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RESUMO

As industrias utilizam enzimas em diversos setores como o farmacéutico e
alimenticio, as quais em sua maior parte, sdo produzidas por microrganismos.
Dentre essas enzimas, as quitinases, que clivam as ligagdes B-1,4 entre as unidades
de N-acetilglicosaminas da quitina, tém destaque quanto a sua aplicacao
biotecnolégica como, por exemplo, no controle de fungos fitopatbgenos e pragas
herbivoras e no tratamento de efluentes ricos em quitina. A quitina é o segundo
biopolimero mais abundante do planeta, sendo encontrado no exoesqueleto de
artropodes e parede celular de fungos. Residuos da indastria pesqueira de
crustaceos sao ricos em quitina e ndo tém sido aproveitados para outras finalidades,
sendo descartado no meio ambiente, poluindo-o. Com isso, o objetivo deste trabalho
foi determinar as melhores condigcbes de cultivo para a maxima producdo de
quitinases por A. niveus em fermentacdo submersa (FSbm) e em substrato sélido
(FSS), utilizando residuos da industria pesqueira do camarao, e avaliar o potencial
de aplicacdo da enzima como antifungico. No processo de otimizacdo da FSbm, a
maior producdo quitinasica (1,4 U mL™) foi obtida utilizando cascas de camarao-de-
sete-barbas na granulometria entre 1 e 2 mmz2, a 35,5 °C, 150 rpm, 110 h e in6culo
inicial de 107 esporos mL de meio; ja para a FSS (5 U g de substrato!) as melhores
condi¢cBes foram cascas de camarao-de-sete-barbas (entre 2 e 10 mm?), a 31 °C, por
144 h, inoculado de 108 esporos, umidificado com agua de torneira na proporcéo de
1:2 (m/v). Ambos filtrados brutos apresentaram acima de 80% de atividade
quitinasica residual por até 90 dias armazenados em geladeira (4 °C). As quitinases
obtidas da FSbm e FSS foram purificadas 40 e 2 vezes, respectivamente, com
massas moleculares de 49,3 e 47,6 kDa, sendo mondmeros. A quitinase produzida
em FSbm apresentou maxima atividade catalitica no pH 6,0, e a produzida em FSS
no pH 5,0. A melhor temperatura para a atuacdo de ambas as formas enzimaticas foi
65 °C, mantendo a estabilidade a 30 e 40 °C por até 6 h. Ambas as formas foram
resistentes ao KCI, ao SDS e ao p-mercaptoetanol. Os parametros cinéticos foram
determinados, sendo 0 Km e a Vmax de 2,7 mmol L' e 12,6 U mg de prot.?,
respectivamente, para a quitinase da FSbm, e de 6,1 mmol L*e 16,0 U mg de prot.™*
para a enzima da FSS, sugerindo que se tratam de diferentes isoformas. O filtrado
bruto da FSbm contendo quitinase inibiu o crescimento dos fungos Cladosporium
herbarium, Rhizopus microsporus var. microsporus e Fusarium lateritium. O filtrado
bruto da FSS inibiu o crescimento do fungo Penicillum purpurogenum em
concentracbes menores que as observadas para o uso de fluconazol e anfotericina
B. Assim, é possivel concluir que a utilizagdo das cascas de camarao-de-sete-
barbas para producdo de quitinases por A. niveus em FSbm e FSS, é viavel,
obtendo-se uma biomolécula com potencial de aplicacdo em diferentes setores como
o agricola, farmacéutico e industrial, minimizando também os efeitos poluentes
desse residuo no meio ambiente.

Palavras-chave: antifingico, casca de camarao, fermentagéo, otimizagao, quitinase.



