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Enzimas produzidas pelo fungo filamentoso Thermoascus aurantiacus - cepa

PI3S3 - Caracterizacao bioquimica e aplica¢gdes biotecnoldgicas

RESUMO

A biotecnologia, atualmente, ja expressa a sua grande importancia, demostrada por
meio da obtencdo de varias substancias através da manipulagdo de microrganismos,
para a criagdo de novas tecnologias, as quais apresentam beneficios para a saude
humana e para a ecologia. Nesse contexto, € possivel salientar que as enzimas sao
aplicadas nas industrias farmacéuticas, na producao de alimentos, na manutencao do
equilibrio do ambiente, aplicacdo na industria téxtil e na nutricao animal, entre outras
aplicacdes. Porém, ainda se fazem necessarios estudos para melhoramento genético
e novas aplicagdes enzimaticas. O fungo Thermoascus aurantiacus € um fungo
filamentoso, termofilico e excelente produtor de diversas enzimas com potencial para
aplicacdes biotecnoldgicas. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo realizar
aplicagdes biotecnoldgicas com o extrato bruto do fungo que contém atividade de
diferentes glicosil hidrolases, como amilase (20,86 U mL1), celulase (10,46 U mL1),
invertase (1,65 U mL1), pectinase (29,14 U mL!) e xilanase (41,84 U mL1). Foi
realizada aplicacdo do extrato enzimatico para verificar a hidrélise da biomassa, bagaco
de cana, milho e residuo de milho, e a maior liberacdo de aglcar redutor foi observada
no residuo de milho (49,3 mg.g!) com 72 horas de tratamento, contra 35,14mg.g™! do
bagaco de cana. O extrato enzimatico foi aplicado na ragao animal, com diferentes
concentragdes, de modo que esta foi hidrolisada, liberando 158 g de agucarredutor por
kg de racao com 12 h de tratamento. Os tratamentos com 1, 3 e 6 horas aumentaram
a liberagdo de acucar redutor em 1,8; 3,0 e 4,9 vezes, respectivamente, quando
comparados ao tratamento controle. In vivo nao foi observada melhora no ganho de
peso e conversao alimentar dos frangos de corte, porém, na morfofisiologia do
intestino, verificada por meio de microscopia Optica, observou-se pequeno aumentona
area de absorcdo, além de sutil melhora na energia metabolizavel das excretas. A
enzima Poligalacturonase (PG) foi semipurificada, por meio de colunas
cromatograficas, com peso molecular estimado em 39 kDa, foi aplicada no tecido
denim (jeans), gerando um biopolimento da fibra comprovado por microscopia
eletronica de varredura (MEV), de modo que tal metodologia pode ser empregada
substituindo metodologias poluentes.

PALAVRAS-CHAVE: Pectina, pectinases, extrato enzimatico, sacarificacdao de
residuos agroindustriais; tecido denim; racdao animal.



Enzymes produced by the filamentous fungus Thermoascus aurantiacus -
strain PI3S3 - Biochemical characterization and biotechnological applications

ABSTRACT

Currently, biotechnology is already of great importance, demonstrated through the
expression of the ecology of various substances through the manipulation of new
microorganisms, for the creation of technologies, which have health benefits. In this
context, the enzymes applied in the food industries, in the maintenance of the
environment, among other industries, stand out. However, genetic studies are still
being carried out for improvement and new enzymatic applications. Thermoascus
aurantiacus is a filamentous, thermophilic fungus and an excellent producer of a range
of enzymes with biotechnological applications. Thus, the present work aimed to carry
out biotechnological applications with the crude extract of the fungus that contemplate
the activity of different glycosyl hydrolases, such as amylase (20.86 U mL1), cellulase
(10.46 U mL1), invertase (1.65 U mL1), pectinase (29.14 U mL1) and xylanase (41.84
U mL1). The application of the extract to verify the hydrolysis of the biomass showed
that the enzyme complex presented on the three substrates tested, corn bagasse and
corn sugar, and the highest application of reducing sugar was observed in corn corn
(49.3 mg.g?1) after 72 hours of treatment, against 35.14 mg.g! for sugarcane bagasse.
The enzymatic extract was applied to the animal feed, so that it was hydrolyzed,
reducing 158 g of sugar per kg of feed with 12 h of treatment, treatments with 1, 3 and
6 hours increased the release of reducing sugar by 1 hour .8; 3.0 and 4.9 times,
respectively, when compared to the control treatment. In vivo, no improvement was
observed in the weight gain and conversion of broilers, however, in the morphology of
the intestine, verified by optical microscopy, a small increase in the absorption area
was observed, in addition to a subtle improvement in the metabolism of excreta. The
Polygalacturo-purified enzyme, through DEAE Sephadex column, having an estimated
molecular weight of 39 k molecular weight, was applied to the denim fabric (PG)
generating a biopolishing of the Daje fiber and chromatographic weight by denim
electron microscopy (SEM), generating in a way that such methodology can be
employed employing methodologies.

KEYWORDS: Pectin, pectinases, enzymatic extract, saccharification of agro-industrial
residues; denim fabric; animal food.
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1. INTRODUCAO

Técnicas biotecnoldgicas de utilizagdo de enzimas microbianas em processos
industriais sao extremamente vantajosas, pois demandam de baixo custo energético
e financeiro, geram uma reducdo no impacto ambiental e utilizam matérias-primas
renovaveis. Os fungos e suas enzimas exercem papéis importantes na nova
bioeconomia (LANGE, 2017).

Dentre os microrganismos produtores de enzimas, encontram-se os fungos, os
quais estao presentes de maneira abundante na natureza, adaptam-se aos mais
diversos tipos de substratos, podem ser suplementados com residuos agroindustriais,
apresentando um baixo custo de cultivo e produzem grandes quantidades de enzimas
extracelulares e biodegradaveis; devido a essas caracteristicas, podem ser
classificados como referéncia na producao de enzimas com aplicacdes industriais
(USMANI et al., 2021).

A aplicacdo das pectinases no ramo industrial € muito variada, sendo aplicaveis
na producdo de bioetanol, fermentacao de cha e café, clarificagdo de sucos e vinhos,
industria téxtil e de racdo animal (BARRETO, 2016).

1.1. Fungos

Os fungos formam um grupo microbiano muito diverso, com grande variedade
metabdlica, morfoldgica, e de habitat; estima-se que constituam o grupo de
microrganismos com o mais elevado niumero de espécies presentes na natureza
(TAKAHASHI, 2017).

Os fungos que crescem em temperaturas préximas a 45°C sdo classificados
como termofilicos. Esses microrganismos nao eram muito utilizados no inicio do século,
porém, ganharam destaque, pois apresentam algumas vantagens, como reducao do
risco de contaminacdo por mesofilicos e a producdo de enzimas termoestaveis. Essas
termozimas (enzimas termofilicas e termoestaveis) possuem maior estabilidade a
temperatura elevada, sdao normalmente mais resistentes aenzimas proteoliticas e a
agentes detergentes e sdo estaveis em consideraveis faixas de pH, ampliando, assim,
seu horizonte de aplicacao (MARTINS et al., 2006).
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O fungo T. aurantiacus é um fungo filamentoso, termofilico e excelente produtor
de pectinase com atividade simultanea de endo e exo-poligalacturonase (MARTINSet
al., 2007).

1.2. Pectina

A pectina é um polissacarideo encontrado na parede celular de plantas (Figura
1) rico em acido poligalacturénico (PAGNONCELI et al., 2019). Encontra-se ligada a
outros polissacarideos estruturais, tais como celulose e hemicelulose e constitui em
torno de 0,5 a 4% do peso absoluto das frutas (MARTINS et al., 2006).

As pectinas possuem grande diversidade de fungdes, dentre elas, esta o
crescimento e desenvolvimento da planta, a sua defesa, estrutura da parede celular,
incluindo a adesao celular, hidratacao de sementes, perda de folhas e frutos (LARA-
MARQUEZ et al., 2011). Elas possuem uma complexa cadeia, a qual é composta
principalmente por acido galacturénico, mas também por outros aglicares neutros que
se encontram ligados nas cadeias laterais (KUMAR et al., 2014). Elas possuem algumas
propriedades que possibilitam sua utilizacdao na industria como agentes gelificantes e
como fibras nutricionais.

Porém, em certos casos, sao indesejaveis e podem causar alguns problemas,
tais como: dificuldade na extracao da agua em processamentos de concentracao de
sucos, além de entupimento de filtros em decorréncia da gelificacdo, retardando,
assim, a execugao dos processos (MARTINS et al., 2006).
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Figura 1 Molécula de pectina presente na estrutura da parede celular vegetal (MARTINS et al., 2006).

1.3. Enzimas pectinoliticas - pectinases

Pectinases sao enzimas capazes de catalisar a degradacao da pectina,
liberando residuos de acido galacturénico. Elas sao muito usadas no setor industrial
para desempenhar diversas atividades, podendo atuar na clarificacdo de sucos e
vinhos, degomagem de fibras vegetais, tratamentos de aguas residuais industriais
(PAGNONCELI et al., 2019). Encontram-se em lugar de lideranga entre as enzimas
comercializadas nas industrias mundialmente (AMIN et al., 2019).

As pectinases sao classificadas de acordo com a regiao em que atuam na
molécula, sendo assim, de acordo com o local que realizam a hidrélise da ligacdo a-
1,4 entre os residuos de acido galacturonico, levam uma nomenclatura (PAGNONCELI,
2018).

A hidrdlise pode ocorrer na extremidade ndo redutora ou internamente na
cadeia principal, liberando, assim, monossacarideos ou oligossacarideos de acido
galacturénico, classificando as pectinases como exo-poligalacturonases ou endo-
poligalacturonases, respectivamente, conforme demostrado na Figura 2
(PAGNONCELI, 2018). O fungo filamentoso T. aurantiacus possui uma atividade de
endo e exo-poligalacturonase simultanea (MARTINS et al., 2007).
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As poligalacturonases (PGs) sao divididas em 3 grupos, de acordo com seu modo
de degradacao do acido poligalacturonico presente na pectina. O grupo das endo-
poligalacturonases é caracterizado por agir nas ligacoes glicosidicas a-1,4 das cadeias
polissacaridicas; o grupo das exo-poligalacturonases do tipo I, caracterizado por
hidrolisar acidos D-galacturénicos do terminal ndo redutor; e o grupo das exo-
poligalacturonases tipo II, caracterizado por liberar digalacturonato do terminal nao
redutor do acido poligalacturénico (PAGNONCELI et al., 2019).

PECTINA: HOMOGALACTURONANA
A

Acido

Galacturdnico

Exo-poligalacturonase Endo-poligalacturonase

4 4

e | ’4‘-

" Monossacarideo Oligossacarideo de |
de Acido Acido }
Galacturdnico Galacturénico |

Figura 2 Acao da endo e exo-poligalacturonase nos residuos de acido galacturénico (PAGNONCELI,
2018).

1.4. Aproveitamento da biomassa lignocelulésica

A biomassa lignoceluldsica é classificada como recurso renovavel proveniente
de matéria organica, € composta principalmente por celulose, hemicelulose e lignina
(FATIMA et al., 2018).

Recentemente, notou-se que ha um crescimento no interesse de utilizagdo de
varios residuos agroindustriais, e muitos bioprocessos vém se desenvolvendo para
utilizar esses materiais como fonte para a producdo de varias moléculas com grande
valor agregado, por exemplo: enzimas que possuem as mais diversas aplicacoes
industriais, proteinas microbianas, etanol e metabdlitos secundarios biologicamente
ativos. A utilizacao dos residuos agroindustriais como fonte em bioprocessos se
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apresenta economicamente viavel e, além disso, auxilia na resolugdo de problemas
ambientais que sao consequéncia de seu acimulo na natureza (BARROS et al., 2019).

Nesse contexto, é possivel salientar que o Brasil € um grande produtor agricola,
como se pode observar na Tabela 1, porém, ndo apresenta geralmente um fim
destinado aos residuos agricolas produzidos, realizando descarte incorreto, gerando
prejuizos ao meio ambiente (PAULA, 2019).

Tabela 1 Safra de produtos agricolas e frutas 2021 atualizada em dezembro de 2021 (IBGE).

