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Degradacao de escamas de peixe por fungos do género Paecilomyces
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Resumo: O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de degradacdo de escamas de peixe por isolados
fungicos do género Paecilomyces. Para isso, 37 isolados foram reativados em meio agar pena triturada (pH
6,5) e incubados a 30 °C. Os ensaios de degradacdo das escamas foram realizados por fermentacao
submersa em meio minimo mineral (MMM) suplementado com 1,0 g da escama a 30 °C por 7 dias. Dois
isolados foram selecionados como promissores na degradacdo das escamas, a taxa de degradacao diaria
foi quantificada durante cinco dias e o experimento foi realizado de acordo com o Delineamento
Inteiramente Casualizado (DIC). Também foi verificado o efeito da submersédo das escamas autoclavadas
junto com o MMM ou separadas do meio sob a degradacéo e o perfil das proteases secretadas pela técnica
do zimograma foi analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. A taxa de degradacédo das
escamas variou de 8,98 a 46,33%. Os isolados Paecilomyces sp. 13 (45,30%) e Paecilomyces sp. SD.23
(46,33%) apresentaram melhor eficiéncia de degradacdo. A analise de zimograma mostrou que
Paecilomyces sp. SD.23 secreta pelo menos quatro proteases diferentes para a degradacdo das escamas.
Os fungos do género Paecilomyces apresentam potencial de degradacdo usando escamas de peixe como
substrato.
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Degradation of fish scales by fungi of the genus Paecilomyces

Abstract: The aim of this study was to evaluate the potential of degradation of fish scales by fungal isolates
of the genus Paecilomyces. To this purpose, 37 fungal isolates were reactivated in crushed feather agar
medium (pH 6,5) at 30 °C. The scale degradation assays were performed by submerged fermentation in
Minimal Mineral Medium (MMM) supplemented with 1.0 g of the scale at 30° C for 7 days. Two isolates was
classified as promising in fish scale degradation, a daily rate of degradation was quantified over five days
and the experiment was performed according to the Completely Randomized Design (CRD). The experiment
also checked the effect over degradation of the submersion of the autoclaved scales together with the MMM
or the degradation medium and also the profile of the proteases secreted by zymography analysed by
electrophoresis in 12% polyacrylamide gel. The rate of scale degradation ranged from 8.98 to 46.33%.
Paecilomyces sp. 13 (45.30%) and Paecilomyces sp. SD.23 (46.33%) presented better degradation
efficiency. Zymogram analysis showed that the Paecilomyces sp. SD.23 isolate secretes at least four
different proteases for scale degradation. The fungi of the genus Paecilomyces present degradation potential
when the fish scales are used as substrate.

Key words: Fish, Industrial waste, Biodegradation, Proteases.
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Introducao

A produgcdo mundial de pescado,
proveniente da pesca extrativa e aquicultura foi
de 167,2 milhdes de toneladas em 2014, sendo a
maior contribuicdo dada pela China, Indonésia,
india e Japdo. O Brasil encontra-se em 14° lugar
no ranking para aquicultura com 561,8 mil
toneladas segundo a Food and Agriculture
Organization [FAQ] (2016).

No Brasil, a producéo nacional de pescado
€ uma atividade que vem crescendo de forma
acelerada devido ao aumento populacional e pela
busca por uma alimentagcdo mais saudavel
(Sidonio et al., 2012) apresentando um aumento
de aproximadamente 13,2% de 2010 para 2011
segundo o Ministério da Pesca e Aquicultura
(Brasil, 2011). A industrializacdo do pescado
produz grandes quantidades de residuos (cabeca,
pele, visceras, carcaca e escamas) que, a
depender da espécie e do tipo de processamento,
pode representar até 70% da produgdo total
(Aguiar, Limberger & Silveira, 2014). Na cadeia
produtiva da tilapia, espécie hoje mais
representativa na aquicultura brasileira com
47,1% segundo o Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica [IBGE] (2016), o filé é o principal
produto comercializado, apresentando rendimento
de 30 a 33%, enquanto de residuos pode atingir
cerca de 67% da matéria prima (Martins et al.,
2015). A utilizacdo adequada desses residuos é
necessaria tanto para a conservacao ambiental
como para o desenvolvimento de novas industrias
(El-Rashidy et al., 2015).

