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RESUMO

A quitina é um biopolimero presente nos exoesqueletos dos artropodes e nas paredes
celulares fangicas, sendo o segundo polissacarideo mais abundante no planeta. Contudo,
sua utilizacdo com a finalidade de obtencdo de produtos com maior valor agregado ainda
é reduzida. Residuos ricos em quitina produzidos pela industria pesqueira de camardo
podem ser aproveitados ao invés de serem descartados no meio ambiente. A hidrolise
enzimatica da quitina utilizando quitinase permite a obtencéo de produtos de maior valor
agregado. Com base nisso, 0 objetivo foi encontrar as melhores condi¢des de cultivo para
a producdo de quitinase por Aspergillus niveus utilizando residuos de camardo-de-sete-
barbas em fermentacdo em substrato solido (FSS). O uso de 2 g de cascas de camardo
com dimens@es de 2-5 mmz2 como substrato proporcionou a maior producao quitinasica
(4,8 U g de substrato™?) em 144 h de cultivo. A dgua de torneira na proporgdo de 1:2 (m/v)
foi o melhor agente umectante para a produgdo enzimatica. A maior atividade da
quitinase foi obtida em pH 5,0 a 65°C. Concluindo, o uso de cascas de camardo € uma
boa alternativa para a producdo de quitinases por A. niveus em FSS, indicando um
possivel uso deste biomaterial, minimizando, assim, o impacto ambiental decorrente do
seu descarte.

Palavras-chave: quitinase, fungo filamentoso, fermentagdo em substrato sélido, casca de
camargo.

ABSTRACT

Chitin is a biopolymer present in arthropod exoskeletons and fungal cell walls, being it
the second most abundant polysaccharide on the planet. However, its use for the purpose
of obtaining products with greater added value is still limited. Chitin-rich waste produced
by the shrimp fishing industry can be better disposed of than discarded into the
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environment. The enzymatic hydrolysis of chitin using chitinase allows obtaining
products with greater added value. Based on this, the objective was to find the best
growing conditions for the production of chitinase by Aspergillus niveus using residues
of seven-bearded shrimp in solid-substrate fermentation (SSF). The use of 2 g of shrimp
shells with dimensions of 2-5 mm? as substrate provided the highest chitinase production
(4.8 U g of substrate™) in 144 h of cultivation. Tap water at a ratio of 1:2 (w/v) was the
best moistening agent for enzyme production. The highest chitinase activity (4.8 U g of
substrate) was obtained at pH 5.0 at 65°C. In conclusion, the use of shrimp shells, waste
from the fishing industry, is a good alternative for the production of chitinases by A.
niveus in SSF, indicating an alternative path to the use of this biomaterial, thus
minimizing the environmental impact resulting from its disposal.

Keywords: chitinase, filamentous fungus, solid-state fermentation, shrimp shell.

1 INTRODUCAO

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante no planeta, estando presente,
principalmente, nos exoesqueletos de artropodes e nas paredes celulares flngicas
(GUERRERO-RODRIGUEZ et al., 2021). No entanto, apesar de sua grande
biodisponibilidade e seu potencial biotecnoldgico, a quitina permanece subaproveitada
(ZHANG et al., 2021). A hidrdlise enzimatica com o uso de quitinases é uma das
alternativas para obtencéo de produtos de maior valor agregado a partir deste substrato.

As quitinases (EC 3.2.1.29) sdo glicosilhidrolases capazes de clivar
especificamente as ligagcdes B-1,4 entre as unidades de N-acetilglicosaminas da quitina
(STOYKOQOV; PAVLOV; KRASTANOQV, 2015). Os principais produtores dessa enzima
sd0 0S organismos que possuem quitina no seu exoesqueleto, como insetos e crustaceos,
ou na parede celular, como fungos e algas, entre outros (GUERRERO-RODRIGUEZ et
al., 2021; QUEIROZ; DE SOUSA, 2020).