. o o . Residuo anual
. Producéo anual (milhdes % médio de residuo )
Cultura agricola gerado (milhdes
de toneladas) gerado
de toneladas)
Cana-de-aglcar 609,28 30% 182,78
Milho 25,66 31,96% 8,2
Mandioca 18,49 20% 3,69
Arroz 11,62 22% 2,55
Banana 7,01 40% 2,80
Café 1,92 66% 1,26

O interesse em dar um destino correto e proveitoso para a biomassa residual
nao é algo novo. Em 1989, ja se estimava que a producao anual mundial de biomassa
alcancava 100 bilhdes de toneladas (DEKKER, 1989).

O trabalho de Alexandrino (2007) mostra um pouco mais desse grande
montante de residuos agroindustrias, abordando a producao de laranja, a qual
encontra-se entre as frutas mais produzidas no mundo, de modo que sua producao
esta acima de 80 milhdes de toneladas por ano. A plantacao de frutas citricas esta
entre as atividades agricolas que mais se desenvolve na regido noroeste do Estadodo
Parana, produzindo cerca de 200 mil toneladas por ano. Estima-se que de 34% a 96%
da producao é convertida em suco, gerando altas quantidades de residuos, o qual
equivale a 50% do peso da fruta. Porém, a polpa citrica pode ser empregada na
alimentagao animal, por exemplo.
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1.5. Aplicagdes enzimaticas biotecnoldgicas

A biotecnologia, atualmente, ja expressa a sua grande importancia, demostrada
por meio da obtencao de varias substancias através da manipulacdo demicrorganismos
para a criacdo de novas tecnologias, as quais apresentam beneficios para a salude
humana e para a ecologia. Nesse contexto, € possivel salientar que as enzimas sao
aplicadas nas industrias farmacéuticas, na producao de alimentos, na manutencao do
equilibrio do ambiente, entre outras aplicacdes. Porém, ainda se fazem necessarios
estudos para melhoramento genético e novas aplicagdes enzimaticas (DE ABREU,
2015).

1.5.1. Racé&o animal

Nos dias de hoje, os grandes avancos tecnoldgicos relacionados a nutricao
animal tém como base ajustes dos componentes nutricionais ou descobertas de novos
componentes, com o objetivo de melhorar a eficiéncia da ragdo. Desse modo, para
uma nutricdo adequada, é essencial realizar a combinagdo de varios alimentos, com
o objetivo de obter um composto balanceado e completo (MALLER, 2014).

Enzimas exdgenas derivadas de microrganismos ja mostram efeitos benéficos
bem estabelecidos, de modo que aumentam a digestibilidade dos nutrientes para aves
(SOUZA et al., 2008). Aproximadamente 70% das ragdes para frangos de corte no
Brasil sdo peletizadas, sendo imprescindivel a avaliagdo de termoestabilidade
enzimatica (EMBRAPA, 2015), visto que as condigdes de processamento de peletizacdao
podem afetar os aditivos, prejudicando o efeito esperado, pois ocorre desnaturacao
enzimatica decorrente das altas temperaturas utilizadas no processo (SOUZA et al.,
2008).

Os aditivos enzimaticos por si s6 ndao apresentam funcdo nutricional direta,
porém, ajudam no processo digestivo, aumentando a digestibilidade dos nutrientes,
tendo como objetivo melhorar o desempenho da racao animal e, consequentemente,
a sua rentabilidade (ANDRADE et al., 2018).

A poluicdo ambiental também é diminuida com a adicdao de enzimas, ja que os
residuos poluentes das excretas dos animais diminuem (GUENTER, 2002). Além disso,
torna-se possivel o uso de alimentos alternativos, provavelmente mais baratos,
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compostos por ingredientes com alto teor de PNA's (polissacarideos ndao-amilaceos).
Esses compostos sao resistentes a degradacao que ocorre no trato gastrointestinal dos
animais nao-ruminantes, assim, nao sdo digeridos ou tém digestdo incompleta,
problema que pode ser resolvido com a utilizacao de enzimas (FERREIRA et al., 2015;
MACAMBIRA et al., 2021). Os PNA'’s soltveis comprometem a digestibilidade, uma vez
gue tém grande capacidade de absorver agua, acarretando um aumento na viscosidade
do quimo, diminuindo o transito intestinal, levando a um aumento no volume da
digesta e, consequentemente, comprometendo a associacao de enzimas esubstratos.
Entre os PNA’s sollveis, estdo a hemicelulose (arabinoxilanos, B- glucanos,
xiloglucanos etc.), gomas e pectinas (SILVA et al., 2012). A Tabela 2 apresenta o efeito

da acdo enzimatica em cada respectivo substrato.

Tabela 2 Enzimas e seus respectivos substratos e efeitos (Adaptado de HENN, 2002).

Enzima Substrato Efeitos
) ) Suplementagao das enzimas enddgenas e maior
Amilase Amido N ]
degradacao do amido
Degradacao da celulose com consequente liberagao
Celulase Celulose i
de acgucares
Degradagao da sacarose com consequente aumento
Invertase Sacarose ]
de teores de glicose e frutose
_ . Redugdo da viscosidade do alimento com
Pectinase Pectinas N
consequente aumento de absorgao
) o Redugao da viscosidade do alimento com
Xilanase Arabinoxilanas .
consequente aumento de absorcao

O Brasil apresenta-se como um grande produtor de aves, de modo que a criagao
esta superior a dos outros animais, sendo criadas 1.479.363.352 cabegas em 2020;
aqui estdo inclusas todas as aves, tanto frango de corte como aves de postura (Figura
3).
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Galindceos y 1.479.363.352
Cabecas

Bovinos (Bois e Vacas) ey g 218.150.298
Cabecas

Suinos (Porcos) 41.124.233
Cabecas
Owinos (Ovelhas e 20.628.699
Carneiros) Cabecas
Codornas 16.512.189
Cabecas
Caprinos (Bodes e Cabras) ! ' 12.101.298
Cabecas
Equinos (Cavalos) 5.962.126
%uﬁ Cabecas
Bubalinos (Bufalos) ” 1.502.482
Cabecas

Figura 3 Ranking - Pecuaria - Rebanhos (IBGE, 2020).

1.5.2. Etanol de segunda geracéao

Os biocombustiveis, como o etanol, trazem vantagens ao meio ambiente, pois
substituem combustiveis de origem fdssil e geram diminuicao de gases responsaveis
pelo efeito estufa (MANOCHIO et al., 2014), além de resolver problemas relacionados
ao custo, visto que os combustiveis fosseis podem entrar em escassez, gerando alta
dos precos (FATIMA et al., 2018). Pode-se observar, na Tabela 3, alguns fatos nao
vantajosos apresentados pelos combustiveis fésseis, os quais sao solucionados pelo
uso de etanol.

Tabela 3 Problemas apresentados pelos combustiveis fosseis resolvidos pelo etanol.

Combustiveis fésseis Etanol
Fonte esgotavel Renovavel
Alto custo Custo inferior
Poluente Sustentavel

Além de todos esses beneficios, pode-se citar a viabilidade econémica, gerando
certa independéncia do mercado mundial de petréleo (PINTO, 2010).
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Desse modo, com o objetivo de evitar a expansao desenfreada das areas de
cultivo, técnicas biotecnoldgicas vém sendo empregadas para prevenir o desperdicio,
empregando o aproveitamento da biomassa residual de alguns produtos advindos da
terra, como cana-de-agucar e milho para a fabricacao de etanol de segunda geracao.

No entanto, o etanol de segunda geragao possui um substrato mais complexo,
o que dificulta fermentacao microbiana, sendo necessaria a inclusdao de duas etapas
extras ao processo habitual de fabricacdo de etanol, que sdo: pré-tratamento e
hidrdlise enzimatica (Figura 4). Tais etapas tornam-se essenciais, pois, diferentemente
das matérias-primas do etanol de primeira geragdo, a biomassa lignoceluldsica nao
possui dois acUcares livres em sua estrutura para que 0S microrganismos possam
realizar a fermentacdo. Desse modo, a hidrdlise tem como fungado realizar a quebra da
hemicelulose e da celulose, produzindo agucares livres (monémeros de glicose e
frutose), os quais serao fermentados pelos microrganismos (MORAIS, 2017). Ou seja,
0 pré-tratamento se faz necessario para realizar o rompimento da lignina e do
complexo celulose-hemicelulose, de modo que venha a expor a superficie da celulose
para a agdao enzimatica, e de modo que a celulase transforme o polissacarideo em
acucares fermentaveis (FATIMA et al., 2018).
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Figura 4 Comparagao das etapas de producdo de etanol de 12 geracao e etanol de 22 geracao (Figura
elaborada pelo autor).

No Brasil, existe a possibilidade de producao desse biocombustivel sem
realizar a ampliacdo da area desmatada e sem reduzir a area que se destina a
producao de alimentos. Estima-se que, empregando o bagaco e outras partes da
cana-de-agUcar que seriam residuos agroindustriais, como as palhas e pontas,
aumenta-se a producgao de etanol cerca de 30 a 40% (EMBRAPA, 2011).

1.5.3. Aplicacédo enzimatica no tecido denim

Atualmente, o jeans esta fortemente inserido no cotidiano das pessoas de varias
faixas etdrias, culturas, géneros, e nao sé no Brasil, mas no mundo todo, sendouma
peca antiga que, ao longo do tempo, sofreu diversas mudancas (MUNCHEN, 2015).



16

A historia do jeans comegou em 1792; nessa época, apresentava-se como um
tecido robusto e duravel, sendo uma combinacao de seda e 13, criado na Franca, que
comegou a se expandir pelo mundo e passar por varias mudancas (ALEXANDRE, 2018).
Em 1967, com o proposito de aumentar o conforto e o desbotamento das roupas, o
casal de estilistas Marithé Bachelard e Francois Girbaud criaram a metodologia “stone
wash”, traduzindo esse termo quer dizer “lavagem com pedra”; esse método consistia
na utilizacdo da pedra pomes, uma rocha que gerava o aspectodesejado (CAMPQS,
2019). Porém, pelo fato de ndao haver vulcdes em atividade no Brasil, essa rocha

vulcanica precisou sofrer substituicao por outros agentes abrasivos (CAMPQOS, 2019).

Ha atual necessidade de moda sustentavel, visto que, para se chegar ao
aspecto desgastado desejado do jeans, por exemplo, sdo utilizadas substancias
quimicas poluentes e prejudiciais a salde, como amoOnia e soda caustica (EID et al.,
2021). Portanto, o uso de enzimas para o tratamento de tecido denim consiste em
uma alternativa para substituir metodologias poluidoras ultrapassadas (FERREIRA et
al., 2019).

2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Realizar a caracterizacao bioquimica da poligalacturonase produzida pelofungo
T. aurantiacus — Cepa PI3S3 e verificar suas aplicacdes biotecnoldgicas, investigando
a atuagdo do extrato bruto enzimatico de T. aurantiacus PI3S3 sobre residuos agricolas
e racao de frangos, bem como purificar e caracterizar a poligalacturonase e verificar
seu efeito no biopolimento do tecido Denim.

2.2. Especificos

2.2.1. Realizar aplicacdao do extrato bruto enzimatico de T. aurantiacus PI3S3 em
residuos agroindustriais, como bagaco de cana e residuo de milho, para verificar
a hidrdlise e potencial producdo de etanol de segunda geracao;

2.2.2. Realizar aplicacao do extrato bruto na racao de frangos de corte, verificando
seu efeito in vitro e in vivo;
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2.2.3. Realizar a purificacao da poligalacturonase produzida pelo fungo T. aurantiacus
através de colunas cromatograficas;

2.2.4. Realizar aplicagdoes da Enzima poligalacturonase no tecido Jeans, para
investigar o potencial biopolimento.

3. MATERIAL E METODOS
3.1.  Microrganismo utilizado

O fungo filamentoso T. aurantiacus — PI3S3 encontra-se disponivel na Colegao
de fungos do Laboratério de Bioguimica do Centro de Ciéncias Médicas e Farmacéuticas
da Unioeste. A manutencdo da linhagem foi realizada em placas de Petri estéreis,
contendo de 15 a 20 mL de meio BDA. Foram realizados repiques periddicos,
mantendo-se as cepas em estufa a 40 - 45°C, por aproximadamente 10 dias.
Posteriormente, as cepas foram conservadas em geladeira por até 30 dias.

