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APRESENTACAO

A obra “Anélise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza” consiste de
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora. Com 96 capitulos apresenta uma
viséo holistica e integrada da grande area das Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
producao de conhecimento que permeiam as mais distintas tematicas dessas grandes
areas.

Os 96 capitulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade
académico-cientifica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente
em geral (fisico, biolégico e antrdpico), suprindo lacunas que possam hoje existir e
contribuindo para que os profissionais tenham uma viséo holistica e possam atuar em
diferentes regides do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Analise Critica
das Ciéncias Biologicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciéncias Biolo6gicas
como da Natureza (principalmente quimica, fisica e biologia) e suas tecnologias
séo fundamentais para promocao do desenvolvimento de saberes, competéncias e
habilidades para a investigacdo, observacéo, interpretacdo e divulgacéo/interacéao
social no ensino de ciéncias (bioldgicas e da natureza) sob pilares do desenvolvimento
social e da sustentabilidade, na perspectiva de saberes multi e interdisciplinares.

Em suma, convidamos todos os leitores a aproveitarem as relevantes
informacgdes que o livro traz, e que, 0 mesmo possa atuar como um veiculo adequado
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
base nos resultados aqui dispostos.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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CAPITULO 20

AVALIACAO DE FONTES ALTERNATIVAS DE
CARBONO NA PRODUCAO DE QUITINASE
EXTRACELULAR POR FUNGOS FILAMENTOSOS

Victoria Pommer

Universidade Estadual do Oeste do Parana,
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude,
Cascavel - Parana, Brazil

Leticia Mara Rasbold

Universidade Estadual do Oeste do Parana,
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Universidade Estadual do Oeste do Parana,
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Universidade Estadual do Oeste do Parana,
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude,
Cascavel - Parana, Brazil

Marina Kimiko Kadowaki
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RESUMO: O objetivo desse estudo foi avaliar
a producdo de quitinase extracelular pelos
fungos mesofilos e termofilos isolados da Mata
Atlantica do Oeste do Parana utilizando fontes
alternativas de carbono em meio de cultivo
liquido. Os esporos dos fungos foram inoculados
em meio liquido Czapek suplementado com
diferentes fontes de carbono e desenvolvidos
em incubadora tipo BOD por 7 dias em
condicbes estacionarias a 28°C e 40°C para

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 2

mesobfilos e terméfilos, respectivamente. Os
extratos obtidos de cultivos foram utilizados
para dosagens enzimaticas de quitinases
utilizando substrato 4-nitrofenil-N-acetil 3-D-
glucosaminideo. a 40 °C por 30 minutos. Dentre
as fontes de carbono testadas com os fungos
mesofilos, o bagaco de cevada foi o melhor
indutor tanto para o isolado PAS2ML (1,63 U/
mL) quanto para o P. janthinellum (1,37 U/mL).
Enquanto que a maior producdo de quitinase
extracelular entre os fungos termdfilos foi
obtida com o isolado PA2S4T induzido com as
fontes de carbono, farinha de laranja (1,4 U/
mL) e a palha de milho (1,41 U/mL). Assim, os
resultados obtidos nesse estudo demonstraram
que esses fungos filamentosos apresentam
potencial para producao de quitinases.
PALAVRAS CHAVE: residuos agroindustriais,
quitinase, fungos filamentosos.

AVALIACAO DE FONTES ALTERNATIVAS
DE CARBONO NA PRODUCAO DE
QUITINASE EXTRACELULAR POR FUNGOS
FILAMENTOSOS

ABSTRACT: The objective of this study was
to evaluate the production of extracellular
chitinase by the mesophilic and thermophilic
fungi isolated from the Atlantic Forest of the
West of Parand using alternative sources
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of carbon in liquid culture medium. Fungal spores were inoculated in Czapek liquid
medium supplemented with different carbon sources and grown in a BOD incubator for
7 days under stationary conditions at 28°C and 40°C for mesophiles and thermophiles,
respectively. The extracts obtained from cultures were used for enzymatic dosages of
chitinases using 4-nitrophenyl-N-acetyl 3-D-glucosaminide substrate, at 40°C for 30
min. Among the carbon sources tested with mesophilic fungi, barley bagasse was the
best inducer for both PAS2ML isolate (1.63 U/mL) and P. janthinellum isolate (1.37 U/
mL). While the highest production of extracellular chitinase between thermophilic fungi
was obtained with the isolate PA2S4T induced with carbon sources, orange meal (1.4 U/
mL) and corn straw (1.41 U/mL). Thus, the results obtained in this study demonstrated
that these filamentous fungi have potential for production of chitinases.

