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RESUMO

A obtencdo de oligossacarideos a partir da quitosana tem sido alvo de
diversas pesquisas na area farmacéutica, bioquimica, alimentar e médica, devido as
propriedades funcionais destes compostos. Este trabalho teve o objetivo de
potencializar a producdo de quitooligossacarideos (QOS), através da otimizacdo da
producdo e caracterizacdo de enzimas quitosanoliticas secretadas pelos
microrganismos Paenibacillus chitinolyticus e Paenibacillus ehimensis, e avaliacao
do potencial antioxidante dos produtos obtidos. No processo de otimizacdo da
producdo de quitosanases foram empregadas as estratégias de Planejamento
Experimental Fatorial Fracionado e Delineamento Central Composto Rotacional. Os
resultados encontrados identificaram a quitosana, a peptona e o extrato de levedura
como 0s componentes que mais influenciaram na producdo de quitosanases por
estes microrganismos. Com a otimizacdo dos meios de cultivo foi possivel obter um
aumento de aproximadamente 8,1 vezes (de 0,043U.mL™ para 0,35U.mL™) e de 7,6
vezes (de 0,08U.mL™ para 0,61U.mL™) na atividade enziméatica de quitosanases
produzidas pelos P. chitinolyticus e P. ehimensis, respectivamente. Os complexos
enzimaticos mostraram alta estabilidade nas faixas de temperatura entre 30°C e
55°C, e de pH entre 5,0 e 9,0. Foi vista a acdo de solventes organicos, ions
bivalentes e outros agentes quimicos sobre a atividade destas enzimas,
demonstrando alta estabilidade destes complexos brutos e dependéncia de Mn?*. Os
QOS gerados mostraram habilidade de sequestro do radical DPPH, atingindo uma
taxa maxima de sequestro de 61% e 39% quando estes foram produzidos com
enzimas do P. ehimensis e P. chitinolyticus, respectivamente. A utilizacdo dessas

enzimas na forma bruta podera facilitar seu uso para aplicacdes industriais.

Palavras-chave: Quitosanases. Quitooligossacarideos. Antioxidantes.
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ABSTRACT

The acquisition of oligosaccharides from chitosan has been the subject of
several studies in the pharmaceutical, biochemical, food and medical due to
functional properties of these compounds. This study aimed to boost its production of
chitooligosaccharides (COS) through the optimization of production and
characterization of chitosanolytic enzymes secreted by microorganisms Paenibacillus
chitinolyticus and Paenibacillus ehimensis, and evaluating the antioxidant potential of
the products obtained. In the process of optimizing the production of chitosanase
were employed strategies Fractional Factorial Experimental Design and Central
Composite Rotatable Design. The results identified the chitosan, peptone and yeast
extract as the components that influenced the production of chitosanase by these
microorganisms. With the optimization of the culture media was possible to obtain an
increase of approximately 8.1 times (from 0.043 to 0.35 U.mL U.mL™) and 7.6 times
(from 0.08 U.mL-1 to 0.61 U.mL™) in the enzymatic activity of chitosanase produced
by P. chitinolyticus and P. ehimensis respectively. Enzyme complexes showed high
stability in temperature ranges between 30° and 55° C and pH between 5.0 and 9.0.
Has seen the share of organic solvents, divalent ions and other chemical agents on
the activity of these enzymes, demonstrating high stability of these crude complexes
and dependence of Mn?*. The COS generated showed the ability of DPPH radical
scavenging activity, reaching a maximum rate of scavenging of 61% and 39% when
they were produced with enzymes of P. ehimensis and P. chitinolyticus respectively.
The use of these enzymes in raw form might facilitate its use for industrial

applications.

Keywords: Chitosanases. Chitooligosaccharides. Antioxidants.
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INTRODUCAO 1

1 INTRODUCAO

Neste capitulo estdo apresentados topicos sobre, polissacarideos, quitina e
quitosana, quitosanases, conversdo da quitosana em quitooligossacarideos (QOS),
aplicacdoes biologicas destes, e planejamento experimental. Os itens aqui
contemplados estéo relacionados ao tema desta dissertacdo e servirdo de base para
explicar os fendmenos observados durante a producao de QOS a partir das enzimas
produzidas.

1.1 POLISSACARIDEOS

A maioria dos carboidratos encontrados na natureza ocorre como
polissacarideos, polimeros de média até alta massa molecular. A cada, ano a
fotossintese converte mais de 100 bilh6es de toneladas de CO, e H,O em celulose e
outros produtos vegetais. Certos carboidratos sdo a base da dieta na maior parte do
mundo e a oxidacdo dos carboidratos € a principal via metabdlica fornecedora de
energia na maioria das células nao-fotossintéticas (NELSON; COX, 2006).

Os carboidratos possuem duas fungdes principais: armazenamento de
energia e, componente estrutural de paredes celulares e exoesqueleto de animais. O
amido e o glicogénio sdo homopolissacarideos estocados como combustiveis nas
células dos vegetais, animais e bactérias. Eles consistem de moléculas D-glucose
unidas por ligagbes a (1—4) e todos contém ramificagdes. A celulose, a quitina e a
dextrana exercem funcao estrutural. A celulose, composta por moléculas de D-
glucose unidas por ligactes B (1—4) confere forca e rigidez as paredes de células
vegetais. A quitina, um polimero de moléculas de N-acetil-D-glucosamina unidas por
ligacdes B (1—4), fortalece o exoesqueleto dos artrépodes. A dextrana forma uma

capa adesiva ao redor de algumas bactérias (NELSON; COX, 2006).

1.2 QUITINA E QUITOSANA

Caracterizada como um homopolimero linear, a quitina € composta por
unidades de N-acetil-D-glucosamina unidas por ligagbes B (1—4). Sua unica
diferenca quimica com a celulose, carboidrato mais abundante na natureza, é a
substituicdo de um grupo hidroxila em C-2 por um grupo amino acetilado. A quitina
forma fibras estendidas similares aquelas da celulose e, como a celulose, ndo é

digerivel por animais vertebrados. Depois da celulose, é o polissacarideo mais
abundante na natureza (NELSON; COX, 2006).

Nathalia Kelly de Aradjo Programa de pds-gradua¢do em Bioquimica/UFRN




INTRODUCAO 2

Outras caracteristicas da quitina sdo a sua insolubilidade em &gua e a
existéncia de duas formas cristalinas polimorficas, a e B. A a-quitina consiste de
folhas fortemente empacotadas alternando entre cadeias paralelas e antiparalelas.
Esta forma da quitina é encontrada no exoesqueleto de artropodes, insetos e na
parede celular de fungos e leveduras. A 3-quitina ocorre com menos frequéncia na
natureza do que a a-quitina, mas pode ser extraida de gladius de lula (AAM et al.,
2010).

Estima-se que a bioproducdo de quitina atinja 10'° a 10 toneladas por ano.
Por ser a biodegradacdo da quitina um processo muito lento, o acumulo dos
produtos de descarte do processamento de crustaceos tornou-se um problema para
as industrias que processam produtos marinhos. Para a maioria dos paises
produtores o principal desafio é encontrar uma forma de descartar esse residuo sem
danos ao meio ambiente (KUMAR; THARANATHAN, 2004; KURITA, 2001; WANG et
al., 2008).

A partir da desacetilacdo da quitina obtém-se a quitosana. A quitosana € um
amino polissacarideo composto principalmente de unidades de 2-amino-2-deoxi-D-
glucose, também conhecido por glucosamina (GIcN), ligadas linearmente por
ligacdes glicosidicas B-1,4 com grau de acetilacdo variado. Geralmente, acima de
80% das unidades de glucosamina encontram-se desacetiladas (KURITA, 2001). A
Figura 1 apresenta as estruturas da quitina e da quitosana.

E possivel isolar quitosana diretamente da parede celular de certos fungos,
mas quitosanas comercialmente disponiveis sdo usualmente preparadas de quitina

em um processo heterogéneo de desacetilacdo (AAM et al., 2010).

Figura 1 - Estrutura da quitina e quitosana

* HCHE[IHH " H H
o H HH CH,0H
A N Ee (Wt oati
2 OH 0 0H o
mo | 2] ‘5( n H | )(
k H | " H K
o=< H H g:< H CHOH H

(Fonte: Polymar Co.)

A quitosana é insoluvel em agua, mas dissolve-se em solu¢des aquosas de
acidos organicos como acido acético, formico e citrico, além de &cidos inorganicos
como, acido cloridrico diluido. A sua solubilidade esta relacionada com a quantidade

de grupos amino protonados (-NHs") na cadeia polimérica. Quanto maior a
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INTRODUCAO 3

quantidade desses grupos, maior a repulséo eletrostética entre as cadeias e também
maior a solvatacdo em agua. Portanto, o grau de acetilacdo da quitosana tem efeito
marcante na sua solubilidade (JANEGITZ et al., 2007; SANTOS et al., 2003).

Ha uma ampla variedade de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas
descritas para a quitosana. Isto, em combinagdo com a néo-toxicidade,
biocompatibilidade e biodegradabilidade, fazem da quitosana suscetivel para uso em
inimeras aplicacbes na agricultura, cosmeéticos, tratamento de agua e medicina
(BHATNAGAR; SILLANPAA, 2009; KIM; RAJAPAKSE, 2005; PRASHANTH,;
THARANATHAN, 2007).

1.3 QUITOSANASES

A despolimerizacdo enzimatica da quitosana envolve principalmente as
quitosanases. Estas enzimas promovem a hidrélise de ligagBes glicosidicas entre
acucares e assim sdo chamadas de glicosil hidrolases (GH). Segundo Aam et al.
(2010) enzimas com atividade quitosanolitcas tém sido descritas nas familias GH 5,
7, 8, 46, 75 e 80, sendo encontrada em uma grande variedade de microrganismos,
incluindo bactérias, fungos, e uma pequena quantidade em plantas (CHEN; XIA; YU,
2005).

As GH da familia 5 contém uma ampla variedade de atividades enzimaticas,
incluindo quitosanases, celulases, ligueninases, manases e xilases. A atividade
quitosanase tem sido detectada em somente poucos casos, sendo que esta
atividade parece estar ligada ao sitio ativo das celulases. A GH 7 é uma familia de
celulases e, novamente, poucos casos de atividade quitosanase tem sido detectada
nestas enzimas. Em GH 8, enzimas ditas como quitosanases ocorrem com mais
frequéncia, porém esta familia possui poucas quitosanases verdadeiras. As outras
trés familias, GH 46, GH 75 e GH 80 possuem exclusivamente quitosanases. As
familias GH 75 e GH 80 sao formadas por poucos membros, ndo ha informacdes
estruturais e poucas informacdes funcionais disponiveis sobre essas enzimas. As
quitosanases melhor estudadas sédo aquelas pertencentes a familia 46 (AAM et al.,
2010).

Os mecanismos de hidrélise da quitosana podem variar de acordo com o tipo
de quitosanase obtida, pois diferentes microrganismos produzem enzimas com
determinadas diferencas na conformacao da molécula. As quitosanases podem ser

divididas em duas categorias quanto ao seu mecanismo de a¢ao, endoquitosanases
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e exoquitosanases. As endoquitosanases catalisam a hidrélise de maneira aleatéria
no interior da molécula de quitosana, gerando oligossacarideos de diversos
tamanhos, enquanto as exoquitosanases hidrolisam a partir das terminacdes néo
redutoras, resultando em produtos finais com unidades redutoras (PETER, 2005).

E importante entender que o reconhecimento especifico do substrato e os
mecanismos cataliticos das quitosanases séo devido a estrutura tridimensional das
enzimas. A Figura 2 representa a estrutura de duas quitosanases obtidas a partir de
diferentes microrganismos, apenas algumas partes apresentam similaridade (SAITO
et al., 1999).

Figura 2 - Comparacdo entre a estrutura tridimensional de duas quitosanases. (a) Mdlecula
de quitosanase extraida do cultivo de Bacillus circulans e (b) moélecula de quitosanase
extraida do cultivo do Streptomyces sp.

(Fonte: Saito et al., 1999)

A diferenca na especificidade é explicada pelos diferentes arranjos espaciais
na ligacdo com o substrato, pois moléculas com diferencas na conformacdo podem
apresentar sitios cataliticos em locais diferentes. Na Figura 3 a parte em amarelo
representa o sitio catalitico das quitosanases do Bacillus circulans (a, c) e
Streptomyces sp (b, d) (SAITO et al., 1999).
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Figura 3 - Comparacao entre a configuracéo espacial de duas quitosanases visualizadas em
dois angulos com rotacdo de 90°, em amarelo o sitio catalitico. Quitosanases produzidas por
Bacillus circulans (a, c) e Streptomyces sp (b, d).

(Fonte: Saito et al., 1999)

O reconhecimento do substrato pelas quitosanases permite a quebra em
determinadas posicdes. De acordo com essa especificidade, as quitosanases sao
classificadas em trés subclasses. Na subclasse | as enzimas quebram as ligacdes
GIcN-GIcN ou GIcNAc-GIcN, as quitosanases na subclasse Il quebram somente as
ligacdes GIcN-GIcN, reconhecendo especificamente a sequéncia —(GIcN);. E as
enzimas da subclasse Il quebram as ligac6es das unidades GIcN-GIcN ou GIcN-
GIcNAc (PETER, 2005; SAITO et al., 1999). Na Figura 4 é possivel visualizar como

acontece a hidrolise de uma molécula de quitosana.