3.2.  Producéo enzimética

Uma suspensao dos esporos foi obtida em uma solucao de NaCl 0,8% e Tween
0,05% a partir dos cultivos de T. aurantiacus PI3S3 em meio BDA e 1 mL dessa solugao
foi inoculado em frascos Erlenmeyer (125 mL) com 25 mL do meio Vogel suplementado
com casca de maracuja a 2%. A incubacao dos cultivos foi conduzida em estufa a 46°C,
por 96 horas e sob agitacao orbital de 120 rpm. O extrato enzimaticobruto foi obtido por
meio de filtracdo dos cultivos a vacuo em funil de Blichner e papelfiltro Whatman n.© 1.

3.3. Determinacao da atividade enzimatica e conteddo proteico

A fim de verificar as enzimas presentes no extrato bruto, foi realizada a dosagem
dos aclicares redutores por meio do método Miller (1959) com o reagente acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) com diferentes substratos, sendo eles: amido,
carboximetilcelulose, pectina, sacarose e xilano. Foi realizada padronizagao por meio
de curvas de concentracao de glicose, acido galacturonico e xilose, nasconcentracoes
de 0,1 a 1,0 mg/mL, e uma unidade enzimatica foi definida como a quantidade
necessaria de enzima para liberar 1 pmol de produto por minuto nas condiges do
ensaio.
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A atividade da enzima foi determinada por meio de uma mistura de 50 pl do
respectivo substrato diluido em tampao acetato de sddio 50 mM, pH 5,0 incubado com
0 extrato enzimatico bruto a 70°C por 5 minutos, a reacao foi interrompida com 100 pl
de DNS diluida em 1 mL de agua deionizada e a leitura de absorbancia realizada em

expectrofotdbmetro a 540 nm.

A quantificacdo de proteinas foi realizada seguindo a metodologia descrita por
Bradford (1976), utilizando-se como padrao albumina de soro bovino (BSA).

3.4. Sacarificacdo do bagaco de cana e residuo de milho pelo extrato bruto de T.

aurantiacus

Para verificar a eficiéncia na hidrdlise da biomassa pelo extrato enzimatico de
T. aurantiacus, utilizou-se a metodologia adaptada de Dudek et al. (2020), realizou-se
a incubagdo de 20 mg de bagaco de cana moida seca ou residuo de milho, 0,2 mg de
proteina do extrato e quantidade suficiente de tampao citrato 100 mM pH 5,0 para uma
reacao final de 1,5 mL a 50°C. Foram retiradas aliquotas com 24 e 72 h, as quais
passaram por fervura por 10 min e centrifugacao por 10 minutos a 10.000 xg. O
sobrenadante foi utilizado para dosagem de aguUcar redutor, segundo Miller (1959) com
o reagente acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). O tratamento controle foi realizado
utilizando as mesmas condigdes, porém, sem adicao da enzima.

3.5. Tratamento da racdo de frangos com extrato enzimatico bruto de T.

aurantiacus PI3S3

3.5.1. Testes in vitro

O protocolo de aplicacdo na racdao animal consistiu na adaptacdao da
metodologia descrita por Dudek et al. (2020), de modo que se realizou a incubacao a
700C das amostras, acondicionadas em microtubos de 1,5 mL, contendo 20 mg de
racdo animal, 0,2 mg de proteina do extrato e quantidade suficiente de tampao citrato
100 mM pH5,0 para uma reagao final de 1,5 mL. Foram retiradas aliquotas de 100 pl
nos tempos 0, 1, 3, 6 e 12 horas, e fervidas por 10 minutos; apds essa fase,
centrifugadas por 10 minutos a 10.000 xg. Utilizou-se o sobrenadante para dosagem
de acglcares redutores, segundo Miller (1959), com o reagente acido 3,5-
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dinitrosalicilico (DNS). Foi realizado teste controle, o qual consistiu na utilizacao de
tampao no lugar da enzima.

3.5.2. Teste de digestibilidade in vitro

Foi realizada a simulacdo de digestibilidade no papo e no estdbmago, para isso,
foi adaptada a metodologia de Zyra (1999), conforme descrito a seguir.

3.5.2.1. Simulacéo da digestao da racao no Papo

Em microtubo de 1,5 mL, foi adicionado 0,25 grama de racao e 0,5 mL de agua
destilada (controle) ou extrato enzimatico (amostra teste) em diferentes
concentragdes, e o pH foi corrigido inicialmente com a adicao de tampao citrato de
sddio 20 mM para 5,9. A mistura foi agitada e incubada a 40°C por 30 minutos sob
rotacao a 200 rpm.

3.5.2.2. Simulacéo de digestao daracdo na Moela/Estbmago

Posteriormente, o pH foi ajustado para 2,9 com tampao fosfato 50mM;
adicionou-se 0,25 mL de pepsina 6000 U/mL e a reacao foi novamente incubada a
400C sob rotacao de 200 rpm, por 45 minutos. Apds esse periodo, adicionou-se 0,25
mL de pancreatina 3,7 mg/mL diluida em NaHCO3 1 M, acertou-se o pH para 6,1 com
tampdo citrato de sddio a 100 mM e novamente a amostra foi incubada a 40°C sob
agitacao de 200 rpm por 2 horas. Finalmente, foi realizada centrifugagao por 10
minutos a 10.000 rpm e dosagem agucar redutor (MILLER, 1959).

3.6. Analise de citotoxicidade

Para verificar se o extrato bruto de T. aurantiacus era toxico, foi realizado ensaio
para acompanhamento de atividade do metabolismo mitocondrial. Em uma placa de
96 pogos, 2x10° células foram distribuidas em cada poco em meio DMEM (Dulbelcco's
Modified Eagle Medium) com 10% de SFB (soro fetal bovino), e foram incubadas em
estufa de 5% de CO2a 37°C por 12 horas. As células fagociticas (macréfagos) foram
lavadas com PBS (tampao salina fosfato) morno e tratadas com as diferentes
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concentracoes dos extratos, ou meio de cultura (controle) ou controle do diluente por
24 horas.

Apos o periodo de incubacdo celular com os tratamentos, foi adicionado 100 pl
da solugao de 3-[4,5- dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide (MTT) (0,5
mg/mL) em cada poco e a incubacao foi realizada por mais 4 h. O sobrenadante foi
retirado e os cristais foram solubilizados com dimetilsulféxido (DMSO) e a leitura foi
realizada em leitor de placas a 540 nm.

3.7.Aplicagcéo naracao animal in vivo
3.7.1. InstalacGes animais

O manejo com as aves foi realizado no Centro de Pesquisa em Avicultura da
Universidade Estadual do Oeste do Parana - Unioeste, campus de Marechal Candido
Rondon-PR.

3.7.2. Tratamentos realizados

Foram utilizados 96 pintos de corte, machos, com 14 dias de idade, que foram
distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado, o qual foi composto por 4
tratamentos e 6 repeticoes com 4 aves cada, totalizando 96 frangos de corte. Os
tratamentos foram: T1 — Ragao controle (RC), seguindo recomendagdes da linhagem
Coob; T2 - Racao controle negativo valorizada em 100 kcal kg! (RCN), totalizando
3000 kcal kg''; T3 —RCN + E/2 com inclusao de metade da atividade enzimatica do
extrato bruto (384 U kg! de Amilase, 94 U kg'' de CMCase, 372,5 U kg de Pectinase,
50 U kg de Invertase e 891,5 U kg de Xilanase); e T4 - RCN + E com inclusao do
total de atividade enzimatica do extrato bruto (768 U kg! de Amilase, 188 U kgl de
CMCase, 745 U kg de Pectinase, 100 U kg™ de Invertase e 1783 U kg de Xilanase).
As aves receberam uma racao inicial a base de milho e farelo de soja, até os 14 dias
de idade. A partir dos 15 dias de idade, iniciou-se o fornecimento da dieta
experimental, contendo o extrato enzimatico de T. aurantiacus.

Como procedimento estatistico, foi realizada andlise de normalidade e
homogeneidade, as médias foram submetidas a ANOVA e, quando houve diferenca
estatistica (P<0,05), foram submetidas ao teste de média Student Newman Keuls.
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Tabela 4 Contetdo de ingredientes e nutrientes presente na racdo em cada tratamento.

Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3 Tratamento 4

I 0,
Ingredientes (%) (TL)-RC  (T2)-RCN  (T3)—-RCN+E/2 (T4)-RCN+E

Milho Grao (7,88% PB) 606,67 629,61 629,61 629,61

Farelo de soja (46% PB) 331,10 327,05 327,05 327,05
Oleo de soja degomado g kg 27,26 8,17 8,17 8,17
Calcario calcitico (36%) 7,30 7,35 7,35 7,35
Fosfato bicalcico (18%) 14,47 14,44 14,44 14,44
Sal refinado 4,92 4,92 4,92 4,92

Lisina sulfato (60%) 2,46 2,57 2,57 2,57
DL-Metionina (99%) 2,75 2,73 2,73 2,73
L-Treonina (99%) 0,47 0,47 0,47 0,47
L-Valina (99%) 0,19 0,20 0,20 0,20
Vitaminal 1,00 1,00 1,00 1,00

Mineral? 0,50 0,50 0,50 0,50
Cloreto de colina (60%) 0,40 0,40 0,40 0,40
Anticoccidiano? 0,50 0,50 0,50 0,50
TOTAL 100 100 100 100

Energia metabolizavel 3.100 3.000 3.000 3.000

(kcal kg™)
Composicédo Calculada

Proteina bruta (g kg!) 205,80 205,80 205,80 205,80
Célcio (g kg™) 7,58 7,58 7,58 7,58
Fésforo disponivel (g kg1) 3,74 3,74 3,74 3,74
Lisina digestivel (g kg) 11,24 11,24 11,24 11,24
Met+Cis digest. (g kg1) 8,32 8,32 8,32 8,32
Treonina digestivel (g kg!) 7,42 7,42 7,42 7,42
Triptofano digestivel (g kg!) 2,32 2,31 2,31 2,31
Valina digestivel (g kg!) 8,65 8,65 8,65 8,65
Isoleucina digestivel (g kg!) 7,85 7,82 7,82 7,82
Arginina digestivel (g kgt) 12,59 12,54 12,54 12,54
Sodio (g kg'?) 2,08 2,08 2,08 2,08
Potassio (g kg1) 8,00 7,99 7,99 7,99

Enzimas de T. aurantiacus PI3S3
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Amilase 0 0 384 U/Kg 768 U/Kg
CMCase 0 0 94 U/Kg 188 U/Kg
Pectinase 0 0 372,5 U/Kg 745 U/Kg
Invertase 0 0 50 U/Kg 100 U/Kg
Xilanase 0 0 891,5 U/Kg 1783 U/Kg

1 Suplemento Vitaminico para aves, Niveis de Garantia por Quilograma de ragdo: Vit. A (min) 110.000UI, Vit. D; (min) 4.000UI, Vit.
E (min) 55U, Vit. K3 (min) 3,00mg, Vit. B; (min) 2,30mg, Vit. B, (min) 7,00mg, Vit. B6 (min) 4,00mg, Vit. B;> (min) 25,00mg. Acido
Pantoténico (min) 12,00mg, Niacina (min) 60,00mg, Acido Fdlico (min) 2,00mg, Biotina (min) 0,25mg, Se (min) 0,30mg; 2
Suplemento Mineral para aves, Niveis de Garantia por Quilograma de Ragdo: Cobre (min) 10mg, Ferro (min) 50mg, Manganés
(min) 65mg, Zinco (min) 65mg, Iodo (min) 1mg; 3Salinomicina 12%.

3.7.3. Desempenho

O peso das aves e o consumo de racao foram registrados aos 14 e 26 dias de
idade para determinacdo do ganho de peso médio (GPM), consumo médio de racao
(CMR) e conversao alimentar (CA). A corregao da mortalidade das aves foi realizada
com corregao no consumo de ragao e conversao alimentar, seguindo a metodologia de
Sakomura e Rostagno (2016).