ABSTRACT

Industries use enzymes in various sectors such as pharmaceuticals and food, which
for the most part are produced by microorganisms. Among these enzymes,
chitinases, which cleave the -1,4 bonds between the N-acetylglucosamine units of
chitin, are highlighted in terms of their biotechnological application, for example, in
the control of phytopathogenic fungi and herbivorous pests, and in the treatment of
effluents rich in chitin. Chitin is the second most abundant biopolymer on the planet,
found in the exoskeleton of arthropods and the cell wall of fungi. Residues from the
crustacean fishing industry are rich in chitin and have not been used for other
purposes, being discarded in the environment, polluting it. Thus, the objective of this
study was to determine the best cultivation conditions for maximum production of
chitinases by A. niveus in submerged fermentation (SbmF) and in solid-state
fermentation (SSF), using residues from the shrimp fishing industry, and to evaluate
the potential application of the enzyme as an antifungal. In the SbmF optimization
process, the highest chitinase production (1.4 U mL™) was obtained using seven-
bearded shrimp shells with granulometry between 1 and 2 mm?, at 35.5 °C, 150 rpm,
110 he initial inoculum of 107 spores ml of medium; for the SSF (5 U g of substrate
1) the best conditions were seven-bearded shrimp shells (between 2 and 10 mm?), at
31 °C, for 144 h, inoculated with 10°® spores, humidified with water of faucet in a ratio
of 1:2 (m/v). Both crude filtrates showed above 80% residual chitinase activity for up
to 90 days stored in a refrigerator (4 °C). The chitinases obtained from SbmF and
SSF were purified 40 and 2 times, respectively, with molecular masses of 49.3 and
47.6 kDa, being monomers. The chitinase produced in SbmF showed maximum
catalytic activity at pH 6.0, and that produced in SSF at pH 5.0. The best temperature
for the performance of both enzymatic forms was 65 °C, maintaining stability at 30
and 40 °C for up to 6 h. Both forms were resistant to KCI, SDS and B-
mercaptoethanol. The kinetic parameters were determined, being the Km and Vmax of
2.7 mmol L't and 12.6 U mg of prot. for the chitinase of SbmF, and of 6.1 mmol L*
and 16.0 U mg of prot.”? for the enzyme of SSF, suggesting that they are different
isoforms. The SbmF crude filtrate containing chitinase inhibited the growth of the
fungi Cladosporium herbarium, Rhizopus microsporus var. microsporus and
Fusarium lateritum. The SSF crude filtrate inhibited the growth of the fungus
Penicillium purpurogenum at concentrations lower than those observed for the use of
fluconazole and amphotericin B. Thus, it is possible to conclude that the use of
seven-bearded shrimp shells for the production of chitinases by A. niveus in SbmF
and SSF, is feasible, obtaining a biomolecule with potential application in different
sectors such as agriculture, pharmaceutical and industrial, also minimizing the
polluting effects of this residue in the environment.

Keywords: antifungal, chitinase, fermentation, optimization, shrimp shell.
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1.1 Fungos

Os fungos sédo organismos eucaridticos que possuem parede celular composta
de quitina, podendo ser uni ou pluricelulares, com nutricdo heterotréfica e
encontrados na natureza na forma filamentosa ou leveduriforme; geralmente
presentes no ambiente terrestre, em locais com elevada umidade, porém existem
grupos de espécies que vivem no ambiente aquatico (TORTORA et al., 2016). A
reproducdo desses organismos pode ser de forma sexuada ou assexuada, com
esporos hialinos ou pigmentados, haploides ou diploides (TORTORA et al., 2016).
Os fungos representam o segundo grupo de seres vivos mais abundante do planeta,
ficando atras apenas dos insetos. Estima-se que esse grupo é composto por mais de
3,5 milhdes de espécies, porém menos de 5% foram descritas (HAWKSWORTH,;
LUCKING, 2017).

Na natureza, os fungos podem ocupar trés nichos especificos, sendo eles: os
saprofitos, aqueles que desempenham o papel de decompor a matéria organica no
meio ambiente; os parasitas, que invadem o hospedeiro e adquire seus nutrientes
causando certo prejuizo nele; e os simbidticos, aqueles que vivem em harmonia com

outras espécies, criando uma interacao de ganho mutuo (TORTORA et al., 2016).