KEYWORDS: agroindustrial waste, chitinase, filamentous fungi

11 INTRODUCAO

Os fungos séo os principais organismos decompositores da natureza, destacam-
se como potenciais produtores de biocatalisadores em larga escala, devido a grande
capacidade de secrecdo de enzimas extracelulares (POLIZELI et al., 2005). Acrescente
utilizacdo de fungos principalmente na produgéo de enzimas e metabdlitos secundarios
aplicaveis na biotecnologia esta relacionada, entre outros fatores, a sua prevaléncia
no ambiente natural, a grande facilidade de cultivo em laboratério (POLIZELI et al.,
2005). Entre os compostos bioativos produzidos pelos fungos estédo as enzimas, as
quais ocupam grande espaco em diversas areas industriais tais como medicamentos,
alimenticios, bebidas, detergentes, papel e celulose, téxtil, além de muitos outros
setores industriais.

A utilizac&o de enzimas ganha espago em funcédo de sua alta especificidade e
eficiéncia (YOON et al., 2006), a exemplo de quitinases, que catalisam a hidrolise de
quitinas, um polimero constituido de monémeros de N-acetil glicosamina com ligagéo
B-1,4 (GlcNAc) abundantemente encontrada na natureza, presente em algas, fungos e
exoesqueletode artropodes (LI etal.,2010) que como produtos de hidrélise sdo liberados
quito-oligbmeros e mondémeros de NacGlc (FLEURI & SATO, 2005; RUSTIQUEL et al.,
2012). Dentre os fungos filamentosos, séo relatados como produtores de quitinases:
Trichoderma spp. (MATROUDI et al., 2008; SAIPRASAD et al., 2009; HOMTHONG
et al, 2016) Trichoderma harzianum TUBF 781, Trichoderma viride (OMUMASABA et
al., 2001) Paecilomyces lilacinus (KHAN et al., 2003), Beauveria bassianai (THOMAS
& READ, 2007) e Metarhizium anisopliae (RUSTIGUEL et al., 2012).

As quitinases tem recebido crescente atencdo devido a sua ampla aplicagcao em
diferentes areas como a agricultura, biotecnologia e gestdo de residuos industriais
(PATEL et al., 2010). Entretanto, apesar da grande relevancia da enzima, alguns
fatores restringem uma explorag¢ado biotecnolégica mais ampla das quitinases, como a
escassez de microrganismos com altas taxas de producéo, o alto custo de producao,
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e a baixa atividade das quitinases, o que denota a necessidade em pesquisar novos
microrganismos que sejam bons produtores dessas enzimas, assim como potencializar
a producéo da mesma utilizando indutores alternativos e baratos para sintese dessa
enzima, os quais podem ser adicionados ao meio de cultivo dos fungos. Dentro
desse contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar a producao de quitinases de
fungos filamentosos isolados da Mata Atlantica do Oeste do Paran4 utilizando fontes
alternativas de carbono em meio de cultivo liquido.

2| METODOLOGIA

Manutencao das linhagens de fungos

Neste estudo foram utilizados os fungos meséfilos (Penicillium janthinellum e
isolado PAS2ML) e os termdéfilos (Thermomyces lanuginosus e isolados PA2S4T e
PA2S7T) previamente isolados e pertencentes a colecao de fungos do laboratério de
Bioguimica de Microrganismos da Unioeste (campus de Cascavel). Os fungos foram
desenvolvidos por 7 dias em meio BDA, e incubados em BOD a 28°C e 40°C (mesofilos
e terméfilos, respectivamente), e mantidos através repiques periddicos e conservados
em geladeira por um periodo médio de até 30 dias.

Cultivo e obtencao de extratos extracelulares dos fungos

Os conidios dos fungos foram suspensos em agua destilada estéril e ajustada
para 10° esporos/mL. Um volume de 2,0 ml dessa suspenséo foi inoculado em frascos
Erlenmeyer de 125 mL, contendo 25 mL de meio liquido Czapek modificado (NaNO,
0,15%; MgSO, 0,025%; KCI 0,025%; KH,PO, 0,15%; extrato de levedura 0,4%)
suplementado com 2% (p/v) de fontes alternativas de carbono. Para estudo com os
fungos termdéfilos foram utilizadas as fontes: farinha de laranja, farinha de maracuija,
bagaco de cana, bagaco de cevada, bagaco de sorgo e palha de milho. Enquanto que
para os mesofilos, as fontes de carbono foram: p6 de ostra, flocos de soja, farinha de
banana verde, bagac¢o de cana, bagago de cevada e quitosana em po. As fontes de
carbono foram obtidas de comércio e industria da regido oeste do Parana. Os cultivos
foram realizados em duplicatas, os frascos foram incubados durante 7 dias em B.O.D
em condi¢des estacionarias a 28°C (mesofilos) e 40°C (termdfilos).

Para obtencé&o do extrato enzimatico, as culturas foram filtradas a vacuo com
auxilio de um funil de Buichner e papel de filtro, e o filtrado obtido denominado extrato
extracelular foi utilizado para determinacédo de atividade enzimatica.

