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APRESENTACAO

Empresas do segmento de alimentos e bebidas que adotam inovacédo e
tecnologia em seus produtos, processos e servigos sao reconhecidas e valorizadas
pelo consumidor, consequentemente competitivas no mercado. A area industrial
alimenticia é apenas uma das inUmeras op¢des que 0 engenheiro quimico tem como
campo de trabalho. Mas dentro desta, suas atribuicbes sé&o variadas, formando um
profissional capaz de atuar em multiplas tarefas.

A necessidade de novas tecnologias na industria de alimentos requer otimizacéo
dos processos de transformacéo e fabricacdo, desenvolvimento de novos produtos,
avanco da biotecnologia, garantia no controle da qualidade dos produtos, andlise
econbmica dos processos, além da garantia do controle ambiental dos rejeitos e
efluentes industriais.

A inovacéo é fundamental para o desenvolvimento de qualquer empresa. No
setor de alimentos ndo é diferente, e cada vez mais os consumidores desejam
consumir novos produtos que consigam aliar sabor, nutricdo, qualidade e seguranca.
Assim como uma destinacao correta de residuos e uso de subprodutos que favorecem
consumidor e meio ambiente.

Neste segundo volume, apresentamos inovagdes tecnologicas na Engenharia
Quimica no setor de alimentos e residuos de alimentos com estudos estatisticos
de controle e processos, modelagem matematica, estudo cinético, sinteses,
caracterizacdes, avaliacdo de propriedades, rendimento e controle analitico.

A Industria Alimentar esta em evolugcédo constante e a tecnologia desempenha
um papel cada vez mais importante neste setor. Os avancos cientificos e técnicos
permitem hoje produzir alimentos e bebidas que se adaptam melhor a procura dos
consumidores de uma forma segura, com processos produtivos mais sustentaveis e
eficientes, cobrindo a procura dos mercados globais.

Convidamos vocé a conhecer os trabalhos expostos neste volume relacionados
com alimentos, bebidas, residuos de alimentos com utilizagdo tecnoldgica de novos
recursos para o produto ou processo.

Bons estudos.

Carmen Lucia Voigt
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CAPITULO 28

PROSPECCAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS DO
BIOMA CAATINGA COM POTENCIALIDADE PARA
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RESUMO: A caatinga representa uma crescente
potencialidade para o setor da prospeccao
de microrganismos com  caracteristicas
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PRODUCAO DE QUITINASE

comerciais para produgcdo de metabolitos
secundarios, dentre 0s quais se destaca os
fungos entomopatogénicos. Nesse contexto,
esta pesquisa buscou verificar a existéncia
de variabilidade genética para a producéo de
quitinase em isolados fungicos pertencentes a
colecdo de fungos filamentosos da caatinga.
Avaliando o crescimento celular dos gendétipos
na presenca de quitina, bem como quantificando
o indice Enzimatico (IE) por meio do Método de
Difusdo em Gel de Agar, onde o valor superior
a dois classificou os isolados fungicos como
promissores para producdo de quitinase.
Dentre os 117 isolados fungicos apenas 45,3%
apresentaram perfil de crescimento. O efeito
significativo que mostra a atividade quitinolitica
dos isolados fungicos, indica existéncia de
variabilidade genética e sugere situacéo
favoravel para a selecdo desses genotipos.
Verificou-se, pelo teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade, a formacdo de trés grupos
de gendtipos com aptiddes distintas sendo o
CDSA097, CDSA098 e CDSA111 aqueles que
apresentaram maior desempenho para variavel
resposta em estudo.
PALAVRA-CHAVE: prospeccéo;
fungicos; quitina; gendtipos.

isolados

ABSTRACT: The caatinga
increasing potential for the sector of the

represents an

prospection of microorganisms with commercial
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characteristics for the production of secondary metabolites, among which the
entomopathogenic fungi. In this context, this research sought to verify the existence
of genetic variability for the production of chitinase in fungal isolates belonging to
the collection of filamentous fungi of the caatinga. Evaluating the cell growth of the
genotypes in the presence of chitin, as well as quantifying the Enzymatic Index (El) by
means of the Agar Gel Diffusion Method, where the value superior to two classified the
fungal isolates as promising for chitinase production. Among the 117 fungal isolates,
only 45.3% presented a growth profile. The significant effect that shows the chitinolytic
activity of the fungal isolates, indicates the existence of genetic variability and suggests
a favorable situation for the selection of these genotypes. It was found, by the Scott-
Knott test at 5% probability, the formation of three groups of genotypes with different
aptitudes with CDSA097, CDSA098 and CDSA111 being the ones that presented the
highest performance for variable in the study.

