105 U.g™! em 24 horas pra xilanase
e 309,9 U.g! em 48 horas para pectinase.

A qualidade e a composicdo dos residuos agroindustriais utilizados no CES influenciam

diretamente a producdo enzimética do microrganismo (VANDENBERGHE et al., 2020). O
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farelo de trigo em sua composicdo quimica apresenta uma alta quantidade de amido, proteina,
pectina, agUcares, sais minerais, aminoacidos e outros (ROSA-GARZON et al.,, 2022).
Fornecendo ao microrganismo elementos essenciais ao seu metabolismo, quando empregado no
CES, resulta em elevadas produgdes enzimaticas, fato este que o torna o residuo amplamente
empregado para producdo de enzimas fibroliticas (LIN et al., 2022; SANTOS et al., 2018).
Considerando a aplicagcdo de enzimas em processos industriais, a produgdo de enzimas
microbianas em reduzido espaco de tempo, € uma caracteristica apreciada. 1sso se deve ao fato
de que a otimizacdo do processo de producdo enzimatica resulta na diminuicdo dos gastos
operacionais, 0 que por consequéncia, contribui para o aumento da rentabilidade e da eficacia do
processo biotecnoldgico ao qual é direcionado (FENG et al., 2021; GAUNA et al., 2018). Essa
caracteristica pode ser detectada para as enzimas avaliadas no presente trabalho, que
apresentaram suas maximas producfes entre 72 e 120 horas de cultivo, o que favorece o

emprego desses biocatalizadores em processos industriais.

3.2. Caracterizacao bioguimica das enzimas produzidas

Com relacdo a atividade 6tima, endoglucanase, B-glicosidase e xilanase apresentaram
maior potencial catalitico em pH 5,5; 4,5 e 5, respectivamente. A enzima pectinase demonstrou o
pH 6timo mais &cido, tendo seu pico de atividade em pH 3,5 (Tabela 1). Quanto as caracteristicas
de temperatura 6tima, B-glicosidase e xilanase demonstraram sua maxima atividade a 75 °C. A
pectinase, atingiu sua temperatura 6tima a 60 °C, e a endoglucanase apresentou atividade étima
na temperatura mais elevada, 80 °C (Tabela 1).
Tabela 1 — Caracterizacdo bioquimica de Endoglucanase, B-glicosidase, Xilanase e Pectinase
produzidas pelo fungo T. aurantiacus em farelo de trigo e bagaco de cana-de-acucar (50%:50%)
a 45 °C, contendo 65% de umidade

pH Temperatura 6tima Temperatura de

Enzimas pH de Estabilidade

otimo (°C) Estabilidade (°C)
Endoglucanase 55 80 3,0-95 30-65
B-glicosidases 4,5 75 4,0-8,0 30-70
Xilanases 5 75 3,0-11,0 30-75
Pectinases 3,5 60 45-70 30 - 45

As enzimas produzidas por T. aurantiacus avaliadas no presente estudo demonstram
caracteristicas bioquimicas similares com as descritas na literatura. Almeida et al. (2022),

estudaram a xilanase do fungo Humicola brevis var. thermoidea destacaram uma atividade 6tima
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para pH e temperatura de 5,5 e 70 °C. Omeje et al. (2023), relataram maior atividade catalitica da
pectinase produzida por Aspergillus aculeatus em pH 5,5 a 40 °C.

A determinagdo de pH e temperatura 6tima na catalise enzimética, é fundamental para o
emprego de enzimas em processos industriais, que atue no processo de forma eficiente (LEONE,
2021).

Com relacdo ao pH de estabilidade, endoglucanase e B-glicosidase conservaram 80% da
sua atividade inicial no intervalo de 3,0 a 9,5 e 4,0 a 8,0, respectivamente. Xilanase e pectinase
mantiveram acima de 80% de atividade catalitica na faixa de pH 3,0 a 11,0 e 45 a 7,0,
respectivamente (Tabela 1). Em relacdo a termoestabilidade, endoglucanase e B-glicosidase
conservaram 80% da sua atividade inicial entre 30 a 65 °C e 30 a 70 °C, respectivamente (Tabela
1). Para xilanase e pectinase, a termoestabilidade foi mantida entre 30 a 75 °C e 30 a 45 °C,
respectivamente, retendo mais de 80% da atividade inicial.

Nisar et al. (2022) estudaram endoglucanase e B-glicosidase de Thermomyces dupontii,
ambas as enzimas apresentaram 75% da atividade inicial na faixa de pH 4 a 6, para a temperatura
de estabilidade, endoglucanase ¢ B-glicosidase retiveram acima de 70% da atividade inicial
quando incubadas em temperaturas que variaram de 40 a 80 °C.