Em todos os ramos da agroindustria, o
maior desafio tem sido o destino final dos
residuos gerados devido ao impacto ambiental
guando descartado de forma indevida no meio
ambiente, como a hipernutrificacdo e eutrofizacédo
(Ostrensky et al., 2007). Buscando estratégias de
minimizar esta situacdo, uma das alternativas
encontradas tem sido o aproveitamento dos
residuos, como silagem, carne mecanicamente
processada, concentrados protéicos e artesanato
(Paiva et al., 2015). Além de diminuir os impactos
ambientais ainda gera lucro a partir da agregacéo
de valor aos subprodutos (Aguiar et al., 2014).

Na indUstria pesqueira o aproveitamento da
escama de peixe ainda é pouco explorado, sendo
basicamente utilizada na confeccdo de
artesanatos (Santos et al. 2009). No processo de
producdo de farinha de peixe e silagem, as
escamas apresentam baixa degradacdo, sendo
dispostas quase sempre em aterros sanitarios
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(Feltes, et al., 2010). A elevada resisténcia das
escamas a degradacdo se deve a sua
constituicdo, pois é formada por uma camada
superficial 6ssea calcificada (principalmente
fosfato (Ca(PQ,),) e carbonato de calcio (CaCOs)
e uma camada profunda fibrosa composta
basicamente por colageno (Bemvenuti & Fisher,
2010).

Os fungos filamentosos tem sido utilizados
em processos de bioconverséo visando o uso de
biomassa como fonte de carbono e nitrogénio
para a producdo de enzimas extracelulares de
interesse industrial via processos fermentativos
(Orlandelli et al., 2012 & Wanderley et al., 2017).
As proteases, amilases, celulases, pectinases e
enzimas fibrinoliticas tem sido as principais
enzimas produzidas industrialmente (Kim et al.,
2011, Griebeler et al., 2015 & Paiva et al., 2015).

O género Paecilomyces sp., € um fungo
filamentoso comumente encontrado no solo, e
esta relacionado a decomposicdo de plantas e
produtos alimenticios (Samson, et al., 2009), tem
sido estudado para fins biotecnolégicos, como
producdo de enzimas queratinoliticas para
biodegradacao de residuos soélidos da inddstria
de couro, proteases e enzimas fribrinoliticas
(Cavello et al., 2013, Soares et al., 2010 & Kim et
al., 2011). As espécies P. varioti e P
fumosoroseus representam grande importancia
biotecnolégica por serem produtoras de enzimas
termotolerantes (Michelin et al., 2010).

Baseado nisso, o presente trabalho teve
como objetivo investigar o] potencial
biotecnolégico de fungos filamentosos do género
Paecilomyces, na degradacdo de escamas de
peixes como alternativa para aproveitamento
desse residuo.

Material e métodos

Escamas de diferentes espécies de peixes
marinhos néo identificados foram coletadas no
mercado de peixe em Cruz das Almas, Bahia e
encaminhadas ao Laboratério de Biologia
Evolutiva [LABEV] da Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia [UFRB]. As escamas foram
lavadas em a&gua corrente e submetidas a
secagem em estufa de circulacdo forcada a 70 °C
por 24 horas, com armazenamento a temperatura
ambiente.

Inicialmente foram utilizados 37 fungos
filamentosos pertencentes ao género
Paecilomyces, isolados da serrapilheira da
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restinga de Guaibim-BA e provenientes do acervo
de fungos do LABEV. Os isolados flngicos se
encontravam conservados pelo método de
Castellani (Castellani, 1939). Os isolados foram
reativados em meio soélido contendo pena de
frango triturada (Agar 15 g, K,HPO, 0,3 g,
KH,PO, 0,4 g, pena triturada 10 g, NaCl 0,5 g,
clorafenicol 0,075 g e agua destilada 1000 mL) e
incubados a 30 °C por sete dias. Apdés esse
periodo, um disco com 1,0 cm de diametro de
cada isolado foi transferido para frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 60 mL de Meio
Minimo Mineral — MMM (MgSQ,,7H,O 0,05 g,
ZnS04,7H,0 0,005 g, FeS0O4,7H,0 0,015 g, CaCl,
0,025 g, K,HPO, 0,3 g, KH,PO, 0,4 g)
suplementado com 1,0 g de escama inteira e
incubados a 30° C com agitacdo de 150 rpm por
sete dias. Decorrido o periodo, o caldo MMM foi
autoclavado, filtrado em papel de filtro e seco em
estufa a 65 °C, por 24 horas para determinag&o
da quantificacdo de degradacéo das escamas por
diferenca de peso. Como controle negativo foi
utiizado o meio MMM com escamas e sem
inoculo.