1.2 Género Aspergillus

Dentro os géneros de fungos de maior importancio biotecnolégica, o género
Aspergillus tem destaque. Este foi descrito em 1729, e é representado por espécies
que estdo presentes em diferentes habitats, parasitando animais e plantas, como
também em matéria organica em decomposicdo (PAULUSEEN et al., 2017). Apos
mais de 200 anos de sua descoberta, foram descritas apenas 132 espécies de
Aspergillus (FRISVAD; LARSEN, 2015).

De forma geral, os fungos do género Aspergillus sdo caracterizados,
principalmente, pela morfologia de hifas especializadas, os conidiéforos (Figura 1),
0S quais sédo separados em trés partes: (I) parte basal em forma de “T” ou “L”; (ll)
estipe; (Ill) vesicula. Nesta dUdltima estrutura, estdo dispostas as células
conidiogénicas, denominadas fialides (MESQUITA-ROCHA, 2019).
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Figura 1. Morfologia do conidiéforo de Aspergillus fumigatus.

N L
CONIDIO

CELULA BASAL
/

Fonte: Mesquita-Rocha, 2019 - Adaptado pelo autor.

Os fungos deste género tém grande importancia em diversos setores, pois
sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios como enzimas e proteinas, entre
outros compostos bioativos. Além disso, representam a maior parte infeccdes
hospitalares (PAULUSSEN et al., 2017; LEWIS, 2011, LI et al., 2012). Quando o foco
€ a producdo de enzimas de interesse industrial, os fungos filamentosos, em
especial o género Aspergillus, ttm se destacado devido a capacidade de produzir
enzimas com alta especificidade, tornando seu estudo interessante sob o ponto de
vista biotecnolégico (SANT'ANNA JUNIOR, 2001).

1.3 Enzimas microbianas

A aplicacao de enzimas produzidas por microrganismos, em especial fungos
filamentosos, € 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-acgucar,
trigo, arroz, entre outros, e residuos da industria pesqueira, como aqueles provindos
do camaréo, lagosta e caranguejo (MONTEIRO; SILVA, 2009; AL SAGHEER et al.,
2009). Estas enzimas, de forma geral, podem apresentar caracteristicas distintas

como maior termoestabilidade, especificidade, tolerdncia a solventes organicos,
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maior velocidade de reacdo em relacdo as produzidas por outros organismos, como
animais e plantas, além de catalizar as reacdo fazendo com que necessitem de
menor energia de ativagcdo (MUSSATTO et al., 2007).

O uso de enzimas em bioprocessos propicia altas despesas, fazendo com
gue as industrias explorem maneiras de obter uma produc&o economicamente viavel
como a utilizagdo de substratos com baixo custo (LI et al., 2012). No Brasil, o setor
industrial utiliza enzimas nas éareas de diagndsticos, alimentos e bebidas,
farmacéutica, produtos médicos hospitalares e laboratérios. As industrias quimicas,
por sua vez, utilizam insumos enzimaticos na producdo de papel, celulose, racéo
animal, produtos veterinarios e saneantes (POLITZER; BON, 2006).

As enzimas de interesse industrial, como celulases, xilanases, amilases,
fosfatases, invertases, lactases, quitinases, entre outras, sdo produzidas, em sua
maioria, através de processos fermentativos utilizando fungos (SARROUH et al.,
2012; MONTEIRO et al., 2009). Uma vantagem extremamente importante das
enzimas produzidas por fungos filamentosos é o fato destes organismos
conseguirem secretar estas biomoléculas para o0 meio extracelular, néo
necessitando de processo “upstream” para sua recuperagao (TORTORA et al.,
2016). Dentre as enzimas de interesse biotecnolégico produzidas por fungos
filamentosos, as quitinases sao estudadas devido ao seu potencial de aplicacdo em

diversas areas, como a agricola e a farmacéutica.