Sanguine et al. (2022) relataram que as xilanases de Trichoderma koningii e Trichoderma
pseudokoningii conservaram acima de 75% da sua atividade inicial, quando incubadas de pH 3,0
a 9,5 por 24 horas. Em relacdo a temperatura de estabilidade, os autores evidenciaram que a
xilanase de T. koningii manteve sua estabilidade durante 1 hora a 45 °C, enquanto a enzima de T.
pseudokoningii permaneceu estavel até 50 °C, retendo cerca de 83% de sua atividade catalitica
apos o tratamento térmico de 1 hora.

Ezeh et al. (2023) observaram que a pectinase produzida por Yarrowia phangngaensis
mantiveram 70% da atividade original quando incubadas na faixa de pH de 4 a 6, perdendo
grande parte de sua atividade acima de pH 7. Para a temperatura de estabilidade, a pectinase
conservou sua estabilidade em um intervalo de temperatura entre 20 e 50 °C, preservando mais
de 90% de sua atividade inicial. No entanto, a 60 °C, ocorreu uma reducao de aproximadamente
40% em sua atividade inicial.

A estabilidade estrutural de uma enzima é essencial para sua aplicacdo em processos
industriais. Enzimas estaveis sdo mais confiaveis e adequadas para processos industriais,
reduzindo custos e permitindo aplicaces em larga escala na obtencdo de produtos quimicos,
biocombustiveis, tratamento de residuos e alimentos (DADWAL, SHARMA &
SATYANARAYANA, 2021).
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Deste modo, as caracteristicas observadas para as enzimas produzidas pelo T.
aurantiacus, indicam potencial para aplicacfes biotecnolégicas em diferentes processos

industriais.

3.3. Anélises bromatolégicas

Os conteudos de umidade e sdlidos totais (matéria seca) observados no comeco do
cultivo, mantiveram-se contantes ao longo de todo o cultivo. Os valores para umidade e sélidos
totais permaneceram em cerca de 68% e 31% respectivamente, sendo estes valores
estatisticamente similares ao grupo controle em ambas as variaveis analisadas (Tabela 2).

Nos estégios finais de cultivo foi possivel observar um aumento total de 8,8% no teor de
proteinas, sendo observado no decorrer do processo de cultivo um crescente aumento de
proteinas e 0 acimulo méximo foi alcangado no 15° dia de cultivo, com um total de 14,56%,
diferenciando-se estatisticamente do grupo controle que apresentou um valor de 5,76% de
proteinas (Tabela 2).

Devido o potencial de secretar enzimas fibroliticas, os fungos filamentosos possuem a
capacidade de decompor residuos agroindustriais heterogéneos, originando matérias com
diferentes quantidades proteicas. Ao estudarem a metabolizacdo de vinhaca de cana-de-agucar
por Aspergillus sp., destinado a alimentacGes de peixes, Rulli et al. (2021) observaram que ap0s
4 dias de cultivo houve um aumento de 2,9% no teor proteico quando comparado ao grupo
controle. Sardar et al. (2017) evidenciaram um acréscimo acima de 20% no teor de proteinas
pelo CES do fungo Pleurotus eryngii em bagaco de cana de agucar. Paynor, David e Valentino
(2016) destacaram que o cultivo de Cladosporium cladosporioides sobre sabugo de milho, por
um periodo de 20 dias, resultou em um aumento de 3,23% no teor de proteina bruta.

A diferenca na producao de proteina por fungos filamentosos esta na grande diversidade
de parametros em que esses microrganismos sao cultivados. Dentre variaveis que condicionam a
producdo de proteinas fungicas, é possivel destacar: complexidade do substrato, temperatura e
tempo do cultivo. Deste modo, os niveis de proteina presentes serdo influenciados ndo somente
pelas caracteristicas intrinsecas do microrganismo, mas também pelas propriedades do substrato
e pelas condicOes de cultivo (LINDER, 2019; XU et al., 2023; RULLI et al., 2021).

O acréscimo no contetdo proteico estd associado ao processo de crescimento fungico
sobre o substrato. As proteinas desempenham um papel essencial na estrutura e funcionalidade
das células fungicas, sendo cruciais para a sintese de novas células, enzimas e outras moléculas

de importancia biologica. A sintese de proteinas a partir dos nutrientes presentes no substrato
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contribui diretamente para o crescimento e reproducédo fungica (SARDAR et al., 2019; LINDER,
2019).

Quando relacionada a nutricdo de animais ruminantes, o incremento de matérias-primas
com alto valor proteico, contribuem com o processo de fermentagdo ruminal das fibras
alimentares por parte dos microrganismos do rumen, além de favorecer o crescimento e
desenvolvimento fisiolégico animal. O emprego de racGes com elevadas concentracdes de
proteina resultam em ganho de peso, aumento na producdo do leite e melhora nas caracteristicas
organolépticas da carne e leite (SALAMI et al., 2019; BERCHIELLI, PIRES e OLIVEIRA,
2006).

