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RESUMO

Enzimas quitinoliticas, como as quitinases, presentes nos reinos animal, vegetal e

fingico, constituem um importante grupo de enzimas associadas com o metabolismo e

degradagio de substratos insoliveis como a quitina.

Neste trabalho foi realizado um estudo para a verificagio da influéncia da fonte de
carbono livre (glicose e lactose) e das condi¢Bes de cultivo (agitacdo e pH) na producio de
quitinase da linhagem de Trichoderma sp. Ts. As fermentagdes foram realizadas a 27°C,
retirando-s¢ amostras a cada 12 horas ao longo de 72 horas de fermentacio para
determinac@o da atividade quitinolitica, proteolitica, agticares redutores e pH. Foi avaliado

o efeito das trés varidveis sobre a producéo de quitinase por Trichoderma sp. Tg.

As melhores condi¢des encontradas para o meio contendo glicose, foram agitagio

de 200 rpm, pH 6,0, 0,3% de glicose atingindo uma média de produgio de enzima de 1,92
U/mL.

Para os meios de cultura contendo lactose, a méaxima produgdo de quitinase se deu

nos ensaios 3, 6 e 7 (0,5% lactose) com 0,76, 0,75 e 0,85 U/mL, respectivamente.

Foi observada formagio de proteases desde o inicio da fermentaco nos ensaios

contendo lactose.

A hidrolise enzimatica com o caldo bruto do ensaio de maxima produgio

quitinolitica foi acompanhada por 8 horas produzindo dois oligossacarideos predominantes,

o mono ¢ o di-acetilquitobiose.
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ABSTRACT

Chitynolytics enzymes, as chitinases, constitute an important group of enzymes
related with metabolism and degradation of insoluble substract as chitin present in animal,

plants and fungi.

In this work studies of carbon source (glucose and lactose) and cultivation
conditions (agitation and pH) to produce chitinase by Trichoderma sp. Ts were carried out,
The effect of carbon source, agitation and pH upon chitinase production by Trichoderma
sp. T¢ was investigated. Fermentations were performed at 27°C, and samples were
withdraw every 12 hours during 72 hours of fermentation in order to assay both chitinolytic

and proteolytic activity, as well as reducing sugar and pH.

The optimal conditions for chitinase production found in glucose medium were

200 rpm (agitation), 6,0 (pH) and 0,3% (glucose) achieving an average value of 1,92 U/mL.

Liquid culture medium with lactose showed maximum production of chitinase at

5% 6% and 7™ experiments (0,5% lactose) with 0,76, 0,75 and 0,85 U/mL, respectively.

It was observed that proteases were formed at beginning of fermentation in the

experiments using lactose.

Chitin hydrolysis by the raw broth of maximum chitinolytic activity was followed
for 8 hours and the two predominant oligosaccharides, were mono and di-acetylchitobiose,

respectively.
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Introducdo

1 - INTRODUCAO

A biotecnologia representa um amplo campo de atividades, impulsionado a partir
da Segunda Guerra Mundial pela indastria de antibioticos, e compreende aplicagdes na

indastria farmacéutica, quimica, agroalimentar e ambiental.

Denire os produtos biotecnologicos destacam-se as enzimas, que sdo
biocatalisadores altamente especificos utilizados em biotransformagdes de substratos e seus

derivados.

Quitinases e quitosanases sdo enzimas hidroliticas, os quais atuam na hidrolise da
quitina e da quitosana, encontradas em bactérias, fungos e plantas agindo em suas ligagdes
acetoglicosamina (P-(1-4) glicosamina). Em plantas, estas enzimas sdo consideradas

patogénicas, relacionadas a0 mecanismo de defesa antagonista de fungos patogénicos.

Quitina é uma abundante fonte natural renovavel obtida de invertebrados
marinhos, insetos, fungos e algas. Cerca de 22 até 33% da parede celular dos fungos pode

ser constituido por quitina.

Quase 10% dos desembarques de produtos aquaticos consiste em organismos ricos
em materiais quitinosos (10-55% em massa seca) sendo mais de 80.000 toneladas de

quitina produzidas por ano & partir de residuos marinhos (PATIL ef a/., 2000).

E amplo o uso das enzimas quitinases, que estio envolvidas em mecanismos de
defesas de plantas e invertebrados, agindo contra microrganismos patogénicos. A produgdo
enzimatica de quitina e quitosana de menores massas molares apresentam um potencial de
aplicago na medicina humana. Por exemplo, quitohexose e quitoheptose mostraram ter
atividade anti-tumoral. Em vista do crescente interesse sobre as enzimas quitinoliticas,
muitos microrganismos produtores desta enzima foram isolados a partir de fungos
filamentosos ¢ bactérias, sendo a composicio do meio de cultura investigado, para melhorar

os rendimentos de producio destas enzimas.