De forma geral, as quitinases podem ser aplicadas na agricultura, por exemplo, no
controle de fitopatdgenos e pragas herbivoras, uma vez que os insetos e fungos possuem
quitina em sua estrutura (OYELEYE; NORMI, 2018). Podem ser utilizadas ainda no
tratamento de residuos industriais ricos em quitina, como cascas de camarao, caranguejo
e lagosta, obtendo um produto de maior valor agregado e minimizando o impacto
ambiental que esses residuos causariam (OYELEYE; NORMI, 2018), e na producéao de
quito-oligossacarideos, acucares que podem ser utilizados como aditivo alimentar para
diabéticos, ja que ndo sdo metabolizados pelo sistema digestério humano. Além disso,
possuem acdo antitumoral, antioxidante e podem ser empregados como adjuvantes no
tratamento de doencas de pele (DE AVILA FILHO et al., 2020).
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A producéo e aplicacdo de enzimas microbianas, em especial as produzidas por
fungos filamentosos, é vantajosa, uma vez que sua producdo independe de fatores
sazonais. Além disso, podem ser produzidas utilizando substratos de baixo custo como,
por exemplo, residuos agricolas gerados na plantacdo de cana-de-agucar, trigo, arroz,
entre outros, e residuos da industria pesqueira, como aqueles provindos do camarao, da
lagosta e do caranguejo (QUEIROZ; DE SOUSA, 2020; HAJJI et al., 2014),
principalmente utilizando a tecnologia de fermentacdo em substrato solido (FSS).

A FSS tem como vantagem a auséncia de formacdo de espuma, menor demanda
de energia, simplicidade do meio e facilidade no controle de contaminacéo,
proporcionada pela auséncia de agua livre no cultivo. A producéo de enzimas por fungos
filamentosos utilizando FSS tem sido reportada por diferentes autores. Por exemplo,
estudos mostram que fungos como Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, Aspergillus
awamari, Aspergillus ficuum e Trichoderma harzianum sdo potenciais produtores de
protease, xilanase, pectinase, fitase e celulase em FSS (ARORA et al., 2018; SELO et al.,
2021). A producéo de quitinases por fungos também tem sido avaliada utilizando a FSS
como, por exemplo, para Trichoderma koningiopsis UFSMQ40 (BALDONI et al., 2020),
Metarhizium anisopliae IBCB 348 (AITA et al., 2019) e Trichoderma virens
(RACHMAWATY et al., 2018), entre outros.

De acordo com o exposto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de
producdo de quitinases pelo fungo filamentoso Aspergillus niveus utilizando residuos da
industria pesqueira, especificamente as cascas de camardo-de-sete-barbas, como
substratos na FSS, tendo em vista que este fungo ja teve seu potencial de producdo de

quitinases observado em fermentacgdo submersa (ALVES et al., 2018).

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MICRORGANISMO

O fungo filamentoso A. niveus, armazenado na micoteca do Laboratorio de
Microbiologia da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto/SP - USP
foi mantido em meio BDA (batata-dextrose-agar), previamente autoclavado a 120 °C por
30 min. As culturas foram mantidas a 30 °C por até 7 dias e, em seguida, armazenadas

em geladeira a 4 °C até o uso.
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2.2 OBTENCAO E PREPARACAO DAS CASCAS E CABECAS DE CAMARAO

As cascas e cabecas de camardo-de-sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri) foram
cedidas por microempreendedores na venda de crusticeos localizados no “Mercaddo
Central” na cidade de Ribeirdo Preto/SP. Apos recepgao destes substratos, estes foram
lavados com agua de torneira corrente. Posteriormente, as cascas e cabecas de camarao-
de-sete-barbas foram colocadas em estufa de circulacdo de ar a 50 °C por 48 h para secar.
Apos esse tempo, foram trituradas com o auxilio de graal e pistilo e/ou manualmente até
as particulas terem tamanho menor que 1 mm2, entre 1 e 2 mmz2, e entre 2 e 10 mm2,
mensuradas com auxilio de peneiras com 0s poros nos respectivos tamanhos, sendo
armazenadas a temperatura ambiente, em recipientes de vidro hermeticamente fechados,
até o uso.

A desproteinizagdo das cascas de camarao-de-sete-barbas foi realizada por fervura
em agua destilada ou imersdo em hidroxido de sodio (1 mol L) por até 2 h, ambos
adicionados na proporcdo de 15 mL g de substrato. Apos diferentes tempos de
tratamento, os substratos foram filtrados com o auxilio de uma bomba a vacuo e lavados
com &gua destilada. Em seguida, foram colocados em estufa de circulacdo de ar a 50 °C

para secagem por 48 h.