Tabela 2 — Analise dos constituintes bromatoldgicos do cultivo (farelo de trigo e bagaco de cana-
de-agUcar) biotransformado por T. aurantiacus a temperatura de 45 °C, umidade de 65% no 5°,
10° e 15° dia de cultivo, expressos em porcentagem.

Controle 5° Dia 10° Dia 15° Dia
Umidade (%) 68,29a+2,34 68,20a+0,53 68,64a+059 68,07a+1,16
Solidos totais (%) 31,70a+2,34 31,79a+051 31,69a+062 31,93a+1,17
Proteinas (%) 576c+040 10,01b+0,78 11,21b+0,10 14,56a=+0,36
Lipideos (%) 0,39b+0,01 0,55a+0,15 0,36¢ + 0,06 0,35¢ + 0,03
Fibra Bruta (%) 59,78 ¢ +0,82 47,70b+0,82 38,33a+0,31 36,24a+0,51
Carboidratos (%) 27,11c¢+0,06 36,28b+2,08 46,28a+0,45 46,37 a=0,58
Cinzas (%) 2,718 +0,23 3,31ab+0,08 3,93ax0,12 3,97a+0,50
*Qs valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem entre si, teste de Tukey (p<0,05).

O teor de fibra bruta foi reduzido em 23,54%, quando comparado com o inicio do
cultivo, evidenciando a acdo conjunta das enzimas fibroliticas produzidas pelo fungo T.
aurantiaucus sobre o substrato (Tabela 2). No 5° 10° e 15° dia de cultivo, observou-se a
diminuicdo nos teores de fibra, com valores de 47,70%, 38,33% e 36,24%, respectivamente. As
andlises estatisticas revelaram que ndo houve diferenca no teor de fibra bruta entre 0 10° e 15°
dia de cultivo, mas ambos sdo significativamente distintos do 5° dia. No entanto, todos os pontos
analisados ao longo do cultivo mostraram diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle.

Com relacdo ao teor lipidico, observou-se um acimulo substancial de 0,16% no 5° dia de
cultivo. No entanto, a medida que o tempo de cultivo avancou, ocorreu uma diminuicdo média
nos valores do teor lipidico, em cerca de 0,04%, no 5° e 10° dias de cultivo, em comparagdo com
0 grupo controle, que inicialmente apresentava um valor de 0,39% para essa variavel. Importante
ressaltar que todos os periodos de cultivo analisados exibiram diferenca estatistica em relacdo ao
grupo controle (Tabela 2).

Dessa forma, observa-se uma tendéncia a bioacumulacdo de lipidios pelo microrganismo,

bem como a utilizacdo desses lipidios para o crescimento fungico. Essa tendéncia é evidenciada
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pela diminuicdo do teor lipidico do quinto para o décimo dia de cultivo, resultando em uma
diferenca total de 0,19% entre os pontos amostrados.

Com relacéo ao teor de carboidratos foi observado um aumento total de 19,26%. No 5°
dia de cultivo, a concentracdo de carboidratos atingiu 36,28%, e manteve-se por volta de 46%
para 0 10° e 15° dia de cultivo (Tabela 2). Importante notar que esses valores diferiram de
maneira significativa do percentual registrado no grupo controle, que totalizou apenas 27,11%.

A elevacdo observada nos teores de carboidratos pode ser vinculada a acdo simultanea
das enzimas fibroliticas sintetizadas pelo fungo T. aurantiacus, sobre os polissacarideos
constituintes do substrato. Esses carboidratos sdo descritos como: glicose, frutose, galactose,
frutosanas e sacarose (MATOS FILHO; CARVALHO, 2020; LI et al., 2020)

A presenga de carboidratos solGveis, incrementa o valor nutricional da biomassa fungica,
pois representam uma excelente fonte de carbono e energia em formulagdes de ragdes (RULLI et
al., 2021).

Os valores de cinzas aumentaram cerca de 1,19%, comparado ao inicio do processo de
cultivo. O grupo controle ndo diferenciou-se do 5° dia de cultivo, entretanto, foi diferente
estatisticamente do 10° e 15° dia de cultivo apresentando 3,93% e 3,97%, respectivamente
(Tabela 2). A fracdo de cinzas esta associada a concentracdo de residuos inorganicos ou residuo
mineral fixo (sodio, potassio, magnésio, calcio, ferro, fésforo, cobre, cloretos, aluminio, zinco,
manganés e outros compostos minerais) restantes apds a queima total da matéria organica
(SANJINEZ-ARGANDONA et al., 2017).

