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APRESENTACAO

Amicrobiologia tem sido um assunto recorrente nos Gltimos anos, desde os corredores
universitarios aos locais informais, as conversas vao desde as bactérias multirresistentes,
passando por novas espécies de fungos descobertos até chegar no atual momento de
pandemia viral que marcara na historia o ano de 2020. Esse campo de estudo amplo inclui
0 estudo dos seres vivos microscépicos nos seus mais vaiados aspectos como morfologia,
estrutura, fisiologia, reproducéo, genética, taxonomia, interagdo com outros organismos e
com o ambiente além de aplicagdes biotecnoldgicas.

Como ciéncia, a microbiologia iniciou a cerca de duzentos anos atras, e tem passado
por constantes avangos gracas a descobertas e inovacdes tecnolbgicas. Sabemos que
0s microrganismos sdo encontrados em praticamente todos os lugares, e a falta de
conhecimento que havia antes da invencdo do microscéopio hoje ndo é mais um problema
no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes como bactérias,
virus, fungos e protozoarios.

A grande importancia dessa tematica se reflete no material de qualidade ja publicado
na Atena Editora e mais uma vez recebe os nossos holofotes com o tema “Projetos
Inovadores e Produgdo Intelectual na Microbiologia” contendo trabalhos e pesquisas
desenvolvidas em diversos institutos do territorio nacional contendo analises de processos
biol6gicos embasados em células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacéao
de atividades microbianas com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

Temas ligados a inovagé@o e tecnologia microbiana s@o, deste modo, discutidos
aqui com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos
aqueles que de alguma forma se interessam pela saide em seus aspectos microbiologicos.
Deste modo, propomos aqui uma teoria bem fundamentada nos resultados praticos obtidos
em diferentes campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras para os demais
pesquisadores de outras subareas da microbiologia.

Desejamos a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: Na ultima década, a crescente busca
por produtos de origem biolégica tem sido
intensa e, na atualidade, quitinases produzidas
por microrganismos tem ganhado atencéo
devido ao potencial de biocontrole que esse
grupo de enzimas apresenta. Fitopatologias
causadas por fungos sdo uma problematica em
todo o mundo, uma vez que sdo responsaveis
por perdas expressivas na producgdo agricola. O
principal meio de combate e prevencdo dessas
doencgas, é através dos agroquimicos e, devido
aos efeitos negativos dos agrotoxicos causados
ao meio ambiente e a saude humana, a busca
por metabdlitos de origem bioldégica tem se
intensificado. Fungos sdao uma fonte bioldgica
promissora para a producdo de metabdlitos
bioativos, dentre eles a enzima quitinase. Na
producéo de quitinases por fungos filamentosos,
sao utilizados indutores quitinoliticos comerciais
como a quitina em po, elevando os custos de
producdo. Diante disto, o estudo objetivou a
otimizacdo da producao de quitinase pelo fungo
endofitico Curvularia sp. URM 6861 utilizando
o farelo de soja como indutor alternativo a
quitina em pd comercial. O fungo Curvularia sp.
URM 6861 foi submetido a um screening inicial
onde foi utilizado a quitina em p6é comercial
como indutor e obteve uma producédo de 9,4 U
mL" sob fermentacdo submersa durante 72h.
Para a otimizagdo da produ¢do de quitinase
por Curvularia sp. URM 6861, os efeitos de
seis variaveis (sacarose, farelo de soja, quitina
coloidal, MgSO,, NH,NO, e H,HPO,) foram
analisados pelo Design de Plackett-Burman
(DPB). Sacarose e farelo de soja foram as
variaveis que apresentaram significancia e
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influéncia positiva expressiva na produgdo de quitinase, com niveis entre 0,62 - 12,78 U mL".
Com o DPB foi possivel aumentar a producdo enzimética em 36%, onde o farelo de soja se
mostrou uma fonte indutora alternativa e de baixo custo para a produg¢éo da enzima quitinase
sob fermentacdo submersa.