1.4 Processos fermentativos

hY

Com relacdo a producdo, as enzimas microbianas podem ser obtidas
utilizando FSS ou FSbm. A FSS é caracterizada como um processo fermentativo
que ocorre quando ha biomassa microbiana envolvendo uma matriz sélida, na
auséncia de agua livre (LI et al., 2013). Esta pode ser realizada em substratos como
madeira, palha, residuos florestais ou subprodutos agricolas, e pode ser empregada
para cultivo de fungos filamentosos. Esse tipo de fermentagcdo tem como vantagem a
auséncia de formacdo de espuma, menor demanda de energia, simplicidade do
meio e facilidade no controle de contaminacdo, proporcionada pela auséncia de
quantidade de agua livre no sistema, 0 que proporciona a reducdo dos custos de
producdo (USTOK; TARI; GOGUS, 2007).
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A dificuldade deste tipo de fermentacdo € exatamente a escolha do fungo
filamentoso para crescer nessas condi¢des, afinal, a auséncia de controle da
umidade, pH e fluxo de ar sé@o variaveis que limitam esse tipo de cultivo (MAHADIK
et al., 2002). Os fungos filamentosos tém vantagem sobre os demais
microrganismos na FSS, pois o cultivo se assemelha ao seu habitat natural, sendo
adaptados a penetrar no substrato e conviver em condi¢cdes de baixa atividade de
agua (Figura 4) (HOLKER; LENZ, 2005).

Figura 2. Esquema de crescimento fungico em substratos sélidos.

0,

Hifas aéreas

Tapete micelial

Hifas penetrativas

1Zimas /
o) Ny . .
Polimeros {<2¢] ’. .

Monémeros

Fonte: Holker e Lenz, 2005 — Adaptada e traduzida pelo autor.

O uso da FSS vem aumentando nos ultimos anos, pois € possivel produzir
enzimas e conseguir altas taxas de biomassa utlizando fungos filamentosos,
permitindo que alguns cultivos tenham produtos em concentra¢cées maiores do que
na FSbm. Além disso, este tipo de cultivo é semelhante ao ambiente em que o fungo
cresce na natureza, o que facilita a secrecdo de enzimas para o0 meio extracelular
(BEHERA; RAY, 2016; LI et al., 2013).

A FSbm, por sua vez, é caracterizada pelo uso de um meio liquido, com

cerca de 95% de agua livre no sistema. Esse tipo de fermentacdo € o mais comum
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no ambito industrial, pois proporciona alta eficiéncia na producdo de enzimas e
praticidade, dispensando tratamentos sofisticados de filtragdo, aeragéo, controle de
temperatura e homogeneizagdo do meio quando comparados com a FSS
(NOROUZIAN et al., 2006). O fato desse tipo de cultivo facilitar a transferéncia de
massa, absor¢cao de nutrientes e excrecdo de metabdlitos de forma mais eficiente,
resulta em um menor tempo de cultivo e maior produtividade enzimatica. Entretanto,
aspectos relacionados a operacédo deste tipo de fermentagcdo como o elevado custo
dos meios de cultivos e equipamentos, e a manutencdo destes, além de, em alguns
casos, proporcionarem baixa concentracdo de biomoléculas devido a diluicdo do
meio de cultivo, sdo desvantajosos ao seu uso (MONTEIRO; SILVA, 2009).

Diversos substratos vém sendo utilizados para producdo de enzimas nos
diferentes tipos de fermentacdo, com destaque para utilizacdo de residuos
agroindustriais. Dentre esses, 0s residuos da industria pesqueira sdo amplamente
utilizados para producdo de quitinases, pois sdo compostos ricos em quitina
(HARAN et al, 1995; PERDONES et al., 2014; FARAG et al., 2016; ALVES et al.,
2018).

1.5 Quitinases

Umas das enzimas que podem ser produzidas por fungos filamentosos, em
especial do género Aspergillus, ambos e o0s processos fermentativos sao as
quitinases (EC 3.2.1.29). Essas enzimas sao glicosil hidrolases capazes de clivar
especificamente as ligagbes B-1,4 entre as unidades de N-acetilglicosaminas da
quitina (HAMID et al.,, 2013). Os principais produtores dessas enzimas Sd0 0S
organismos que possuem quitina em seu exoesqueleto, como insetos e crustaceos,
ou na parede celular, como fungos e algas, por exemplo (RINAUDO, 2006). As
quitinases apresentam massa molecular variando entre 20 kDa e 90 kDa, com suas
funcbes biolégicas dependendo da sua origem. Em protistas, fungos e
invertebrados, as quitinases estdo envolvidas na morfogénese; ja em plantas,
participam dos mecanismos de defesa contra herbivoros e fitopatogenos (HAMID et
al., 2013).