Um macroprojeto estd sendo desenvolvido no Laboratéric de Engenharia

Bioquimica com o objetivo de produzir oligossacarideos e polimeros modificados
1




Introducdo

derivados da quitina e da quitosana (Figura abaixo). Esta tese de mestrado contempla a

utilizagio do polimero insoluvel acetilado, quitina, precursor da quitosana.

Hidrolise de Hidrolise de
Quitina Quitosana
Quitinase Microbiana Lisorima Quitosanase microbiana Papaina
obtida de Frickoderma sp. obtida por Bacillus cereus
Fnzima livre Enzima imobilizada

A 4
PRODUCAO DE OLIGOSSACARIDEOS DE QUITINA E QUITOSANA

hd

Analise de Agicares Redutores
(Método Somogyi-Nelson)

v

l

Analise de Otigossacarieos
Maiores (CPQ)

Analise de agucares
menores (CLAE)

\ 4

Analise de Viscosidade
(soluctes de quitosana)




Revisdo Bibliogrdfica

2 — REVISAQO BIBLIOGRAFICA

2.1 — POLIMEROS DE QUITINA E ENZIMAS QUITINOLITICAS

2.1.1 - CONSIDERACOES GERAIS

A quitina (Figura 1) ¢ amplamente distribuida na natureza em estruturas
esqueléticas de crustaceos, insetos, cogumelos comestiveis e parede celular de fungos (LEE
et al., 1996). Eo segundo polissacarideo mais abundante da natureza, sendo encontrado
somente em menores concentragdes que a celulose. Sua importincia vem aumentando
significativamente por representar fontes de materiais renovaveis ¢ devido as propriedades
biologicas, médicas e biotecnologicas (PIZA et al., 1999). Particularmente, as quitinases

(EC 3.4.1.14) s&o usadas na agricultura para o controle de microrganismos patogénicos.

-

H

R 0 .

H \-"h

0 - H
i H peeg 4

AN
CHa

GQuitina

Figura 1 — Estrutura polimérica da quitina
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As quitinases e quitooligdmeros produzidos pela hidrélise da quitina podem

também ser usadas em tratamentos da satide humana.

O sucesso em empregar quitinases em diferentes aspectos, esta ligada a sua
obtencdo, alta eficiéncia e custo razodvel. Por esta razio, o conhecimento da bioquimica e
genes que regulam a sintese € expressdo das quitinases, de suas afinidades fitogénicas serfo

de grande importéncia para estudos futuros em varios processos (PATIL et al., 2000).

Pesquisadores da Universidade do Ceara estio produzindo a quitosana & partir da
quitina por tratamento quimico. Inicialmente tentaram aplicar a quitina em processos de
tratamento de dgua, no entanto foi observado um maior potencial para o seu produto
desacetilado (quitosana) em processos de recuperacio de metais pesados em agua.
Pesquisas vem sendo desenvolvidas utilizando a quitosana na fabricagio de membranas
para traumatismos e grandes ferimentos ou em queimaduras como auxiliar na cicatrizagdo.
Como vantagem, a membrana de quitosana apresenta uma composi¢do semelhante ao
tecido intracelular, € altamente bactericida e pode transportar outras substincias que ajudam
no tratamento, tais como antibidticos ou vitaminas. Foi observado que a cicatrizagio ocorre
em um terco do tempo necessario contra o tratamento convencional. Na quimiocterapia a
quitosana serve para a formacdo de “misseis quimicos”, por conter grupos de hidrogénio
livres que possuem elevada afinidade pelas células cancerosas, ligando-se diretamente a
elas e conduzindo os medicamentos da quimioterapia, reduzindo assim os efeitos colaterais
do tratamento convencional. Um produto comercial a base de quitosana foi desenvolvido, o

“Fibersan”, que atua na eliminag3o de gorduras € colesterol do organismo {CRAVEIRO et
al., 1999).

2.1.2. - CARACTERISTICA E OBTENCAO DE QUITINA

Como a celulose, a quitina € um polimero linear com cadeias ndo ramificadas
ligados em P- 1,4 (N-acetil-glicosamina, GlcNAc). Em muitos organismos a quitina é

modificada pela ligagio com outros polimeros como glucanos, proteinas, etc.

Quitina € um abundante polimero natural renovavel, presente em invertebrados

marinhos, insetos, fungos e algas. Cerca de 22 até 33% da parede celular dos fungos pode

4
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ser constituido por quitina. Quase 10% dos desembarques de produtos marinhos consiste
em organismos ricos em materiais quitinosos (10-55% em massa seca) sendo mais de

80.000 toneladas de quitina produzidas por ano a partir de residuos marinhos (PATIL ef a/,,
2000).