Figura 4 - Mecanismo de hidrélise de uma molécula de quitosana 80% desacetilada, sob
acao das enzimas da subclasse |, Il e lll.

*— GleHAc o GleH

Subclasse I Subeclasse Tou IT o IT1 Subelasse II1
Tarinagio Terminacio
a0 redutora l redutora

e, ottt S i el Rt T S b

(Fonte: Pagnoncelli, 2008)

O Quadro 1 mostra alguns exemplos de quitosanases produzidas por
diferentes microrganismos e os produtos gerados, de acordo com o local de

hidrolise.
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Quadro 1 - Exemplos de quitosanases produzidas por microrganismos e classificacao.

Microrganismo GP Terr?ércllicigfanéo Terggmgfjo Subclasse
Penicillium islandicum 2-3 GlcN GIcN/GIcNAc -
Bacillus pumilus BN- 5.4 GlcN GICN/GIcNAC |
Streptomyces N174  2-4 GIcN GIcN/GIcNAc I
Bacillus sp. 7-M 2-6 GIcN GIcN Il
S. griseus HUT 6037 2-6 GIcN/ GIcNAc GlIcN [l
B. circulans MH-K1  2-5 GlcN/ GIcNAc GlcN 1]
B. circulans WL-12  2-5 GlcN/ GIcNAc GlcN 1]

Grau de Polimerizagéo (GP). (Fonte: Peter, 2005)

Apbés conhecer os mecanismos de hidrélise da quitosana por essas

quitosanases, € possivel estabelecer os possiveis produtos obtidos apds o processo

de hidrdlise. Levando em consideracéo a classe da enzima utilizada e a distribuicéo

das unidades de GIcNAc na quitosana, o Quadro 2 apresenta 0S provaveis

oligdmeros obtidos da hidrolise.

Quadro 2 - Possiveis oligbmeros obtidos apds a agdo das subclasses de quitosanases.

Subclasse | Subclasse Il Subclasse Il
(Streptomyces sp. N° | (Bacillus sp. N° 7- | (B. circulans MH-
174) M) K1)
oo oo oo
00— [ 2 2 o 00—
o-O— o000 [ gog o
PrOdUtOS da o0-O— [ gog 2 2 o 00000
degradacéo 000 eecee ceee
©-0-00— 000000
-O0-0O0— 00000
-00-00—
GIcN-GIcN GIcN-GIcN GIcN-GIcN
Pontos de quebra
GIcNAc-GIcN GIcN-GIcNAc

GIcN (e), GIcNAc (o), unidades redutoras (o- e e-). (Fonte: Saito et al., 1999)
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A presenca de grupos de acetil na molécula de quitosana é importante para
aumentar o grau de hidrélise da molécula e permitr a formacdo dos
quitooligossacarideos com grau de polimerizacdo (GP) acima de trés, os quais
apresentam maior atividade biologica. A caracterizacdo das quitosanases extraidas
de diversos microrganismos, assim como os produtos obtidos apds a hidrolise da
quitosana, sao critérios utilizados para avaliar o potencial dessas enzimas (SAITO et
al., 1999).

1.4 CONVERSAO DA QUITOSANA EM QUITOOLIGOSSACARIDEOS (QOS)

A hidrdlise da quitosana é um processo similar ao que ocorre com outros
polissacarideos, na qual a presenca de determinados agentes rompe as ligacbes
glicosidicas. Essa degradacdo das ligacdes glicosidicas pode ser obtida utilizando
diferentes metodologias, nas quais os produtos gerados (quitooligossacarideos)
variam o GP, como também a sequéncia das unidades de GIcN e N-
acetilglucosamina (GIcNAc) no oligbmero gerado. Entre os métodos ja descritos
encontra-se hidrélise acida utilizando é&cidos concentrados, hidrélise enzimatica,
degradacdo oxidativa com peroxido de hidrogénio, degradacdo ultra-sénica,
quimico-enzimatico (KIM; RAJAPAKSE, 2005) e radiacdo (HAI et al., 2003), sendo

as hidrodlise acida e a enzimatica as mais utilizadas.

1.4.1 Producédo de QOS por métodos quimicos

Entre os métodos quimicos para hidrolise da quitosana, a hidrolise acida é
provavelmente o mais conhecido (AAM et al., 2010). Para a produgdo em grande
escala de QOS, este tipo de hidrélise pode ser utilizada para romper as ligacées
glicosidicas da quitosana, podendo ser realizada através do uso de acido cloridrico
(HCI) (DOMARD; CARTIER, 1989) ou Acido Nitroso (HNO,) (TMMERAAS et al.,
2001). Esse método é de facil execucdo, porém esse mecanismo resulta em um
baixo rendimento de oligbmeros e grande quantidade de mondmeros, além de nao
poderem ser utilizados como material bioativo devido a possivel presenca de
contaminagdo por compostos quimicos toxicos como, por exemplo o uso de HNO,
pode ocasionar modificacbes estruturais no produto final (CABRERA; CUTSEM,
2005). Outro inconveniente desse método € a necessidade de utilizar altas
temperaturas e grandes concentracdes de reagentes, o que pode causar problemas

ambientais (RONCAL et al.,, 2007). Por estes motivos, alto risco associado a
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poluicdo ambiental, baixas taxas de producédo e uso de alguns componentes toxicos,
0s QOS provenientes de hidrolise quimica apresentam desvantagens para serem
comercializados (KIM; RAJAPAKSE, 2005).

Outro método conhecido para a producdo de QOS é a sua sintese quimica.
Este método requer mdultiplos passos de protecdo e desprotecdo, e ndo € um
procedimento de rotina atualmente. A sintese quimica dos QOS fornece
componentes puros, porém a maioria dos métodos existentes hoje requer tempo e o
uso extensivo de solventes organicos, além disso, ndo sdo capazes de produzir

outras moléculas, além de homo-oligbmeros (AAM et al., 2010).

1.4.2 Producédo de QOS por método enzimético

Ao invés do agressivo método de hidrolise &cida, a quitosana pode ser
hidrolisada em condi¢cdes brandas utilizando enzimas para produzir QOS. As
enzimas catalisam a hidrdlise de forma mais especifica e permitem um controle no
decorrer do processo e, consequentemente, controle do GP dos oligbmeros gerados
(KIM; RAJAPAKSE, 2005; KUO; CHEN; CHIANG, 2004; MING et al., 2006; RONCAL
et al., 2007). A quitosanase, por apresentar maior especificidade, € a principal
enzima utilizada para a hidrélise da quitosana.

A especificidade das enzimas que hidrolisam quitosana tem sido
tradicionalmente estudada pela extensiva hidrolise enzimatica do polimero e
subsequente isolamento e caracterizacdo dos oligdbmeros resultantes.
Recentemente, estudos com quitosanases tém demonstrado que o perfil do produto
muda consideravelmente durante as rea¢des de hidrolise. Devido as enzimas terem
diferentes afinidades de ligacdo por diversas sequéncias no substrato, reacfes
demonstram multiplas cinéticas, e a mistura de produtos obtidos no fim de cada fase
difere consideravelmente (AAM et al., 2010).

Vérios autores tém empregado enzimas inespecificas, tais como, papaina e
celulase para degradar quitosana (TERBOJEVICH; COSANI; MUZZARELLI, 1996;
XIE; WEI; HU, 2010). Uma vez que estas preparacfes enzimaticas tendem a ser
grosseiras e derivadas de diferentes fontes (por exemplo, fungos, bactérias e
plantas) que sdo conhecidas produtoras de enzimas quitosanoliticas, permanece a
davida sobre quais enzimas catalisam as reagfes de hidrélise da quitosana neste
caso. Além disso, quitinases podem agir em quitosanas parcialmente N-acetiladas

pelo reconhecimento de residuos GIcNAc na sequéncia de agucares da molécula de
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quitosana (KIM; RAJAPAKSE, 2005). Entretanto, para a finalidade préatica de
producdo de QOS, o uso de enzimas inespecificas pode ser bastante util (AAM et
al., 2010).

Segundo Pagnoncelli (2008), as bactérias da espécie Paenibacillus
chitinolyticus NRRL B-23119 e Paenibacillus ehimensis NRRL B-23118, previamente
isoladas de amostras de solo coletado no Japao (KUROSHIMA et al., 1996), sao
produtoras de enzimas quitosanoliticas e apresentam potencial para a producéo de
QOS. Os complexos enzimaticos produzidos por esses microrganismos
apresentaram a capacidade de hidrolisar a quitosana e gerar oligossacarideos com
0 GP desejado (tetrameros, pentameros e hexameros, 0s quais apresentam maior
atividade biologica), além de apresentarem uma alta estabilidade quando expostos
em condicdes otimas de atividade em relacdo a outras quitosanases purificadas e ja
relatadas na literatura (PAGNONCELLI, 2008; PAGNONCELLI et al.,, 2010). A
estabilidade observada por esses dois complexos enzimaticos torna essas enzimas
adequadas para serem utilizadas em processos industriais, porém a utilizacdo dos
complexos ndo permitiu que fosse alcancado o maximo rendimento em termos de
producédo e atividade enzimética jA que ndo foram utilizados meios de fermentacéo

otimizados.

1.5 APLICACOES BIOLOGICAS DOS QOS

Os oligossacarideos provenientes da hidrélise da quitosana, derivados de
glucosamina, tém despertado muito interesse na area farmacéutica, quimica,
alimentar e médica, devido as suas propriedades biologicas. Diversas pesquisas
relacionadas com a avaliacdo dessas atividades e formas de obtencdo desses
oligbmeros vém sendo desenvolvidas nos ultimos anos (ASSIS et al.; 2010; KIM;
RAJAPAKSE, 2005; LIANG et al., 2010; SHAHIDI; ARACHCHI; JEON, 1999; SHEN
et al., 2009; XU et al., 2010;).

Dentre essas propriedades, destacam-se a atividade antitumoral (MAEDA;
KIMURA, 2004; PRASHANTH; THARANATHAN, 2005; SHEN et al., 2009; SUZUKI
et al.,, 1986; XU et al., 2008), antibacteriana (JEON; PARK; KIM, 2001; ZHENG,;
ZHU, 2003), prebidtica, antidiabética, imunoestimulante, aceleracdo da absorcdo de
calcio, antimutagénica, estimula a recuperacdo de tecidos e a ativacdo da
resisténcia de plantas contra insetos e ataques de patdogenos (RONCAL et al.,
2007), antifungica (LEE et al., 2006; XIA et al., 2011), antiinflamatdria, antiviral,
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antioxidante (XIA et al., 2011; XU et al., 2010), atuacdo na diminuicdo da absorcéo
gorduras (XIA; LEE, 2008), aumento do crescimento 6sseo (RATANAVARAPORN et
al., 2009), prevencao da adesédo bacteriana em células humanas (RHOADES et al.,
2006) e uso como vetor para entrega de genes (KOPING-HOGGARD et al., 2003;
KOPING-HOGGARD et al., 2004).

Na avaliagdo da atividade dos QOS em células tumorais foi observada
atividade antitumoral, particularmente, no hexamero e no heptamero (PRASHANTH;
THARANATHAN, 2005). Em outro estudo foi observado que QOS com massa
molecular entre 21 e 46 kDa apresentaram atividade antitumoral; quando comparada
a quitosana solavel, com massa molecular de 130 kDa, esta ndo apresentou efeito
no desenvolvimento de tumor em experimentos realizados com sarcoma de 180 em
ratos (MAEDA; KIMURA, 2004).

Wang et al. (2009) verificaram que QOS produzidos por hidrélise enzimatica,
com GP entre 5-4 demonstraram maior poder antioxidante do que aqueles com GP
entre 3-1. Em estudos com células humanas de carcinoma hepatocelular, Shen et al.
(2009) observaram que QOS de massa molecular 3,99 kDa foram capazes de inibir
significativamente o crescimento destas células e, nesse mesmo, estudo foi
verificado que estes oligossacarideos também possuem poder inibitério para
metastase.

Xu et al. (2010) avaliaram o efeito antioxidante dos QOS em hepatécitos
humanos submetidos a estresse oxidativo. Os resultados encontrados mostram que
estes oligossacarideos, com GP entre 2 e 8, sdo capazes de sequestrar os radicais
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e atenuar o estresse oxidativo induzido pelo
peréxido de hidrogénio (H205,).

Quitosana e QOS sado conhecidos por aumentar a diferenciacdo de linhagens
de células mesenquimais para osteoblastos e consequentemente, facilitar a
formacao do tecido 6sseo (AAM et al., 2010).

A partir de hidrélise enzimatica e separacdo através de exclusdo molecular,
foi possivel obter QOS com GP entre 2 e 8 unidades de glucosamina. Essa mistura
de oligossacarideos néo inibiu o crescimento de bifidobactérias e bactérias acido
lacticas e sim, as estimulou, podendo ser potencialmente utilizados como prebiotico
em alimentos nutracéuticos (LEE et al., 2002). O prebidtico favorece o
desenvolvimento das bactérias probidticas, inibindo dessa forma as bactérias
patogénicas (CHUNG; DAY, 2002).
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Devido a esse potencial, a conversao da quitosana em oligossacarideos tem
sido alvo de diversos estudos, sendo o principal desafio nesse processo a conversao
da quitosana em oligossacarideos com GP em torno de quatro a oito unidades de
monossacarideos, 0s quais apresentam melhores caracteristicas funcionais
(NAKAKUKI, 2002).