De acordo com o modo de atuacdo, as quitinases sao divididas em dois

grandes grupos: endoquitinases e exoquitinases (Figura 2). As endoquitinases (EC
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3.2.1.14) clivam aleatoriamente ligagbes p-1,4 da quitina, liberando N-
acetilglicosamina (GIcNAc) e multimeros de [-1,4-N-acetilglicosamina de baixa
massa molecular como quitobiose (N,N’-diacetilquitobiose), quitotriose (N,N’,N”-
triacetilquitotriose) e quitooligossacarideos (VAN LONG et al, 2016). As
exoquitinases sdo agrupadas em duas subcategorias: quitobiases (EC 3.2.1.29), que
atuam na catdlise da liberacdo progressiva de diacetilquitobiose a partir da
extremidade ndo redutora das microfibrilas de quitina; e B(1,4)N-
acetilglucosaminidases (NAG) (EC 3.2.1.30), que clivam os produtos oligoméricos
liberados por endoquitinases e quitobiases, gerando mondémeros de GIcNAc (VAN
LONG et al., 2016).

Figura 3. Modo de acao das diferentes quitinases.

1-4-f-glucosaminidases Cuitobiosidase
(Liberagio de GleMAc)  (Liberagio de quitobiose ) Enl]un.lui.[in,u:-yu

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
0 _ 0y J—u, ¥ #J—O ' ; o,
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NH NH NH NH NH
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CH, CH, CHy QUITINA CH; CHy

Fonte: Rathore e Gupta, 2015 — Adaptado pelo autor.

As quitinases séo divididas em dois grandes grupos, aquelas pertencentes a
familia 18, 19 e 20 glicosil hidrolases (GH) (HENRISSAT; DAVIES, 1997). Essas
familias se distinguem na sequéncia de aminoacidos e caracteristicas especificas.
As enzimas da familia GH18 possuem um dominio catalitico em forma de barril, (B/
a)s, € utilizam um mecanismo de retengdo ao hidrolisar o substrato. Enquanto isso,
aguelas pertencentes a familia GH19 apresentam dominio catalitico com alto teor de
alfa hélices, utilizando um mecanismo de inversdo (ARAKANE; MUTHUKRISHNAN,
2010). As quitinases da familia GH18 sdo encontradas em diferentes organismos,

incluindo bactérias, plantas, animais, virus e fungos, e estdo entre as enzimas
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quitinoliticas mais estudadas, ja as quitinases da familia GH19 s&o encontradas em
plantas (HOELL et al., 2010). As quitinases da familia GH20 estdo presentes em
bactérias, Streptomyces e em humanos, e apresenta dobras em forma de barril em
sua estrutura. Alguns exemplos da estrutura das quitinases sdo apresentados na
Figura 3. Ohno e colaboradores (1996) relataram que o sitio de ligacdo das
quitinases ndo possui sequéncia conservadora de aminoéacidos, porém ha residuos
aromaticos na regido N-terminal. Também é relatado que todas as quitinases
possuem dois residuos de glutamato no sitio catalitico, um sendo catalizador &cido

geral, e 0 outro é base da catalise geral (HOELL et al., 2010).

Figura 4. Estrutura tridimensional de quitinases pertencentes a diferentes
familias.

(C) Familia 19 (Zea mays) (D) Familia 20(Streptomyces plicatus)

Fonte: Protein data bank (PDB - NCBI) — Adaptada pelo autor.
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As quitinases estdo presentes em todos o0s reinos de seres Vivos,
desempenhando funcdes diferentes. Nas bactérias, as quitinases atuam na digestédo
de quitina para nutri¢do, utilizando esse substrato como fonte de carbono (JUNIOR
et al.,, 2018). As plantas utilizam esta enzima para se proteger de fitopatégenos,
como fungos, e pragas herbivoras, como os insetos (JUNIOR et al., 2018). Os virus
possuem quitinases que auxiliam no processo de viruléncia, digerindo a estrutura do
futuro hospedeiro, facilitando sua entrada nas células (DAS et al., 2016).