3.7.4. Morfometria intestinal

A morfometria intestinal (altura de vilo, profundidade de cripta, relagao
vilo:cripta e area de absorcao) foi avaliada aos 26 dias de idade do duodeno e do
jejuno. Para amostragem, considerou-se o duodeno a partir do piloro até a porcao
distal da alca duodenal e jejuno, desde a porcao distal da alga duodenal até o
diverticulo de Meckel. Fragmentos de dois cm do segmento foram abertos
longitudinalmente, lavados com solucao salina, fixados em solucao de formalina
tamponada (10%) e em seguida desidratados em uma série de concentragdes
crescentes de alcodis, diafanizados em xilol e incluidos em parafina (LUNA, 1968). Apos
a microtomia semisseriada (cortes de sete um), os cortes foram corados pela técnica
de hematoxilina e eosina. Entdo, as amostras foram avaliadas através de microscopia
Optica em aumento de 10 x.

As analises morfométricas foram realizadas utilizando o sistema de imagens
PROPLUS IMAGE 4.1. Para cada lamina, foram mensurados o comprimento e a largura
de 30 vilos e profundidade e largura de 30 criptas. Essas medidas morfométricas foram
utilizadas para o célculo da area da superficie de absor¢cdo da mucosa intestinal, por
meio da formula proposta por Kisielinski et al. (2002). Em
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adicao, foi calculada a relacao altura de vilo:profundidade de cripta, dividindo-se o
valor da altura do vilo pelo valor de profundidade de cripta.

3.7.5. Determinacéo dos valores de energia metabolizavel

Para titulacdo de proteina bruta, foi realizada coleta de excretas ao 24°, 25° e
26° dia; as amostras foram homogeneizadas e secas em estufa a 55°C por 72 h; apos
o resfriamento das amostras, elas foram moidas, entdo se realizou a pesagem de 200
mg da amostra em balanca analitica, a qual foi acondicionada em tubo digestor.
Posteriormente, adicionaram-se 2 g de mistura digestora (mistura de sulfato de sddio
e sulfato de cobre na proporcao 10:1) e 5 mL de acido sulfurico P.A. concentrado, os
tubos foram colocados no bloco digestor, em capela com o exaustor, e aquecidos
lentamente até atingirem 400°C. Tal temperatura foi mantida até a solugdo ficar
transllcida (coloracdo pode variar de verde a azul). ApOs esse processo, esperou-se
o resfriamento dos tubos e, em seguida, foram adicionados 10 mL de agua destilada,
com o objetivo de evitar ou minimizar a cristalizagao da solugao. Adicionaram-se, em
erlenmeyer, 10 mL de solugdo de acido borico 2% (solugao indicadora contendo 1 L
de agua destilada, 20 g de acido bdrico P.A., 12,5 mL da solucdo alcodlica de vermelho
de metila e 6 mL da solucgdo alcodlica de verde de bromocresol), entao o erlenmeyer
foi acoplado ao destilador, juntamente com o tubo digestor, e adicionaram-se 25 mL de
solucao de hidroxido de sédio (soda 25%, contendo 250 g de hidrdxido de sédio para
1 L de agua destilada). Foi realizada destilagao até obter o volume de 50 mL no
erlenmeyer. Entdo, realizou-se a titulagdo com a solucao de acido cloridrico(2 mL para
1 L de agua destilada) até a mudanca de cor do indicador (de verde para rosa claro).
O branco consistiu em tubos digestores sem amostra, apenas com misturadigestora e

acido sulfurico.

3.8. Purificagéo da Poligalacturonase

A purificacao parcial da Poligalacturonase foi conduzida em cromatografia de
troca i6nica em coluna DEAE-Sephadex, previamente equilibrada em tampao Tris-HCl
20 mM pH 7,2. O fluxo foi estabelecido de 2,0 mL por minuto. Foram coletadas fragoes
de 5 mL por tubo a 4°C, realizando dosagens a 280 e 540 nm, as fracOes que
demonstraram possuir atividade pectinolitica foram reunidas, resultando em 35 mL.
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Posteriormente, realizou-se didlise contra agua deionizada com constantes trocas por
12 horas para retirada de sais, entao a amostra foi liofilizada, concentrada e
ressuspendida em 1,5 mL de tampdo acetato de sddio.

3.9. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cdes desnaturantes (SDS-

PAGE) da enzima poligalacturonase

Foi realizada a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% em condicoes
desnaturantes, conforme descrito por Laemmli (1970), com o objetivo de avaliar o grau
de pureza da amostra, bem como estimar a massa molecular da proteina purificada. O
gel foi corado, utilizando Coomassie Brillant Blue R-250 0,5% (p/v) por 16 horas (over
night), depois, procedeu-se a descoloracdo com uma solugdo composta por metanol
(40%) e acido acético (7%). Os marcadores de massa molecular usados foram de 14,4
a 97 kDa LMW-SDS Marker Kit da GE Healthcare®.

3.10. Energia de ativagao

A energia de ativacao (Ea) da enzima foi calculada de acordo com a equagao
de Arrhenius (BERGAMASCO et al., 2000; DE OLIVEIRA et al., 2020), a partir da

inclinagdo da reta do grafico semi-log de Ink versus 1/T:

Ink = — EaRT + InA.

3.11. Biopolimento do tecido denim (jeans)

Os ensaios de biopolimento de tecido Denim seguiram a metodologia adaptada
de Bussler et al. (2019), em que foram utilizados tecidos denim (especificacao do
fabricante: 98% de algodao e 2% de elastano) com dimensdes de 1 x 1 cm. Os tecidos
foram incubados com a enzima poligalacturonase em diferentes concentragdes (1 U
mL?; 3 UmLte 5 U mL1), em tampdo citrato de sodio pH 5 a 70°C por 12 h, sem
agitacdo. Em seguida, realizou-se a inativacao enzimatica por meio de fervura por 5
minutos; posteriormente, os tecidos foram lavados com agua fria e secos a
temperatura ambiente durante 48 horas. O controle teve as mesmas condicoes, porém,
sem adicao da enzima.
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O sobrenadante resultante da imersao do tecido foi analisado
quantitativamente, sendo realizada a dosagem dos acucares redutores por meio do
método Miller (1959) com o reagente acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).

As analises de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram realizadas em
equipamento da marca TESCAN®, modelo VEGA3. Tal analise foi efetuada com o
objetivo de avaliar a estrutura morfoldgica do tecido denim tratado em diferentes
concentracoes e nao tratado. As micrografias foram realizadas com aumento de 5x
em moddulo SE, com detector de elétrons secundarios.

Também foi verificada a perda de peso das amostras, a seguinte equacao foi
usada para calcular a perda de peso percentual:

Perda de peso % = P1=P2 x 100
P1

Sendo P1 o peso do tecido antes do tratamento e P2 o peso do tecido depois

do tratamento.

4, RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Composicao do extrato enzimatico bruto

O extrato enzimatico bruto do fungo T. aurantiacus PI3S3 cultivado em meio
Vogel, suplementado com casca de maracuja 2%, apresentou atividade de diferentes
glicosil hidrolases, como xilanase (41,84 U mL 1), pectinase (29,14 U mL 1), amilase
(20,86 U mL 1), celulase (10,46 U mL 1) e invertase (1,65 U mL 1), como se pode
observar na Tabela 5.

Tabela 5 Perfil enzimatico do extrato bruto de Thermoascus aurantiacus PI3S3.

Enzima Atividade enzimatica (U mL?)
Xilanase 41,84 + 0,56
Pectinase 29,14+ 1,60

Amilase 20,86 + 1,05
Celulase 10,46 £ 0,12
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Invertase 1,65+0,93

Notou-se que o extrato bruto do fungo T. aurantiacus PI3S3 suplementado com
casca de maracuja possui um gama de enzimas com alta atividade, sendo elas amilase,
celulase, invertase, pectinase e xilanase. Tal resultado ja foi confirmado ha bastante
tempo por outros estudos com diferentes linhagens do mesmo microrganismo.

Herrera (1991) realizou o cultivo de T. aurantiacus e obteve diferentes enzimas,
variando conforme o suplemento e a forma de cultivo. O autor utilizou materiais
lignoceluldsicos, como bagaco de cana, casca de arroz e serragem de Eucaliptus
grandis, e observou que os crescimentos nesses substratos foram melhores do que em
substratos celuldsicos, denotando que o fungo produziu enzimas celuloliticas,
hemiceluloliticas e lignoceluloliticas em diferentes quantidades. T. aurantiacus exibe
atividade comparavel a T reesei.

Pinto (2010) também destaca atividades de cada enzima de T. aurantiacus
CBMAI 756, segundo diferentes tempos de cultivo. O autor constatou que o fungo T.
aurantiacus CBMAI 756 apresentou atividade de CMCase muito superior aos demais
fungos testados, apresentando uma atividade cerca de 10 vezes maior em relagao ao
Trichoderma reesei QM9414. Ainda segundo o autor, o T. aurantiacus CBMAI 756
também foi o melhor produtor dentre os quatro analisados (Thermoascus aurantiacus
CBMAI 756, Thermomyces lanuginosus, Trichoderma reesei QM9414 e Penicillium
viridicatum RFC3) em relacdo a enzima xilanase sendo quatro vezes superior em
comparacao fungo que ficou em segundo lugar o fungo T. lanuginosus. O
microrganismo ainda apresentou a maior producao de poligalacturonase e B-
xilosidase.

Tari et al. (2008) evidenciaram que enzimas pectinoliticas no extrato bruto
possuem maior estabilidade que as enzimas parcialmente purificadas e destacamacao
colaborativa de diferentes enzimas pectinoliticas no extrato bruto. Estudos anteriores
que corroboram com este estudo descrevem cepas de T. aurantiacus comoprodutoras
de xilanases e celulases, principalmente quando cultivadas em meios suplementados
com residuos agroindustriais (COSTA et al., 2016).
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4.2. Influéncia do extrato de T. aurantiacus na sacarificagdo do bagaco de

cana e residuo de milho

A aplicacdao do extrato para verificar a hidrdlise da biomassa mostrou que o
complexo enzimatico apresentou acao sobre os substratos testados, bagaco de cana
e residuo de milho (Figura 5). A maior liberacao de aclcar redutor foi observada no
residuo de milho (29,14 mg.g!) com 72 horas de tratamento, contra 15,62 mg.g! do
bagaco de cana. A comparacao entre os periodos de 24 e 72 horas de incubacao de
cada residuo nao mostra grande diferenca na degradagao do substrato e consequente
liberacdo de aclcares, apresentando um pequeno aumento.

Actcar redutor (umol.mL") ,

24 h 72h | 24h 72h

Bagacodecana Residuo de milho

Figura 5 Efeito do extrato bruto de T. aurantiacus na liberacao de aclcares redutores na sacarificacao
do bagaco de cana e residuo de milho. Simbolos: (m) Controle; (o) Tratamento.

Os resultados mostram que a hidrélise do residuo de milho liberou 40% mais
acucar redutor quando comparado a degradacao do bagaco de cana. Quando
comparado com o ensaio controle, a hidrdlise do residuo de milho também foi superior
a do bagaco de cana.

Em 24 horas, o residuo de milho tratado com o extrato enzimatico bruto
aumentou a liberagdo de aclcar redutor em 22,3 vezes em relacdo ao tratamento
controle e 0 bagaco de cana liberou apenas 4,6 vezes. Essa diferenca foi mais evidente
as 72 horas de tratamento, quando o residuo de milho aumentou em 22,4 vezes a
liberacdo de acgucar redutor e o bagaco de cana aumentou apenas 2,8 vezes.
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Nunes et al. (2014) também apresenta resultados promissores em relacao a
sacarificacao de residuos agroindustriais e destaca o potencial para producao de etanol
de segunda geracao no Brasil. Nesse sentido, a técnica de hidrdlise mais utilizada e
desenvolvida na producdo de etanol é com o uso de enzimas. No entanto, produzir
essas enzimas a baixo custo ainda é um dos principais desafios (LORENZI; ANDRADE,
2019).

4.3. Racdo animal tratada com extrato enzimético bruto de T. aurantiacus

Os ensaios de aplicacao da enzima em racao animal estao descritos na Tabela
6. Os resultados mostram que a racao tratada com extrato enzimatico bruto de T.
aurantiacus PI3S3 foi hidrolisada, liberando 158 g de agucar redutor por kg de ragao
com 12 h de tratamento. Ressalta-se que os tratamentos com 1, 3 e 6 h aumentaram
a liberacdo de aglcar redutor em 1,8; 3,0 e 4,9 vezes, respectivamente, quando
comparados ao tratamento controle.