Para verificar se houve contaminagdo do
meio ao final da fermentacdo, uma alcada do
meio de cultura foi inoculada em agar malte 20%
e incubadas a 30 °C por sete dias.

A porcentagem de degradacao das
escamas foi calculada por meio da seguinte
férmula:

P1

Formula 1- Yodegradacée 100_[(E)X 100]

Onde:

P1 = peso seco das escamas degradadas;

Pc = peso seco das escamas do controle
negativo.

As médias da porcentagem de degradacao foram
transformadas pela funcéo arco cosseno:

Férmula 2: Y=C0S 'X

Onde:

y = média transformada,;

x = média de degradagéo das escamas.

A andlise dos resultados foi realizada por
meio da andlise de variancia (ANOVA) e as
médias de degradacdo transformadas foram
comparadas pelo Teste Scott-Knott, utilizando o
software R Core Team da The European
Environment Agency (EEA, 2016).

Para verificar a influéncia da imersdo das
escamas durante a autoclavagem na degradacéo
das escamas de peixe foi realizado um novo
ensaio em duas condicdes: escamas
autoclavadas imersas no MMM (EIM) e escamas
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autoclavadas separadas do MMM (ESM). No
tratamento EIM, 60 mL do meio MMM contendo 1
g de escama foi autoclavado a 121 °C por 15
minutos enquanto que no tratamento ESM, o
meio MMM e as escamas foram autoclavados
separadamente e homogeneizados
posteriormente. O mesmo processo foi realizado
com o controle negativo. A porcentagem de
degradacédo foi calculada por meio da diferenca
do peso das escamas do controle negativo e o
peso das escamas degradadas pelos fungos.
Este experimento foi realizado com seis isolados
de Paecilomyces, selecionados previamente e os
gue apresentaram melhor eficiéncia de
degradacdo foram submetidos aos ensaios
subsequentes.

Para se obter a taxa de degradacéo diaria
das escamas de peixe foi realizado mais um
ensaio utilizando os dois isolados que melhor
degradaram as escamas de acordo com o0s
resultados obtidos nos experimentos anteriores.
O percentual de degradacao diaria foi calculado a
cada 24 horas, durante cinco dias. O experimento
foi realizado em Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC), utilizando dois isolados e trés
repeticdes. A analise dos resultados foi realizada
por meio de andlise de regressdo e ANOVA com
comparacao de médias pelo Teste de Scott-Knott,
utilizando o software R Core Team (EEA, 2016).

O perfil de proteases secretadas pelo
isolado fungico foi obtido pela técnica de
zimograma com modificacdes (Peyronel &
Cantera, 1995). Inicialmente, aliquotas de 8 puL do
tampédo de carregamento foram adicionados a 6
pL dos sobrenadantes obtidos apés fermentacao
dos isolados de Paecilomyces. Posteriormente,
as amostras foram submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida a 12% copolimerizada com
0,1% de gelatina, como substrato para proteases
e 20% de dodecil sulfato de sédio (SDS). Os
sobrenadantes foram preparados sem
aquecimento e adicdo de agentes redutores, ou
seja, em condicBes ndo-desnaturantes. A
migracao eletroforética foi realizada em tampao
Tris-Glicina (1 M, pH 8,5) por 180 minutos a 150
V, 500 mA e 4 °C. Ap6s a eletroforese, o SDS foi
removido do gel usando Triton X-100 e o gel foi
incubado no tampé&o de digestdo (Tris HCI 50 mM,
pH 8,0) a 37 °C, por 9 horas. Em seguida, o gel
foi corado com solucdo de azul Coomassie Blue
R-250 para leitura das areas de digestédo
enzimatica que apareceram como areas nao-
coradas.
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Resultados e discussao

O percentual de degradacdo das escamas
pelos isolados flngicos de Paecilomyces variou
de 8,99 a 46,33%. Apenas os isolados 13, 36 e
SD.23 apresentaram degradacao na faixa de 40 a
50% (Figura 1 e Tabela 1).