A quitina obtida de caranguejos e cascas de camarfo esta associada com as
indastrias de alimentos, como as de acondicionamento de camarles limpos para pronto
consumo. No entanto, quando falamos em quitina de micelas de fungos, sua obtengfo
ocorre sob forma de complexos quitosana-glucano associado & processos fermentativos,

como por exemplo a produgio de 4cido citrico por Aspergillus niger.

O processamento das cascas de crustaceos envolve principalmente a remogdo de
proteinas e dissolugdo de carbonatos de calcio, presentes em altas concentragbes nas cascas
de caranguejos. A quitina € desacetilada em 40% de hidroxido de sddio a 120°C por 1-3
horas. Este tratamento produz 70% de quitosana desacetilada. A completa desacetilagdo

pode ser obtida repetindo esta etapa (MUZZARELLI ez al., 1980).

A produgdo de quitina e quitosana utiliza cascas de caranguejos e camario
descartados pelas indastrias pesqueiras em Oregon, Washington, Virginia, e Japdo e por
varias frotas pesquerras na Antartica ¢ América do Sul. Alguns paises possuem uma grande

fonte de quitina inexplorada, por exemplo, Noruega, México e Chile.

2.1.2 - DEGRADACAO ENZIMATICA DA QUITINA POR
MICRORGANISMOS

A degradagdo microbiana de polissacarideos requer diversas hidrolases com
diferentes especificidades e modos de agio. A maioria abundante de polissacarideos estd
presente nas paredes celulares das plantas como carbono ¢ reserva de energia, em paredes

celulares de fungos e em exoesqueletos de insetos, aracnideos e crustaceos.

O interesse em enzimas hidroliticas para estes polissacarideos tem aumentado

marcantemente por causa do potencial deste substrato para obten¢do de produtos




Revisdio Bibliogrdfica

comercializaveis. Isto é observado pelos recentes trabalhos sobre enzimas como amilases,

celulases, hemicelulases e quitinases (SHAIKH ef al., 1993).

A caracterizacdo e purificacio da enzima de interesse no sistema a ser trabalhado é
importante, pois deve estar isenta de outros componentes com atividades similares. Isto
muitas vezes torna-se dificil por causa da presenca de diferentes enzimas com as mesmas

caracteristicas hidroliticas semelhantes.

Naturalmente os substratos que s3o utilizados para a produgfo fermentativa dessas
enzimas sdo insoliveis. Os microrganismos que utilizam estes substratos devem usar
enzimas extracelulares, livres ou associadas com a superficie da célula, para converter os

polissacarideos em produtos soluveis, os quais s3o transportados para o interior da célula.

Como a celulose e quitina sfio homopolimeros lineares de glicose e N-
acetilglicosamina, respectivamente, ligados por liga¢do B-1,4-glicosidica, um tnico tipo de
reagdo, hidrolise da ligagio p-1,4-glicosidica, € necessaria para converter celulose e quitina
a produtos soltiveis. No entanto, sua degradagdo € complexa devido a insolubilidade dos

substratos e inacessibilidade da ligacdo glicosidica, especialmente na regido cristalina
(WARREN et al., 1996).

Dois diferentes caminhos catabdlicos para a degradagio da quitina podem existir

na natureza. Estes caminhos foram propostos por DAVIS & EVELEIGH em 1984, sfo
mostrados na Figura 2.

A degradacfo da quitina pelas quitinases, para a obten¢do de mencres subunidades
tais como o monOmero N-acetilglicosamina € bem documentada por grande nmimero de
publicagdes. Microrganismos isolados em cultura pura contém variadas enzimas para
metabolisar a quitina como Unica fonte de energia, carbono e nitrogénio. A outra via ou
caminho, a chamada "Via Quitosana" tem sido postulada por analogia com a outra via de
degradagdo destes polimeros naturais. A enzima chave desta via € a quitina-desacetilase, a
qual converte a quitina em quitosana liberando acetato. Quitina-desacetilases tem sido

encontradas em alguns microrganismos, especialmente fungos, que crescem em quitina
(GOODAY eral, 1991).
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Degradacio da Quitina na

Via Quitosana

natureza
Quitina
Quitinase Quitina-Desacetilase
Quitina-Oligdmeros Quitosana
Quitinase Quitosanase
GlcN)2
(GlcNAc)2 ( )
Quitobi Glicosaminidase
uitobiose
N-acetilglicosamina p| Glicosamina

N-acetil-glicosamina-desacetilase

Figura 2 - Rotas para a degradagio da quitina na natureza (SIERFERT ef a/,

2000).

2.2 - AS QUITINASES E SEU PAPEL NA BIOTECNOLOGIA

Por defini¢io, as quitinases sdo enzimas que rompem a ligac8o entre C; e Cq

consecutivos de N-acetilglicosaminas da quitina. Endoquitinases, exoquitinases (EC

3.2.1.14), B-N-acetilglicosaminidases e quitobioses (EC 3.2.1.30) foram caracterizadas.