Tabela 6 Efeito do tempo de tratamento da racdo com extrato enzimatico de T. aurantiacus na liberagdo
de aclcares redutores por Kg de ragao.

Tratamento Acucar (g/kg racéo)
Controle 19 | 1
Com enzima por 1h 54 | %3
Com enzima por 3h 76 | £5
Com enzima por 6h 112 | +18
Com enzima por 12h 158 | +22

A liberacao de acucar redutor foi utilizada para verificar o efeito do tratamento
da ragdo com o extrato enzimatico bruto nos ensaios de simulagao de digestibilidade
in vitro. A Figura 6 mostra que houve aumento na liberacdao de aglcar nas dietas em
todas as concentracdes de enzimas testadas, quando comparadas aos controles. Os
resultados mostram um aumento de 340,0%, 113,5% e 207,9% na presenca de agucar
redutor nas dietas tratadas com 5, 10 e 20 U mL!, respectivamente. Ressalta-se que
o maior resultado foi observado na presenca de 20 U mL?, com 19,4 g de acucar
redutor por kg de racao animal.
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Figura 6 Efeito do extrato bruto de T. aurantiacus PI3S3 na liberacdo de aclcar redutor na simulagdo
de digestibilidade. Simbolos: (m) Controle; (o) Tratamento.

Dessa forma, observou-se que o extrato enzimatico bruto de T. aurantiacus
PI3S3 foi eficiente na liberacdo de agucar redutor em ragdes comerciais de frangos de
corte suplementada em diferentes tempos e concentragdes de enzimas, tanto no
tratamento direto quanto nos ensaios de simulagcao de digestibilidade in vitro. Esses
resultados corroboram a literatura, em que Maller et al. (2014) descrevem a liberacao
de elevadas concentragOes de fosfato e aglcar redutor in vitro em ragdes tratadas com
0 extrato enzimatico de Aspergillus japonicus contendo fitase, xilanase, celulase e
amilase. Outras enzimas sdo relatadas como tendo um possivel efeito benéfico na
alimentagao animal. Neto et al. (2020) estudaram o uso da tanase de A. niger URM
7131 para simular a digestao da racao in vitro em animais monogastricos e descrevem
que a enzima contribuiu para remover os efeitos indesejaveis dos taninos. Esses
compostos formam complexos com proteinas, gerando inibicao de enzimas digestivas
e consequentemente reduzindo o valor nutricional da dieta, pois interferem na

digestibilidade proteica.

4.4. Analise de citotoxicidade

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio MTT, com o extrato bruto puro de
T. aurantiacus em uma concentragao de 2.209 pg/mL e com diluigdes variando a partir
de 300 pg/mL. O extrato enzimatico bruto diluido demonstrou nao ser tdxico para as
células RAW 264,7 apds 24 horas de incubacao, como se pode observar na Figura 7.
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Figura 7 Analise de citotoxicicade do extrato bruto de T. aurantiacus através da viabilidade celular de
macréfagos de acordo com atividade mitocondrial. Controle — meio de cultura; controle do diluente —

maior quantidade de diluente utilizado.

As diferentes concentracbes de extrato enzimatico utilizadas in vitro ndo
alteraram a viabilidade celular dos macréfagos, demonstrando ndo haver citotoxicidade
no extrato enzimatico diluido. Outros autores também verificaram se o extrato
enzimatico apresentaria micotoxinas ou algum efeito citotdxico para posterioraplicacao
em racdo. Nesse sentido, Maller et al. (2012) testaram o extrato enzimaticobruto de
Aspergillus japonicus, observando que a viabilidade celular nao foi significativamente

prejudicada em todos os tratamentos.

Aureli et al. (2018) verificaram, por meio de diferentes testes, a inexisténcia de
alteracOes significativas devido a administracao dietética de uma nova glucuronoxilano
hidrolase de Bacillus subtilis produzida por fermentacao em Bacillus licheniformis,
demonstrando a seguranca da glucuronoxilano hidrolase como aditivo alimentar, em
frangos de corte. Em tal estudo, o crescimento de células tratadas comdiferentes
concentragdes enzimaticas foi comparado com culturas de controle apds
48 h de exposicao, de modo que a glucuronoxilano hidrolase demonstrou citotoxicidade

em comparacao com o controle do veiculo na concentracdao mais
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elevada de 30 mg/mL, leve citotoxicidade em concentragoes de 10-3 mg/mL e

nenhuma citotoxicidade observada nas concentragdes mais baixas de 1-0,01 mg/mL.

O estudo de tolerancia de 6 semanas confirmou que a glucuronoxilano hidrolase
€ segura para frangos de corte, quando alimentados na dose maxima recomendada,
bem como na dose 10 vezes maior. Corroborando com o presente estudo, em que o

extrato enzimatico diluido ndo apresenta citotoxicidade (Figura 7).

4.5. Efeito da aplicacao do extrato bruto de T. aurantiacus na ragao de aves in

Vivo
4.5.1. Desempenho

A inclusdo dietética de enzimas na racao nao interferiu no consumo médio de
racdao (CMR), ganho de peso médio (GPM) e conversao alimentar (CA), como se pode
observar na Tabela 7.

Tabela 7 Desempenho de frangos de corte alimentados com dietas contendo o extrato enzimatico de
T. aurantiacus.

Tratamentos CRM Final PM Final GP final CA Final

1 1547 1602 1126a 1,375b

2 1504 1550 1044b 1,444a

3 1575 1522 1045b 1,509a

4 1595 1573 1099b 1,451a
EPM 70,27 47,44 54,7 0,05
CV% 4,52 3,04 5,08 3,44

P 0,1683 0,0701 0,0531 0,0029

CMR- consumo médio de ragdo; PM- Peso médio; GPM- ganho de peso médio; CA- conversdo alimentar; EPM- erro padrdo da
média; CV- coeficiente de variagao.

O resultado de tratamentos 1 (racao controle), 2 (ragao controle negativo), 3
(RCN com inclusdo de metade da atividade enzimatica do extrato bruto) e 4 (RCN com
inclusao do total de atividade enzimatica do extrato bruto) mostraram resultadosmuito
similares sem diferenca estatistica entre os tratamentos. Maller et al. (2014) mostraram

em seu estudo que também ndo houve diferencas estatisticamente
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significativas entre o experimento controle e os tratamentos, em ralacao ao ganho de

peso, conversao alimentar e consumo médio de ragao.

Outros trabalhos apresentam efeitos benéficos in vivo do uso de enzimas na
alimentacao de frangos. Nesse sentido, Andrade et al. (2018) avaliaram o uso de
complexos enzimaticos contendo xilanase e amilase em uma dieta a base de milho e
soja e verificaram a melhora na digestibilidade dos nutrientes e no desempenho de
frangos de corte. Além disso, Osman et al. (2018) descrevem o uso de xilanase, B-
glucanase, celulase e a-amilase e afirmam que os efeitos negativos do trigo na
mineralizagdo dssea podem ser prevenidos pela suplementacdo enzimatica nas dietas

de galinhas poedeiras.

45.2. Morfometria intestinal

A morfometria intestinal apresentou pequena mudanga nos frangos que foram
alimentados com racdo contendo o extrato enzimatico de T. aurantiacus. Como se
pode observar nas Tabelas 8 e 9, bem como, nas Figuras 8 e 9, a altura do vilo, a
relagao Vilo:Cripta e a area de absorcdo foram ligeiramente maiores em relagao aos
tratamentos controles (1 e 2) e ao tratamento com metade da dose de extrato
enzimatico (tratamento 3). Desse modo, o tratamento 4 (RCN valorizada em 100
kcal/kg com inclusdao do total de atividade enzimatica do extrato bruto) apresentou
uma area de absorcao maior que os outros tratamentos, sendo 15,5% superior no
duodeno e 34,2% superior no jejuno, quando comparado ao tratamento 2 (RCN).

A literatura relata que as alteragdes na morfologia das vilosidades encontram-
se mais evidentes no jejuno do que no duodeno, se da gracas ao fato de que a
digestdo lipidica em frangos ocorre no jejuno e ileo superior (TANCHAROENRAT et
al., 2014; APPERSON; CHERIAN, 2017).

Tabela 8 Morfometria do segmento duodeno de frangos de corte alimentados com dietas contendo o
extrato enzimatico de T. aurantiacus

Duodeno

Altura Profundidade Relacao Area de
Tratamento ~
Vilo (um) Cripta (um) Vilo:Cripta Absorgao (Um?)

1 1293,40 187,16 6,69 19,64




2 1288,90 211,60 6,22 21,89

3 1308,05 196,80 6,84 22,16

4 1404,90 200,23 7,51 25,29
EPM 194,85 16,38 1,20 4,07
CV (%) 14,70 8,18 17,54 18,18

P 0,7108 0,2519 0,3439 0,1804

Figura 8 Morfologia das vilosidades do segmento duodeno: A) Tratamento 1, B) Tratamento 2, C)
Tratamento 3 e D) Tratamento 4.

Tabela 9 Morfometria do segmento jejuno de frangos de corte alimentados com dietas contendo o
extrato enzimatico de T. aurantiacus

Jejuno
Altura Profundidade Relacdo Area de
Tratamento
Vilo cripta Vilo:Cripta absorcao
1 607,47 154,46b 3,92 16,14
2 618,10 167,59ab 3,48 14,41
3 649,02 170,69ab 4,03 16,24
4 724,24 208,33a 3,73 19,34
EPM 126,32 31,59 0,85 3,33
CV (%) 19,37 17,93 22,40 20,03

P 0,4110 0,0528 0,7439 0,1320
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Figura 9 Morfologia das vilosidades do segmento jejuno: A) Tratamento 1, B) Tratamento 2, C)
Tratamento 3 e D) Tratamento 4.

Corroborando esse resultado, Apperson e Cherian (2017) verificaram que
frangos de corte alimentados com racdo a base de milho e farelo de soja suplementado
com 15% de linhaca e 0,05% de enzima — celulase (5.600 U/g), xilanase(2.000 U/ g),
glucanase (1.200 U/g), mananase (800 U/g) e galactanase (100 U/g) —tiveram a altura
do vilo aumentada em aproximadamente 24,2%, mesmo comaumento da area de
absorcdo, os autores também constataram ndo haver diferencasno peso corporal,
ganho médio diario ou consumo de racdo durante a fase inicial ou de crescimento.

Macambira et al. (2021) destaca que o uso de enzimas exdgenas, como as
carboidrases, causam efeitos positivos sobre a morfometria intestinal. Roofchaei et al.
(2019) verificaram que a combinagao entre xilanase e fitase provocou aumento do
comprimento das vilosidades do jejuno. Liu et al. (2012) constataram que a xilanase,
quando inserida na racao a base de trigo, nao teve influéncia sobre a profundidade
das criptas (PC) e altura de vilosidades (AV) do duodeno, jejuno e ileo, mas teve a
capacidade de aumentar a relagao vilosidades:criptas no jejuno. Contudo, Jasim e
Fadel (2020) nao encontraram diferencas na morfometria intestinal de galinhas
poedeiras, alimentadas com ragdo a base de milho, farelo de soja e trigo suplementada
com um complexo de carboidrases que continha xilanase, glucanase e amilase.
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4.5.3. Determinacdo dos valores de energia metabolizavel

Foram determinados os valores de energia metabolizavel aparente (EMA) e
energia metabolizavel aparente corrigida (EMAc), expressos em kcal/kg de matéria
seca (MS) e Matéria natural (MN). A EMA e EMAc foram influenciadas pelos diferentes
niveis de inclusdo de extrato enzimatico de T. aurantiacus PI3S3, apresentando uma
diminuicao, comprovando, assim, a eficacia das enzimas, porém, essa diminuicao foi
branda, de modo que nao chegou a atingir o nivel do controle, como se pode observar
na Tabela 10.

Tabela 10 Energia metabolizavel aparente expressa em kcal/kg de matéria seca (MS) e Matéria natural
(MN) de excretas de frangos de corte tratados com extrato de T. aurantiacus PI3S3.