Os dados experimentais foram ajustados
(cos x) pelo teste de Scott-Knott e demonstraram
gque a taxa de degradacdo de oito isolados
diferiram estatisticamente dos demais (p<0,05)
(Tabela 1). Destaca-se que a taxa de degradacgéo
encontrada se refere apenas a capacidade de
degradacéo dos isolados testados, descartando a
acdo da agitacdo e submissdo das escamas a
altas temperaturas durante 0 processo de
autoclavagem. Logo, se comparada ao peso
inicial da escama (1 g), a taxa de degradacédo
contabilizada teria valores maiores, visto que, 0s
controles apresentaram, em média, diminuicdo de
32% do peso inicial, provavelmente devido a acédo
mecéanica da agitacdo durante o periodo de
fermentagcdo submersa.

Guedes (2016) analisando os mesmos
isolados flingicos na degradagédo de penas de
frangos nas mesmas condicbes de fermentacao
relatou valores de degradacédo bem superiores
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aos encontrados para as escamas de peixe,
alcancando taxas de até 75%, diferente dos
resultados obtidos nesse trabalho. Por exemplo, a
taxa de degradacdo das penas pelo isolado
Paecilomyces sp. 35 foi de 75,19%, contudo,
apenas 26,61% para escamas. Essa contestacéo
pode ser devido a diferenca na composicdo dos
substratos. As escamas de peixes apresentam
em sua composicdo uma matriz extracelular
inorgéanica composta por cristais de hidroxiapatita
e uma porcdo organica composta por fibras de
colageno, em sua maioria do tipo | (Mori et al.,
2013 & El-Rashidy et al.,, 2015), que juntos
formam uma estrutura tridimensional altamente
ordenada (Pati et al., 2010), enquanto as penas
de frango apresentam como estrutura principal
gueratina (Belarmino et al., 2012).

Outro fator que contribuiu na obtencao de
diferentes percentuais de degradacédo se deve a
utiizacdo de diferentes escamas utilizadas.
Apesar da estrutura basica das escamas ser
relativamente semelhante entre peixes do mar ou
de éagua doce, podem ocorrer diferencas na
guantidade e nos tipos de minerais diferentes da
apatita, devido as diferencas dos ambientes
aquaticos (Santos et al., 2009).

Figura 1 - Numero de isolados flngicos do género Paecilomyces agrupados de acordo com o percentual de

degradacéo.
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Tabela 1 - Taxa de degradacao de escamas de peixes por isolados fingicos do género Paecilomyces.

Isolados Degradacéao (%) Isolados Degradacéao (%)
Paecilomyces sp. 6 35,35° Paecilomyces sp. 39 27,76°
Paecilomyces sp. 7 23,46 ° Paecilomyces sp. 41 26,64 °
Paecilomyces sp. 8 24,48"° Paecilomyces sp. 42 26,19 °
Paecilomyces sp. 9 25,76 ° Paecilomyces sp. 44 8,99 "
Paecilomyces sp. 13 45,30 ° Paecilomyces sp. 46 22,57°
Paecilomyces sp. 14 25,08 ° Paecilomyces sp. 73 32,35°
Paecilomyces sp. 17 21,38° Paecilomycessp. 74 24,61°
Paecilomyces sp. 18 29,15° Paecilomyces sp. 75 22,32°
Paecilomyces sp. 20 24,06 ° Paecilomyces sp. 85 10,63 °
Paecilomyces sp. 24 26,03° Paecilomyces sp. 93 34,99 °
Paecilomyces sp. 26 24,38"° Paecilomyces sp. 110 17,30 °
Paecilomyces sp. 27 24,51° Paecilomyces sp. 79.2 38,32°
Paecilomyces sp. 28 26,68 " Paecilomyces sp. SD.11 24,11°
Paecilomyces sp. 29 21,20° Paecilomyces sp. SD.13 26,39 °
Paecilomyces sp. 30 33,61° Paecilomyces sp. SD.22 19,62 °
Paecilomyces sp. 34 11,56 ° Paecilomyces sp. SD.23 46,33 °
Paecilomyces sp. 35 26,61° Paecilomyces sp. SD.26 27,31°
Paecilomycessp. 36 42,48 ° Paecilomyces sp. SD.29 22,01°
Paecilomycessp. 38 20,65 °

Médias transformadas (cos x'l) seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, considerando

valor nominal de 5% de significancia.

Com relacdo a acao do calor Gmido na
esterilizacdo das escamas verificou-se que houve
grande diferenca no percentual de degrada¢&o no
tratamento EIM, variando de 22,57%
(Paecilomyces sp. 46) a 45,3% (Paecilomyces sp.