1.6 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O planejamento experimental € uma ferramenta Gtil para se chegar as
condi¢cbes otimizadas de um processo e para se avaliar os efeitos ou impactos que
os fatores tém nas respostas desejadas. Com esta ferramenta € possivel reduz o
namero de experiéncias ou repeticdes e melhorar a qualidade da informacéo obtida
através dos resultados. Isto significa uma sensivel diminuicdo de trabalho e,
consequentemente, do tempo final e custo (RODRIGUES; IEMMA, 2005). A
esséncia de um bom planejamento consiste em projetar um experimento de forma
gue ele seja capaz de fornecer exatamente o tipo de informacdo que o pesquisador
procura (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 1995).

A primeira coisa a se fazer no planejamento de um experimento € determinar
quais sdo os fatores (variaveis controladas pelo experimentador) e as respostas de
interesse para 0 sistema que se quer estudar. Tendo selecionado as variaveis
importantes, depois se avalia quantitativamente sua influencia sob a variavel
resposta (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 1995).

Planejamentos fatoriais sdo extremamente econdmicos e permitem o estudo
de muitos fatores experimentais ao mesmo tempo. Para executar um planejamento
fatorial precisa-se em primeiro lugar especificar os niveis em que cada fator sera
estudado, isto €, os valores dos fatores que serdo empregados nos experimentos.
Um planejamento fatorial requer a execucdo de experimentos para todas as
possiveis combinacdes dos niveis dos fatores. Para estudar o efeito de qualquer
fator sobre a resposta é preciso fazé-lo variar e observar o resultado dessa variacdo
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 1995).

O planejamento fatorial fracionado € uma op¢do muito interessante, pois
permite avaliar os efeitos das variaveis principais com a mesma seguranga em
relacdo a planejamento completo. Este tipo de planejamento fornece informacgdes
quanto a importancia dos efeitos sobre a(s) resposta(s) e se a faixa escolhida de
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estudo € a mais adequada, e ainda, em que direcdo deve-se seguir no proximo
planejamento.

Apoés a realizacdo de um delineamento fracionado para analise de todas as
variaveis envolvidas em um processo, uma estratégia a seguida pode ser um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para as variaveis que
apresentaram maior significancia estatistica no primeiro planejamento.

O DCCR é um delineamento simétrico e de segunda ordem, constituido de
duas partes: o fatorial 2K, com um ou mais pontos centrais, e a parte axial. No caso
de duas ou trés variaveis independentes ou fatores, ndo h& escolhas, ndo deve-se
realizar um fatorial fracionado. Mas para cinco fatores, como nos experimentos
realizados neste trabalho, um DCCR necessita de no minimo 45 ensaios (2> + 10
pontos axiais + 3 repeticdes do ponto central). E um nimero grande de ensaios para
primeira avaliacdo das variaveis. Como na maioria das vezes 0 processo ainda esté
longe das condi¢des otimizadas ndo compensa investir diretamente num completo.
Um caminho interessante é explorar as variaveis num planejamento 2>* com 3 ou
mais repeticbes no ponto central, analisando seus efeitos sobre as respostas e
prosseguir com outro(s) planejamento(s) com um nuamero reduzido de fatores, ja que
na maioria das vezes é possivel fixar uma ou mais variaveis apos a andlise
estatistica dos efeitos (RODRIGUES; IEMMA, 2005).

Assim, seguindo estas recomendacdes, neste trabalho foi adotada a
estratégia sequencial de planejamento com a realizacdo de um Fatorial fracionado
para cinco variaveis seguido de DCCR para as trés variaveis de maior significancia
estatistica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo deste trabalho foi a otimizacdo da producdo de enzimas
quitosanoliticas para obtencéo de quitooligossacarideos bioativos e a caracterizacao

destas enzimas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizar a producédo de quitosanases

Caracterizar os complexos enzimaticos produzidos pelos Paenibacillus
ehimensis e Paenibacillus chitinolyticus quanto a:

o Estabilidade térmica;

o Estabilidade em pH;

o Influéncia de Solventes Organicos na atividade enzimatica;

o Influéncias de ions bivalentes e outros agentes quimicos na

atividade enzimatica;

Determinar as condi¢des 6timas de atividade dos complexos enziméticos para

a hidrdlise da quitosana,;

Identificar e quantificar os quitooligossacarideos produzidos;

Avaliar o potencial antioxidante dos quitooligossacarideos obtidos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Nesse capitulo sdo apresentadas as metodologias utilizadas para a realizacdo
dos ensaios que geraram o0s resultados apresentados nesta dissertacdo. Os
experimentos foram realizados no Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB),
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do

Norte.

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Material Biologico

As bactérias Paenibacillus ehimensis NRRL B-23118 e Paenibacillus
chitinolyticus NRRL B-23119, previamente isoladas de amostras de solo coletadas
no Japao (KUROSHIMA, et al 1996) e obtidas do banco de microrganismos
“Agricultural Research Service culture Collection” (Peoria, lllinois — USA), foram
utilizadas nesse trabalho. Segundo Pagnoncelli (2008) e Pagnoncelli et al. (2010)
estas bactérias sdo produtoras de quitosanases estaveis, por esta razdo foram

selecionadas para a execucédo deste trabalho.

3.1.2 Reagentes

e Quitosana (85% desacetilada, peso molecular: 90-190 KDa) adquirida da
Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Mo.)

e Padrbées de QOS (dimero, trimero, tetramero, pentdmero e hexamero)
adquiridos da Seikagaku Co. (Japao)

e Componentes de meio de cultivo: peptona, extrato de levedura, glicose,
sulfato de magnésio heptahidratado e fosfato dibasico de potassio adquiridos

comercialmente.

3.1.3 Equipamentos

e Espectrofotdbmetro Thermo Spectronic

e Agitador magnético TECNAL TE-081

e Banho-Maria (Tecnal - TE 056)

e Banho-Maria (Tecnal - TE 184)

e Balanca analitica eletronica — Explorer Ohaus

e Micro centrifuga Eppendorf 5415D
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e Centrifuga Eppendorf 5804 R

e pHmetro Digimed DM-21

e Purificador de agua Milli-Q® Water System da Millipore Corp. (Bedford, USA)
e Incubadora Refrigerada com Agitacéo (Tecnal TE-42)

e Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia Shimadzu Co. (Japéo)

e Coluna cromatografica Shim-Pack CLC-NH; (Shimadzu Co., Japdo)

3.2 METODOS

3.2.1 Cultivo dos Microrganismos

3.2.1.1 Manutencéo das Cepas

Conforme descrito por Pagnoncelli (2008), para o0 procedimento de
conservacao das células bacterianas, estas foram cultivadas em caldo nutriente por
24 horas. O cultivo foi conduzido em incubador rotativo com agitacéo de 120 rpm, a
32°C para o P. chitinolyticus e 36°C para o P. ehimensis. Ap6s o cultivo, o
sobrenadante foi removido através de centrifugacdo a 2500 x g durante 15 minutos
a 20°C e ao precipitado (células) adicionado 1,5 mL de uma solucdo de glicerol a
10% (v/v). A seguir, estas foram estocadas em freezer a -20°C e em nitrogénio
liquido a -196°C.

Para as cepas armazenadas em nitrogénio liquido ndo houve necessidade de
repique perioddico, enquanto que aquelas armazenadas em freezer o estoque foi

renovado a cada seis meses.

3.2.1.2 Ativagéao das cepas

Todos os procedimentos de cultivo de microrganismos utilizados neste
trabalho foram realizados em incubador rotativo com agitacdo de 120 rpm e
temperatura fixada em 32°C para o P. chitinolyticus e 36°C para o P. ehimensis
seguindo as recomendacdes de Pagnoncelli (2008). Inicialmente o concentrado
celular, armazenado em glicerol 10% (v/v), foi inoculado em 50 mL de meio de
cultivo denominado de “A” (Tabela 1), pH 7,0, e cultivado por 24 horas para ativacao

das cepas.
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Tabela 1 - Meio de cultivo “A” utilizado para ativagdo das cepas.

Composicéao Concentracao (g/L)
Peptona 1,0
Extrato de levedura 1,0
Sulfato de magnésio heptahidratado 0,5
Fosfato dibasico de potassio 1,0
Glicose 2,0

(Fonte: Araujo, 2011)

Esse primeiro cultivo foi chamado de pré-inoculo. Em uma etapa seguinte, 45
mL de meio de cultivo A (Tabela 1), foram inoculados com 5 mL de pré-in6culo e
cultivado por mais 4 horas (PAGNONCELLI, 2008). Essa suspenséo constituiu o
indculo. Aliquotas de in6culo foram utilizadas para fermentagcdo em meio contendo

quitosana conforme descrito abaixo.

3.2.1.3 Producéao de quitosanases

Para que ocorra a producdo de quitosanases pelos microrganismos se faz
necessario a presenca de quitosana no meio de cultivo. Apés a etapa de ativacédo
das cepas, estas foram inicialmente cultivadas em meio, denominado de “B’,
contendo quitosana conforme estabelecido por Pagnoncelli (2008) cuja composi¢cao
estd descrita na Tabela 2. Assim, 5 mL da suspensao de in6culo foram inoculados

em 45 mL deste meio e cultivadas por 48 horas.

Tabela 2 - Meio de cultivo “B” utilizado para producio de quitosanases.

Composigao Concentragéao (g/L)
Peptona 6,0
Extrato de levedura 6,0
Sulfato de magnésio heptahidratado 0,5
Fosfato dibasico de potassio 1,0
Glicose 1,0
Quitosana 2,0

(Fonte: Araujo, 2011)

ApoOs o tempo de cultivo, amostras dessas culturas foram centrifugadas a

12.000 x g por 15 minutos e o sobrenadante utilizado para ensaios de atividade
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enzimatica e producdo de QOS. A producdo de enzima foi analisada através da
quantificacdo dos acgucares redutores gerados numa reagdo enzima/substrato

conforme descrita no item 3.2.2.

3.2.2 Andlise da atividade enzimatica

A avaliacdo da atividade enzimatica, em todos o0s experimentos abaixo
relatado, foi conduzida da seguinte forma: 250 yL de extrato enzimatico (caldo
fermentado) foram incubados com 250 uL de solugédo de quitosana 1% (solubilizada
em HCI, pH 6,0), a mistura foi a aquecida em banho-maria por 30 minutos, com
temperatura ajustada para 55°C (modificado de PAGNONCELLI, 2008). A reacao foi
interrompida por fervura durante 10 minutos. A formacéo de acucares redutores foi
analisada pelo método do acido dinitro salicilico, usando D-glucosamina como
padrao (MILLER, 1959). Uma unidade (U) de quitosanase foi definida como a
guantidade de enzima capaz de gerar 1 pumol de D-glucosamina por minuto nas

condicBes descritas acima.

3.2.3 Otimizacao da producéo de quitosanases

O meio de cultivo “B” usado para producdo de quitosanases pelos P.
chitinolyticus e P. ehimensis ndo havia passado por um processo de otimizacdo, de
forma que as melhores condicbes para producdo de enzima néo estavam
estabelecidas. Com o objetivo de maximizar a producao da enzima foi realizado uma
série de experimentos com variagdes das concentracfes dos componentes do meio
“B”, inicialmente estabelecido por Pagnoncelli (2008), utilizando a metodologia de
planejamento experimental.

A estratégia sequencial de planejamento foi escolhida nesta etapa do
trabalho. Foram estudadas as seguintes variaveis: concentracdo de peptona, extrato
de levedura, quitosana, sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO,47H,0) e fosfato
de potassio dibasico (K;HPO,). Para tanto, foi realizado primeiramente um
planejamento Fatorial Fracionado (2°') para determinar os efeitos destas cinco
variaveis sobre a atividade enzimética. Nesta etapa inicial foram realizados um total
de 19 ensaios, incluindo 03 repeticbes do ponto central. Apés a analise dos efeitos
destas cinco variaveis, foram selecionadas as trés variaveis mais significantes para

um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR).
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A avaliagdo da atividade enzimatica, variavel resposta, foi utilizada para
identificacdo do melhor meio para producdo de quitosanases. A atividade enzimatica

foi determinada conforme descrito no item 3.2.2 deste capitulo.

3.2.3.1 Fatorial Fracionado 2°*

De acordo com Rodrigues; lemma (2005), a escolha da estratégia do
planejamento Fatorial Fracionado reduz o nimero de ensaios e permite avaliar os
efeitos das variaveis com a mesma seguranca em relagdo a um planejamento
completo. Esta primeira etapa fornece informagdes quanto a importancia dos efeitos
sobre a variavel resposta, se a faixa escolhida de estudo é a mais adequada, e
ainda, em que direcdo se deve tomar nas proximas etapas do planejamento. A
Tabela 3 apresenta as variaveis estudadas e os niveis com 0s correspondentes

valores originais utilizados no planejamento 2.

Tabela 3 - Valores utilizados no planejamento Fatorial Fracionado.