2.3 CULTIVO EM FERMENTAQAO EM SUBSTRATO SOLIDO

Inicialmente, as FSS foram realizadas utilizando de 1 a 5 g de cascas e/ou cabecas
de camarao-de-sete-barbas trituradas em diferentes granulometrias (menor que 1 mm2
entre 1 e 2 mmz, e entre 2 mm2 e 10 mm2), e umidificadas, separadamente, com solucgdes
de sais de Khanna (KHANNA; SUNDARI; KUMAR, 1995), de SR (RIZZATTI et al.,
2001), de Meio Minimo (HILL; KAFFER, 2001), de elementos tracos (HILL; KAFFER,
2001), 4gua de torneira e 4gua destilada, em diferentes propor¢des em relacdo ao substrato
(2:0,5 a 1:3 m/v). Prontamente, os meios foram autoclavados a 120 °C por 30 min e,
posteriormente, inoculados com uma suspenséo de esporos contendo 106 esporos mL™.
Apos inoculados, os cultivos foram mantidos a 30 °C por diferentes periodos (24-240 h)
em estufa com umidade relativa mantida aproximadamente a 60%, monitorada com o
auxilio do termohigrémetro digital.

As culturas provindas da FSS foram fragmentadas manualmente com auxilio de
um bastdo de vidro, adicionadas de 50 mL de agua destilada estéril gelada e agitadas
utilizando uma barra magnética a 150 rpm em cadmara fria (4 °C) por 30 min para extracdo

de quitinases extracelulares. Posteriormente, os conteddos foram filtrados a vacuo com
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papel de filtro Whatman™ n°1 em funil Biichner e os residuos retidos foram descartados.

O filtrado foi utilizado para determinacdo da atividade enzimaética.

2.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE QUITINASICA E DO TEOR DE
PROTEINAS

A determinacdo da atividade quitinasica foi realizada utilizando-se 1 mmol L™ do
substrato sintético 4-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosamina (Sigma-Aldrich®) em tampé&o
Mcllvaine, pH 5,6. A mistura de reacdo foi mantida a 65 °C, e foi interrompida pela
adicdo da solucdo saturada de tetraborato de sddio em diferentes intervalos de tempo (5 e
10 min). O p-nitrofenolato formado foi entdo submetido & leitura em espectrofotémetro
com comprimento de onda ajustado para 405 nm. Todos 0s experimentos foram
realizados em triplicata. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como
sendo a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 1 umol de substrato por minuto,
nas condicdes de ensaio.

A quantificacdo de proteinas foi realizada de acordo com o método de Bradford
(1976) e expressas em mg de proteina por mL de amostra, utilizando albumina de soro
bovino (BSA) como padrdo. A atividade especifica (U mg de proteina™) foi calculada

pela razao entre a atividade enzimatica e o teor de proteinas.

2.5 INFLUENCIA DO pH E DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE QUITINASICA
Para a analise da influéncia do pH utilizando o tampao Mcllvaine (pH 2,0 a 8,0)
na atividade quitinasica presente no filtrado bruto fixou-se a temperatura de 65 °C. Para
analisar a influéncia da temperatura na atividade quitinasica as reacGes enzimaticas foram
conduzidas no intervalo de 5 °C a 100 °C em banho-maria, e fixou-se o pH 5,0 utilizando

tampédo Mcllvaine.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 INFLUENCIA DE DIFERENTES SUBSTRATOS E GRANULOMETRIAS NA
PRODUCAO QUITINASICA EM FSS

A producdo de enzimas por microrganismos pode ser afetada por diferentes
parametros como, por exemplo, o tipo e a granulometria dos substratos usados na FSS.
Como pode ser verificado na Figura 1, o maior nivel enzimatico (3,6 U g de substrato™)
foi obtido com cascas de camarédo-de-sete-barbas com granulometria entre 2 mm?2 e 10

mm?2. Por outro lado, o uso de cabecas trituradas de camardo como substrato, levou a
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menor producdo quitinasica, especialmente quando utilizadas particulas menores que 1
mm2 (1,1 U g de substrato™®). Os cultivos contendo a mistura de cabegas e cascas de
camardo-de-sete-barbas na proporcao (1:1; m/m), proporcionaram valores intermediarios

de producéo enzimatica.