Rulli et al., (2021) observaram um aumento de 15,8% paras os teores de cinzas na
biomassa de Aspergillus sp. apds 4 dias de cultivo sobre vinhaca de cana-de-acucar. O
incremento de matérias-primas com alto teor de cinzas na alimentacdo animal deve ser observada
com cautela, pois 0 excesso de minerais pode gerar alteracdes na formacdo 0ssea e articular nos
animais (SOONG, RAZAMIN e ROSSHAIRY, 2016).

O aporte de alimentos biotransformados por fungos filamentosos na alimentacdo de
animais ruminantes pode ser realizado em até 21% do conteudo total. A incorporacdo desses
materiais na dieta animal melhora a eficiéncia da conversdo alimentar, equilibra as funcdes
gastrointestinais e proporciona o bem-estar dos animais (MORADZADEH-SOMARIN et al.,
2021; STRONG et al., 2022).

As caracteristicas observadas no presente trabalho como o acréscimo de 8,8% no teor de
proteinas, reducdo de 23,54% da fibra bruta e aumento de 19,26% nos niveis de carboidratos
soluveis, habilitam o emprego do substrato miceliado por T. aurantiacus como alternativa na

alimentagdo anima, por agregar valor nutricional em materiais de baixo custo.
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3.4 Digestibilidade in vitro da matéria seca

Para os resultados de DIVMS, nota-se que o fungo T. aurantiacus promoveu um aumento
de 3,18% na digestibilidade ao 15° dia de cultivo. O grupo controle obteve a média de 41,67% de
DIVMS sendo esta variavel elevada a 44,85% ao 15° dia de cultivo, ficando estes tratamentos
estatisticamente diferentes entre si.

Figura 2 — Digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS%) de bagaco de cana-de-
acucar e farelo de trigo (50%:50%) biotransformados pelo fungo T. aurantiacus em CES ao 15°
dia a 45 °C, contendo 65% de umidade (as barras de erro representam o desvio padrdo médio da
determinagdo em triplicata).

50 -

HH

40 -

30

20 -

DIVMS %

10 -

T T
15° dia de cultivo Controle
*Qs valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem entre si, teste de Tukey (p<0,05).

No sistema produtivo de animais ruminantes, cerca de 40 a 90% do aporte nutricional é
suplementado através de alimentos volumosos. A absorcdo de nutrientes e energia contida nos
alimentos é condicionada a sua degradacdo enzimatica pelas bactérias fermentadoras presentes
no rumen. Contudo, a transformacdo da biomassa fibrosa com o intuito da producéo de leite e
carne é pouco eficiente (BERCHIELLI, PIRES e OLIVEIRA, 2006; FAGUNDES et al., 2008).

Assim, os alimentos volumosos miceliados por fungos filamentosos apresentam
vantagens para a alimentacdo animal uma vez que que as enzimas fibroliticas secretadas por
esses microrganismos atuam na degradacdo dos polissacarideos estruturais, elevando ao aumento
da digestibilidade e maior aproveitamento nutricional dos alimentos (FARIA et al., 2022;
OKANO et al., 2006).

Faria et al. (2022), ao analisarem o CES dos fungos Pleurotus ostreatus e Pleurotus
sajor-caju sobre coprodutos agroindustriais atribuidos a alimentagdo de animais ruminantes,
observaram um acréscimo de 3,7%, 1,79% e 2,23% para farelo de soja, bagaco de cana-de-
acucar e torta de nabo forrageiro respectivamente.

55



A hidrolise dos carboidratos estruturais, promovida pelas enzimas fibroliticas secretadas
pelo fungo T. aurantiacus, é observada pelo decréscimo dos indices de fibra bruta apds o periodo
de 15° dias de cultivo (Tabela 2) e consequentemente o aumento da DIVMS. As alteracdes
bromatoldgicas resultantes da ac&o catalitica das enzimas fibroliticas sobre a matriz fibrosa das
amostras induzem um aumento no emprego dos residuos agroindustriais, tornando-os uma fonte

viavel e sustentavel para a nutricdo animal.

4. CONCLUSOES

Mediante os resultados alcancados no presente trabalho, pode-se concluir que o
fungo ascomiceto T. aurantiacus produz enzimas fibroliticas com reduzido tempo de cultivo,
utilizando farelo de trigo e bagaco de cana-de-aglcar como substrato, com destaque para
enzimas xilanoliticas.

As enzimas produzidas apresentaram alta estabilidade estrutural, o que favorece a
utilizacdo desses biocatalizadores em processos industriais.

O crescimento do fungo T. aurantiacus sobre o substrato enriqueceu nutricionalmente os
residuos agroindustriais utilizados no presente trabalho, com destaque para 0 aumento no teor
proteico, reducdo de fibras e aumento de carboidratos e da DIVMS o que estimula o emprego
desse microrganismo em processos de biotransformacao, visando a elaboracdo de racdo para

animais ruminantes.
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