Nivel
Variaveis -1 0 +1
Peptona (g/L) 30 6,0 90
Extrato de levedura 3,0 60 90
Sulfato de magnésio heptahidratado (g/L) 0,25 0,5 0,75
Fosfato dibasico de potassio (g/L) 05 10 15
Quitosana (g/L) 1,0 20 30

(Fonte: Araujo, 2011)

3.2.3.2 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Nessa etapa do planejamento, foi realizado um ensaio do tipo 23, com 02
repeticbes do ponto central e a inclusdo de 2 niveis axiais (-a e +a), totalizando
assim 16 ensaios.

ApoOs as analises do planejamento Fatorial Fracionado, as trés variaveis
selecionadas para o DCCR realizado com a bacteria P. chitinolyticus foram a
concentracdo de: Peptona, Quitosana e Fosfato dibasico de potassio, cujos valores

e niveis encontram-se na Tabela 4.
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Tabela 4 - Valores utilizados no DCCR para o Paenibacillus chitinolyticus.

Nivel
Variaveis -a -1 0 +1 +a
Peptona (g/L) 0,96 3,0 6,0 9,0 11,04
Quitosana (g/L) 0,32 1,0 2,0 3,0 3,68

Fosfato dibasico de potassio (g/L) 0,16 05 1,0 15 1,84
(Fonte: Araujo, 2011)

No entanto, para o cultivo do P. ehimensis as variaveis que apresentaram
maior influéncia foram: peptona, extrato de levedura e quitosana, cujo os niveis e

valores encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5 - Valores utilizados no DCCR para o Paenibacillus ehimensis.

Nivel
Variaveis -a -1 0 +1 +a
Peptona 0,96g/L 3,0g/L 6,0g/L 9,0g/L 11,04g/L
Extrato de Levedura 0,96¢g/L 3,0g/L 6,0g/L 9,0g/L 11,04g/L
Quitosana 0,32¢g/L 1,0g/L 2,0g/L 3,0g/L 3,68g/L

(Fonte: Araujo, 2011)

Os outros componentes do meio de cultivo que ndo apresentaram grande
influéncia sob a atividade enzimatica foram mantidos na condicdo central (0) do

Planejamento Fatorial Fracionado 2°™.

3.2.4 Caracterizacao Fisico-Quimica do Extrato Bruto

Nesta etapa do trabalho, todas as amostras de extrato bruto foram obtidas

pela fermentacao das bactérias no meio de cultivo “B”.

3.2.4.1 Efeito térmico na estabilidade enzimética

Para avaliacdo isolada do efeito da temperatura na estabilidade das
quitosanases, 0 extrato bruto tanto do P. ehimensis como do P. chitinolyticus foram
incubados, isoladamente, na faixa de temperatura de 30°C até 55°C. Os tempos de
incubagéo foram: O (controle), 2, 3, 6, 12, 24, 32 e 48 horas, decorrido estes tempos

uma aliquota de enzima foi recolhida para realizacdo da atividade enzimatica

Nathalia Kelly de Aradjo Programa de pds-gradua¢do em Bioquimica/UFRN




MATERIAIS E METODOS 20

conforme descrito no item 3.2.2 deste capitulo. Segundo Pagnoncelli (2008) a
temperatura 6tima de atividade para os dois complexos enziméticos brutos em
questdo é 55°C, por esse motivo a maxima temperatura utilizada para esse estudo
foi 55°C. A atividade quitosanolitica da amostra no tempo zero (controle positivo) foi

considerada como 100% ativa.

3.2.4.2 Efeito do pH na estabilidade enzimatica

O perfil de estabilidade em pH do extrato enzimatico, produzido pelos P.
chitinolyticus e P. ehimensis com atividade quitosanolitica, foi determinado pela
quatificacdo da atividade enziméatica residual em pH 6,0 depois da incubacdo do
caldo fermentado, a temperatura aproximadamente de 28°C , em varios valores de
pH (4-10) por 3, 6, 12 e 24 horas. O pH utilizado para avaliagcido da atividade residual
(pH 6,0) é o pH 6timo para atividade desta enzimas ja determinado por Pagnoncelli
(2008).

3.2.4.3 Efeito de solventes orgénicos na estabilidade enzimatica

Neste estudo, o efeito de diferentes solventes organicos (metanol, etanol,
acetona, butanol, tolueno, acetato de etila e acetonitrila 25%, v/v) na estabilidade de
enzimas brutas, produzidas por P. chitinolyticus e P. ehimensis, foi avaliado. O
extrato enziméatico bruto foi pré-incubado com solventes orgéanicos pelos periodos de
02 horas e 10 dias (tempos definidos como maximo e minimo), a 4°C e a
temperatura de aproximadamente 28°C. A atividade enzimatica foi determinada pelo
método do DNS (MILLER, 1959), conforme descrito no item 3.2.2. A atividade
quitosanolitica da amostra sem solvente organico, pré-incubada com tampao fosfato

50 mM (controle), foi considerada como 100% ativa.

3.2.4.4 Efeito de diferentes ions e agentes quimicos sobre a atividade
enzimatica

A acdo de varios agentes quimicos sobre a atividade quitosanolitica das
enzimas produzidas pelas bactérias P. chitinolyticus e P. ehimensis, foi investigado
pela pré-incubacado do extrato bruto, a temperatura de cerca de 28°C, com diferentes
agentes quimicos na concentracdo de 5 mM (EDTA, Mg?*, Cu®, Fe?", Ca®", zn*,
Mn%*, Ba®** e SDS) em tampao fosfato 50 mM (pH 7,0), por 2 horas seguido de

mensuracao da atividade quitosanolitica residual conforme descrito no item 3.2.2. O
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extrato enzimético bruto incubado apenas com tampdo fosfato foi usado como

controle.

3.2.5 Producao de QOS

A producdo dos QOS foi realizada pela hidrélise enzimética da quitosana
utilizando o extrato enzimético bruto (caldo fermentado), individualmente, do P.
ehimensis e P. chitinolyticus. A reacgéo foi desenvolvida pela mistura, na proporcao
volumétrica de 1:1, do extrato enzimético com uma solugdo de quitosana 1%
(dissolvida em HCI, pH 6,0) em diferentes tempos de hidrélise (1, 3, 6, 9 e 12 horas).
A temperatura escolhida para incubacdo da mistura foi baseada no teste de
estabilidade em diferentes temperaturas, sendo realizada na temperatura de 45°C.
Para interromper a reacdo, apos o tempo de hidrélise, o tubo contendo a mistura
enzima/substrato foi mergulhado em agua fervente por 10 minutos.

Para analise do perfil de QOS produzidos utilizou-se Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE). Antes da realizacdo deste teste, as amostras foram

centrifugadas (120009 por 15 minutos) e filtradas em membrana de 0,22um.

3.2.6 Analises do perfil dos QOS produzidos

A deteccdo dos QOS foi conduzida usando CLAE, com coluna Shim-Pack
CLC-NH; (Shimadzu Co., Japéo). A corrida cromatogréfica foi realizada usando
Acetonitrila (60%) como fase movel em um fluxo de 0,8 mL/minuto e detectado por
indice de refracdo. Os picos de QOS (GIcN)q=2.¢ foram quantificados usando uma

curva padréo (1-10 mg) de acordo com Liang et al (2007).

3.2.7 Avaliagéo de atividade antioxidante

Atividade antioxidante €& wuma das propriedades biolégicas dos
oligossacarideos de quitosana (NGO; KIM; KIM, 2008; XIA et al., 2011; XU et al.,
2010). Por ser uma propriedade de facil avaliagdo, esta foi investigada neste
trabalho.

Para analisar a atividade antioxidante dos QOS obtidos através de hidrdlise
enzimatica, utilizando complexos enzimaticos brutos produzidos por P. ehimensis e
P. chitinolyticus, foi realizado um teste para verificar a capacidade sequestradora de
radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) pelos QOS produzidos.
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3.2.7.1 Sequestro do radical livre DPPH

O método do DPPH (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995) é
baseado na captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil por antioxidantes,
produzindo um decréscimo da absorbancia a 515nm. Para tanto, foi avaliada a
capacidade dos QOS produzidos em sequestrar o radical livie DPPH.

Amostras de 100uL de diferentes tempos de hidrélise (1, 3, 6, 9 e 12 horas;
conforme descrito no item 3.9) foram incubadas com 3,9 mL de DPPH por 15
minutos em ambiente escuro. ApOs agitacdo intensa, a absorbancia foi mensurada a
515 nm contra um branco (metanol 50%). A capacidade de sequestro do radical foi

calculada de acordo com a Equagéo 1.

Capacidade sequestradora (%) = [(AAsis do controle - AAsis amostra)/ AAsis do
controle] x 100 (WANG; CHANG; LIANG, 2010) (1)

Para o grupo controle, foi utilizado 100 pl de uma solucdo de composta por
alcool metilico (50% v/v), acetona (70% v/v) e agua (RUFINO et al., 2009).

3.2.8 Analise estatistica
Os resultados foram expressos como meédia + DP. Diferencas estatisticas

entre as médias foram avaliadas pelo teste de Tukey-Kramer. O valor de p<0,001,
sendo considerado extremamente significante.

Nos ensaios para otimizacdo da producdo de quitosanases, o0s resultados
foram analisados utilizando software Statistica 7.0. Quando os valores apresentaram

p< 0,05 as andlises foram consideradas estatisticamente significante.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

4.1.1 Planejamento Experimental Fatorial Fracionado (2°?) - Paenibacillus

chitinolyticus

O cultivo do P. chitinolyticus foi conduzido em incubador rotativo por 48 horas
com temperatura, agitacdo e pH inicial fixados em 32°C, 120 rpm, e 7,0,
respectivamente. O Planejamento Experimental Fatorial Fracionado (2°*), com 16
ensaios e 03 repeticdes do ponto central, foi empregado para avaliar a influéncia dos
componentes do meio de cultivo (peptona, extrato de levedura, K;HPO,4, MgSO, e
quitosana) na producéo de quitosanases. Os 19 meios de cultivo foram preparados e

cultivados, de maneira aleatoria, conforme Tabela 6.
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Tabela 6 - Matriz de planejamento para 5 variaveis independetes (fatores). A, Peptona (g.L
Y; B, Extrato de levedura (g.L™); C, K,HPO, (g.L™"); D, MgSO. (g.L™"); E, Quitosana (g.L™).
Na ultima coluna tem-se a atividade enzimatica (AE) (U.mL™), para cada um dos dezenove
meios estudados, resultante de hidrolise da quitosana utilizando complexo enzimético bruto
do Paenibacillus chitinolyticus ap6s 48 horas de cultivo.

Ensaio A B C D E AE (U.mL™) DP

1 3,0 3,0 0,5 0,25 3,0 0,202 +0.002
2 9,0 3,0 0,5 0,25 1,0 0,048 +0.001
3 3,0 9,0 0,5 0,25 1,0 0,107 +0.003
4 9,0 9,0 0,5 0,25 3,0 0,086 +0.002
5 3,0 3,0 1,5 0,25 1,0 0,079 +0.001
6 9,0 3,0 1,5 0,25 3,0 0,100 +0.001
7 3,0 9,0 1,5 0,25 3,0 0,051 +0.003
8 9,0 9,0 1,5 0,25 1,0 0,028 +0.002
9 3,0 3,0 0,5 0,75 1,0 0,064 +0.002
10 9,0 3,0 0,5 0,75 3,0 0,057 +0.002
11 3,0 9,0 0,5 0,75 3,0 0,120 + 0.004
12 9,0 9,0 0,5 0,75 1,0 0,053 +0.002
13 3,0 3,0 1,5 0,75 3,0 0,107 +0.003
14 9,0 3,0 1,5 0,75 1,0 0,040 +0.001
15 3,0 9,0 1,5 0,75 1,0 0,043 +0.001
16 9,0 9,0 1,5 0,75 3,0 0,050 + 0.005
17 6,0 6,0 1,0 0,5 2,0 0,043 +0.001
18 6,0 6,0 1,0 0,5 2,0 0,038 +0.001
19 6,0 6,0 1,0 0,5 2,0 0,052 +0.003

(Fonte: Araujo, 2011)

A variavel dependente (ou variavel resposta) analisada nos 19 ensaios foi a
atividade enzimatica (AE). ApGs 48 horas de cultivo, uma aliquota de cada um dos
dezenove meios foi retirada e utilizada para avaliacdo da atividade enzimatica
conforme descrito no item 3.1. As atividades encontradas para cada meio também
estdo dispostas na Tabela 6. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o
software Statistica 7.0. Quando os valores apresentaram p< 0,05 as analises foram

consideradas estatisticamente significativas.
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O gréfico de pareto (Figura 5) apresenta o efeito das cinco varidveis sobre a
atividade enzimatica, e observa-se que todas as variaveis apresentaram
significAncia estatistica, sendo que peptona, quitosana e K,HPO, foram as trés
variaveis que apresentaram maior influéncia sobre atividade enzimética.

Um incremento na concentracdo de quitosana conduziu a acréscimo da
atividade enzimética (efeito de +10,99428). Ja um incremento nas concentracdes de
peptona, K;HPO4, MgS0O,4.7H,0 e extrato de levedura promovem um decréscimo da
atividade, efeitos, respectivamente, de -10,9943, -8,45714, -5,92 e -5,63809.