PALAVRAS - CHAVE: Fungo endofitico, Quitinase, Design de Plackett-Burman, Fermentacao
submersa, Farelo de soja

OPTIMIZATION OF CHITINASE PRODUCTION BY THE ENDOPHYTIC FUNGI
CURVULARIA SP. URM 6861

ABSTRACT: In the last decade, the growing search for products of biological origin was
intense. Currently, chitinases producing by microorganisms gained attention due to the
potential for biocontrol that this group of enzymes presents. Plant diseases caused by fungi
are a problem worldwide since they are responsible for significant losses in agricultural
production. The main control of these diseases is through by use of agrochemicals, and due
to the negative effects of pesticides caused to the environment and human health, the search
for metabolites of biological origin has intensified. Fungi are a promising biological source for
the production of bioactive metabolites, among them the enzyme chitinase. In the production
of chitinases by filamentous fungi, commercial chitinolytic inducers such as powdered chitin
are used, increasing production costs. Before this, the study aimed to optimize chitinase
production by the endophytic fungi Curvularia sp. URM 6861 using soybean meal as an
alternative inducer to commercial powdered chitin. Curvularia sp. URM 6861 was subjected
to an initial screening where commercial chitin powder was used as an inducer and obtained
a production of 9.4 U mL" under submerged fermentation for 72 hours. For the optimization
of chitinase production by Curvularia sp. URM 6861, the effects of six variables (sucrose,
soybean meal, colloidal chitin, MgSO,, NH,NO,, and H,HPO,) were analyzed by the Plackett-
Burman Design (PBD). Sucrose and soybean meal were the variables that showed positive
and significant influence on chitinase production, with levels between 0.62 - 12.78 U mL"". The
PBD increased enzyme production by 36%, where soybean meal proved to be an alternative
and low-cost inducing source for the production of the chitinase enzyme under submerged
fermentation.

KEYWORDS: Endophytic fungi, Chitinase, Plackett-Burman Design, Submerged fermentation,
Soybean meal

11 INTRODUGAO

Quitinases (E.C. 3.2.14) sdo enzimas que catalisam reag¢bes de hidrolise das
ligacdes B-1,4-N-acetil-B-D-glicosamina da quitina (Brzezinska, 2014; Di Rosa et al., 2016).
A maioria das quitinases ocorrem nas familias 18, 19, 23 e 48 das glicosil-hidolases (GH), as
fungicas, pertencem a familia GH18 e participam de processos fisiologicos como nutri¢éo,
parasitismo, morfogénese e defesa a estresses (Patil et al., 2013).

Fitopatologias causadas por fungos causam perdas expressivas na producdo
agricola mundial (Jadhav et al., 2017) e o controle dessas doencgas € feito, principalmente,
por meio de defensivos agricolas. De acordo com Bombardi (2017), o Brasil ocupa o
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primeiro lugar no mundo no uso destes produtos, com um consumo de aproximadamente
16 kg de agrotoxicos por hectare.

Devido aos efeitos adversos e permanentes dos agroquimicos no ecossistema e na
saude humana, existe um interesse mundial em minimizar a aplica¢do de produtos quimicos.
O uso de metabdlitos produzidos por microrganismos é uma alternativa de substituicao eco-
friendly na agricultura moderna para minimizar a possibilidade de patégenos resistentes e,
como as quitinas s&o um constituinte principal e comum de fungos, insetos e nematoides
(6vulos), elas também séo suscetiveis a enzimas quitinoliticas (Halder et al., 2019).

Fungos endofiticos tém se mostrado uma alternativa de interesse econdémico e
ecolégico bastante promissor pois, na atualidade, sédo uma potente fonte de produgéo e
obtencéo de novos metabdlitos eficientes, dentre eles a enzima quitinase (Yu et al., 2010;
Brakhage, 2013; Elgorban et al., 2018).

Para a obtengéo de quitinase produzida por fungos, sédo usados meios fermentativos
que utilizam um nimero elevado de componentes e fonte de quitina comercial como indutor,
tornando o custo do processo elevado. O farelo de soja é um residuo agroindustrial de
baixo custo e rico em carboidratos (34,43%) (Sadh et al., 2018), podendo ser utilizado
como fonte alternativa de carbono na obtencao de metabdlitos por microrganismos.

Tendo como hipétese que o farelo de soja é um residuo agroindustrial que pode
induzir a producéo de quitinase, o estudo objetivou a otimizacdo da producéo de quitinase
pelo fungo endofitico Curvularia sp. URM 6861 sob fermentagdo submersa (FmS),
empregando o Design de Plackett-Burman (DPB) como planejamento fatorial e utilizando o
farelo de soja (FS) como indutor alternativo a quitina em pd comercial.

21 METODOLOGIA

2.1 Obtencao do isolado de Curvularia sp. URM 6861

A cultura fungica foi obtida da Micoteca URM, Departamento de Micologia,
Universidade Federal de Pernambuco, isolada de Cereus jamacaru DC, em area de
Caatinga, Municipio de Santa Terezinha, Paraiba, Brasil.