Figura 11. Influéncia da granulometria e do tipo de substrato proveniente do camardo-de-sete-barbas na

producdo quitinasica por A. niveus em FSS a 30 °C por 120 h.
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O tamanho e a morfologia da particula do substrato sélido sdo importantes para
que o processo fermentativo ocorra de maneira eficiente, pois afetam diretamente a area
superficial disponivel para o ataque enzimatico, assim como o volume do frasco ocupado
pelas particulas e o tamanho dos espacos entre elas (ARORA et al., 2018). Particulas
muito pequenas, por mais que oferecam maior area superficial, podem resultar na
compactacdo do meio, interferindo na respiracdo microbiana (ARORA et al., 2018). Com
a compactacdo do meio, o fungo nao consegue adentrar em niveis inferiores do substrato,
utilizando apenas os nutrientes/substrato presentes na superficie do meio fermentativo
(SUGAI-GUERIOS et al., 2015). Por outro lado, quando utilizadas particulas maiores, ha
maior espaco entre elas, facilitando a aeracdo. Além disso, o fungo tem maior acesso as
camadas inferiores do substrato (ARORA et al., 2008). Estes fatos, possivelmente,
explicam a menor produgéo enzimatica nos meios com particulas menores.

E possivel observar também que nos meios contendo cabecas de camaro, a
producdo enzimatica foi reduzida, o que pode ser explicado pelas altas concentragdes de
proteina encontradas na parte interna das cabecas deste animal, 0 que pode ter induzido a
producéo de proteases pelo fungo A. niveus, que entdo atuaram hidrolisando as quitinases.

Além disso, as proteinas sdo de mais fécil utilizacdo pelo microrganismo do que as
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quitinas. Assim, padronizou-se 0 uso das cascas de camardo-de-sete-barbas com

fragmentos entre 2 e 10 mm2.

3.2 INFLUENCIA DO TEMPO DE CULTIVO NA PRODUCAO QUITINASICA

O tempo de cultivo de 144h (Figura 2) proporcionou a maior producéo enzimatica
utilizando a casca de camardo-de-sete-barbas com granulometria entre 2 e 10 mm? (3,6 U
g de substrato™), sequido pelo cultivo de 120 h (3,4 U g de substrato™). Em periodos
iniciais de cultivo, 24-48 h, a producdo quitinasica foi reduzida, aumentando
consideravelmente a partir de 72 h. Contudo, ap6s 144 h, a producdo quitinasica foi
constantemente reduzida, chegando a 2,3 U g™* de substrato em 240 h de cultivo. A maior
atividade especifica foi quantificada com 120 h de cultivo (9,8 U mg de prot.™). A partir
de 120 h, a atividade especifica da quitinase entrou em declinio, atingindo 8,4 U mg de

prot™! para cultivos de 240 h.

Figura 2. Influéncia do tempo de cultivo na produgdo quitindsica por A. niveus em FSS utilizando cascas
de camaréo-de-sete-barbas com tamanho de 2 a 10 mm?. (m) Atividade enzimatica (U g de substrato™); (e)
Atividade especifica (U mg de prot.2).
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Observa-se que atividade enzimatica da quitinase foi reduzida nas primeiras horas
de cultivo (48 h), o que pode ser justificado, possivelmente, pela necessidade do fungo
para produzir todo seu material metabolico (enzimas, aminoacidos, compostos organicos,
entre outros) frente a condigéo de cultivo. Neste periodo de adaptacdo, provavelmente, o
fungo A. niveus optou por utilizar fontes de carbono e nitrogénio mais assimilaveis do
que a quitina como, por exemplo, as proteinas aderidas na casca de camarao.

Baldoni et al. (2020) obtiveram a méxima producédo de quitinases (10,76 U g de
substrato™) por T. koningiopsis UFSMQ40 em 72 h de cultivo usando farinha de trigo,

quitina coloidal e agua de maceracdo de milho. Aita e colaboradores (2019) identificaram
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que o melhor tempo de cultivo para producéo de quitinases (9,73 U g de substrato™) pelo
fungo M. anisopliae IBCB 348 foi de 192 h com meio adicionado de bagago de cana-de-
acucar. O tempo de cultivo de 144 h foi determinado como o melhor para maxima
producéo quitinasica (0,487 U g de substrato™®) pelo fungo T. virens em meio composto
por casca de camardo (RACHMAWATY et al., 2018), sendo 7,5 vezes menor do que a
obtida neste estudo com o fungo A. niveus utilizando 0 mesmo substrato.