KEYWORDS: prospection; fungal isolates; chitin; genotypes.

11 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, os fungos vém se destacando gragas a seu enorme potencial
em produzir uma infinidade de metabdlitos, os quais apresentam diferentes aplicacoes
biotecnoldgicas como producdo de vacinas, enzimas, antibidticos, antifungicos,
anticancerigenos. Alguns podem apresentar maior potencial para a producéo de certa
enzima. Isso pode ser justificavel pela a existéncia de variabilidade genética neste
reino para as diversas caracteristicas. A maioria dos microrganismos produtores de
quitinase sdo obtidos dos solos, principalmente, ricos em quitina. O principal critério
utilizado para selecionar esses microrganismos € avaliar a sua capacidade em utilizar
a quitina como Unica fonte de carbono (AZEVEDO & ARAUJO, 2006; PAGNONCELLI,
2008; SANTOS, 2008).

As enzimas sao proteinas produzidas por todos os organismos vivos. Sao
catalisadores biolégicos altamente especificos que aceleram as reagdes quimicas,
tais como digestdo, respiracdo, metabolismo e manutengdo de tecidos (FOOD
INGREDIENTS BRASIL 2011). Atualmente a producdo de enzimas movimenta
anualmente bilhdes de ddélares. Segundo Sant’anna Junior (2001) novas enzimas
estao sendo descobertas a partir do trabalho conjunto de equipes de diferentes linhas
de pesquisas vinculado as areas de Microbiologia, Bioquimica, Quimica, Engenharia
Bioquimica, entre outras. Parceria que minimiza os custos vinculados a atividade
industrial de producdo de enzimas.

As enzimas mais utilizadas na industria sdo as hidrolases, enzimas que catalisam
a quebra de polimeros utilizando a agua (THIMOTEO, 2011). Dentre essas enzimas
podemos citar: celulase (EC 3.2.1.4); quitinase (EC 3.2.1.14); B-manosidase (EC
3.2.1.25); glican-1,3-B-glicosidase (EC 3.2.1.75) entre outras.

As quitinases (EC 3.2.1.132) s&o enzimas glisosilhidrolase que catalisam a reacéo

Impactos das Tecnologias na Engenharia Quimica 2 Capitulo 28




de hidrolise das ligagdes glicosidicas ((104) presente nos polimeros de N-acetil-
glucosamina da estrutura da quitina. Em geral, as enzimas quitinoliticas podem ser
classificadas em dois tipos: (i) endoquitinases (EC 3.2.1.14), hidrolisam a quitina
de maneira aleatéria nas ligacdes glicosidicas internas, liberando oligossacarideos
de diferentes tamanhos; (ii) exoquitinases, atuam de maneira progressiva pela
extremidade redutora da quitina, liberando quitobiose e N-acetilglucosamina (SAITO
et al, 1999; RAST et al., 2003; YOUNG et al., 2005; RAMIREZ et al., 2011).

Diante do exposto, nota-se a grande importancia de identificar e selecionar
isolados fungicos da Caatinga que apresentem potencial para a producédo de
quitinase. Avaliando a eficiéncia do método de selecdo empregado, pela estimacao
dos coeficientes de variacdo genética, ambiental e da herdabilidade no sentido amplo
para a determinacéo da atividade quitinolitica dos isolados fungicos.

2| MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Fitossanidade do Semiarido
(LAFISA), da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Campus Sumé, PB.
No presente trabalho foi utilizada a quitina, cedida pelo Laboratério de Avaliacao e
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste (CERTBIO). Foram utilizados os 117
isolados fungicos, pertencentes a Micoteca CDSA do laboratério de Microbiologia da
Universidade Federal de Campina Grande.