Usualmente as B-N-acetilglicosaminidases s@o definidas como enzimas que liberam

mondmeros de N-acetil-glicosamina de quitinas e as exoquitinases como enzimas que

liberam quitobiose ¢ endoquitobiose (FLASCH er al, 1992). Diferentes microrganismos

produzem uma ampla variedade de enzimas hidroliticas as quais exigem diferentes
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substratos especificos. As quitinases estio envolvidas principalmente no mecanismo de
defesa de plantas e vertebrados. Baculovirus, usados para controle bicldgico de insetos,

também produzem quitinases para estes patogénicos (GOODAY ef al., 1995),

2.2.1 - QUITINASES VEGETAIS

As quitinases vegetais sfo as enzimas mais estudadas da familia quitinolitica.
Infecgdes por patogénicos, extratos fungicos e bactericidas, stress fisico ou quimico e
ferimentos, podem influenciar a produgio de quitinases vegetais (FLASCH et al., 1992).
SCHLUMBAUM (1986) testou o efeito da quitinase em fungos ndo-patogénicos,

mostrando que a quitinase pode inibir o crescimento dos fungos “ in vitro”.

Em muitas espécies de plantas, a invasio local de patogénicos induz a producio de
PR-proteinas como quitinases, f-1,3-glicanases, proteinases, proteinase inibitdria, etc
(KOMBRINK ef al., 1995). Como os fungos e insetos patogénicos possuem quitina, a
inducio de quitinases em plantas € a principal resposta de defesa. Muitas destas quitinases
sdo induzidas em Orgédos de plantas vegetativas pela infecgdo, embora em algumas plantas,
também estdo presentes nas sementes. A maioria das quitinases preferencialmente quebra
substratos acetilados e a atividade hidrolitica diminue com a diminui¢io no grau de
acetilag¢io. Portanto, o aumento do nivel de desacetilag@o na superficie das hifas dos fungos
pode ser Util para resistir as quitinases sendo que a presenca da atividade da quitina
desacetilase durante a formac#o da estrutura de infego sustenta esta hipotese (DEISING et
al., 1995).

Varias bactérias de solo também produzem enzimas quitinoliticas. ROBERTS e
SELITRENNIKOFF (1988) estudaram plantas e quitinases de bactérias para determinar
atividade antifiingica e especificidade da enzima. De acordo com eles, quitinases isoladas
de gréio de trigo, cevada, e mitho funcionaram na inibi¢@o de hifas dos fungos testados com
endoquitinases. Em contraste, as quitinases de S. marcescens, S. griseus e FPseudomonas
stutzeri agem com exo-enzimas e nf#o tinham efeito na extensio das hifas dos fungos

testados com 1. reesei e Phycomyces blackesleearnus.
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Ainda n#o € claro, na literatura, se somente os oligossacarideos e derivados de
quitina e quitosana agem como antifingicos ou se as enzimas quitinoliticas e
quitosanoliticas também possuem esta propriedade. O antagonismo de agentes
potencialmente Uteis em controle bioldgico de doengas vegetais ¢ pouco compreendido

ainda. O antagonismo pode se dar devido a competicéo, parasitismo ou pela combinagio
destes dois fatores (LIMA ef al., 1996).

2.2.2 - QUITINASES BACTERIANAS

As bactérias representam um papel na mineralizagiio da quitina, por exemplo, em
algas marinhas e sedimentos, mas nem todas as espécies sio capazes de hidrolisar a quitina.
CODY (1989) estudou a distribuicdo da quitinase e quitobiose em linhagens de Bacillus.
Atividades quitinoliticas foram encontradas em 10 de 29 espécies testadas e atividades

quitobiasicas em 15 espécies. Quitinases termoestaveis sdo produzidas por Bacillus

licheniformis.

Em bactérias, quitinases sdo encontradas na forma extracelular. Em Serratia
marcescens (KOLE ef al., 1985-a) cultivada em meio liquido com quitina como fonte de

carbono, secretou quitinase no meio.

2.2.3 - QUITINASES DE INVERTEBRADOS MARINHOS

Quitinases foram caracterizadas em invertebrados, moluscos € crustaceos, como
ostras, camarOes, lagostas e krills. Em Euphasia surperba e Meganyctiphanes norvegica
(SPINDLER ef al., 1988), as enzimas, quitinase e {-N-acetilglicosaminidase, foram
detectadas. Ambas enzimas tem pH Otimo em torno de 5,0 e temperatura 6tima entre 40°C
e 50°C. Quanto menores sdo as temperaturas do meio, maiores sdo as atividades

enzimaticas, mostrando uma adaptacio funcional para temperaturas baixas nas aguas

marinhas.
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2.2.4 - QUITINASES DE PEIXES

Muitas quitinases de peixes sdo observadas no trato digestivo daqueles que se

alimentam de invertebrados, como os peixes da Antartica que se alimentam de krill.