Tratamento EMA Kcal/KgMS  EMAc Kcal/Kg MS EMA, Kcal/MN EMAc, Kcal/MN

1 34973 3312a 3046a 2885a

2 3287c¢ 3084c 2837d 2662d

3 3391b 3184b 2928b 2749b

4 3362b 3162b 2885c¢ 2714c
EPM 24,38 20,59 21,1 17,82
CV (%) 0,72 0,65 0,72 0,65

P 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

A presenca de amoénia-N nas excretas, decorrente da desaminacdo de
aminoacidos, consiste em um indicativo de ma utilizagdo de proteinas, o que leva ao
comprometimento da conversao alimentar (LIU et al., 2021). Silva et al. (2008)
demonstram a minimizagdo na excrecao de minerais (fosforo, nitrogénio e cobre),
quando utilizados niveis baixos de proteina bruta e de fosforo disponivel em racao,
suplementada com fitase, destacando a diminuicdo na poluicdo ambiental causada
por tais minerais.

Ao contrario, o estudo de Apperson e Cherian (2017) demonstraram que o nivel
de linhaca e a suplementacao enzimatica — celulase (5.600 U/g), xilanase (2.000 U/ g),
glucanase (1.200 U/g), mananase (800 U/g) e galactanase (100 U/g) — nao
apresentaram efeito sobre o teor de matéria seca das amostras de digesta.
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4.6. Purificagcao

O extrato enzimatico bruto foi aplicado a uma coluna DEAE Sephadex, em que
foi semipurificado. Como se pode observar na Figura 10, houve ligacdo da enzima a
coluna, evidenciando que a enzima possui carga negativa no pH 7,2. Observa-se um
pequeno pico de proteinas inicial, as quais ndo sao de interesse, pois ndao tém atividade
pectinolitica, e um segundo pico que coincide com a atividade testada do tubo 89 ao

95, onde foi aplicado tampao NaCl 5 mM.
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Figura 10 Purificacdo parcial de uma poligalacturonase de T. aurantiacus PI3S3 através de coluna
cromatografica DEAE Sephadex.

Apos a purificacdo da enzima através da coluna cromatografica DEAE Sephadex,
obteve-se a recuperagao de 34 mL, a quantidade de proteinas diminuiu, assim como a
atividade total e a atividade especifica aumentou, resultando em um fator de
purificacao de 1,13; tais dados sao apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 Etapas de purificacdo de uma poligalacturonase de T. aurantiacus PI3S3.

Atividade
Etapa Volume Proteina Atividade especifica Recuperagdo Fator de
(mL) (mg) (U totais) (U/mg (%) purificagao (X)
totais)
Extrato Bruto 124 174 5.207 29,89 100 1

DEAE Sephadex 34 34,58 1.173,68 33,94 22,54 1,13
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Barreto (2016) também purificou uma poligalacturonase produzida pelo fungo
Chrysoporthe cubensis, aplicando seu extrato em cromatografia de troca idnica,
obteve um fator de purificacdo de 3,13 e posteriormente em sistema de FPLC (Fast
Protein Liquid Chromatography) em uma coluna Sephacryl S-200.

4.6.1. Eletroforese

De acordo com a eletroforese realizada, a amostra aplicada (A) demonstrou que
estava semipurificada e possui aproximadamente 39 kDa, comparando com o
marcador de peso molecular (M), como se pode observar na Figura 11A, fato
confirmado por meio do grafico gerado pelo software OriginPro, como se pode
observar na Figura 11B.
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Figura 11A Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE): Amostra semipurificada por DEAE
Sephadex. Simbolos: (M) marcador de peso molecular; (A) amostra pds DEAE.
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Figura 11B Massa molecular da poligalacturonase obtida a partir da analise de migragao de bandas
em SDS-PAGE.

Martins (2006) purificou uma poligalacturonase de T. aurantiacus cultivada em
fermentagdo submersa e estimou o valor de peso molecular em 35 kDa, préximo ao
peso verificado neste trabalho. O autor purificou a enzima por meio de aplicacao em
coluna de cromatografia de gel filtracao com gel Sephadex G-75 e posteriormente
procedeu a aplicacdo coluna de troca idnica SP Sepharose.

4.7. Energiade ativagdo

A energia de ativacao da reagao bioquimica catalisada pela pectinase em estudo
foi de 0,513 KJ/mol! (Figura 12).
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Figura 12 Grafico de Arrhenius para a determinacdo da energia de ativacao (Ea) da pectinase.

O valor de energia de ativacao de 0,513 KJ/mol! encontra-se abaixo dos
relatados por Mutlu et al. (1999) e Silva et al. (2014), os quais observaram energia de
ativacao de 9,316 kcal molt e 9,66 kl.mol, respectivamente. No entanto, baixas
energias de ativagao sao vantajosas em processos industriais, visto que isso acarreta
menores custos de produgao, uma vez que a energia necessaria para que a molécula
de substrato alcance o estado ativado no sistema reacional € menor (SILVA et al.,
2014).

4.8. Aplicacdo da PG no biopolimento do tecido denim (jeans)

A Tabela 12 mostra que a maior perda de peso ocorreu com o tratamento que
utilizou a enzima na concentragao de 5 U mL! (5,6%), semelhante ao tratamento com
3 U mL1(5,4%), indicando que esses tratamentos podem causar danos as fibras. Em
contrapartida, o tratamento com 1 U mL apresentou perda de peso de apenas 4%.

Tabela 12 Efeito da Poligalacturonase de T. aurantiacus na liberacdo de aglcares redutores e perda
de peso do jeans denim.

AcUcar redutor

0,
Tratamento (umol.mL-) Perda de peso (%)
Controle 0 2,4
PG1UmL! 11,8 £1,21 4,0
PG 3 U mL! 12,92 + 3,75 54
PG5 U mL! 59+ 1,40 5,6
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A degradacao do tecido é determinada normalmente pela diminuicao no peso.
Os resultados da aplicacao da poligalacturonase no biopolimento do tecido denim
(jeans) mostraram que ocorreu degradacao do tecido, consequente liberacdo de aglcar
redutor e diminuicdo no peso, como é comprovado na Tabela 12. E a perda depeso
ideal estd entre 3 e 5%, visto que valores superiores caracterizam uma degradacao
excessiva do tecido (SIMIC et al., 2015). Ocorre uma maior degradacdo da fibra
conforme se aumenta a concentracao enzimatica aplicada ao tratamento na mesma
propor¢ao, o que é confirmado na Figura 13. Os tratamentos enzimaticos foram
realizados sem agitagao, visto que a combinagao do tratamento mecanico e enzimatico
pode gerar danos as fibras (ESFANDIARI et al., 2014), ocasionando maiorperda de
peso e fragilidade da fibra, de modo que ocorre uma perda na forca do tecidoe também
na qualidade do fio, diminuindo, assim, seu valor econémico (BUSSLER et al., 2019).

A morfologia da superficie do tecido resultante do biopolimento tecidual pode
ser visualizado por microscopia eletronica de varredura. Assim, a Figura 13 ilustra que
todos os tratamentos resultaram no biopolimento do jeans, com reducao de
irregularidades e saliéncias na superficie das fibras, quando comparado ao tratamento
controle (Figura 13 A) e tecido nao tratado (Figura 13 B). O resultado do tratamento
com 1 U mL! (Figura 13 C) mostrou fibras mais homogéneas, indicando a geracado de
pouco dano a estrutura tecidual, quando comparado aos tratamentos com 3 e 5 U mL
1 (Figuras 13 D e 13 E).
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Figura 13 Microscopia eletronica de varredura de jeans tratados com poligalacturonase PI3S3 de T.
aurantiacus purificada. (A) Controle; (B) Denim ndo tratado; (C) Denim tratado com 1 U mL!; (D) Denim
tratado com 3 U mL%; (E) Denim tratado com 5 U mL1,

Os dados de perda de peso do jeans mostram o efeito total da retirada de
impurezas do tecido, ja os dados referentes as dosagens de agUcares redutores
denotam a eficacia da acdao enzimatica (BUSSLER et al., 2019). Bussler (2019) obteve
resultados similares, utilizando uma celulase (CelA) de C. crescentus, apresentando
dados como perda de peso de 2,43% e 2,17 (umol.mL) de aglcar redutor, além de
visualizacao no MEV revelando mudancas de morfologia, sofrendo remocao de
impurezas sem desbotamento e prejuizo do tecido.

Sabe-se que a acao das enzimas gera um melhor acabamento no jeans, pois,
nesse processo, ocorre a remogao das penugens e pelos presentes na superficie do
tecido, fato que pode ser observado na Figura 13, dando ainda a ideia de que, apos o
tratamento, a fibra passe a apresentar uma melhora na sua qualidade, aumentando
resisténcia, maciez e suavidade, além de melhor organizacao das fibras (BUSSLER
et al., 2019). Além disso, o uso de enzimas para tal tratamento tem como objetivo
principal substituir metodologias poluentes (EID et al., 2021).



42

5. CONCLUSAO

O fungo T. aurantiacus PI3S3 cultivado em meio Vogel, suplementado com 2%
de casca de maracujg, € um excelente produtor de enzimas com atividade de amilase,
celulase, invertase, pectinase e xilanase, as quais apresentam potencial para um gama
de aplicabilidades.

Em relacdo a aplicacao do extrato de T. aurantiacus na sacarificacao, observou-
se que houve atividade com os dois substratos testados (bagaco de cana e residuo de
milho). Porém, ocorreu maior liberacao de agUcares redutores no experimento com o
residuo de milho; essa aplicagao apresenta potencial futuro paraa produgao de etanol
de segunda geracao em escala industrial, visto que ndo tem matéria-prima poluente e
apresenta baixo custo.

Em relacdo a adicdo na racao de frangos in vitro, observou-se que o extrato
enzimatico realizou hidrélise de modo eficiente, aumentando a disponibilidade de
agucares. Embora esses resultados in vivo ndo tenham aumentado o ganho de peso
dos frangos de corte, foi notado o aumento nas vilosidades intestinais e a melhora na
energia metabolizavel das excretas.

Em relagao ao efeito da PG purificada no biopolimento do tecido denim, conclui-
se que a enzima hidrolisou de modo efetivo as imperfeigdes presentes na fibra. A
melhor concentragao a ser utilizada foi 1 U mL™, visto que realizou um acabamento
eficaz e nao degradou a fibra, de modo que tal enzima pode ser empregada no
biopolimento de tecidos, reduzindo custos e impacto ambiental, além de melhorar as
propriedades fisicas do tecido, apresentando uma superficie limpa e suave.

Desse modo, é possivel salientar que as enzimas produzidas pelo fungo T.
aurantiacus PI3S3 possuem um grande potencial de aplicacao industrial.
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RESUMO:

O vinho é uma bebida popular no mundo todo e a pratica de vinificacdo é uma técnica complexa de
elevadas operacdes convenientes as particularidades da uva para a fabricacdo do produto desejado. A
potencializacdo destas operacdes sucede-se por agées enzimaticas. Desta forma, essa revisdo objetiva
reunir evidéncias de estudos biotecnoldgicos que visam o uso das enzimas celulase, pectinase,
invertase e xilanase durante o processamento de vinhos. Essas macromoléculas apresentam uma gama
de valores industriais e agem em func¢do de promover melhorias na producdo de vinhos em etapas
como: fermentac¢do, maceracao, estabilidade, clarificacdo e extracdo de compostos fenélicos. Quando
em conjunto, algumas enzimas podem ter seus efeitos biotecnoldgicos intensificados. Entretanto, a
literatura cientifica carece de estudos sobre a otimizacdo de producdo enzimatica, o momento ideal
de aplicagdo de cada tipo de macromolécula, além de estudos voltados para melhoramento genético

e imobilizagdo, que busquem aperfeigoar a produgao e atividade enzimdtica.