2.2 Screening da producao de quitinase por Curvularia sp. URM 6861 sob
fermentacao submersa em meio de quitina em pé

O fungo foi inoculado em frascos de Erlenmeyer (250 mL) contendo 25 mL do meio
de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e incubado a temperatura de 28° C durante 5 dias.
Em seguida, foi feita uma suspenséo dos esporos em H,O destilada esterilizada adicionada
de Tween 80 (0,02%). Um volume de 2 mL dessa suspensao foi utilizado como padronizacéo
de indculo no processo fermentativo. O screening foi conduzido em frascos de Erlenmeyer
de 250 mL, onde foi utilizado 50 mL do meio contendo quitina em p6 como indutor, composto
de: K,HPO,-1gL";KCI-0,5gL", MgSO,.7H,0-0,5gL" FeSO,-0,01 gL"; CaCl, -
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0,2gL";ZnSO, - 0,002 g L"; quitina em p6 (Sigma-Aldrich) 42 g L''; sacarose —5 g L' e pH
7,0, adicionado do in6culo fungico previamente padronizado. A fermentagdo ocorreu a 30°
C durante 72h em condi¢cbes semiestaticas. O liquido metabdlico foi filtrado com o auxilio
de uma bomba a vacuo e centrifugado por 10min a 4°C. O sobrenadante foi considerado
como o extrato enzimatico bruto.

2.3 Atividade quitinolitica

A determinacdo da atividade da quitinase foi realizada em triplicata de acordo
com a metodologia de Waghmare e Ghosh (2010) e a detecgédo dos agUcares redutores
foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Miller (1959). Uma unidade de
atividade quitinolitica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1
pmol de N-acetilglicosamina por minuto.

2.4 Otimizacao da producao enzimatica utilizando o DPB

O efeito de seis variaveis para a produg¢édo de quitinase por Curvularia sp. URM
6861 foi analisado em trés niveis (Tabela 1) em 16 ensaios (Tabela 2). Os resultados foram
analisados no softwere Statistica 10.0.

Niveis (g L)
Variaveis Componentes

-1 0 +1
Q, Quitina coloidal 0 10 20
Q, Farelo de soja 10,5 26,25 42
Q, Sacarose 2 5 8
Q, MgSo, . 7H,0 0 0,25 0,5
Q, NH,NO, 1 2 3
Q, K,HPO, 0 0,25 0,5

Tabela 1. Matriz do Design de Plackett-Burman das variaveis independentes utilizadas para a
otimizagao da produgédo de quitinase por Curvularia sp. URM 6861.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A producéo de quitinase pelo fungo Curvularia sp. URM 6861 no screening inicial
utilizando quitina em pé como fonte principal, apresentou atividade enzimatica de 9,4 U mL-
1.S&o0 elevados os numeros de estudos em relagdo a producéo de quitinase por fungos onde
utiliza-se a FmS (Karthik et al., 2014; Pilantanapak et al., 2017; Abu-Tahon e Isaac, 2020),
devido as vantagens no controle do processo e facil recuperag¢édo. A produgéo extracelular
de quitinase é influenciada por varios fatores como fontes de carbono e nitrogénio e uma
das fontes de carbono utilizadas como indutor na produc¢do de quitinase por fungos é a
quitina em p6 comercial, uma vez que € rica em carbono e representa uma fonte energética
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disponivel para o crescimento do microrganismo.

No entanto, o alto custo da quitina em p6 comercial nos direciona na busca para
a substituicdo de indutores quitinoliticos de baixo custo. Para isto, se faz necessario a
utilizacao de planejamentos fatoriais, pois quando o fator a ser estudado néo é totalmente
conhecido, o planejamento fatorial estabelece coeficientes essenciais em um tempo curto
de experimentacgéo e valores mais elevados de producéo (Latha et al., 2017).

Com o Design de Plackett-Burmann na otimizacao, foi possivel definir os fatores
que possuem significancia na producao de quitinase por Curvularia sp. URM 6861, onde
foram obtidas variagdes nos niveis de produgéo de 0,62 - 12,78 U mL™" (Tabela 2). O melhor
resultado da atividade de quitinase foi observado no ensaio 2 (12,78 U mL""), composto de
1 mL de quitina coloidal; 2,10 g de farelo de soja; 0,4 g de sacarose e 0,05 g de NH4N03.