Foi purificada a quitinase do estdmago de um peixe do Mar Vermelho (KONO et
al., 1987) onde sua massa molar foi de aproximadamente 46.000, pl 8,3, e seus pontos
otimos de temperatura e pH foram 50°C e 5,5, respectivamente. A atividade foi bastante
inibida por Hg™, Fe™ e Sn™ Os produtos da hidrolise final da quitina foram N-
acetilglicosamina e quitobiose. A quitinase foi sintetizada (KONO et al., 1987 - b) durante
o periodo de larva. Em enguias (KONO er al,, 1987 - ¢), a quitinase foi encontrada no

estdbmago. No entanto, o trato digestivo das enguias continha também bactérias

degradadoras de quitina.

2.2.4 - PRODUCAO DE QUITOOLIGOSSACARIDEOS

Devido ao potencial biolégice dos quitooligossacarideos, sua produgfo tem sido
investigada. Eles agem na defesa das plantas, envolvendo a formagio do nodulo da raiz
sendo potencialmente Gtil também a medicina humana. A quitinase de Vibrio alginolyticus
foi usado para preparar quitopentose e quitotriose de quitina coloidal (MURAO ef al.,
1992). KOBAYASHI (1997), entretanto, relatou o uso da quitinase de Bacillus para a
sintese da quitobiose associando GlcNAc e um derivado de agicar oxazolina. Este GIcNAc

produzido é também uma droga anti-inflamatoria.

Pesquisas na preparacdo de oligbmeros de quitina e quitosana bem como em suas
propriedades fisioldgicas tem sido realizadas devido a versatilidade das aplicacBes dos

mesmos na indastria alimenticia e farmacéutica.

Existem dois métodos hidroliticos para preparar oligémeros de quitina e da
quitosana: hidrolise 4cida e enzimdtica. A hidrolise com acidos inorgénicos conduz a
formacdo de oligbmeros com baixo grau de polimerizagdo (G.P), variando de mondmero a
triméro em rendimento quantitativo. O rendimento de oligbmeros ativos com G.P

relativamente alto, como tetrdmero a heptdmero, € o mais desejével, mas é em geral baixo.

10
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Em contraste com a hidrolise acida, a hidrolise enzimatica da quitina e quitosana por
quitinase e por quitosanase permite prontamente a producdo de diferentes produtos. Uma

descri¢io detalhada dos métodos de preparagio de oligbmeros esta disponivel na literatura
ja existente (JEON ef ol , 1998).

Estudos nas propriedades funcionais dos oligdmeros de quitina e de quitosana tem
revelado sua alta dependéncia do grau de polimeriza¢3o. Os oligoméros com maior G.P, de
pentdmero para heptidmero tem uma melhor funcionabilidade caracteristica comparando

com os oligdmeros de baixo grau de G.P (KENDRA et al.,1984; HIRANO ez al , 1989).

Conversdo de residuos de processos em produtos e materiais ndo convencionais foi
identificado como um oportuno desafio no desenvolvimento de imimeras aplicagdes dos

polimeros de quitina. Neste sentido, esses biopolimeros oferecem uma larga faixa de

aplicagdes, como descrito na Tabela 1.

2.2.5 —-QUITINA DESACETILADA: QUITOSANA

-----

crescimento de alguns fungos e bactérias, especialmente patogénicas. HIRANO & NAGAO
et al. (1989) estudaram a relagio entre o grau de despolimerizagdo da quitosana e seu efeito
inibitério. Eles mostraram que os oligbmeros de quitosana e as quitosanas de baixa massa
molar sdo inibidores mais fortes de crescimento de fungos do que as quitosanas com
maiores massas molares, agindo como antagonistas de varios fitopatégenos incluindo
Fusarium oxyporum, Phomopsis fukushi, Alternaria alternata, entre outros. KENDRA et
al. (1989) demostraram que alguns oligoméros de quitosana com atividade biolOgica,
presentes na interface de ervilha/Fusarium aparecem para inibir o crescimento flingico.
UCHIDA ef al. (1988) encontraram oligbmeros com massas molares matores, os quais
foram ligeiramente hidrolisados pela quitosanase, que eram mais ativos em ambas
atividades: antifiingicas e antibacterianas, do que a quitosana e os oligbmeros com menores
massas molares. JEON & KIM er al. (1998) relataram que entre as trés fragdes de
oligbmeros produzidos e separados usando um sistema de reator enzimético de
ultrafiltracio de membrana, os oligbmeros de massas molares entre 5.000-10.000 Da

tiveram a maior atividade antagonista @ maioria dos patogenos testados.