Figura 5 - Gréfico de pareto do Planejamento Experimental Fatorial Fracionado (2°) para o
cultivo do Paenibacillus chitinolyticus.
Pareto Chart

(Fonte: Araujo, 2011)

A partir da andlise desse resultado, as variaveis concentracdo de peptona,
quitosana e K,;HPO,, por apresentarem maior significancia estatistica, foram

escolhidas paras comporem o DCCR.

4.1.2 Delineamento Composto Central Rotacional - Paenibacillus chitinolyticus

As concentracdes de peptona, quitosana e K;HPO, foram ent&o selecionadas
e estudas através de um DCCR para avaliar a influéncia na atividade enzimatica. As
concentracbes das outras 2 variaveis (MgS0O,4.7H,O e extrato de levedura) foram
fixadas na condigéo O (ponto central). Os 16 ensaios e a variavel resposta (atividade
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enzimatica) encontram-se na Tabela 7. Todos os meios foram preparados e
cultivados de forma aleatoria.

Tabela 7 - DCCR para o estudo da producdo de quitosanase por Paenibacillus chitinolyticus.
Ensaios Peptona Quitosana K,HPO, AE (U.mL™) DP

1 -1 -1 -1 0,100 +0.001
2 -1 -1 1 0,078 +0.011
3 -1 1 -1 0,200 + 0.005
4 -1 1 1 0,051 +0.001
5 1 -1 -1 0,048 +0.201
6 1 -1 1 0,028 + 0.004
7 1 1 -1 0,085 + 0.006
8 1 1 1 0,099 +0.004
9 0 0 0 0,043 + 0.003
10 -1,68 0 0 0,052 + 0.004
11 1,68 0 0 0,031 + 0.004
12 0 -1,68 0 0,021 + 0.002
13 0 1,68 0 0,058 +0.001
14 0 0 -1,68 0,069 + 0.003
15 0 0 1,68 0,053 +0.001
16 0 0 0 0,038 + 0.003

(Fonte: Araujo, 2011)

A maior atividade enzimatica ocorreu foi obtida no ensaio 3, no qual as
concentragbes de peptona e K,HPO, encontravam-se no nivel -1, enquanto que a
quitosana estava no nivel +1. Com a analise do grafico de pareto (Figura 6), &
possivel observar que as trés variaveis foram estatisticamente significativas para a
atividade enzimatica, sendo que um acréscimo nas concentracfes de peptona
(efeito de -15,6418) e K;HPO, (efeito de -15,6112) levaram a uma diminuicdo da
atividade enzimética, enquanto que um acréscimo na concentracdo de quitosana

(efeito de +18,61888) promoveu um aumento da atividade.
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Figura 6 - Gréfico de pareto do Delineamento Composto Central Rotacional para o cultivo
do Paenibacillus chitinolyticus.
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Atv Enz
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Pure Error=,0000125
DV: Atv Enz

(2)Quitosana(l)
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Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

(Fonte: Araujo, 2011)

Na tentativa de obter um extrato enzimético com uma atividade ainda melhor,
a peptona, componente com maior influéncia negativa, foi retirada do meio de
cultivo. Esse novo meio, ha auséncia de peptona, teve as variaveis extrato de
levedura, K;HPO, e MgS0O4.7H,0 fixadas na concentragcdo central (ponto zero) e
quitosana na condicao +1, sendo denominado de meio Off1l.

As enzimas produzidas pelo P. chitinolyticus no meio Offl (atividade
enzimatica de 0,35 U.mL™) (Figura 7) apresentaram atividade enzimatica superior ao
melhor meio do DCCR (0,20 U.mL™). Se comparado aos valores de atividade
encontrados no meio B (correspondente ao ponto central do planejamento)
estabelecido por Pagnoncelli (2008), foi obtido um aumento de aproximadamente 8,1

vezes na atividade enzimatica (de 0,043U.mL™ para 0,35U.mL™).
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Figura 7 - Diferenca entre atividade enzimatica de dois meio de cultivo para o Paenibacillus
chitinolyticus. Meio controle € 0 meio equivalente ao ponto central do planejamento
experimental (Extrato de Levedura 6,0 g.L*, Peptona 6,0 g.L*, Sulfato de magnésio
heptahidratado 0,5 g.L™, Fosfato dibasico de potassio 1,0 g.L™ e Quitosana 2,0 g.L™"), o
meio Off1 é meio controle sem peptona e com quitosana na condi¢cdo +1. ***p<0,001 indica
uma aumento significativo entre a atividade enzimética do controle e a atividade enzimética
do meio Off1.
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(Fonte: Araujo, 2011)

A peptona é utilizada como fonte de nitrogénio, porém o extrato de levedura
apresenta a mesma funcgéo. A alta concentracdo de nitrogénio no meio poderia estar
agindo como repressora da sintese ou da atividade de quitosanases produzidas por
este microrganismo.

Portanto, o meio Offl (extrato de levedura 6,0 g.L™; sulfato de magnésio
heptahidratado 0,5 g/L™; fosfato dibasico de potassio 1,0 g/L™; quitosana 3,0 g/L™)
foi considerado o ideal para ser utilizado para sintese de quitosanases pelo
Paenibacillus chitinolyticus.

4.1.3 Planejamento Experimental Fatorial Fracionado (2°!) — Paenibacillus

ehimensis

O cultivo da bactéria P. ehimensis NRRL B-23118 foi conduzido em incubador
rotativo com temperatura, agitacdo e pH inicial fixados em 36°C, 120 rpm e 7,0,
respectivamente. O Planejamento Experimental Fatorial Fracionado (2°*), com 16
ensaios e 03 repeticdes do ponto central, foi empregado para avaliar a influéncia dos
componentes do meio de cultivo (peptona, extrato de levedura, K,HPO,4, MgSO, e
quitosana) na producgéo de quitosanases. Os 19 meios de cultivo foram preparados e

cultivados, de maneira aleatoria, conforme Tabela 8.
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Tabela 8 - Matriz de planejamento para 5 variaveis independetes (fatores). A, Peptona (g.L
Y; B, Extrato de levedura (g.L™); C, K,HPO, (g.L™"); D, MgSO. (g.L™"); E, Quitosana (g.L™).
Na ultima coluna tem-se a atividade enzimatica (U.mL™), para cada um dos dezenove meios
estudados, resultante de hidrolise da quitosana utilizando complexo enzimatico bruto do
Paenibacillus ehimensis apds 48 horas de cultivo.

Ensaio A B C D E AE(@UmLY DP
1 3,0 3,0 0,5 0,25 3,0 0,456 +0.001
2 9,0 3,0 0,5 0,25 1,0 0,051 +0.002
3 3,0 9,0 0,5 0,25 1,0 0,033 +0.001
4 9,0 9,0 0,5 0,25 3,0 0,186 +0.014
5 3,0 3,0 1,5 0,25 1,0 0,223 +0.002
6 9,0 3,0 1,5 0,25 3,0 0,082 +0.001
7 3,0 9,0 1,5 0,25 3,0 0,092 + 0.004
8 9,0 9,0 1,5 0,25 1,0 0,101 +0.001
9 3,0 3,0 0,5 0,75 1,0 0,314 +0.018
10 9,0 3,0 0,5 0,75 3,0 0,091 + 0.004
11 3,0 9,0 0,5 0,75 3,0 0,171 + 0.004
12 9,0 9,0 0,5 0,75 1,0 0,128 +0.008
13 3,0 3,0 1,5 0,75 3,0 0,515 + 0.005
14 9,0 3,0 1,5 0,75 1,0 0,040 +0.001
15 3,0 9,0 1,5 0,75 1,0 0,064 + 0.004
16 9,0 9,0 1,5 0,75 3,0 0,180 +0.001
17 6,0 6,0 1,0 0,5 2,0 0,070 +0.003
18 6,0 6,0 1,0 0,5 2,0 0,071 +0.008
19 6,0 6,0 1,0 0,5 2,0 0,080 +0.002

(Fonte: Araujo, 2011)

A variadvel dependente (resposta) analisada nos 19 ensaios foi a atividade
enzimatica. Apds 48 horas de cultivo, uma aliquota de cada um dos dezenove meios
foi retirada e utilizada para avaliagdo da atividade enzimatica conforme descrito no
item 3.1. As atividades encontradas para cada meio também estdo dispostas na
Tabela 8. As andlises estatisticas foram feitas utilizando o software Statistica 7.0.
Quando os valores apresentaram p< 0,05 as analises foram consideradas
estatisticamente significativas.

O grafico de pareto (Figura 8), que apresenta o efeito das cinco variaveis

sobre a atividade enzimaética, indica que todas as variaveis apresentaram
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significancia estatistica, sendo que a peptona, a quitosana e o extrato de levedura
foram as trés variaveis que apresentaram maior influéncia sobre atividade
enzimatica.

Um incremento na concentracdo de quitosana (efeito de +36,3186) e
MgSO,4.7H,0 (+12,41436) conduziu a um acréscimo da atividade enzimatica. J& um
incremento nas concentracdes de peptona (efeito de -44,7709), extrato de levedura
(efeito de -36,1865) e K,HPO, (efeito de -5,81098), promovem um decréscimo da

atividade.

Figura 8 - Gréfico de pareto do Planejamento Experimental Fatorial Fracionado (2°*) para o
cultivo do Paenibacillus ehimensis.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: AE
2**(5-1) design; MS Pure Error=,0000318
DV: AE

/
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(4)MgSQ4.THO 12 41436

5 81098

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
(Fonte: Araujo, 2011)
A partir da andlise desse resultado, as variaveis concentracdo de peptona,
quitosana e extrato de levedura, por apresentarem maior significancia estatistica,

foram escolhidas para comporem o DCCR.

4.1.4 Delineamento Composto Central Rotacional - Paenibacillus ehimensis

As concentracdes de peptona, quitosana e extrato de levedura foram entéo
selecionadas e estudadas através de um DCCR para avaliar a sua influéncia na
atividade enzimatica. As concentragcfes das outras duas variaveis (MgSO,4.7H,0 e

K;:HPO,) foram fixadas na condicdo O (ponto central). Os valores das variaveis
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estudadas para os 16 ensaios e a variavel resposta (atividade enzimética)
encontram-se na Tabela 09. Todos os meios foram preparados e cultivados de

forma aleatoria.

Tabela 09 - DCCR para o estudo da producédo de quitosanase por Paenibacillus ehimensis.
Ensaios Peptona Extrato de Levedura Quitosana AE (U.mL™) DP

1 -1 -1 -1 0,22 +0.004
2 -1 -1 1 0,51 + 0.007
3 -1 1 -1 0,03 +0.001
4 -1 1 1 0,09 +0.002
5 1 -1 -1 0,05 +0.001
6 1 -1 1 0,08 +0.001
7 1 1 -1 0,10 +0.002
8 1 1 1 0,18 +0.007
9 0 0 0 0,07 + 0.004
10 -1,68 0 0 0,14 + 0.004
11 1,68 0 0 0,046 +0.002
12 0 -1,68 0 0,16 +0.002
13 0 1,68 0 0,025 +0.000
14 0 0 -1,68 0,04 +0.001
15 0 0 1,68 0,068 +0.001
16 0 0 0 0,08 +0.001

(Fonte: Araujo, 2011)

O melhor valor para atividade enzimética ocorreu para o ensaio 2, no qual as
concentracbes de peptona e extrato de levedura encontravam-se no nivel -1,
enguanto que a quitosana estava no nivel +1. Com a analise da Figura 9 (gréfico de
pareto), € possivel observar que apenas a concentracdo de extrato de levedura
(efeito de -13,14) foi significante para a atividade enzimatica, sendo que um
acréscimo nas concentracdes de extrato de levedura e peptona levou a uma
diminuicdo da atividade enziméatica, enquanto que um acréscimo na concentracéo de

quitosana promoveu um aumento da atividade.

Figura 9 - Grafico de pareto do Delineamento Composto Central Rotacional para o cultivo
do Paenibacillus ehimensis
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Atv Enz
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; M3 Pure Error=,0002
DV: Atv Enz
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(Fonte: Araujo, 2011)

Como o que ocorreu na otimizacdo da producdo de quitosanases pela
bactéria Paenibacillus chitinolyticus, na tentativa de se obter um meio de cultivo que
se possibilite uma maior atividade enzimética, o extrato de levedura foi retirado do
meio de cultivo. Esse novo meio, na auséncia de extrato de levedura, teve as
variaveis peptona, K;HPO, e MgS0,.7H,0 fixadas na concentracdo central (ponto

zero) e quitosana na condicdo +1, sendo denominado de meio Off2.

Figura 10 - Diferenca entre atividade enzimatica de dois meio de cultivo para o
Paenibacillus ehimensis. Meio controle € o meio equivalente ao ponto central do
planejamento experimental (Extrato de Levedura 6,0 g.L™, Peptona 6,0 g.L™", Sulfato de
magnésio heptahidratado 0,5 g.L™*, Fosfato dibasico de potassio 1,0 g.L™ e Quitosana 2,0
g.L™), o meio Off2 é meio controle sem extrato de levedura e com quitosana na condig&o +1.
***p<(0,001 indica uma aumento significativo entre a atividade enzimatica do controle e a
atividade enzimética do meio Off2.
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(Fonte: Araujo, 2011)
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As enzimas produzidas por Paenibacillus ehimensis no meio Off2 (atividade
enzimatica de 0,61 U.mL™) (Figura 10) apresentaram atividade enzimética superior
ao melhor meio do DCCR (0,51 U.mL™). Se comparado aos valores de atividade
encontrados no meio B (correspondente ao ponto central do planejamento)
estabelecido por Pagnoncelli (2008), foi obtido um aumento de aproximadamente 7,6
vezes na atividade enzimatica (de 0,08 U.mL™ para 0,61 U.mL™).