O microrganismo esta em fase vegetativa em um cultivo com tempo curto de
incubacdo. Por outro lado, um tempo longo pode prejudica-lo pela escassez de nutrientes,
0 que demonstra a importancia do tempo de cultivo na FSS (AMORIM et al., 2020).
Assim, padronizou-se o tempo de cultivo em 144 h.

3.3 INFLUENCIA DO TIPO DE AGENTE UMECTANTE NA PRODUCAO
QUITINASICA

Na Figura 3, é possivel observar que a 4gua de torneira propiciou a maior producéo
enzimaética (4,2 U g de substrato™®), sequida pelos sais de Khanna (3,3 U g de substrato"
1. Por outro lado, a maior atividade especifica da quitinase foi obtida no meio
umidificado com sais de Khanna (7,2 U mg de prot. ) e agua de torneira (6,2 U mg de

prot.%).

Figura 3. Influéncia de diferentes agentes umectantes na produgdo de quitinases pelo fungo A. niveus em
FSS por 144 h a 30 °C utilizando cascas de camarao-sete-barbas com granulometria entre 2 e 10 mm2.
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De acordo com a literatura, a presenca de fosfato de potassio monobasico e de
sulfato de magnesio tem efeito positivo na producéo de quitinases, mas, por outro lado,
extrato de levedura e peptona causam efeito negativo (YANG; ABDELNABBY; XIAO,

2015). Contudo, a presenca de fosfato de potassio monobasico e de sulfato de magnésio
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na constituicdo das solucdes de sais SR e do Meio Minimo, nédo foi suficiente para obter
a maior producdo enzimatica. Possivelmente, algum outro composto destas solucdes
causou efeito negativo na producdo de quitinases pelo fungo A. niveus. Nos sais de
Khanna, esses compostos estdo presentes em concentracfes superiores aos demais meios
de cultivo testados, o que pode ter favorecido a maior atividade especifica entre 0s meios
estudados.

A &gua de torneira é uma solucdo de diferentes compostos em pequenas
concentracdes, apresentando ions e sais benéficos para o microrganismo e,
consequentemente, para a producdo da enzima. Dentre eles, podemos citar o flGor e cloro
(0,6 e 1,3 mg L, respectivamente), além de ferro e manganés (ambos na concentragéo
até 15 mg L) (DAERP, 2020). O pH da &gua de torneira também é um fator importante
e, normalmente, ele permanece proximo ao neutro (pH 7,0), porém é permitido valores
entre 6,0 e 9,5 (DAERP, 2020), sendo o pH 6,4 presente na dgua utilizada no cultivo. Tais
caracteristicas influenciaram positivamente a producdo enzimatica pelo fungo,
conferindo condigdes de cultivo favoraveis para 0 microrganismo e, consequentemente,
para a producdo de quitinases. Assim, a influéncia de diferentes proporgdes de agua de
torneira, usadas para umidificar o substrato, na producdo enzimatica foi avaliada.

Como ¢é possivel observar na Figura 4, a adi¢do de agua de torneira na proporcéo
de 1:2 (m/v; umidade do substrato: 65,9%) propiciou a maior producdo enzimatica (4,3
U g de substrato™) e a maior atividade especifica (7,81 U mg de prot. ). Com o uso da
proporcdo de 1:3 (m/v; umidade do substrato: 74,5%) de substrato e agente umectante,
houve uma reducdo na producdo enzimatica, possivelmente devido ao aumento da
umidade do substrato e presenca de agua livre, descaracterizando o cultivo como uma
FSS.
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Figura 4. Influéncia da proporcao entre agua de torneira e cascas de camarao-de-sete-barbas com tamanho
entre 2 e 10 mm2 na producéo quitinasica em FSS pelo fungo A. niveus por 144 h a 30 °C. (m) Atividade
enzimatica (U g de substrato); (e) Atividade especifica (U mg de prot.™).
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A diminuigdo da propor¢do de &gua de torneira no meio de cultivo da FSS,
resultou na menor producdo de quitinases. Rachmawaty e colaboradores (2019),
relataram a umidade de 54% (m/v) como a melhor para a maxima producéo de quitinases
por T. virens. De acordo com o apresentado, as demais analises seguiram com a utilizacdo

de agua de torneira na proporcédo de 1:2 (m/v; substrato: agua de torneira).