Dosagem de quitinase

A atividade da quitinase foi estimada conforme a metodologia adaptada de Yang
& Fong (2018) utilizando-se 0,2 mg/mL do substrato sintético 4-nitrofenil-N-acetil 3-D-
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glucosaminideo (NP-GlcNac) da Sigma-Aldrich em tampao acetato de sédio 50 mM,
pH 6,0. A mistura consistiu de 90 yl do substrato com 10 ul do extrato enzimatico,
sendo incubada a 40 °C por 30 minutos e interrompida por adicdo de 200 pl de solugéao
saturada de Na,CO,, e quantificadas a 405 nm. Todos os experimentos foram realizados
em duplicata. Uma unidade de atividade de quitinase (U) foi definida como sendo a
quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 1umol de substrato por minuto, nas
condicbes de ensaio.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 mostra as atividades de quitinases extracelulares produzidas pelos
fungos mesofilos Penicillium janthinellum (Figura 1A) e isolado PAS2ML (Figura 1B),
cultivado em condicbes estacionarias suplementados com fontes alternativos de
carbono. Nessas condicdes, a maior atividade de quitinase foi obtida com a fonte de
carbono bagaco de cevada tanto para o isolado PAS2ML (1,63 U/mL) quanto parao P.
janthinellum (1,37 U/mL). A farinha de banana verde (1,36 U/mL) e quitosana (1,26 U/
mL) também exibiram indugcéo da quitinase, porém somente para o fungo P. janthinellum.
As demais fontes de carbono testadas mostraram baixa indugdo da enzima nos dois
fungos. Segundo PATIL & JADHAV (2014), os residuos agroindustriais como farelo de
trigo, farelo de arroz e farelo de graminea vermelha foram também melhores indutores
da quitinase para o fungo Penicillium ochrochloron MTCC 517, porém em cultivo semi-
soOlido. A quitinase de Aspergillus griseoaurantiacus também foi induzida em cultivo
solido utilizando residuos agricolas como casca de feijao (3,8 U/mL) e casca de batata
(5,2 U/mL) (SHEHATA et al., 2017). Existem também relatos na literatura sobre uso de
quitina coloidal ou p6 de casca de camarao para producao de quitinases (WANG et al.,
2002; DA SILVA et al., 2005; FLEURI et al., 2009; RUSTIGUEL et al., 2012).
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Figura 1 - Influéncia das fontes alternativas de carbono na inducao de quitinase extracelular
pelos fungos meséfilos Penicillium janthinellum (A) e isolado PAS2ML (B) em cultivo liquido
estacionario por 7 dias a 28°C. Cultivos suplementados com as fontes de carbono: P de ostra
(1), farinha de banana verde (2), flocos de soja (3), bagaco de cana (4), bagaco de cevada (5) e
quitosana (6).

A figura 2 representa perfis de atividades quitinoliticas produzidas pelos fungos
terméfilos: isolado PA2S4T (Figura 2A), isolado PA2S7T (Figura 2B) e Thermomyces
lanuginosus (Figura 2C), cultivados em condicbes estacionarias e suplementados
com as fontes alternativas de carbono. Dentre os trés fungos, o isolado PA2S4T se
destacou como melhor produtor de quitinase extracelular, seguido de PA2S7T e entéao
pelo fungo que exibiu menor producgéo, o T. lanuginosus. As fontes de carbono, farinha
de laranja (1,4 U/mL) e a palha de milho (1,41 U/mL) foram os melhores indutores
de quitinase extracelular para o isolado PA2S4T. Os cultivos com o isolado PA2S7T
e o fungo T. lanuginosos ndo apresentaram producao significativa de quitinase na
presenca dessas fontes de carbono testadas. Existem poucos relatos de fungos
terméfilos produtores de quitinase exceto o T. lanuginosus (KHAN et al., 2015), dessa
forma, o isolado fungico PA2S4T apresenta potencial para produgcdo dessa enzima.
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Figura 2 - Influéncia das fontes alternativas de carbono na indugédo de quitinase extracelular
pelos fungos e isolados terméfilos PA2S4T (A), PA2S7T (B) e Thermomyces lanuginosus (C),
em cultivo liquido por 7 dias a 40°C. Cultivos suplementados com as fontes de carbono: farinha

de laranja (1), farinha de maracuja (2), bagaco de cana (3), bagaco de cevada (4), bagaco de
sorgo (5) e palha de milho (6).

41 CONCLUSAO

Pode-se concluir que dois fungos filamentosos apresentaram potencial para
producédo de quitinase extracelular nesse estudo, o fungo meséfilo P. janthinellum e
o isolado terméfilo PA2S4T. E dentre as fontes de carbono testadas, o bagaco de
cevada, farinha de laranja e a palha de milho se destacaram como melhores indutores
de quitinase para esses fungos previamente isolados da Mata Atlantica do Oeste do
Parana.
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