No reino animal, as quitinases podem estar envolvidas em diferentes
processos, como protecao, digestdo da cuticula durante o processo de muda e no
desenvolvimento pés embrionario (DAS et al., 2016). Os mamiferos possuem as
quitinases para se defenderem de patégenos, como os fungos, que possuem quitina
em sua parede celular (LEE et al., 2011). Ja os fungos utilizam as quitinases para
funcdes nutricionais, de defesa contra outros organismos, morfogénese e
remodelacéo da parede celular (ADAMS, 2004).

De forma geral, as quitinases podem ser aplicadas na medicina, agricultura,
industrias de alimentos e medicamentos, e gestdo ambiental. Na agricultura sao
potencialmente empregadas no controle de fitopatdgenos e pragas herbivoras, uma
vez que insetos e fungos possuem quitina em, respectivamente, seus exoesqueletos
e paredes celulares (FLEURI et al., 2009). Na gestdo ambiental, as quitinases
apresentam potencial aplicacdo no tratamento de residuos industriais ricos em
quitina, como cascas de camardo, caranguejo e lagosta, para obtencdo de
compostos com valor agregado (DAHIYA et al., 2006).

Assim, dentre esses produtores de quitinases, os fungos filamentosos
destacam-se por apresentarem vantagens como capacidade de crescimento em
substratos de baixo custo, podendo produzir as quitinases em fermentagcdo em
substrato sélido (FSS) ou submersa (FSbm) (Tabela 1).
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Tabela 1. Fungos produtores de quitinases em FSbm e em FSS.

Microrganismo Tipo de  Substrato/Fonte (F;S”Odo Referéncia
9 Fermentacdo de Carbono .
cultivo
Aspergillus .
fumigatus FSbm Quitina 96 h égm)et al.
YJ-407
Aspergillus niger Brzezinska e
berg 9" Esbm Quitina coloidal 240 h Jankiewicz

LOCK 62 (2012)

. . Quitina de Alves et al.
Aspergillus niveus FSbm caranguejo 192 h (2018)
Aspergillus Casca de Farag et al.
terreus FSbm camarao 120h (2016)
Paecilomyces " Khan et al.
lilacinus FSbm Quitina 168 h (2003)
Pseudozyma sp. Casca de Barretto et al.
CCMB 300 FSbm Camarso 2h o011)
Trichoderma " . Haran et al.
harzianum FSbm Quitina Coloidal 144 h (1995)
Penicillium . .
aculeatum NRRL FSS Fﬁirt?rl](; de trigo e 96 h I(leggg) et al.
2129 a
Aspergillus flavus Farelo de trigo e Thadathil et
CFR 10 FSS quitina 1900 5 2013)
Aspergillus sp. Casca de Rattanakit et
S1-13 FSS Caranguejo 168 h al. (2007)
Fusarium Farelo de trigo e Thadathil et
oxysporum CFR 8 FSS quitina 190 h al. (2013)
Metarhizium Crisalida de Rustiguel et
anisopliae FSS bicho-da-seda 192h al. (2012)
Penicillium Farelo de trigo e Patil e
ochrochloron FSS uitina 9 96 h Jadhav
MTCC 517 g (2014)

- " . Lee et al
Penicillium sp. FSS Quitina coloidal 72h (2009)

Fonte: Autor.
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1.6 Quitina

O substrato no qual as quitinases hidrolisam é a quitina, que € o segundo
polissacarideo mais abundante no planeta, ficando atras apenas da celulose. No
entanto, apesar de sua grande disponibilidade na natureza e do reconhecimento do
seu potencial biotecnologico, a quitina permanece relativamente subaproveitada
(PERDONES et al., 2014). Em relacdo a sua estrutura, € um polissacarideo de
cadeia linear, formado por mondémeros de N-acetil-glicosamina (GIcNAc) unidos por
ligacdes glicosidicas do tipo B (1 — 4), possuindo uma extremidade redutora com
OH livre no carbono 1 e uma extremidade nao redutora correspondente ao carbono
4 (Figura 5) (CAMPANA-FILHO et al., 2007).