PALAVRAS-CHAVE: vinho, vinifica¢do, enzimas, celulase, invertase, pectinase, xilanase.
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1. INTRODUCAO

A industria de vinho é uma das mais importantes em varias regidoes do mundo
(MAICAS, MATEO, 2020). O consumo moderado dessa bebida aumenta a
longevidade, reduz o risco de doencas cardiovasculares e nao influencia de maneira
significativa o risco geral de cancer (GIACOSA et al., 2016; TABORSKY et al., 2017).
A qualidade dos vinhos esta intimamente relacionada a aplicagdo de enzimas no
processo de vinificacdo. Enzimas sao macromoléculas com atividade de catalisadores
bioldgicos altamente especificos envolvidos na biotecnologia alimentar (MESHRAM et
al., 2019) e possuem aplicabilidade substituta para alguns produtos quimicos toxicos,
que estavam anteriormente envolvidos no processamento de vinhos (SATAPATHY et
al., 2020). As enzimas atuam no pré-tratamento, fermentacao, filtracdao, aromatizacao,
envelhecimento e armazenamento, ou seja, ao longo de todo o processo de formagao
de vinhos de frutas (OTTONE et al., 2020; YANG et al., 2020).

As enzimas melhoram a extracao de polifendis e as propriedades coloidais do
vinho (CAMARGO et al., 2016; KASSARA et al., 2019; MONTIBELLER et al., 2019).
Além disso, a acao enzimatica otimiza a clivagem dos polissacarideos (GAO et al.,
2019), contribui com a redugao do consumo de energia (YANG et al., 2020) e
proporciona uma ampla gama de efeitos, como maximizagao do rendimento do suco,
melhoramento da extragdo de compostos aromaticos, intensificacao do sabor e cor
em vinhos tintos, contribuicdo com a remocao de particulas coloidais indesejadas
dissolvidas, diminuicao da viscosidade e turbidez e consequente melhoramento o
processo de filtracao (ESPEJO, 2021).

1.1 Vinificacao

A vinificagdo é um processo microbiano complexo em que as leveduras,
principalmente Saccharomyces cerevisiae, consomem os aglicares presentes na uva
para dar origem ao etanol. Este processo é conhecido como fermentagao alcodlica e
leva a transformacao do mosto em vinho (BRIZUELA et al., 2019). O processo de
vinificacdo comega por incluir um elevado nimero de operagdes e técnicas de acordo
com as caracteristicas da uva e do tipo de vinho desejado (JORDAO et al., 2019). Seu
processo fundamenta-se desde a colheita da uva até seu engarrafamento e cada etapa
tem um impacto significativo no resultado do produto (UNTERKOFLER et al., 2020).
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Por sua natureza, as uvas tendem a apresentar graus relevantes de
heterogeneidade entre si, assim, é fundamental que o manipulador analise a qualidade
média do estado de salde e maturagdo da fruta (OSSORIO, TORRES, 2019). A sua
colheita pode ser realizada de forma mecanica ou manual, de acordo com o seu estado
fitossanitario e da destinagdo tecnoldgica (OLEJAR et al., 2016). Durante o transporte
da uva até a adega € necessario a conservacao em baixa temperatura (CROITORU,
RAPEANU, 2019).

Apds a colheita, é realizada a secagem e desidratacao da uva a fim de
complementar a maturagdo da fruta, aumentar o alcool potencial e melhorar a
composicao quimica e sabor (INGLIS et al., 2016; OSSORIO, TORRES, 2019). Em
seguida iniciara o processo de desengace e separacao da uva, que irdo assegurar a
separagao das bagas inteiras e exclusao da massa vegetal total do talo. Os mostos
passam, entdo, pelos processos de maceracao, tratamento enzimatico, protecao
antioxidante, bem como prensagem dos bagos para obter fracdes do sumo durante
um ciclo completo de prensagem (OLEJAR et al., 2016; RAPEANU, 2019). A
maceracao € o tempo durante o qual os vinhos sdo fermentados, na presenca da
matéria da uva, incluindo peliculas, polpa e sementes. Este processo é crucial para a
extracao de pigmentos (MCRAE et al., 2019) e pode incluir a aplicacao de enzimas. A
maceragao enzimatica tem como o objetivo extrair odorantes e seus precursores de
peliculas de frutas silvestres (OLEJAR et al., 2016; CROITORU, RAPEANU, 2019).
Durante a maceragao, compostos fendlicos sao extraidos das partes sélidas da uva,
0S quais sao responsaveis pela coloracdo do vinho (BAILON et al., 2019). Assim, a
maceracao é um dos processos mais importantes, conferindo as caracteristicas de
sabor ao vinho (GUZZON et al., 2020; JORDAO et al., 2019).

As atividades enzimaticas extracelulares das leveduras tém um papel relevante
na vinificacdo, liberando componentes aromaticos volateis de seus substratos e
estabilizando o vinho (CIANI, COMITINI, 2019). Enzimas hidroliticas, como as
pectinases, promovem a clivagem de constituintes do bagago (JACKSON, 2017). O
conjunto dessas acoes ira influenciar significativamente no processamento da uva, nas
propriedades sensoriais dos vinhos e clarificagao dos mostos livres. Vale ressaltarque
a modificacdo do perfil aromatico vinifico também esta intrinsecamente relacionado a
diferentes atividades enzimaticas (BRIZUELA et al., 2018; BRIZUELA et al., 2019).

O vinho recém-fermentado é protegido do oxigénio ou é permitido apenas uma

exposicao minima a essa molécula. Isso limita a oxidagdo indesejavel de compostos
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fendlicos e aromatizantes, além da deterioracdo microbiana. Varias semanas apds o
término da fermentacdo, o vinho é submetido a primeira trasfega para separar
quaisquer solidos que se tenham sedimentado durante a clarificagdo espontanea
(JACKSON, 2017).

Durante a maturacao, o excesso de didxido de carbono dissolvido escapa do
vinho, seus odores de fermento comegam a se dissipar € o material em suspensao se
estabelece. Alternativamente, o rendimento de etanol pode ser aumentado pela
utilizacdo de todo o material, que se beneficia pelo pré-tratamento com hidrodlise
enzimatica (DAVILA et al., 2017). Mudancas no aroma desde o inicio de processos
levam a um buqué (aromas terciarios) melhorado, esse procedimento pode comegar
durante a maturacdo, continuando esperancosamente durante o envelhecimento em
garrafa. Assim, por meio da acao de diferentes enzimas obtém-se o realce e a ampla
volatizacdo do aroma em vinhos (JIMENEZ et al., 2020; TAVERNINI et al., 2020; PATIL
et al., 2021).

2. OBJETIVO

Apesar do vasto uso enzima, ainda ha pouco conhecimento sobre a acao
especifica destas macromoléculas sobre as etapas da producdao de vinho. A
deficiéncia de informacao pode levar a inconsisténcias na eficiéncia da aplicacao
enzimatica por apresentar alvos pouco claros (GAO et al., 2019). Em razao disso, esta
revisao tem o objetivo de reunir evidéncias de estudos biotecnoldgicos que visam o
uso das enzimas celulase, pectinase, invertase e xilanase durante o processamento
de vinhos.

3. METODOS
Esse estudo de revisdo sistematica seguiu as recomendagdes do Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) juntamente,

com o cumprimento das orientacoes do Cochrane Handbook for Systematic Reviews
of Interventions, The Cochrane Collaboration.

3.1 Buscas estratégicas, selecdo dos estudos e extracédo de dados
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A revisdo sistematica foi atualizada em 18 de julho de 2021 identificados por
meio da Biblioteca Virtual, da base de dados ScienceDirect, Pubmed e Google
Académico, usando os descritores: studies biotechnological, biotechnological studies,
winemaking, invertase wine, wine invertase, xylanase wine, wine xylanase, cellulase
wine, wine cellulase*, enzyme wine, wine enzyme, pectinase wine, wine pectinase,
enzyme, enzymes, wine, combinados com os operadores booleanos AND e OR (de
acordo com o Apéndice 1 presente no material suplementar a estratégia de busca
completa). A restricdo de tempo foi pautada na busca das ultimas publicacOes,
utilizadas como alvo os artigos de vanguarda demarcados nos ultimos cinco anos. A
busca manual foi realizada por meio da pesquisa de artigos elegiveis na lista de
referencias bibliograficas dos estudos incluidos.

Foram incluidos estudos biotecnoldgicos, artigos originais, revisdes sistematicas,
estudos experimentais envolvendo acao biotecnoldgica de enzima em diferentes tipos
de vinhos, artigos publicados em periddicos e escritos no alfabeto romano. De forma
independente, dois autores realizaram a leitura de titulos eresumos, juntamente a
leitura de estudos na integra para a procedéncia de extracdo de dados. Em casos de
divergéncias, um terceiro revisor foi consultado. No apéndice 2 é possivel observar os
estudos sujeitos de exclusdo por ndo se enquadrem aos critérios vigentes a realizagao
dessa revisao sistematica.

4. RESULTADOS

Apds a realizacdo da pesquisa nas bases de dados, 331 publicacGes foram
potencialmente elegiveis identificas. Entretanto, apds a pré-selecao, foram realizadas
a remocao de duplicatas, a qual resultou em 312 estudos. Dentre esses, 34 foram
excluidos por ndo preencherem os critérios de inclusao. Restou-se um total de 278
estudos. Apds a leitura de titulos e resumos, foram selecionadas por fim 78 artigos,
que se enquadraram no foco principal da revisao sistematica proposta a ser realizada.
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FIGURA 1. FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE SELEGAO DOS ARTIGOS (PRISMA).

4. DISCUSSAO

As enzimas sao macromoléculas bem quistas durante o processamento de
vinhos, pois essa é uma das industrias mais repercutidas mundialmente, isso é
exposto nas Figuras 2 e 3.
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PRODUCAO MUNDIAL DE VINHO (HL)

- EUropa Outros

FIGURA 2. COMPARACAO ENTRE A PRODUCAO DE VINHO NA EUROPA E MUNDIAL (Adaptado de OIV,
2020).

FIGURA 3. PRODUCAO MUNDIAL DE VINHO (O1V, 2020).

A Figura 2 expde a curva heterogénea da fabricagdo de vinhos durante os
ultimos anos. Quando comparado a Figura 3, observa-se uma divergéncia entre o
mercado europeu e mundial na questao da vinicultura (OIV, 2020).

As enzimas podem ser aplicadas durante varias etapas do longo processo de
vinificacao, como é descrito na Figura 4. Estudos apontam que quando em conjunto,
as suas agoes podem ser atenuadas ou acentuadas (ESPEJO, 2021).
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FIGURA 4. APLICACAO ENZIMATICA NO PROCESSO DE VINIFICAGAO.

No que tange ao consumo de vinho, os consumidores estao cada vez mais
exigentes, desse modo, além das praticas enoldgicas, enzimas vém sendo
empregadas no processo de vinificacao para otimizar o desempenho e aumentar a
qualidade final do produto (MACHADO, 2019). As enzimas comerciais podem ser
utilizadas e proporcionar varios efeitos benéficos, tais como, maximizagdao do
rendimento do suco, melhoraria da composigao quimica, bem como de aroma e sabor,
otimizagdo na extracdao de cor no caso de vinhos tintos, remocao de particulas
indesejadas e outras (ESPEJO, 2021).

4.1 Celulase

A celulase é uma enzima que hidrolisa a celulose em aclcares simples e pode
ser produzida a partir de microrganismos (GHAZANFAR et al., 2019). Fazem parte de
um grupo importante de enzimas industriais que possuem varias aplicacdes (HMAD
et al.,, 2017), como na fabricacao de vinho (NUNES, 2018). Nesse sentido, essa
macromolécula catalisa a hidrolise de polissacarideos estruturais da parede celular da
uva, degradando a celulose (CLAUS, MOJSOV, 2018) e auxilia na liberacao de
compostos bioativos, potencializando a recuperagdo de fenodis e antocianinas, que de
outra forma seriam perdidos nos residuos da prensagem (MAGRO et al., 2016). Elas
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agem de forma a promover melhoria na fermentagao, maceracao e extracao da cor
das uvas, aumento da qualidade, estabilidade e aroma dos vinhos além de clarificacao
(DARRA et al., 2016; BEHERA et al., 2017), e melhor extracao de compostos fendlicos
das uvas (BUENO et al., 2020).