11
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ROLLER et al. (1999) verificaram a propriedade antimicrobiana do glucamato de
quitosana (um derivado da quitina) sobre setes linhagens de fungos filamentosos. A
quitosana (1 g/1) reduziu a taxa de crescimento do Mucor racemosus, entretanto foram
requeridas concentragdes de 5 g/l para prevenir completamente o crescimento de trés
linhagens de Byssochiamys sp. em placas de 4gar incubadas em 25°C por 3 semanas. Foi
concluido que maiores estudos deveriam ser realizados para verificar as propriedades
conservantes potencialmente Uteis em alimentos por ser a quitosana antagonista de fungos
esporulados. As propriedades antimicrobianas dos derivados de quitosana foram descritas
contra Staphylococcus sp, Pseudomonas sp, Streptococcus sp, Klebsiella sp, Proteus sp €
Candida sp (OLSEN et al., 1988) entre outros.

Tabela 1 - Aplicacdes da quitina, quitosana e seus derivados.

:- p ADEAPLICA,CAO R T
Agentes
Antimicrobianos
Indistrias de peliculas

Bactericida
Fungicida
Controle de liberacio de substincias antimicrobianas
Controle de liberacio de antioxidantes
Controle de liberagio de nutrientes, condimentos e drogas.
Controle de taxa de respiracio
Controle de temperatura
Fibra dietética
Efeito hipocolesterolémico
Aditivos em alimentos pama peixes e animais domésticos
Reducio de absorcio de lipidios
Agente antigistrico
Ingredientes de alimentos infantis
Remocio de ions metalicos, pesticidas, fenois ¢ PCB's
Remocio de corantes
Imobilizaco de enzimas
Cromatografia
Reagentes analiticos

Fonte: SHAHIDI ef al. (1999)

Nutricional

Purificacio da dgua

OQuiras aplicaches

N e L [= R T e P e S ol [l

2.3 - CONCEITOS BASICOS DA FERMENTACAO

Os bioprocessos tiveram origem no uso de microrganismos para a producgio de

alimentos como quetjos, iogurtes, lingiiicas e conservas fermentadas, molho de soja e
12
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outros produtos orientais, cervejas e vinhos. Embora a tradicional forma de
bioprocessamento no preparo de alimentos e bebidas ainda represente a maior aplicagio
comercial, outros bioprodutos derivados de fermentacGes microbianas s&o produzidos,

dentre eles:

- Metabélitos Primarios: etanol, icido acético, acido lactico, glicerol, butanol,

acidos orgdnicos, aminoacidos, vitaminas e polissacarideos.
- Metabdélitos Secundarios: penicilina, estreptomicina, cefalosporina, etc.

- Enzimas: as extracelulares amilase, pectinase e protease e as intracelulares

invertase € asparaginase, etc. (ja utilizadas industrialmente).

Os processos fermentativos geralmente sfo desenvolvidos em trés etapas. O
primeiro estagio envolve a sele¢do do microrganismo que é conduzida por procedimentos
microbiologicos relativamente simples, usando placas de Petri, erlenmeyers, etc. Esta etapa
¢ seguida por uma investigacio em planta piloto para determinar as condiges timas de
operagio em um biorreator com volume de 2 a 200 litros. O estagio final ¢ a transferéncia

do estudo para a planta ou produgdo em escala industrial (STANBURY & WHITAKER,
1984).

Em processos fermentativos, o crescimento do microrganismo no biorreator pode
ocorrer de trés maneiras, em batelada, batelada alimentada ou em processo continuo. As
reacdes no biorreator podem ser na presenca ou auséncia de oxigénio, em culturas estaticas
ou agitadas € em meio liquido ou solido. O microrganismo pode estar livre ou fixo por
imobilizagdo ou por aderéncia natural. A Tabela 2 apresenta uma comparagdo entre a

Fermentacio no Estado Sélido e a Fermentago Submersa (ou liquida).

A otimizagiio de uma fermentagiio envolve um grande numero de fatores e o
produto formado depende do material onde o microrganismo foi selecionado, do meio de
cultivo utilizado e das condig¢des de crescimento. Os microrganismos devem ser cultivados
e induzidos a formar o produto desejado em um biorreator contendo a composigio do meio

de cultivo 6timo para o microrganismo e os pardmetros de crescimento como temperatura e

aeragdo devem ser controlados.
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Tabela 2 - Comparagio entre a fermentacdio no estado sdlido e a submersa.

Siibstratd

Soliivel (agticares) Polimero insolivel (gmido,
celulose, pectinas e lignina)
Condigdes Assépticas Esteriliza¢do com calor e controle Tratamento com vapor, condicles
asséptico 10 estéreis
Agua Elevado volume de 4gua consumido Consumo de agua limitado
Aguecimento Metabdlico Facil controle de Temperatura Baixa capacidade de transferéncia
de calor
Aeracio (oxigénio) Limitacdo de oxigénio solitvel e | Aeragfio facil e grande superficic de
requerimento de elevadas contato ar/substrato
quaniidades de ar
Controle do pH Facil Dificaltado
Agitaciio Mecinica Boa homogeneizacio Preferencialmente em condictes
estaticas
Escalopamento Equipamentos industriais disponiveis Necessidade de proietos
Inoculagio Facil, processo continuo ou batelada | Inoculagio de esporos, batelada
Contaminagio Riscos de contaminagfio por Risco de contaminacgio pela baixa
bactérias taxa de cresc. fiingico
Energia Elevade consumo de energia Baixo consumo de energia
Volume do Equipamento Elevado Pequeno
Efluentes Grande volume de eflnentes Sem cfluentes
Concentracio
Substrato/Produto 30-80 g/L 100-300 g/L.