Para o procedimento de conservacgéo e ativagdo das células foi utilizado o meio
de cultivo sélido basico BDA (20% de Batata, 1,8% de Dextrose e 1,5% de Agar). A
ativacao ocorreu em placas de Petri em estufa a 28 °C durante 7 dias. Posteriormente,
para analisar a tolerancia (potencial em apresentar perfil de crescimento) e a hidrolise
da quitina (parametro representado pelo halo de degradacéo) os isolados fungicos
foram cultivados em placas de Petri contendo meio sintético formulado com a presenca
de quitina (1% de quitina e 1,5% de Agar) e incubados & temperatura de 28 °C durante
5 dias.

As placas contendo as colénias foram submetidas a coloragdo especifica com
solucao contendo iodo (3,33 g L) e iodeto de potassio (6,67 g L") por 20 minutos. O
halo de degradacéo representado pelo indice Enzimatico (IE) (Equacéo 1) foi avaliado
como indicativo da capacidade de producdo enzimatica. Dessa forma, os isolados
fungicos que apresentaram IE superior a dois foram os que possuem melhor potencial
para atividade quitinolitica extracelular.

_ diametro medio do halo de degradagio
~ diagmetro médio de formacio de colonia

IE (1)

O delineamento experimental utilizado foi de blocos inteiramente casualizados

Impactos das Tecnologias na Engenharia Quimica 2 Capitulo 28




com trés repeticdes. Cada placa correspondeu a uma repeticdo. Os tratamentos foram
selecionados ao acaso sendo utilizado 30 dos 53 isolados fungicos que foram capazes
de crescer em meio sintético contendo quitina, dentre os 117 presentes na colecgéo.
Os dados referentes ao IE foram submetidos a analise de variancia, com os recursos
do pacote computacional SAS. As médias dos tratamentos foram comparadas pelo
teste de Scott & Knott. A partir das esperancas dos quadrados médios das analises
de variancia, foram estimadas a herdabilidade no sentido amplo (h_?), as variancias
genéticas (I]g?), ambientais (0 ?) e o indice b, como mostra as Equagoes 2, 3, 4 e 5,

respectivamente.
,_ O
B = o0 @)
03
CV_(%) = (( i) )xlm} (3)
0.5
CV,(%) = ({{? )xmu (4)
oo CV, 5
oV (3)

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Dentre os 117 isolados fungicos apenas 45,3% apresentaram perfil de crescimento
em meio de cultivo contendo quitina como fonte de carbono e indutora para a produgéao
de quitinase (Tabela 1). Pelo teste do indice Enzimatico (IE), dentre os 10 genétipos
selecionados ao acaso, 70% desses, além de expressarem perfil de crescimento,
mostraram capacidade para produgao de quitinase.

De acordo com os ensaios, pode-se verificar que houve efeito significativo para
a atividade quitinolitica dos isolados fungicos, indicando, assim, haver variabilidade
genética entre eles (Tabela 2). A estimativa do coeficiente de variagdo ambiental (CV,)
foi aproximadamente 545% inferior ao coeficiente de variagéo genética (CV, = 15,18%
e CV, = 82,79%), resultando em valor da razao b = CV /CV,, superior a 1,0. Além
disso, a estimativa de herdabilidade no sentido amplo (h_?) foi alta (98,89%), o0 que
reforca, mais uma vez, a alta variabilidade genética e também uma situacao favoravel
para a selecéo de isolados fungicos com potencial para producéo de quitinase.

Isolados fungicos’

CDSAO01 CDSA35 CDSA83 CDSA105
CDSA02 CDSA49 CDSA85 CDSA106
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CDSA06 CDSA50 CDSA86 CDSA107
CDSA07 CDSA54 CDSA87 CDSA109
CDSA08 CDSA56 CDSA88 CDSA110
CDSA10 CDSA®61 CDSA90 CDSA111
CDSAT11 CDSA62 CDSA92 CDSA112
CDSA12 CDSA68 CDSA93 CDSA113
CDSA13 CDSA70 CDSA96 CDSA114
CDSA17 CDSA73 CDSA97 CDSA115
CDSA18 CDSA74 CDSA98 CDSA116
CDSA20 CDSA78 CDSA100 -

CDSA22 CDSA79 CDSA101 -

CDSA23 CDSA81 CDSA103 -

Tabela 1. Isolados fungicos pertencente a colecdo do Biolab do CDSA/UFCG que apresentaram
crescimento em meio contendo quitina como fonte de carbono. UFCG, Sumé, PB, 2015.