Conforme também observado na otimizacdo da producéo de quitosanases por
P. chitinolyticus, a alta concentragéo de nitrogénio no meio, proveniente do extrato
de levedura e peptona, estaria agindo como repressora da sintese ou da atividade
de quitosanases. No caso do cultivo do P. ehimensis, a auséncia do extrato de
levedura favoreceu a atividade enziméatica entdo, ndo sO a alta concentracdo de
nitrogénio estaria agindo como repressora da sintese de quitosanases, assim como,
algum produto ou molécula provenientes do metabolismo da levedura que se
encontra presente no extrato de levedura. Baseado nos resultados obtidos, o meio
Off2 foi considerado o ideal para ser utilizado para sintese de quitosanases pelo P.
ehimensis.

Sun et al. (2007) e Chen; Fang; Xia (2008) em estudos de planejamento
experimental encontraram (NH4)>,SO4, fonte de nitrogénio como também uma das
variaveis mais influentes na producédo de quitosanases por Microbacterium sp.OUO1
e Aspergillus sp. CJ 22-326, respectivamente. Wee et al. (2009) detectaram o
extrato de carne (fonte de nitrogénio) como uma das variaveis que mais influenciou a
producado de quitosanases pelo Bacillus sp.RKY3.

A alta concentracdo de nitrogénio nos meios de cultivo tanto para o P.
chitinolyticus como para P. ehimensis estaria deslocando o metabolismo bacteriano
para a producdo de outras enzimas tais como celulases, proteases e amilases ao
invés de quitosanases.

Para os dois microrganismos estudados neste trabalho, foi observado que a
quitosana exerce um efeito positivo na producdo de quitosanases. Isto deve estar
associado ao fato de que a quitosana age como indutora na sintese destas enzimas.
O mesmo foi observado durante a otimizacdo da producdo de quitosanases por
Aspergillus sp. CJ 22-326 e pelo Trichoderma koningii sp por Chen; Fang; Xia (2008)

e Silva et al. (2010), respectivamente.
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4.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO EXTRATO BRUTO

4.2.1 Efeito térmico na estabilidade enzimatica

A estabilidade térmica das quitosanases produzidas por P. chitinolyticus e P.
ehimensis foram estudas pela incubacdo do extrato bruto (caldo fermentado) em
varias faixas de temperaturas (30°C — 55°C) por até 48 horas.

O complexo enzimético bruto obtido do cultivo do P. chitinolyticus manteve
sua atividade superior a 50% por cerca de 24 horas para as temperaturas entre 30°C
e 45°C (Figura 11). Apdés 3 horas de exposicdo a 55°C (temperatura étima de
atividade) o complexo de quitosanases ainda exibiu 50% da sua atividade inicial.
Para duas quitosanases purificas por Wang; Yeh (2008) e Goa et al. (2008), apos
apenas 60 minutos de exposicao a temperatura 6tima das enzimas em questéo, esta
conservavam cerca de 60% da sua atividade original.

Liang et al. (2010) realizaram estudos de estabilidade semelhante, os quais
observaram que nos 30 primeiros minutos de exposi¢cdo a temperaturas inferiores a
60°C, cerca de 80% da atividade enzimatica foi conservada. Para o complexo
enzimatico do P. chitinolyticus essa atividade foi mantida por até 2 horas para a faixa
de temperatura entre 30°C e 50°C. Tal resultado pode ser comparado ao encontrado
por Sun; Zhang; Wang (2009) para uma quitosanase purificada, na qual para um
mesmo periodo de exposicdo (2 horas), na faixa de temperatura de 20°C a 40°C,

cerca de 90% da atividade enzimatica foi mantida.

Figura 11 - Efeito da temperatura na estabilidade do extrato enzimatico produzido por
Paenibacillus chitinolyticus. A atividade residual foi expressa como uma porcentagem da
mais alta atividade (tempo 0), a qual foi considerada 100%.
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(Fonte: Araujo, 2011)
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O complexo enziméatico bruto do P. ehimensis manteve cerca de 55% da sua
atividade original apds 48 horas de exposicdo a temperatura de 30°C (Figura 12).
Para esta mesma temperatura e tempo de exposi¢cdo, 0 complexo enzimatico bruto
do P. chitinolyticus reteve apenas 40% da sua atividade inicial (Figura 11). Para
temperatura 6tima de hidrolise (55°C), ap6s 6 horas de incubacdo, o complexo
enzimatico do P. chitinolyticus ndo possuiu nenhuma atividade quitosanolitica
enquanto que o complexo enzimético obtido pelo P. ehimensis exibiu cerca de 40%
da sua atividade original (Figura 12). Tais resultados demonstram uma superior
estabilidade térmica das enzimas produzidas por P. ehimensis quando comparada
com as produzidas por P. chitinolyticus.

A estabilidade térmica (cerca de 80% de atividade relativa) apresentada pelo
complexo enzimatico do P. ehimensis ap6s 2 horas de incubacgdo, na faixa de
temperatura de 30°C a 55°C, pode ser comparada com a estabilidade de uma
quitosanase purificada por Wang et al. (2008), onde foi encontrado que durante 1
hora de incubacdo na faixa de temperatura de 30°C a 60°C, a atividade relativa é
mantida em cerca de 80%. Wang; Chang; Liang (2010) e Johnsen; Hansen;
Stougaard (2010) encontraram resultados semelhantes, para as faixas de
temperatura de 20°C a 60°C e 40°C a 50°C, respectivamente, porém para um
periodo de incubacdo de apenas 30 minutos, onde a atividade quitosanolitica foi
mantida em 100%. Enquanto que a quitosanase purificada por El-Sherbiny (2011),
manteve 100% de sua atividade inicial por até 90 minutos de incubacédo na faixa de
temperatura de 40°C a 50°C.

Figura 12 - Efeito da temperatura na estabilidade do extrato enzimatico produzido por
bactéria Paenibacillus ehimensis. A atividade relativa foi expressa como uma porcentagem
da mais alta atividade (tempo 0), a qual foi considerada 100%.
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(Fonte: Araujo, 2011)
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A alta estabilidade térmica apresentada por este complexo enzimético bruto
garante uma boa atividade enzimética sem as etapas dispendiosas de purificacdo e
pode ser utilizada na producdo continua de QOS, sendo importante para as
aplicacdes industriais do ponto de reducdo dos custos. Para a producdo de
oligossacarideos é de grande importdncia o uso de enzimas estaveis e que gere
oligossacarideos biologicamente funcionais.

Com a andlise geral destes resultados, a temperatura dita como ideal para
producdo de oligossacarideos por estes complexos enzimaticos foi de 45°C, ja que
os dois complexos enziméticos conseguem manter 50% da sua atividade nesta

temperatura por até 24 horas.

4.2.2 Efeito do pH na estabilidade enzimatica

O perfil de estabilidade em pH do extrato enzimatico, produzido por P.
chitinolyticus e P. ehimensis com atividade quitosanolitica, foi determinado pela
medida da atividade residual em pH 6,0 depois da incubacédo do caldo fermentado, a
temperatura ambiente, em varios valores de pH (4-10) por 3, 6, 12 e 24 horas. A
avaliacdo da atividade enzimatica foi realizada através da determinagdo dos
acucares redutores gerados no meio de reacdo a partir da hidrélise da quitosana
conforme descrito no item 3.2.2.

A atividade quitosanolitica, para o complexo enzimético do P. chitinolyticus, foi
estavel entre a faixa de pH de 4-9 nas 3 primeiras horas de experimento. Apds esse
periodo as maiores atividades encontradas foram entre a faixa de pH 5 a 9, porém,
nessa faixa, o pH nao influenciou significativamente a estabilidade dessas enzimas.
Os extremos de pH (4 e 10), promoveram um rapido declinio da estabilidade
enziméatica ao longo do tempo (Figura 13). Resultado semelhante foi encontrado por
Wang et al. (2008) onde a atividade de quitosanase purificada mostrou-se estavel da

faixa de pH entre 4-8 e por Wang; Yeh (2008) entre os valores de pH de 4-9.
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Figura 13 - Efeito do pH na estabilidade do extrato enzimatico produzido por Paenibacillus
chitinolyticus. A atividade relativa foi expressa como uma porcentagem da mais alta
atividade (tempo 0), a qual foi considerada 100%.
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(Fonte: Araujo, 2011)

Os resultados encontrados neste experimento podem ser considerados
superiores, por apresentarem uma maior faixa de variacdo de pH, aos encontrados
por Goa et al. (2008), no qual se tem uma faixa de estabilidade em pH de 6-10 para
uma quitosanase purificada a partir de caldo fermentado de Bacillus cereus D-11 e
aos encontrados por Liang et al. (2010) onde a estabilidade de uma enzima
purificada encontra-se na faixa de pH entre 4-7.

Para o complexo enzimatico do P. ehimensis, nas trés primeiras horas de
incubacéo, a faixa de pH mais estavel foi de 4,0 - 6,0 (Figura 14). Wang et al. (2009),
em um experimento similar utilizando quitosanase purificada a partir de caldo
fermentado de Serratia sp., mostrou estabilidade para a faixa de pH 4,0 - 7,0 ap6s
30 minutos de incubacdo. Para este mesmo periodo de incubacdo, Wang; Chang;
Liang (2010) encontraram estabilidade na faixa de pH entre 6,0 - 7,0 para
quitosanase purificada a partir de caldo fermentado de Serratia sp. TKUO016;
enquanto que Johnsen; Hansen; Stougaard (2010) relata estabilidade para
quitosanase de Janthinobacterium na faixa de pH entre 5,0 - 7,0 .

Quitosanases produzidas por P. ehimensis quando comparadas as
produzidas por P. chitinolyticus, mostraram grande estabilidade durante a exposi¢ao
a faixas de pH acido, mantendo cerca de 50% da sua atividade residual ap6s 24

horas de incubacédo a pH 4,0. Porém, mostrou-se mais sensivel a extremos de pH
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bésicos, apresentando atividade quitosanolitica (cerca de 30% de atividade residual)
apos incubacdo a pH 10 apenas nas trés primeiras horas de experimento (Figura
14).

Figura 14 - Efeito do pH na estabilidade do extrato enzimatico produzido por Paenibacillus
ehimensis. A atividade relativa foi expressa como uma porcentagem da mais alta atividade
(tempo 0), a qual foi considerada 100%.
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(Fonte: Araujo, 2011)

Também é possivel observar que este complexo enzimatico apresenta grande
estabilidade para o pH 6,0, nota-se que apods 24 horas de incubacdo a atividade
relativa € mantida em 80%. Sendo assim, este pH é o ideal para a estocagem desse

material biolégico.

4.2.3 Efeito de solventes organicos na estabilidade enzimética

Enzimas s&do usualmente inativadas ou desnaturadas na presenca de
solventes organicos (Wang et al., 2008). Neste estudo foi avaliado o efeito de
diferentes solventes organicos (25%, v/v) na estabilidade de enzimas brutas,
produzidas pelas bactérias P. chitinolyticus e P. ehimensis. O extrato bruto
enzimatico foi pré-incubado com solventes organicos pelos periodos 2 horas e 10
dias, a 4°C e a temperatura de cerca de 28°C. A atividade enzimatica residual foi
determinada conforme descrito no item 3.2.2. A atividade quitosanolitica da amostra
sem solvente organico (controle) foi considerada como 100% ativa.

Para o complexo enzimatico produzido por Paenibacillus chitinolyticus,
conforme demonstrado na Figura 15, a atividade quitosanolitica permaneceu

superior a 50% da atividade original nas primeiras 2 horas de incubacdo a
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temperatura ambiente em todos os solventes, exceto quando avaliou-se a acetona.
Cerca de 80% da atividade original foi mantida quando incubada com etanol e
acetato de etila. Com 10 dias de incubacéo a atividade residual superior a 50% s6 foi
encontrada para a incubacdo com acetato de etila, porém todos os demais
solventes, exceto a acetona e acetonitrila, ndo foram capazes de promover uma

inativagcdo enzimatica total.

Figura 15 - Efeito de solventes organicos (25% v/v) na estabilidade de quitosanases
produzidas por Paenibacillus chitinolyticus. O extrato enzimatico foi incubado, a temperatura
ambiente, na presenca de: metanol (A), etanol (B), acetona (C), butanol (D), tolueno (E),
acetato de etila (F) e acetonitrila (G).