Fonte: RAIMBAULT e SOCCOL (1998) (In: TAGLIARI, 1999).

2. 2.2 - COMPOSICAO DE MEIOS DE CULTIVO

Uma investiga¢io detalhada € necessaria para estabelecer qual a melhor

composigdo do meio de cultivo para um processo de fermentagdo especifico, mas

certamente as exigéncias bésicas devem ser encontradas em qualquer meio. Todos os

microrganismos requerem agua, fontes de energia, carbono e nitrogénio, elementos

minerais e possivelmente vitaminas além de oxigénio, se forem aerdbios. Em menor escala

¢ relativamente simples dispor de um meio contendo compostos puros, mas o meio

resultante, embora alcangando crescimento satisfatério, pode ser inviavel para o uso em

processo de escala industrial. Além do meio de cultivo, o crescimento de microrganismos e

a formagio de produtos podem ser influenciados pela variagio de pH, formago de espuma,

potencial de oxi-redugdo e pela morfologia do microrganismo (STANBURY &

WHITAKER, 1984).
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A formulacio de um meio deve satisfazer as necessidades elementares para a
produgio de biomassa celular e metabdlicos e também deve conter suprimento adequado de
energia para a biossintese ¢ manutenc@io da célula. Através do balango estequiométrico €
possivel calcular a quantidade minima de nutrientes necessiria para produzir uma
determinada quantidade de biomassa ou produto. Para elaborar a composigdo do meio de

cultivo a Figura 3 representa como a estequiometria de crescimento e formagao de produto

deve ser considerada :

Fonte de nitrogénio

Fonte de Carbono
(energia)

Microrganismo

Produtos + Biomassa + CO, + H,0O

Figura 3 - Estequiometria de crescimento, segundo STANBURY & WHITAKER
et al. (1984).

A 4gua € o fator determinante em todos os processos biotecnologicos e na maioria
dos casos € o maior componente dos meios de crescimento e cultivo de microrganismos,

portanto, a qualidade da 4gua ¢ aitamente relevante.

A energia para o crescimento dos microrganismos vem da oxidacdio dos
componentes do meio ou da luz. E muito comum que os microrganismos utilizem a fonte

de carbono (carboidratos, lipideos e proteinas) como fonte de energia. O principal produto
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de um processo fermentativo fregiientemente determinard a escolha da fonte de carbono,

particularmente se o produto resulta da transformagio da mesma.

A maioria dos microrganismos pode utilizar a fonte de nitrogénio orginica ou
inorganica. O nitrogénio inorginico pode ser suprido como gas amdnia, nitratos ou sais de
amonio, e o nitrogénio orginico pode ser suprido como aminoicidos, proteinas, uréia ou
residuos da agroindistria. Na maioria dos casos o crescimento seré mais rapido com o

suprimento de nitrogénio orgnico.

Além do carbono e do nitrogénio, os microrganismos exigem macronutrientes para
o seu metabolismo, como fosforo, célcio, magnésio, potassio e enxofre, além dos

microelementos como manganés, zinco, ferro, cobre e cobalto.

As condighes em que se processam as fermentacbes também devem ser
monitoradas e controladas. Os fatores mais importantes sdo a temperatura, o pH, a aeragfo

e a agita¢do continua do meio de cultivo (STANBURY & WHITAKER, 1984).

2.4 - FUNGOS: CARACTERISTICAS E ALGUMAS FUNCOES

Os fungos possuem paredes celulares rigidas, sendo a quitina um dos componentes
mais comuns nas paredes de certos fungos. Essas paredes sdo compostas geralmente por
18-90% de polissacarideos, além de proteinas, lipidios, polifosfatos, e ions orgénicos
fortificando a matriz celular. O conhecimento da quimica da parede celular dos fungos é

importante por causa do uso abrangente dos fungos na biotecnologia, pesquisa e industria
(MADIGAN ef al., 1996).

Trichoderma ¢ um grupo complexo de fungos com importantes aplicagdes na
agricultura e medicina. Esta espécie € caracterizada pelo rapido crescimento de coldnias,

chegando ao didmetro entre 2 4 9 cm depois de 4 dias de crescimento & 20°C.