3.4 INFLUENCIA DA QUANTIDADE DE SUBSTRATO NO MEIO DE CULTIVO
Analisando a Figura 5 € possivel observar que variando a quantidade de substrato
no meio de cultivo entre 2 e 4 g, ndo houve diferenca na producéo quitinasica, sendo estas
as quantidades que propiciaram os maiores valores (4,3 U g de substrato™). O cultivo com
1 g de substrato proporcionou a menor producédo enzimatica (3,86 U g de substrato™®).
Nos meios com quantidade igual ou superior a 4,0 g, houve reducdo na producao

enzimatica.
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Figura 5. Influéncia da quantidade de cascas de camardo-de-sete-barbas com tamanho entre 2 e 10 mm?2 na
FSS por 144 h a 30 °C para producéo de quitinase por A. niveus. (m) Atividade enzimatica (U g de substrato

1); (@) Atividade especifica (U mg de prot.?).
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A explicacdo para a reducdo da atividade especifica com o aumento da quantidade
de cascas de camardo-de-sete-barbas pode ser, possivelmente, em decorréncia do
aumento de proteinas no meio de cultivo, o que influencia diretamente o seu célculo.
Além disso, a presenca de proteinas pode ter favorecido a producdo de proteases e, ao
mesmo tempo, estas enzimas terem hidrolisado as quitinases.

O volume ocupado pelo substrato também é importante na FSS, pois um maior
volume ocupado faz com que o fungo ndo tenha acesso as cascas de camardo mais
profundas, pois suas hifas ndo conseguem penetrar no substrato, havendo desperdicio
(ARORA et al., 2018). Na natureza, os fungos tendem a crescer sobre a superficie dos
substratos nos quais estdo aderidos, ndo s6 pelo fato de propiciar nutrientes de mais facil
acesso e facilitar o crescimento, mas também para facilitar que suas hifas aéreas realizem
trocas gasosas (SUGAI-GUERIOS et al., 2015). Com base nos dados apresentados,
escolheu-se utilizar meios contendo 2 g de substrato para dar continuidade na pesquisa,
por proporcionar maior producdo enzimatica com menor quantidade de substrato, além

de propiciar maior atividade especifica.

3.5 INFLUENCIA DA DESPROTEINIZAQAO DO SUBSTRATO

Na Figura 6 pode ser observada a influéncia do uso de cascas de camarao de sete
barbas desproteinizadas na produgdo de quitinases por A. niveus. Quando a
desproteinizacdo foi realizada por fervura em diferentes tempos (Figura 6A), a produgéo
enzimatica foi influenciada negativamente, com o uso de cascas tratadas por até 20 min,
mantendo-se constante em tempos superiores, resultando em apenas 53% de atividade
residual (1,9 U g de substrato™®) apds 120 h de tratamento. Quando o tratamento prévio
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das cascas foi conduzido com NaOH (Figura 6B), a producdo enzimatica foi reduzida
drasticamente ao longo do tempo, chegando a zero com o uso de cascas tratadas por 30

min.

Figura 6. Influéncia da desproteinizacdo por fervura (A) e imersdo em NaOH (B) das cascas de camardo-
de-sete-barbas, de tamanho entre 2 e 10 mm?, na producéo de quitinase em FSS por 144 h a 30 °C pelo
fungo A. niveus. (m) Atividade enzimatica (U g de substrato™); (e) Teor de proteinas (mg mL™).

10

4 T T T T T 7710 4 F T T T T T
T P
o P o
g .\ o/. * g 18
| i s &4 .
2 3+ \ g a o
2 = ° =

Q () Q
3 g ® e {6 ©
> \ 3 o T
o) g 2 L] S
= 2F —n . @ < 2r o}
o] = ™ 5 © s
£ ) £ ° 44 9
T 44 © & 7}
£ 3 E 3
: g % 2
o 1 3 6 1r 3
] 42 ] 12 &
: b3 =
| | L[]
h=} ] . \.
= 2 '\
2 0 ! ! ! ! ! g < 0 1 | ] B 840
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120

Tempo de desproteiniza¢ao (min) Tempo de desproteinizagéo (min)

As proteinas aderidas nas cascas de camardo-de-sete-barbas trituradas sao fonte
de carbono conjuntamente com a quitina, fazendo com que haja a producdo tanto de
proteases quanto de quitinases no meio. Possivelmente, o fungo utilizou inicialmente as
proteinas como fonte de carbono, sendo de mais facil acesso do que o carbono presente
na estrutura da quitina. Quando houve o processo de desproteiniza¢do, 0 microrganismo
teve que utilizar majoritariamente a quitina como fonte de carbono, o0 que proporcionou
um menor crescimento fangico e, consequentemente, menor producdo de enzimas. A
importancia da proteina no cultivo é observada quando, com a reducdo no teor de
proteinas, a producdo de quitinases também é reduzida, demonstrando que o fungo
necessita deste composto presente nas cascas de camarao para produzir a enzima.