100
90
80 =
70
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
D _

H 2 horas de incubacao

H 10 dias de incubacao

Atividade Residual (%)

A B C D E F G

Solventes Organicos

(Fonte: Araujo, 2011)

Ainda sobre as enzimas produzidas por Paenibacillus chitinolyticus, para
incubacédo a temperatura de 4°C (Figura 16), nas 2 primeiras horas de experimento,
a atividade residual também se manteve acima de 50% para a incubag¢do com todos
0s solventes, exceto acetona e acetonitrila. Apoés 10 dias de incubacdo, nenhum
solvente, exceto a acetona, foi capaz de reduzir mais do que 65% da atividade
quitosanolitica original do extrato enzimatico. Vale ressaltar que, para esta
temperatura (4°C), a incubacdo com acetonitrila n&o provocou a inativagcéo
enzimatica como ocorreu quando o experimento foi realizado a temperatura
ambiente. A diminuicdo da temperatura auxilia na conservacdo da atividade

enzimatica.
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Figura 16 - Efeito de solventes organicos (25% v/v) na estabilidade de quitosanases

produzidas por Paenibacillus chitinolyticus. O extrato enzimatico foi incubado, a 4°C, na

presenca de: metanol (A), etanol (B), acetona (C), butanol (D), tolueno (E), acetato de etila

(F) e acetonitrila (G).
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(Fonte: Araujo, 2011)

Quando incubadas a temperatura ambiente com os diferentes solventes
organicos por um periodo de 2 horas, as enzimas, com agdo quitosanolitcas,
produzidas pelo P. ehimensis (Figura 17), se mostraram menos estaveis que as
enzimas produzidas pelo P. chitinolyticus (Figura 15). A incubagcdo com metanol,
etanol, butanol, acetato de etila e acetonitrila reduziu, respectivamente, 40%, 60%,
70%, 68% e cerca 80% da atividade inicial das enzimas produzidas pelo P.
ehimensis nas 02 primeiras horas de incubacdo. Nas mesmas condicdes, as
enzimas produzidas pelo P. chitinolyticus tiveram na condicdo menos favoravel
(incubacdo com acetonitrila) apenas cerca de 50% da sua atividade comprometida;
vale ressaltar que para a incubagdo com etanol, houve somente a perda de 20% da
sua atividade inicial (80% de atividade residual).

Porém, para 10 dias de incubacdo, a temperatura ambiente, o efeito do
tolueno na atividade residual do complexo enzimatico produzido pelo P. ehimensis
manteve o mesmo valor (60%) que foi obtido nas 02 primeiras horas de experimento
(Figura 17). O mesmo nao pode ser observado para as enzimas produzidas pelo P.
chitinolyticus, na qual a atividade residual caiu de cerca de 70% (2 horas de
incubacéo) para 40% (10 dias de incubag¢ao) quando incubada com esse solvente

(Figura 15). Também vale ressaltar que a incubacdo com acetonitrila n&o provocou
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total inativacdo da atividade enzimatica como tinha ocorrido para as enzimas
produzidas por P. chitinolyticus. Além disso, nas enzimas produzidas pelo P.
ehimensis, a perda de atividade enzimética pela incubacdo com acetato de etila e
acetonitrila ndo demonstrou diferenca significativa entre os tempos de 2 horas e 10

dias.

Figura 17 - Efeito de solventes orgéanicos (25% v/v) na estabilidade de quitosanases
produzidas por Paenibacillus ehimensis. O extrato enzimatico foi incubado, a temperatura

ambiente, na presenca de: metanol (A), etanol (B), acetona (C), butanol (D), tolueno (E),

acetato de etila (F) e acetonitrila (G).
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(Fonte: Araujo, 2011)

A incubacéo a 4°C do complexo enzimatico do P. ehimensis com os diversos
solventes (Figura 18) revelou resultados semelhantes a sua incubagdo a
temperatura ambiente. Neste caso, a temperatura ndo tem grande influéncia sobre a
estabilidade e sim, a propria interacdo enzima/solvente. Esse fato pode ser
comprovado pelo experimento de estabilidade térmica no qual as enzimas deste

microrganismo mostraram consideravel estabilidade.

Nathalia Kelly de Aradjo Programa de pds-gradua¢do em Bioquimica/UFRN




RESULTADOS E DISCUSSAO 42

Figura 18 - Efeito de solventes organicos (25% v/v) na estabilidade de quitosanases

produzidas por Paenibacillus ehimensis. O extrato enzimatico foi incubado, a 4°C, na

presenca de: metanol (A), etanol (B), acetona (C), butanol (D), tolueno (E), acetato de etila

(F) e acetonitrila (G).
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(Fonte: Araujo, 2011)

Quando comparadas as enzimas do P. chitinolyticus incubadas a 4°C (Figura
16), o complexo enzimatico do P. ehimensis mostrou estabilidade semelhante nas
duas primeiras horas de experimento. Porém, apds 10 dias a sua estabilidade se
mostrou inferior a do P. chitinolyticus. A incubacdo com butanol, por exemplo,
reduziu cerca de 90% da atividade do complexo enzimatico do P. ehimensis
enquanto que para as enzimas do P. chitinolyticus essa reducdo foi de
aproximadamente 50%.

Os resultados encontrados nestes experimentos corroboram com o relatado
por Wang et al. (2008), no qual € observado a presenca de atividade quitosanolitica
residual apos a incubacéo por 10 dias com diversos solventes, entre estes butanol,
tolueno e acetonitrila.

Além disso, para os dois tempos e para as duas temperaturas de incubacao
utilizadas, a acetona promoveu total perda da atividade quitosanolitica. Esse efeito
também foi observado por Wang; Yeh (2008) em uma quitosanase produzida por
Bacillus subtilis TKUOO?.

De acordo com Wang at al. (2008), a estabilidade enzimatica em solventes

organicos depende da natureza do solvente organico e, a substituicdo de algumas
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moléculas de &gua que circulam a enzima por moléculas de solvente pode
estabilizar a estrutura da enzima.

Enzimas que possuam esse tipo de estabilidade podem permitir o uso de
solventes organicos para deslocar o equilibrio de reacfes reversas entre hidrdlise e

sintese de QOS e assim, se ter um controle do processo (WANG; YEH, 2008).

4.2.4 Efeito de diferentes ions e agentes quimicos sobre a atividade enzimética

Para uma adicional caracterizacdo dos complexos enzimaticos bruto dos P.
chitinolyticus e P. ehimensis, foram examinados os efeitos de alguns conhecidos
inibidores enzimaticos e metais divalentes na sua atividade. O efeito dos varios ions
e agentes quimicos na atividade das enzimas foi investigado pela pré-incubacéo dos
complexos enzimaticos com os compostos quimicos em tampao fosfato 50mM (pH
7,0) por duas horas a temperatura de cerca de 28°C.

Os resultados demonstram que as enzimas brutas produzidas tanto por P.
chitinolyticus (Figura 19) como as produzidas por P. ehimensis (Figura 20), foram
fortemente ativadas pelo Mn?*. O mesmo foi observado nos estudos de Sun et al.
(2006) em duas quitosanases produzidas pela Microbacterium sp., por Zhu; Zhou;
Feng (2007) em quitosanase purificada a partir de caldo fermentado de Gongronella
sp. e por El-Sherbiny (2011) para quitosanase purificada a partir do fermentado de
Streptomyces cyaneogriseus. Em contraste, o fon Mn*" teve efeito totalmente
inibitério para quitosanases purificadas produzidas por Serratia marcescens TKUO11
(WANG et al. 2008), por Bacillus subtilis TKUOO7 (WANG; YEH, 2008), Serratia sp.
TKUO020 (WANG; PENG; LIANG, 2009) e Serratia sp. TKU0O16 (WANG; CHANG,;
LIANG, 2010).
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Figura 19 - Efeito de varios agentes quimicos (5mM) sobre a atividade enzimatica do
complexo de quitosanases produzidas por Paenibacillus chitinolyticus. O extrato enzimatico
foi incubado, a temperatura ambiente, por 2 horas, na presenca de: EDTA, Mg”, Cu?, Fe®,
Ca®*, zn**, Mn*, Ba*", Dodecil Sulfato de Sédio (SDS). ***p<0,001 indica uma aumento
significativo entre a atividade enzimatica do controle e a incubag¢do do complexo enzimatico
com manganés.
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Figura 20 - Efeito de vérios agentes quimicos (5mM) sobre a atividade enzimética do
complexo de quitosanases produzidas por Paenibacillus ehimensis. O extrato enzimatico foi
incubado, a temperatura ambiente, por 2 horas, na presenca de: EDTA, Mg, Cu®*, Fe*,
Ca?*, zn*, Mn%*, Ba?*", Dodecil Sulfato de Sédio (SDS). ***p<0,001 indica uma aumento
significativo entre a atividade enzimatica do controle e a incubacdo do complexo enzimatico
com manganeés.
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Os outros agentes quimicos ndo demonstraram efeitos estatisticamente
significativos sobre a ac¢do dos dois complexos enzimaticos. Porém, € bem
conhecido o efeito inibitério de EDTA (WANG et al.,, 2008; WANG; YEH, 2008;
WANG et al., 2009; WANG; CHANG; LIANG, 2010; ZHU; ZHOU; FENG, 2007;),
Cu?* (WANG et al., 2008), Fe?* (WANG et al., 2008; ZHU; ZHOU; FENG, 2007), Ca**
(WANG; YEH, 2008; ZHU; ZHOU; FENG, 2007), Zn** (WANG et al., 2008; ZHU;
ZHOU; FENG, 2007) e SDS (WANG; YEH, 2008; WANG et al., 2009) sobre
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quitosanases purificadas de fermentagdo microbiana. Uma maior resisténcia a
inibicdo desde dois complexos enzimaticos pode ser vantajosa quando seu uso se

faz necessario em meio contendo estes componentes quimicos.

4.4 PERFIL DOS QUITOOLIGOOSSACARIDEOS PRODUZIDOS

Os complexos enzimaticos bruto, livre de células, obtidos do cultivo das
bactérias P. chitinolyticus e P. ehimensis foram utilizados para producdo dos QOS
conforme descrito no item 3.2.5. Apds a hidrélise da quitosana e filtragem das
amostras em membrana de 0,22 um, o perfil de QOS produzidos foi analisado
através de CLAE.

Na Figura 21 tem-se o cromatograma de uma mistura de padrbes de QOS
com grau de polimerizagcédo entre 2 a 6 unidades de glucosamina (Seikagaku Co.,

Tokyo, Japan).

Figura 21 - Cromatograma dos padrfes de quitooligossacarideos (GICN),=s..

0.008 —

0.006 |
(GleN),

(GleN),

0.004 (G|CN)4

Volts

0.002

0000 =TT T T T T T T T T T
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Tempo (minutos)
(Fonte: Araujo, 2011)
Os cromatogramas obtidos para diferentes tempos de hidrélise (1, 3, 6,9 e 12

horas) utilizando complexo enzimatico produzido pelo P. chitinolyticus encontram-se

demonstrados na Figura 22.
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Figura 22 - Perfil de QOS produzidos ap6s 1 (a), 3 (b), 6 (c), 9 (d) e 12 horas (e) de hidrdlise
utilizando o complexo enzimatico produzido por Paenibacillus chitinolyticus. Cromatografia
realizada em CLAE com coluna Shim-Pack CLC-NH,. As analises dos oligdbmeros foram
feitas utilizando acetonitrila (60%) como fase mével em um fluxo de 0,8mL/minuto e utilizado
o indice do detector refrativo.
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(Fonte: Aragjo, 2011)

Utilizando o complexo enzimatico produzido pelo P. chitinolyticus foi possivel
a obtencdo de QOS compativeis com os padrbes de dimero, trimero, tetramero,

pentdmero e hexaméro de glucosamina. As melhores taxas de producdo de
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oligbmeros foram encontradas para o tempo de hidrolise de 9 e 12 horas (Tabela
10).

Tabela 10 - Producédo de oligbmeros (GIcN),.s em diferentes tempos de hidrélise da
quitosana utilizando o complexo enzimatico produzido por Paenibacillus chitinolyticus.

Tempo de Producdo total de (GIcN)2.6 *Producéo relativa %
Hidrdlise (mg/mL) para 10 mg/mL de quitosana
1 hora 4,42 44,2
3 horas 4,67 46,7
6 horas 3,89 38,9
9 horas 5,96 59,6
12 horas 5,77 57,7

* A producdo relativa foi mensurada pela producgéo total de (GIcN),s / concentragdo de
guitosana x 100. (Fonte: Araujo, 2011)

H& um aumento seguido de diminuicdo na taxa de producdo de oligbmeros
(GlcN),.6 com o passar do tempo (Tabela 10). De acordo com Assis et al. (2010)
essa diminuicdo na concentracdo total de QOS pode sugerir que ha um aumento na
producdo de mondmeros (GIcN) promovido pela acdo combinada de quitosanases
com mecanismo de acdo do tipo endo e exo-enzimas. O GP dos QOS determina
suas propriedades biolégicas. As melhores caracteristicas biol6gicas sdo obtidas em
QOS com grau de polimerizagdo entre cinco e sete (SHAHIDI, 1999). A méaxima
concentracdo de pentameros (0,29 mg/mL) e hexdmeros (0,62 mg/mL) foram

alcancadas no tempo de 9 horas (Tabela 11).

Tabela 11 - Producéo de dimero, trimero, tetrdmero, pentdmero e hexameros, em diferentes
tempos de hidrélise da quitosana, utilizando o complexo enzimatico produzido por
Paenibacillus chitinolyticus.