Figura 5. Estrutura quimica da quitina.

Fonte: Seidl, 2008 — Adaptado pelo autor.

As cadeias poliméricas da quitina sdo organizadas em lamelas ou folhas,
podendo agruparem-se nas formas antiparalela e/ou paralela em relacédo as demais.
Devido a variacdo dessa conformacédo, existem diferentes estruturas polimorficas
denominadas a, B e y-quitina (Figura 6), variando de acordo com a finalidade da

guitina no organismo (KAYA et al., 2017).
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Figura 6. Aloformas da quitina. (A) a-quitina; (B) B-quitina; (C) y-quitina.

S 2 9 % & 2 2 S YT 2 e 2 e 2 <
C A DA AP

B

Fonte: Seidl, 2008 — Adaptado pelo autor

A a-quitina € a conformacdo mais abundante na natureza, apresentando
funcdo estrutural de rigidez, como exoesqueletos de crustaceos. Suas cadeias
poliméricas apresentam-se dispostas na forma antiparalela, criando uma estrutura
com maior densidade por meio de varias ligagbes de hidrogénio intra e
intermoleculares nas lamelas adjacentes (CAMPANA-FILHO et al., 2007). A B-
quitina esta presente em estruturas flexiveis, sendo menos densa devido a
organizacdo das suas cadeias poliméricas de forma paralela, o que dificulta as
ligacbes de hidrogénio intermoleculares (CAMPANA-FILHO et al.,, 2007). Essa
estrutura possui a capacidade de incorporar pequenas moléculas, como a agua,
sendo relativamente mais sollvel que as demais, além de sua conformacao
polimérica ser mais favoravel para o ataque enzimatico e reacdes quimicas (WAN;
TAI, 2013). A y-quitina € uma combinacdo dos arranjos observados na a e B-quitina,
possuindo duas lamelas paralelas separadas por uma antiparalela, podendo ser
encontrada em cogumelos (CAMPANA-FILHO et al., 2007).
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1.7 Residuos daindustria pesqueira

Um dos problemas do ambito industrial é o descarte de residuos, uma vez
gue sdo subprodutos com baixo valor agregado. O aproveitamento desses residuos
€ de grande interesse para diversos setores, afim de lidar com estes poluentes de
maneira mais eficiente, diminuindo a poluicdo do meio ambiente pelo descarte
indevido, assim como, utilizando estes residuos como substratos de baixo custo em
outros processos (MONTEIRO; SILVA, 2009).

Dentre esses residuos, podemos destacar aqueles provindos da induastria
pesqueira, mais especificamente, residuos de crustaceos, que séo ricos em quitina.
Dependendo do crustaceo, o residuo gerado a partir do uso do animal pode chegar
a 85% de seu peso (ASSIS et al., 2008). O descarte desses residuos é um grande
problema, uma vez que € de dificil disposicéo e facil deterioracdo quando ndo séao
manipulados corretamente, sendo clandestinamente jogados no mar ou em rios,
como também incinerados ou dispostos em aterros (ASSIS et al.,, 2008). Além da
liberac@o de monoxido e dioxido de carbono na atmosfera, estes residuos quitinosos
sofrem degradacao, resultando em amoniaco como produto final, poluindo os lencois
d’agua subterraneos (GOHEL et al., 2006).

1.8 Controle bioldgico nas lavouras

A necessidade do uso de quimicos no controle biolégico das lavouras também
representa um problema ambiental. Desde de que o ser humano domesticou
espécies de plantas e passou a cultiva-las proximas as casas, insetos e fungos se
alastraram pelas lavouras, reduzindo a producéo de alimento, ou até dizimando o
cultivo. Com a evolucdo da ciéncia, produtos quimicos foram sintetizados para
mitigar o problema, porém o uso excessivo de agrotdxicos, que geralmente séo
organofosforados e/ou organoclorados, causam danos ambientais e a saude do ser
humano, assim como seu uso desenfreado resulta na selecdo biolégica de fungos e
insetos resistentes a tais compostos (PEREIRA; MARTINS, 2016).