O principal proveito da celulase na vinificacdo, esta relacionado a etapa de
maceracao (ESCRIBANO et al., 2017). Sua acao resulta em uma melhor extracao da
cor das uvas, aumento da qualidade, estabilidade, clarificacao e aroma dos vinhos
(BEHERA et al.,, 2017). Os efeitos durante a maceracao podem ainda ser
consideravelmente melhorados, quando em conjunto com outras enzimas, como a
glucanase e pectinase. A celulase também se mostrou como uma ferramenta eficaz
durante o tratamento de hidrdlise dos compostos polifendlicos poliméricos e/ou
liberacdao de suas ligagOes estreitas as matrizes de celulose (MARTINS et al., 2016).
Além disso, esse efeito foi potencializado em outro estudo, quando a combinou com
a pectinase (MEINI et al., 2019). Pois, em conjunto elas despolimerizam até as peliculas

ricas em hemicelulose revestidas com pectina (ZIETSMAN et al., 2017).
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FIGURA 5. HIDROLISE DA CELULOSE PELA AGAO DE CELULASES (Kumar et al., 2008).

4.2 Invertase

A levedura Saccharomyces cerevisiae é a fonte mais significativa de pB-

frutofuranosidase (EC 3.2.1.26), comumente conhecida como invertase, pertencente
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a familia GH32 das glicosil hidrolases (MARGETIC, VUICIC, 2017; TOLEDO et al., 2019;
SINDHU et al., 2021;). A maior quantidade de invertase esta localizada no espaco
periplasmatico da levedura (MARGETIC, VUICIC, 2017) e desempenha um papel
fundamental no controle da diferenciacao e desenvolvimento celular (TOLEDO et al.,
2019). Essa enzima € responsavel pela clivagem de sacarose produzindo D- glicose e
D-frutose (LINCOLIN, MORE, 2017; TOLEDO et al., 2019), como exposto na Figura 5,
sendo utilizada na industria alimenticia como enzima solivel ou imobilizada
(MARGETIC, VUICIC, 2017).
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FIGURA 6. HIDROLISE DA SACAROSE PELA INVERTASE (Pereira, 2010).

A catalise da hidrdlise irreversivel da sacarose libera glicose e frutose (XIE et al.,
2018), que podem ser utilizadas pelos microrganismos durante a fermentacao alcodlica
para produzir etanol (TRAN et al., 2020). Devido a isso, é considerada comoenzima
chave do metabolismo do agucar nas uvas (HOVASSE et al., 2016).

Um estudo apontou beneficios na vinicultura, ao induzir a producao de invertase
por S. cerevisiae na baga de uvas, os resultados expdem maiores indices fendlicos
totais, maiores teores de antocianinas e menor acidez titulavel (HAN et al., 2019). Além
disso, por ser uma proteina, a invertase pode ser utilizada para quantificagdo desse
tipo de macromolécula durante a fabricacao de vinho, podendo ser aplicada em testes
que verificam a qualidade da bebida (CONDE et al., 2017). Dessa forma, um
nanosensor pode ser utilizado para detectar presenca de S. cerevisiae viva e outras
leveduras gracas a producao desta enzima (FALCAO et al., 2020).

4.3 Pectinase
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Os métodos tradicionais de processamento de vinho de frutas geralmente
comegam processando a fruta em suco, esmagando-a, pressionando o suco cru turvo
e filtrando o residuo. Este processo geralmente é realizado por meio de prensas
mecanicas (YANG et al., 2020). Porém, devido a presenca da pectina, nem sempre se
consegue um alto indice de rendimento (SATAPATHY et al., 2020). Com isso, as
pectinases sao amplamente empregadas, pois essas enzimas irdo despolimerizar a
pectina como resultado de reacOes de desesterificacdo e hidrolise (MONTIBELLER et
al., 2019; RIVERA et al., 2021). A utilizagdo destas enzimas favorecera menores custos
para a vinicultura (BELDA et al., 2016; OTTONE et al., 2020), além de favorecer
melhorias sob as propriedades sensoriais e tecnoldgicas do vinho (MERIN, AMBROSINI,
2018) e melhorias na extragao e clarificagao da polpa (JIANG et al., 2020), facilitando
a liberacdo de compostos fendlicos (BELDA et al., 2016; CHENG et al., 2016). Devido a
isso, as pectinases sao consideradas ferramentas biotecnoldgicasque estdo sendo
amplamente utilizadas em varias industrias.

As pectinases hidrolisam o polimero de pectina de forma mais eficiente do que
outros grupos de enzimas. Suas agdes também sao mais especificas por pertencerem
a um grupo heterogéneo de enzimas denominadas poligalcturonases (PGs),
pectinesterase (PE) e pectina liase (PL) (SATAPATHY et al., 2020; VERMA et al., 2018).
As pectinases sdo as enzimas emergentes da industria de biotecnologia, com 25% de
participacao no mercado mundial de enzimas para alimentos e bebidas (YANG et al.,
2020; ZHANG et al., 2021). A incidéncia do uso dessa macromolécula é proveniente da
sua capacidade de alteracao do aroma, cor, e capacidade de antioxidacao sobre o
vinho de frutas (MA et al.,, 2018; ROLLERO et al., 2018). O uso de preparacoes
enzimaticas com pectinases na vinificacdo promoveu aumento das contribuicdes de
polissacarideos de alto peso molecular ricos em manose e glicose, além de remocao
de polissacarideos ricos em arabinoses de tamanho intermediario (KASSARA et al.,
2019). Consequentemente, as pectinases sao consideradas como biomoléculas
vitalmente imperativas e ainda um artificio ndo tdxico, com amplo potencial de
aplicacao (GUAN et al., 2020; SATAPATHY et al., 2020).

Um estudo ressaltou que a utilizacggo da pectinase exibiu resultados
promissores, como maior rendimento do vinho e maior teor de fendlicos totais (JIANG
et al., 2020), motivada a sua ampla acdo em meio acido (AHMED, SOHAIL, 2020).
Entretanto, a presenca dessa enzima também promoveu maior producdo de acido
acético e prejuizo significativo da levedura, perda de pigmento de betacianina e
intensidade de cor. Os niveis do conteddo fenolitico total (TPC) ou capacidade
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antioxidante total (TAC) foram elevados, todavia, apds a fermentacdo alcodlica, os
niveis desses dois marcadores foram respetivamente diminuidos, resultado que sugere
que os efeitos na liberacdao de compostos fendlicos dependem em grande parteda matriz
alimentar (JIANG et al., 2020). Outros estudos ressaltam a obtencao de maiores
rendimentos intrinsecamente relacionada com baixas temperaturas durante oprocesso
de fermentacdo do vinho (MARTIN et al., 2019; YANG et al., 2020). Tais resultados
destacam essa molécula como uma opcao promissora para aplicacaona viticultura
(BENITO, 2020).
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FIGURA 7. HIDROLISE DA PECTINA ATRAVES DA AGCAO DE PECTINASES.(Catarina, 2013)
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4.4 Xilanase

As xilanases (EC 3.2.1.8, B-1,4-D-xilan-xilanohidrolase) despolimerizam o
polissacarideo linear xilano (ou xilana) para liberar D-xilose, resultando na degradacao
da hemicelulose presente na parede celular de plantas (DAS et al., 2016).
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FIGURA 8. HIDROLISE DA XILANA PELA XILANASE (SUN et al., 2012).

Em razao disso, a xilanase é amplamente utilizada em alimentos fermentados
para conferir sabor, aroma e textura desejavel (SAKANDAR et al., 2020), essa enzima
possui um baixo custo de producao, sendo visada para aplicacao industrial (BHARTI et
al., 2019). Sua acao pode ser potencializada quando em conjunto com as
pectinases (DAS et al., 2016) e com celulase em processos industriais (BAJAJ,
MAHAJAN, 2019).

No processamento de vinhos, a sua utilizacao auxilia na melhor extragao de
acUcares fermentaveis por meio da degradacdo da viscosidade da uva (NIGAM et al.,
2018). Sua atividade em pH baixo torna esta enzima particularmente Util em aplicagdes
potenciais que requerem esta condicao, como para aumentar o sabor do vinho
(FAUNDEZ et al., 2019).

Além da aplicabilidade ja conhecida de determinadas enzimas, alguns autores
usam compostos multienzimaticos, que possuem uma aplicagdo mais abrangente
(MONTIBELLER M. J. 2019; CAMARGO A. C. 2016). Outros ainda, estudam formas
de melhorar a utilizacao das enzimas através de imobilizagdo, a qual permite uma
maior eficiéncia e possibilidade de reutilizacdo tornando o catalisador recuperavel, isso
gera impacto na viabilidade do processo pela reducao de custos em relacao ao uso de
enzimas, sem interferir na qualidade do produto (OTTONE et al., 2020).

Enzima Processo Vantagem da aplicagdo da enzima Autor/ ano
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DARRA et al.,
Fermentagao Melhora o aroma a cor do vinho. 2016; BEHERA et
al., 2017
Gera aumento do rendimento e liberagdo MAGRO et al.
Maceragao de compostos bioativos, potencializando 2016; ESPEJO,
Celulase a recuperagdo de fendis e antocianinas. 2021
Melhora o processo de filtragdo devido a
WSS diminuicdo de viscosidade e turbidez. ESPEJO, 2021
Clarificacao Otimiza o processo de clarificacao. ESPEJO, 2021
Cultivo Diminui ?qdez apresenta rna!or indice HAN et al., 2019
fendlico total e antocianinas.
Testes de qualidade do Pode ser utilizada como padrao para CONDE et al.,
Invertase vinho deteccdo de proteinas. 2017
. Nanosensores podem detectar a presenca
Testes de qualidade do L FALCAO et al.,
. de S. cerevisiae viva e outras leveduras
vinho ~ . 2020
gracas a produgao dessa enzima.
SATAPATHY et al.,
2020; VERMA et
Hidrolise especifica da pectina. Aumenta | al., 2018; ESPEJO,
o rendimento do vinho, promove 2021; JIANG et al.,
~ clarificagdo, maior rendimento e maior 2020; MERIN,
Maceragao L) . :
teor de fendlicos totais, além da AMBROSINI, 2018;
otimizagdo na produgao e melhora nas MA et al., 2018;
propriedades coloidais. GU et al., 2018;
ROLLERO et al.,
2018
Pectinase Fermentagao Melhoramento de aroma e cor. DARRA et al., 2016
Melhora o processo de filtragdo devido a
Trasf ESPEJO, 2021
rastega diminui¢do de viscosidade e turbidez. SPEJO, 20
Otimiza o processo de clarificacdo
- auxma.ndo na extra?gao, aum.entarjdo o OTTONE et dl.,
Clarificagao rendimento, facilitando a filtracdo e
3 . 2020
acentuando o sabor, além de reduzir a
viscosidade e turvagdo.
Xilanase Vinificagdo Diminuic¢do do custo. Al Gl

2019




65

Possui agdo sinérgica com outras enzimas
promovendo: otimiza¢do na degradagdo

Maceragdo da parede celular, aumento do Hellelp il dal

rendimento e da estabilidade do suco e 2013
destintamento.
Possui potencial de FAUNDEZ et al.,
aplicacdo em reacdes que Aumenta aroma e sabor. 5019

necessitam de pH baixo

QUADRO 1: VANTAGENS DA APLICACAO ENZIMATICA NO PROCESSO DE VINIFICACAO
SEGUNDO DIFERENTES AUTORES.

CONCLUSAO

Observou-se que as quatro enzimas estudadas, celulase, pectinase, invertase
e xilanase, possuem aplicabilidade na industria vinicola, proporcionando muitos
beneficios ao vinho, tais como: aumento da clarificagdo e do rendimento, maior
liberacdo de compostos bioativos que potencializam a recuperacdao de fendis e
antocianinas, diminuicao da acidez e melhora das propriedades organolépticas como
textura, sabor e aroma como se pode observar no quadro 1.

Além disso, foi verificado que os compostos enzimaticos contendo diferentes
macromoléculas, que trabalham concomitantemente, apresentaram um melhor
desempenho, sendo que sua agao simultédnea é de fato vantajosa. Porém, pouco se
sabe em relacao a concentracao ideal de aplicacdo de cada enzima e momento ideal
de aplicacdo. Dessa forma, ainda existe a demanda de estudos sobre otimizacao de
producdo enzimatica, combinacdo proporcional ideal entre as enzimas e momento ideal
de aplicagdo de cada tipo de macromolécula, além de estudos voltados para
melhoramento genético e imobilizacdao, que busquem aperfeicoar a producao e
atividade enzimatica.
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