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Resumo: O uso de residuos industriais para producao de produtos de valor agregado ¢ de
grande interesse, pois estes sdo descartados no meio ambiente, poluindo-o. Dentre esses
produtos, as quitinases, que tém a capacidade de clivar quitina, tém destaque quanto sua
aplicacao biotecnoldgica. Neste contexto, o fungo A. niveus foi capaz de produzir quitinases
utilizando residuos da industria pesqueira e téxtil em fermentagdo submersa (FSbm) e em
estado solido (FES). Os residuos de camarao cinza e crisalida de bicho-da-seda propiciaram
as maiores produgdes de quitinases em FSbm (0,14 U mL™) e FES (6,51 U g de substrato),
respectivamente, apos 96 h de cultivo. Assim, demonstrou-se o potencial do uso de residuos
industriais na producdo de quitinases, reduzindo o impacto ambiental que estes causariam.

Palavras-chave: Aspergillus; Fermentagdo em estado solido; Fermentacdo submersa;
Quitinase; Residuos industriais.

Use of fishing and textile industry residues in the production of chitinases by Aspergillus
niveus in submerged and solid-state fermentation

Abstract: The use of industrial waste for production of value-added products is of great
interest, as these are discarded in the environment, polluting it. Among these products,
chitinases, which have ability to cleave chitin, stand out in terms of their biotechnological
application. In this context, the fungus 4. niveus was able to produce chitinases using residues
from the fishing and textile industry in submerged (SbmF) and in solid-state fermentation
(SSF). The residues of gray shrimp and silkworm chrysalis provided the highest chitinases
production in SbmF (0.14 U mL™) and SSF (6.51 U g of substrate), respectively, after 96 h
of cultivation. Thus, the potential of using industrial residues in the production of chitinases
was demonstrated, reducing the environmental impact they would cause.

Keywords: Aspergillus; Chitinase; Industrial waste; Solid-state fermentation; Submerged
fermentation.

Introducio

A quitina € o segundo polissacarideo mais abundante no planeta. No entanto, apesar de
sua grande disponibilidade, a quitina permanece relativamente subaproveitada. Esse
polissacarideo, que constitui pelo menos 70% do peso seco de mariscos e pupa de insetos, €
incinerado e descartado em aterros, poluindo a atmosfera e os len¢dis d’agua subterraneos [1].

Assim, os residuos industrias constituidos de quitina, como os gerados pela industria
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pesqueira e téxtil, necessitam de alternativas para seu uso, por exemplo, como substratos em
processos fermentativos para a produgdo de enzimas por microrganismos, destacando-se os
fungos filamentosos. Dentre as enzimas microbianas, as quitinases merecem destaque devido
seu potencial biotecnologico, podendo ser aplicadas em diferentes areas, como na medicina,
na agricultura, nas industrias de alimentos e farmacéutica. Ainda podem ser utilizadas como
bioinseticidas. As quitinases (EC 3.2.1.29) sdo glicosilhidrolases capazes de clivar as ligagcdes
B-1,4 entre as unidades de N-acetilglicosaminas da quitina [2]. A produ¢o destas enzimas por
fungos filamentosos pode ser obtida utilizando a fermentacdo em estado solido (FES) e a
fermentagdo submersa (FSbm). A FES ¢ realizada em substratos s6lidos como madeira, palha
e outros residuos florestais ou subprodutos agricolas, e a FSbm, mais comumente utilizada no
ambito industrial, ¢ conduzida em meio liquido suplementado com uma fonte de carbono,

como os residuos industriais.

Objetivos
Utilizar os residuos da industria pesqueira e téxtil na producdo de quitinases pelo

fungo Aspergillus niveus em FSbm e em FES..

Material e Métodos
Producio de quitinases em fermentacao submersa (FSbm)

As FSbm foram realizadas com 25 mL de meio Minimo - MM [3], com pH inicial 6,0,
acrescidos de 1% (m/v) de residuos da industria pesqueira, como cascas e cabecas de
camardo-rosa (Farfantepenaeus paulensis) e de camarao cinza (Litopenaeus vannamei), secas
e ndo trituradas, ou de residuos da industria téxtil, como crisalidas de bicho-da-seda (Bombyx
mori) secas, trituradas ou em p6. Os meios foram autoclavados e inoculados com 10° esporos
mL™" do fungo 4. niveus. Depois, os cultivos foram conduzidos a 30 °C sob agitagdo de 100
rpm por diferentes periodos de tempo (24-144 horas). Apdés o periodo de incubagdo, os
cultivos foram filtrados a vacuo com papel filtro, obtendo-se o filtrado livre de células, que foi

utilizado para determinagdo da atividade quitinasica extracelular.