13) e quando usado as escamas no tratamento
ESM, a variacdo foi de 0,00 (Paecilomyces sp.
13) a 10,62% (Paecilomyces sp. 74), como
mostra a Tabela 2.
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Tabela 2 - Percentual de degradagéo de escamas de peixes por isolados fungicos de Paecilomyces sp. sob

diferentes formas de esterilizacdo

Degradacéo (%)

Degradacao (%)

Isolados

EIM* ESM?

Paecilomyces sp.SD.26 27,31 08,18
Paecilomyces sp.13 45,30 00,00
Paecilomyces sp.27 24,51 02,54
Paecilomyces sp.28 26,68 07,19
Paecilomyces sp.46 22,57 09,46
Paecilomyces sp.74 24,61 10,62

! Escamas Imersas no MMM, 2 Escamas Separadas do MMM.

O isolado Paecimolyces sp.13 foi o que
apresentou maior diferenca no percentual de
degradacdo entre os tratamentos, obtendo
45,30% de degradacdo no tratamento EIM e
0,00% no tratamento ESM (Tabela 2). Neste
ensaio foi possivel verificar que a exposicao das
escamas ao calor umido melhora a eficiéncia de
degradagéo por fungos, visto que a agua facilita a
desnaturacdo térmica das proteinas resultando
em maior exposicdo das fibras de colageno (Pal
et al., 2016) e consequentemente maior acdo das
proteases. Para Basu e Banik (2005) o
aguecimento da escama em agua ao promover a
desnaturacédo da estrutura do colageno favorece
a difusdo de enzimas no substrato, aumentando o
grau de hidrélise.

Com relacao a taxa de degradacdo diaria,
foi possivel observar um aumento gradativo no
perfl de degradacdo para os isolados
Paecimolyces sp.SD.23 e Paecimolyces sp. 13,
com 41,15 e 38,77%, respectivamente, 0s quais
ndo diferiram estatisticamente (p>0,05) entre si
até o quinto dia de avaliacdo (Figura 2 e Tabela
3). A analise de zimograma mostrou que a
degradacdo das escamas pelo isolado

Paecimolyces SD.23 é resultante da acao de pelo
menos quatro proteases secretadas pelo fungo
durante a fermentacao submersa.

Considerando que a degradacdo de
substratos organicos por fungos filamentosos é
realizada pela secrecao de enzimas
extracelulares (Orlandelli et al.,, 2012), novos
ensaios devem ser realizados a fim de verificar
parametros como pH e temperatura, importantes
na producéo e acdo das enzimas (Griebeler et al.,
2015). Outras variaveis como concentragdo de
sais no meio de cultura e adicdo de acucares
como fonte simples de carboidratos também
devem ser investigadas. Cavello et al. (2012)
analisando a producédo de queratinase em cabelo
por Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson
relataram maior producdo da enzima ao
adicionarem glicose e extrato de levedura ao
meio de fermentacao.

Nandy et al. (2014) afirmaram que o
potencial biotecnolégico de fungos filamentosos é
promissor, principalmente na degradacdo de
escamas de peixe e sua utilizacdo como
suplemento nutricional.
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Figura 2 - Linearizacdo por transformacdo polinomial do peso seco das escamas degradadas (A), e do
percentual médio de degradagdo diaria (B) das escamas de peixe pelos isolados flingicos
Paecilomyces sp.SD. 23 e Paecilomyces sp.13 durante cinco dias de degradacéo.
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Tabela 3 - Degradacdo das escamas de peixe pelos isolados Paecilomyces sp.13 e Paecilomyces sp.SD.23

durante cinco dias de fermentacao.

Dias Degradacéo (%)
Paecilomycessp. 13 Paecilomycessp. SD.23

1

8,07% 10,242
2

13,05° 18,78°
3

20,27" 21,74°
4

23,84° 24,96"
5

41,15° 38,76°
6

32,62° 32,83°
7

34,78° 35,48°

*Médias transformadas (cos x'l) seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, considerando

valor nominal de 5% de significancia

Concluséao

Os isolados fungicos do  género
Paecilomyces apresentam potencial
biotecnolégico na degradacdo de escamas de
peixes, e este substrato pode ser utilizado para o
isolamento das enzimas secretadas.
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