Ensaios Variaveis da Matriz Experimental (g/50mL) Atividade de quitinase (U mL")
Q, Q, Q, Q, Q, Q, Observado ! Estimado?
1k 1 0,525 0,1 0 0,05 0,025 1,52 1,04
2Aa 1 2,10 0,4 0 0,05 0 12,78 12,43
3i 0 2,10 0,1 0,025 0,05 0 4,81 5,02
4h 1 0,525 0,4 0 0,15 0 8,01 8,81
5c 1 2,10 0,4 0,025 0,05 0,025 11,64 12,59
6i 1 2,10 0,1 0,025 0,15 0 4,81 4,80
7b 0 2,10 0,4 0 0,15 0,025 12,30 11,32
8g 0 0,525 0,4 0,025 0,05 0,025 8,45 8,19
99 0 0,525 0,4 0,025 0,15 0,025 8,42 8,31
19m 1 0,525 0,1 0,025 0,15 0,025 0,62 1,19
11j 0 2,10 0,1 0 0,15 0,025 1,88 3,54
121 0 0,525 0,1 0 0,05 0 0,84 1,25
13h 0,5 1,312 0,25 0,0125 0,1 0,0125 8,04 6,69
14ed 0,5 1,312 0,25 0,0125 0,1 0,0125 9,34 6,69
15d 0,5 1,312 0,25 0,0125 0,1 0,0125 9,53 6,69
16f 0,5 1,312 0,25 0,0125 0,1 0,0125 9,08 6,69

Tabela 2. Matriz das variaveis dos ensaios em diferentes concentragdes do Design de Plackett-
Burman e atividade de quitinase produzida por Curvularia sp. URM 6861.

'— Valores da resposta experimental / 2 — Valores da resposta estimados pelo modelo
estatistico. Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os resultados seguidos das letras
minUsculas representam a analise dos ensaios; os resultados seguidos da mesma letra
néo diferem entre si; a letra maiuscula em negrito representa o melhor resultado e melhor
composi¢do do meio fermentativo para produgéo de quitinase.
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Na analise de variancia (ANOVA), o grafico de Pareto (Figura 1), demonstrou que

farelo de soja e sacarose foram as variaveis que apresentaram significancia e influéncia

positiva na produgéo de quitinase. Os valores positivos da quitina coloidal e MgSO, indicam

que o aumento destes componentes no meio fermentativo ira influenciar positivamente na

produgéo. No entanto, NH,NO, e K,HPO, indicaram efeito negativo na produgéo. No gréafico

de superficie de resposta (Figura 2) pode ser observada a interagéo da sacarose (Q,) com

o farelo de soja (Q,) em relagdo a produgéo de quitinase, onde o aumento da concentragéo

de farelo de soja e sacarose resultard em maior produgéo.

(3)Q3

(2)Q2

(4)Q4

(505

(6)Q6

(mat

Figura 1. Gréfico de Pareto gerado a 90% de significancia. Efeitos das seis variaveis utilizadas

Sacarose

Farelo de soja 2,892061
I'\:1-g-SO4 | 5435869

NHNO,  |-407339

KHPO, |-372335

Quitina

colidal 2068242

p=1

no Design de Plackett-Burman na produgédo de quitinase por Curvularia sp. URM 6861.
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Figura 2. Gréafico de Superficie de Resposta do efeito e interagéo entre sacarose e farelo de
soja na producéo de quitinase por Curvularia sp. URM 6861.

Resultados obtidos por Aita et al. (2019), demonstraram que a utilizagdo de gréos
de soja como substrato alternativo foi eficiente para a otimizacdo da producgéo de quitinase
pelo fungo Metarhizium anisopliae (12,14 U g'). De acordo com Ghanem et al. (2010),
fontes de carbono se tornam mais viaveis para microrganismos, que os permite iniciar o
crescimento no meio e assim hidrolisar e produzir o metabolito de interesse.

Diante disto, a utilizacdo do farelo de soja, que é rico em carboidratos, € um
potencial substituto dos indutores quitinoliticos comerciais, uma vez que é rico em carbono
e promove energia para o crescimento microbiano. Com o DPB foi obtido um aumento de
36% na producéo de quitinase pelo fungo Curvularia sp. URM 6861 em relacdo ao meio
de cultura contendo quitina em p6 comercial; 12,78 U mL" e 9,4 U mL"", respectivamente,
demonstrando assim que, a utilizagdo de substratos alternativos em conjunto com modelos

estatisticos de otimizagéo, diminui os custos e eleva a eficacia na obtencao de uma maior
producéo da quitinase.

41 CONCLUSOES

A utilizagdo do Design de Plackett-Burman é eficaz na otimizagdo da producéo de
quitinase pelo fungo Curvularia sp. URM 6861, a qual tem possibilidade em aumentar a
producao enzimatica em 36% em relagcao ao meio fermentativo contendo quitina comercial
em po. O farelo de soja é um substituto eficiente dos indutores quitinoliticos comerciais, sendo
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uma fonte indutora alternativa e de baixo custo na produgéo de quitinase sob fermentacao
submersa podendo ser aplicada para fins industriais, dentre eles, a agroindustria.
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