Com relacdo ao prejuizo ambiental, a degradagdo de produtos quimicos
usados no controle biolégico pode demorar décadas, além de bioacumular entre os
niveis troficos da cadeia alimentar (FRANCESCHINI et al.,, 2001). Quando esses

produtos entram em contato com o solo, ha infiltracdo até alcancar aguas
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subterraneas que abastecem rios, lagos, e mananciais para uso domeéstico, o0 que
traz consequéncias para animais e seres humanos (FLORES et al., 2004).

O Brasil é o lider mundial no setor do agronegdécio, porém isso gera
dependéncia de insumos importados, como 0s agrotoxicos. Segundo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), o Brasil é responsavel pelo consumo de
19% dos defensivos quimicos produzidos no mundo (SANTOS; BERNARDES,
2018). Com base nisso, o programa de Manejo Integrado de Pragas (MIP) vem
alertando sobre a necessidade de realizar agricultura sustentavel. O uso do MIP tem
como objetivo reduzir a quantidade de pragas no cultivo para que nao haja danos na
producdo e, paralelamente, apresenta-se como uma alternativa da comunidade
cientifica para reduzir o uso de agroquimicos (PARRA, 2002).

Dentre as alternativas propostas no MIP, o uso de microrganismos chamados
de bioinseticidas ou biopesticidas, € amplamente divulgado. Dentre os biopesticidas,
os fungos filamentosos tém destaque, pois sdo responsaveis por maior parte das
doencas em insetos-pragas de lavoura (FRANCESCHINI et al., 2001). Esse indice
deve-se ao fato desses microrganismos produzirem enzimas que degradam a
parede celular dos artropodes, como as quitinases e proteases (MONTEIRO et al.,
2009).

Sendo assim, o desenvolvimento de bioprodutos ativos que possuam
especificidade, eliminando a praga e ao mesmo tempo sendo atéxico para outros
organismos € de suma importancia para 0 ambito agricola e industrial
(FRANCESCHINI et al., 2001). A producéo de enzimas por fungos filamentosos vem
tendo destaque nesse campo, pois apresenta resultados promissores contra outros
fungos fitopatégenos, além do fato de usar residuos agroindustriais como substrato,
tornando sua aplicacdo promissora, uma vez que utiliza uma matéria prima de baixo
valor comercial, a partir da qual se pode produzir compostos com ampla
aplicabilidade e valor econémico (DE MARCO et al, 2000; BRZEZINSKA,
JANKIEWICZ, 2012; MAZROU et al., 2020; ALVES et al.,, 2018; BALDONI et al.,
2020; SANT'ANNA JUNIOR, 2001).
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Conclusao
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Diante do exposto, pode-se concluir que o uso dos residuos da industria
pesqueira, cascas de camardo-de-sete-barbas, que seriam descartados no meio
ambiente, tornou-se uma excelente alternativa para producdo de quitinases
utilizando o fungo Aspergillus niveus. Foi possivel evidenciar que esse substrato
pode ser utilizado tanto em cultivos de fermentacdo submersa quanto em substrato
sélido, sendo os parametros dos bioprocessos otimizados com auxilio de
planejamentos experimentais.

Quanto as quitinases produzidas em ambos tipos de fermentacdo, estas
foram purificadas e caracterizadas bioquimicamente, podendo ser isoformas
diferentes, com possibilidades de aplicacbes em diferentes setores como o agricola
e o farmacéutico. Apresentaram caracteristicas proprias para 0 armazenamento
como um futuro produto no mercado de enzimas e apresentaram acao antifungica
frente a diferentes fungos fitopatogénicos, tornando-se uma alternativa para combate
aos microrganismos resistentes aos antifUngicos convencionais e a utilizacdo de

agrotoxicos, sendo uma via promissora do ponto de vista ecolégico.
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