Na literatura, € citada a utilizacao destes métodos para desproteinizacao das cascas
de camardo, porém sdo acompanhados por processos de pré-tratamento, como a
desmineralizacéo e descolorizagdo, o que aumenta significantemente o custo de produgéo
(ALDILA et al., 2020). Outro meétodo utilizado é a remocéo de proteinas através de
ultrassom e do uso de proteases microbianas (VALLEJO-DOMINGUEZ et al., 2021;
YOUNES et al., 2012), porém também encarece 0 processo. A utilizacdo das cascas de
camarao com as proteinas aderidas pode ser vantajosa, uma vez que pode evitar aumento

de custos do processo e favorecer o crescimento do microrganismo.
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3.6 INFLUENCIA DA TEMPERATURA E DO pH NA ATIVIDADE DA QUITINASE

De acordo com o apresentado na Figura 7A, a maior atividade quitinasica foi
obtida na temperatura de 65 °C. A quitinase manteve cerca de 60-80% de sua maior
atividade nas temperaturas de 40 a 60°C, e mesmo a 100°C a enzima ndo perdeu
totalmente sua atividade, o que evidencia que a enzima é ativa em ampla faixa de
temperatura. Thadathil et al. (2014) relataram a temperatura de 62 °C como sendo a
melhor para a atividade da quitinase produzida por A. flavus CFR 10, e Shehata et al.
(2018) citaram a temperatura de 40 °C como sendo a melhor para a quitinase de
Aspergillus griseoaurantiacus KX010988. Entretanto, Aita et al. (2019) reportaram que
a quitinase produzida pelo fungo Metarhizium anisopliae IBCB 348 possui maior
atividade a 37 °C. As temperaturas mencionadas estdo abaixo da encontrada para a
quitinase do fungo A. niveus aqui descrita.

De acordo com a Figura 7B, a maior atividade enzimatica foi observada no pH 5,0
utilizando o tampdo Mcllvaine, sendo mantida acima de 80% nos valores de pH de 3,5-
4,5 e 5,5. Em pH acidos (2,0 e 3,0), neutro (7,0) e béasico (8,0), a atividade catalitica da
quitinase permaneceu abaixo de 20% se comparada a observada em pH 5,0. Alves et al.
(2018) reportaram a maior atividade enzimatica para a quitinase produzida por A. niveus
em fermentacdo submersa em pH 5,0 utilizando o tampdo acetato de sddio, valor
semelhante ao obtido para a enzima obtida em FSS. Este mesmo valor de pH foi
mencionado como o melhor para a atividade da quitinase produzida por M. anisopliae
IBCB 348 (Aita et al., 2019). Shehata et al. (2018) identificaram o pH 4,5 como o que
mais favoreceu a quitinase produzida por A. griseoaurantiacus KX010988 utilizando o
tampdo acetato de s6dio, bem préximo ao observado para a enzima produzida por A.
flavus CRF 10 em FSS (pH 4,6) (THADATHIL et al., 2014).
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Figura 7. Influéncia da temperatura (A) e pH (B) na atividade enzimatica da quitinase produzida por A.
niveus em FSS por 144 h a 30 °C utilizando cascas de camardo-de-sete-barbas no tamanho de 2 a 10 mmz2.
100% de atividade corresponde a 4,1 U g de substrato™ (A) e 4,8 U g de substrato™ (B).
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O fungo A. niveus foi capaz de produzir quitinases na presenca de cascas de
camardo sete barbas como substrato na FSS, um residuo da inddstria pesqueira, dando
uma melhor destinacéo para obencdo de quitinases, enzima de interesse biotecnologico,
e contribuindo para reducdo do impacto ambiental decorrente do descarte deste material.
Os paramétros para a maior producdo enzimatica em FSS em escala de bancada foram
definidos, possibilitando avancgos para futura investigacdo das potenciais aplicacdes da

enzima de interesse, ja sinalizadas pelas faixas de temperatura e pH em que pode atuar.
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