Tempo de Dimero Trimero Tetramero Pentamero Hexameros
hidrolise (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
1 hora 1,91 1,07 0,93 0,20 0,31
3 horas 2,04 1,12 1,12 0,13 0,26
6 horas 1,18 1,27 0,97 0,23 0,24
9 horas 2,95 1,30 0,80 0,29 0,62
12 horas 2,81 1,40 1,27 0,12 0,17

(Fonte: Araujo, 2011)
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Na Figura 23 encontram-se 0os cromatogramas obtidos nos mesmo tempos de
hidrélise (1, 3, 6, 9 e 12 horas), porém, utilizando complexo enzimatico produzido
pelo Paenibacillus ehimensis. Neste caso também foi possivel a obtencdo de QOS
compativeis com os padrdes de dimero, trimero, tetramero, pentamero e hexaméro

de glucosamina.

Figura 23 - Perfil de QOS produzidos ap6s 1 (a), 3 (b), 6 (c), 9 (d) e 12 horas (e) de hidrdlise
utilizando o complexo enzimético produzido por Paenibacillus ehimensis. Cromatografia
realizada em CLAE com coluna Shim-Pack CLC-NH,. As analises dos oligdbmeros foram
feitas utilizando acetonitrila (60%) como fase mével em um fluxo de 0,8mL/minuto e utilizado
o indice do detector refrativo.
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(Fonte: Araujo, 2011)
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Com andlise das taxas de producdo de oligbmeros utilizando enzimas
produzidas pelo Paenibacillus ehimensis (Tabela 12), percebe-se que este complexo
enzimatico € superior na producédo de oligbmeros quando comparado ao complexo
enzimatico produzido pelo Paenibacillus chitinolyticus. No tempo de hidrolise de 12
horas foi possivel obter uma producédo relativa de 99,1%. Para este mesmo tempo,
as enzimas do complexo enzimatico produzido pelo Paenibacillus chitinolyticus
forneceram uma producado de 57,7%. Porém, para a analise do primeiro tempo de
hidrélise (1 hora), as enzimas produzidas pelo Paenibacillus ehimensis sdo mais
eficientes na producdo de oligbmeros (44,2% de producdo relativa) do que as

produzidas pelo Paenibacillus chitinolyticus (40,7% de producéo relativa).

Tabela 12 - Producdo de oligbmeros (GIcN),s em diferentes tempos de hidrélise da
quitosana utilizando o complexo enziméatico produzido por Paenibacillus ehimensis.

Tempo de Producdo total de (GIcN)2.6 *Producao relativa %
Hidrolise (mg/mL) para 10 mg/mL de quitosana
1 hora 4,07 40,7
3 horas 9,73 97,3
6 horas 9,80 98,0
9 horas 9,86 98,6
12 horas 9,91 99,1

* A producéo relativa foi mensurada pela producgéo total de (GIcN),s / concentragdo de
quitosana x 100. (Fonte: Araudjo, 2011)

Entre os hidrolisados obtidos com a incubagdo com enzimas produzidas pelo
P. ehimensis, aquele obtido com 12 horas de hidrélise apresentou maior

concentracdo pentameros (1,16 mg/mL) e hexameros (0,63 mg/mL) (tabela 13).
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Tabela 13 - Producao de dimero, trimero, tetrdmero, pentdmero e hexameros, em diferentes
tempos de hidrélise da quitosana, utilizando o complexo enzimético produzido por
Paenibacillus ehimensis.

Tempo de Dimero Trimero Tetramero Pentamero Hexameros
hidrolise (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
1 hora 2,71 0,79 0,20 0,15 0,22
3 horas 5,47 1,52 1,01 1,18 0,55
6 horas 5,48 1,54 1,02 1,19 0,57
9 horas 551 1,59 0,99 1,15 0,62
12 horas 5,52 1,60 1,01 1,16 0,63

(Fonte: Araujo, 2011)

Diferente do que ocorreu durante hidrélise utilizando o complexo enzimético
P. chitinolyticus, ha um aumento gradativo na taxa de producdo de oligbmeros
(GlcN),.6 com o passar do tempo, ndo promovendo a total conversdo de quitosana a
mondmeros (Tabela 12). Sendo assim, provavelmente, o complexo enzimatico
produzido por o P. ehimensis €& formado prioritariamente por enzimas com
mecanismo de hidrolise do tipo endo-enzimas. Enzimas com este tipo de mecanismo
catalisam a hidrélise de maneira aleatéria no interior da molécula, gerando
oligossacarideos de diversos tamanhos.

Assis et al. (2010), utilizando extrato enzimatico bruto produzido pelo
Metarhizium anisopliae, atingiu uma taxa méaxima de producao relativa de 54,3% em
10 minutos de hidrélise. Resultados semelhantes foram alcancados pelo complexo
enzimatico bruto do P. chitinolyticus, porém com tempo de hidrélise maior. Choi et al.
(2004), utilizando quitosanase purificada a partir de caldo fermentado de Bacillus sp.
KCTC 0377BP, obtiveram uma taxa de producdo maxima de oligbmeros de 65,1%
porém em um tempo de hidrélise de 60 horas. Neste presente estudo, num tempo de
hidrolise cinco vezes menor, as enzimas do complexo enzimatico bruto do P.
ehimensis alcancaram uma taxa de hidrolise de 99,1%. Roncal et al. (2007)
utilizando quitosanase adquirida comercialmente, obteveram uma producdo de
oligdmeros de 46,3% apds 20 horas de hidrolise.

Levando em consideracdo o tempo e a produtividade de oligdmeros utilizando
complexo enzimatico bruto, tanto o P. chitinolyticus como P. ehimensis mostraram-
se eficientes para a producéo em larga escala de QOS. O fato das enzimas né&o

exigirem processos de purificacdo para apresentarem a atividade biologica plena,
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pode beneficiar a aplicacdo na industria, pela diminuicdo de tempo e de recursos

financeiros.

4.5 ATIVIDADE BIOLOGICA

Para o teste de atividade antioxidante, foi realizada a hidrolise enzimatica da
quitosana conforme descrito no item 3.9. Os hidrolisados gerados foram
quantificados quanto a sua concentracdo de agucares redutores pelo método de
DNS (MILLER, 1959). As concentragBes de acucar foram ajustadas, com &gua
destilada, para 0,7 mg/mL (QOS obtidos com 6 horas de hidrélise), 1 mg/mL (QOS
obtidos com 9 horas de hidrolise) e 2,5 mg/mL (QOS obtidos com 12 horas de

hidrolise).

4.5.1 Sequestro do radical livre DPPH

O DPPH é um radical livre estavel e recebe elétrons ou radicais hidrogénio
para se tornar uma molécula diamagnética (SOARES et al. 1997). A solugcédo de
DPPH possui cor roxa, com absorbancia maxima préximo a 515nm. Na presenca de
um antioxidante, a coloracédo da solu¢cdo muda de roxo para amarelada ou torna-se
clara.

Com a hidrélise da quitosana sendo realizada pelo complexo enzimatico
produzido pelo Paenibacillus chitinolyticus, foi obtida uma taxa maxima de sequestro
de 39%. Essa taxa foi alcancada pelos QOS produzidos no tempo de hidrélise de 12
horas, concentracdo de 2,5 mg/mL. Para os QOS produzidos nos tempos de
hidrélise de 9 horas (concentracdo de QOS de 1mg/mL) e 6 horas de hidrélise
(concentracdo de QOS de 0,7mg/mL), foi possivel obter uma taxa de sequestro de

29% e 16%, respectivamente (Figura 24).
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Figura 24 - Efeito sequestrador dos QOS, produzidos a partir da hidrolise da quitosana
utilizando o complexo enziméatico sintetizado por Paenibacillus chitinolyticus, sob o radical
DPPH. No grupo controle a incubacéo ocorreu na auséncia de QOS. **p<0,001 indica uma
aumento significativo entre a taxa de sequestro do radical DPPH do grupo controle e as
amostras incubadas com QOS nas concentracdes de 0,7 mg/mL, 1 mg/mL e 2,5 mg/mL.
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(Fonte: Araujo, 2011)

Quando os QOS foram gerados pelo complexo enzimatico do Paenibacillus
ehimensis, as taxas de sequestro foram bem maiores que os gerados pelo complexo
enzimatico do Paenibacillus chitinolyticus. No caso do QOS gerados pelo complexo
enzimatico do Paenibacillus ehimensis na concentracdo de 2,5 mg/mL, foi possivel a
obtencdo de uma taxa maxima de sequestro de 61%. Para as concentracbes de
QOS de 1 mg/mL e 0,7 mg/mL foi possivel obter QOS uma taxa de sequestro de
47% e 37%, respectivamente (Figura 25).

E possivel observar que os QOS obtidos no maior tempo de hidrélise (12
horas) alcancaram maior taxa de sequestro do radical DPPH. Para esse tempo de
hidrélise se tem uma maior concentracdo de pentameros e hexameros, resultando

assim numa maior atividade bioldgica.
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Figura 25 - Efeito sequestrador dos QOS, produzidos a partir da hidrélise da quitosana
utilizando o complexo enzimético sintetizado por Paenibacillus ehimensis, sob o radical
DPPH. No grupo controle a incubacéo ocorreu na auséncia de QOS. ***p<0,001 indica uma
aumento significativo entre a taxa de sequestro do radical DPPH do grupo controle e as
amostras incubadas COS nas concentracdes de 0,7 mg/mL, 1 mg/mL e 2,5 mg/mL.
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(Fonte: Araujo, 2011)

Xu et al. (2010) realizaram teste semelhante com o radical DPPH o qual
encontraram uma taxa de sequestro de cerca de 50% pela incubacdo com QOS na
concentracdo de 1 mg/mL, e de 80% para uma concentracdo de 2 mg/mL. Esses
resultados podem ser considerados superiores aos encontrados aqui, ja que a
maior taxa de sequestro (61%) foi alcancada pela incubacdo com QOS na
concentracdo de 2,5 mg/mL. O mesmo foi observado por Wang et al. (2009) e Wang
et al. (2010) no qual encontraram taxas maximas de sequestro de 75 e 82%,
respectivamente.

Para os experimentos realizados por Wang; Chang; Liang (2010) com p6 de
gladius de lula, e por Wang et al. (2008) com sobrenadante de fermentacdo de S.
marcescens TKUO11, os quais alcancaram uma taxa maxima de sequestro de 50%
e 22% respectivamente, os resultados aqui apresentados podem ser considerados
superiores.

Os diferentes resultados na produtividade de moléculas antioxidantes,
utilizando a hidrdlise enzimatica da quitina ou quitosana, pode ser resultante da
especifidade de substrato das diferentes enzimas utilizadas para producao de tais

moléculas.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados aqui encontrados para experimentos realizados com o
P. chitinolyticus foi estabelecido que o meio Offl composto por extrato de levedura
(6,0 g.L™), sulfato de magnésio heptahidratado (0,5 g/L™), fosfato dibasico de
potassio (1,0 g/L?) e quitosana (3,0 g/L™) é o ideal para o cultivo deste
microrganismo. As analises do perfil de QOS gerados quando se utilizou o complexo
enzimatico produzido por este microrganismo mostrou que essas enzimas Sao
capazes de gerar oligdbmeros de interesse comercial com comprovada atividade
bioldgica (taxa maxima de sequestro do radical livre DPPH de 39%).

Através da otimizacdo da producdo de quitosanases pela bactéria P.
ehimensis foi estabelecido que o meio denominado Off2, composto por peptona (6,0
g.L™"), sulfato de magnésio heptahidratado (0,5 g/L™), fosfato dibasico de potassio
(1,0 g/LY) e quitosana (3,0 g/L™), é o ideal para o cultivo deste microrganismo. Com
a hidrolise da quitosana sendo realizada pelo complexo enzimatico produzido por
este microrganismo também foi possivel obter oligbmeros de interesse comercial,
porém, com uma taxa de producdo de oligbmeros superior daguela alcancada com
uso de enzimas produzidas pelo P. chitinolyticus. Além disso, os QOS gerados por
enzimas produzidas pelo P. ehimensis apresentaram maior taxa de sequestro do
radical DPPH (61%).

A otimizacdo da producdo de quitosanases pelos P. chitinolyticus e P.
ehimensis permitiu um aumento significativo na atividade enzimatica com
consequente melhora no rendimento da producdo de QOS. Além disso, este estudo
possibilitou conhecimentos para que se possa reduzir e melhorar o uso de
componentes do meio de cultivo, contribuindo para uma economia no processo de
producdo em larga escala de QOS.

Esta € a primeira vez na literatura que € descrito a caracterizacdo do
complexo enzimatico bruto dos Paenibacillus chitinolyticus e ehimensis. Suas
caracteristicas bioquimicas, como alta termoestabilidade, ampla faixa de
estabilidade em pH, estabilidade em solventes organicos, ativagdo por Mn?,
resisténcia a inibicdo por ions bivalente, EDTA e SDS, somada a capacidade desses
complexos produzirem QOS biologicamente ativos, torna estes complexos

enzimaticos promissores para aplicacao industrial na producéo de QOS.
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Os dados obtidos nas etapas de caracterizagcdo dos complexos enziméticos
irdo contribuir, tanto quanto os resultados dos planejamentos experimentais, para a
producdo de oligdbmeros de quitosana com maior rapidez, eficiéncia e reducédo de

custos.
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