Fontes de variacao GL indice Enzimatico
Blocos 0,3293
Genotipos 9 146,8240"

Erro 18 1,6274
Média () 8,40
CV, (%) 15,18
CV, (%) 82,79
b=CV /CV, 5,45
hi (%) 98,89

Tabela 2. Resumo da analise de variancia para o indice enzimatico de isolados fungicos. Onde
CV.,, coeficiente de variagdo ambiental; CV , coeficiente de variagéo genético; indice b, CV /
CV_; e, h 2, herdabilidade no sentido amplo. "*N&o significativo. * e ** Significativo a 5% e 1% de
probabilidade, respectivamente, pelo teste de F.

Por meio das analises do |IE péde-se evidenciar, pelo teste de Scott-Knott a 5%

de probabilidade, a formacao de quatro grupos de gendtipos com aptiddes distintas em

sintetizar quitinase (Tabela 3). Dos 10 gendtipos testados ao acaso, 70% apresentam

potencial para producdo de quitinase, pois suas médias estdo acima do ponto
de referéncia (IE = 2,0). Os genétipos CDSA097 (IE = 18), CDSA098 (IE = 17,67)
e CDSA111 (IE = 14,83) foram aqueles que apresentaram maior desempenho para

variavel resposta em estudo, sendo enquadrados no primeiro grupo. O segundo grupo

(representado pelo genétipo CDSA109, IE = 11,03) apresentou atividade quitinolitica
em nivel intermediario, enquanto os genétipos CDSA115 (IE = 7,57), CDSA114 (IE =
7,5) e CDSA113 (IE = 7,43) apresentaram resultado inferior aos demais citados acima.

No entanto, ainda foi verificado um grupo cujos gendétipos (CDSA110, CDSA106 e

CDSAOQ071) nao atenderam os requisitos necessarios exigido no presente trabalho.

| Genotipos

IE |
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CDSA097 18,00a"
CDSA098 17,67a
CDSA111 14,83a
CDSA109 11,03b
CDSA115 7,57¢c
CDSA114 7,50c
CDSA113 7,43c
CDSA110 0,00d
CDSA106 0,00d
CDSAQ71 0,00d

Tabela 3. Produgéo de quitinase por meio de isolados fungicos pertencente a cole¢éo do Biolab
do CDSA/UFCG, avaliados pelo indice enzimatico (IE). UFCG, Sumé, PB, 2015. "Médias
seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade de erro.

De maneira geral, quando consideramos todos os 117 isolados fungicos da
colecdo, 5,98% dos genodtipos foram selecionados como potenciais produtores da
enzima quitinase. E importante evidenciar que nesta colecdo os isolados flngicos
nao foram identificados segundo a taxonomia e com isso 0s presentes resultados
evidenciados pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade podem indicar a presenca
de 4 grupos distintos com gendtipos pertencentes ao mesmo género e espécie. 1sso
leva ao questionamento quanto a presenca de variabilidade genética na populacdo em
estudo, pois os 10 gendtipos analisados podem ser reduzido, no minimo, ha apenas 4
classificados fungicos.

41 CONCLUSOES

+ Arelacéo entre a estimativa do coeficiente de variagdo genética e ambiental
e a herdabilidade no sentido amplo foram altas para o indice enzimatico, de-
monstrando a eficiéncia do método empregado para a selecao de gendtipos
com maior potencial para producao de quitinase.

« De maneira geral, quando consideramos todos os 117 isolados fungicos da
colecédo 5,98% dos genodtipos foram selecionados como potenciais produto-
res da enzima quitinase.

« Os isolados fungicos CDSA097, CDSA098 e CDSA111 foram selecionados
para estudos que possam promover a otimizagéo do processo de producéao
da enzima quitinase.
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