Producio de quitinases em Fermentacio em Estado Solido (FES)
As FES foram preparadas com 2,5 gramas de crisdlidas de bicho-da-seda trituradas,
cascas ¢ cabegas de camardo-rosa ¢ de camarao cinza. A fermentagdo foi conduzida

utilizando-se agua destilada na propor¢do de 1:1 (m/v) como agente umectante. Prontamente,
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os meios foram autoclavados e inoculados com suspensdo de esporos contendo 10° esporos
mL™" de A. niveus. Em seguida, os cultivos foram incubados em estufa a 30 °C por diferentes
periodos (24-144 h). Apds os tempos de fermentagdo, foi adicionado 50 mL de agua destilada
e agitados para extragdo de quitinases. Posteriormente, os conteudos foram filtrados a vacuo

com papel de filtro. O filtrado foi utilizado para determinacdo da atividade quitinésica.

Determinacio da atividade quitinasica

A determinacio da atividade quitindsica foi realizada utilizando-se 1 mmol L™ do
substrato sintético 4-nitrofenil-B-D-N-acetilglucosamina (pNP-GlcNAc) (Sigma®) em tampdo
Mcllvaine, pH 5,6. A mistura de reacdo foi mantida a 65 °C. Uma unidade de atividade
enzimatica (U) foi definida como sendo a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 1

pumol de substrato por minuto, nas condigdes de ensaio.

Resultados e discussio

Analisando a Figura 1A, pode-se observar que a maior producao quitinasica em FSbm
(0,14 U mL™) foi obtida no tempo de cultivo de 96 h, utilizando cascas e cabecas de camardo
cinza como substrato, seguida pela produgdo obtida com a utilizagao de cascas e cabegas de
camardo rosa (0,12 U mL™) no mesmo periodo. Com relagio a produgdo de quitinase em
FES, ¢ possivel observar na Figura 1B, que a maior producao enzimatica foi obtida na
presenca de crisalidas trituradas com 96 h de cultivo (6,51 U g™ de substrato), seguida pela

obtida com o uso do camardo cinza, no mesmo periodo (4,03 U g de substrato).
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Figura 1. Influéncia de diferentes substratos e tempos de cultivo na producdo de quitinases por 4.
niveus em FSbm (A) e em FES (B). Simbolos: (m) Camarao rosa; (e) Camario cinza; ( A) Crisalida triturada;
(V) Crisalida em po.
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As quitinases fingicas sdo proteinas produzidas na presen¢a de um indutor. Quando ha
quitina no meio ocorre a producdo de quitinases pelo fungo, uma vez que, o microrganismo
utiliza esse biopolimero como fonte de carbono [4]. Com base nisso, foram testadas as cascas
de camardo e crisalidas de bicho-da-seda como fontes de carbono, pois pelo menos 70% do
peso seco destes materiais ¢ constituido de quitina [5, 6]. O tempo de cultivo de um
microrganismo influencia diretamente em sua produgdo enzimatica. Em um periodo de
cultivo muito curto, o microrganismo encontra-se na fase de crescimento vegetativo; ja em
um periodo muito longo, pode ocorrer um declinio da produgdo enzimatica devido, por
exemplo, a escassez de nutrientes [7].

Outros autores relataram a producdo de quitinase em FSbm utilizando residuos
agroindustriais como fontes de carbono. Brzezinska e Jankiewicz 2012 [8] cultivaram o fungo
A. niger LOCK 62 por 144h em meio contendo cascas de camardo, enquanto Alves et al. 2018
[9] descreveram a produgdo dessa enzima por 4. niveus com cultivo de 192 h utilizando
quitina de casca de caranguejo.

O substrato crisalida em p6 ndo foi utilizado na FES, uma vez que sua granulometria
bastante reduzida proporcionaria sua compactagdo, impedindo que o fungo utilizasse a fonte
de carbono eficientemente, resultando em seu baixo crescimento [10]. O uso de diferentes
substratos tem sido reportado para producao de quitinase em FES. Thadathil et al. 2014 [11]
utilizaram o farelo de trigo suplementado com caldo de camardao feito a partir do
processamento das cascas, da cabeca e do corpo deste crustaceo, para indugdo da produgdo de
quitinases pelos fungos 4. flavus CFR 10 e Fusarium oxysporum CFR 8 com tempo de cultivo
de 190 h. Rustiguel et al. 2012 [12] utilizaram crisalida seca de bicho-da-seda para produgao
de quitinase pelo fungo Metarhizium anisopliae em FES com tempo de cultivo de 9 dias. E
possivel observar que os tempos de cultivo em FSbm e FES foram relativamente superiores
aos identificados neste trabalho, destacando a importancia da pesquisa em questdo, pois as
industrias buscam microrganismos que possam produzir enzimas em alta concentracdo em

menor tempo possivel, otimizando, assim, o processo de obtengdo das enzimas.

Conclusées
O uso de residuos da industria pesqueira e téxtil foi eficiente para a produgdo de
quitinases por A. niveus em tempos relativamente curtos de fermenta¢do, menores do que os

relatados na literatura. Adicionalmente, o uso desses residuos poderia reduzir o custo da
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producado desta enzima e, eventualmente, diminuir o impacto ambiental decorrente do descarte

destes residuos no ambiente.
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