As espécies de Trichoderma sio distribuidas em S segbes: Trichoderma,
Longibrachiatum, Saturnisporum, Pachybasium e Hypocreanum. Alguns isolados de
Trichoderma tem um odor aromatico peculiar parecendo com cdco. Esta segdo inclui 7.

viride, T. koningii, T. aureoviride e T. atroviride (EPOSITO et al., 1998).
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O género Trichoderma é amplamente distribuido por todo mundo e ocorre em
quase todos os solos € outros habitats naturais, especialmente nos ambientes contendo
material orgnico. E também encontrado nas superficies de raizes de varias plantas, em
cascas em decomposicio especialmente quando danificada ou contaminada por outros

fungos.

Como Trichoderma € um fungo cosmopolita, é capaz de crescer em uma faixa
ampla de diferentes condi¢Oes ambientais e substratos. Esta caracteristica confere a este
género a possibilidade de ser utilizado em muitas situagdes de interesse biotecnologico
(EPOSITO et al., 1998).

Em condigbes quando o solo permanece seco por longos periodos, as populagdes
de Trichoderma diminuem. Algumas linhagens de 7. hamatum ¢ T. pseudokoningie sio
adaptadas para solos extremamente umidos e os 7. viride e T. polysporum sio restritos para
sreas dominantes de temperatura baixa. I harzianum ¢ o mais comum Organismo
encontrado em regides de clima temperado, enquanto 7. hamatum e 1. koningii so

amplamente distribuidos em éareas de condi¢Bes climaticas diversas.

O ferro que o solo contem pode ser um importante determinante para preferéncia

de local ou distribuicio dos Trichoderma (PAPARIZAS et al., 1985).

O Trichoderma produz grandes quantidades de celulases e outras enzimas
hidroliticas. 7. reesi produz multiplas enzimas celuliticas e enzimas hemiceluliticas,
podendo ser aplicado para reciclagem de materiais de residuos celuliticos e ser uteis

também na producio de bioprodutos de interesse comercial.

2.4.1 - CONTROLE BIOLOGICO

Entre as mais importantes enzimas que o Irichoderma produz estio aquelas
envolvidas em micoparasitismo, as quais degradam quitina (LORITO er a/., 1993). As
funcdes fisiologicas das quitinases dependem do substrato fingico. Em fungos, as
quitinases oferecem um papel fisiologico na divisio celular ou diferenciagio, bem como
um papel nutricional mencionado para a atividade micoparasita (DE LA CRUZ ef al.,
1992).
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Especies de Trichoderma tem sido usadas em preparagdes comerciais de produtos
para controle bioldgico de plantas infectadas por fungos reduzindo assim a necessidade de
utilizagdo de compostos quimicos poluentes, O Trichoderma harzianum é o agente ativo no
produto comercial de Trichodex, o qual € usado nas raizes da macieira para protegé-la de
fungos nocivos, ¢ ¢ combinado com 1. polysporum no produto Binab-T, qual é usado para

controlar rachaduras que causam a decomposigao da madeira (RICARD et al., 1981).

O género Trichoderma apresenta um excelente potencial para aplicagdo em
algumas areas de interesse ambiental e industrial. Um melhor conhecimento da taxonomia e
definigdo de espécies deve ser importante assim como as caracteristicas moleculares
integradas com informagdes da morfologia, bioquimica, quimica, fisiologia e estudos de

ciclo de vida.

2.5 - PRODUCAO DE QUITINASE POR FERMENTACAO

2.5.1 - PRODUCAO FUNGICA

Enzimas quitinoliticas produzidas por Pseudomonas aeruginosa K-187 foram
estudada por WANG er o/ 1997, usando pé de cascas de camardo e caranguejo (PCCC)
como fonte de carbono. Observou que o PCCC quimicamente tratado induziu um aumento
significante na producio da enzima, comparado com PCCC sem tratamento. Varias
estratégias de processamento foram examinadas e comparadas em termos de produgio
quitinoliticas. Um aumento de 3,5 vezes na produgfio da enzima (0,68 U/mL para 2.4

U/mlL) foi observado quando utilizado o tratamento com NaOH/HC! em PCCC.

Em um trabalho anterior, WANG ef al. (1995), identificou que esta mesma
linhagem parecia ser uma linhagem produtora de quitinase em grande potencial. Este
microrganismo foi identificado como o Pseudomonas aerouginosa. A atividade maxima foi
obtida quando a linhagem cresceu aerobicamente em meio contendo 3 % de po de casca de
camardo e lagosta, 0,1 % de CMC (carboxilmetil celulose), 0,1 % (NIH4).S0,, 0,1 % de
K;HPOq4, 0,1 % de MgS04.7H,0 e 0,1 % de ZnSO,4 (pH 9,0), a 45°C depois de 3 dias. O
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pH 6timo e a temperatura da reacdo da enzima foram 7 e 40°C, respectivamente. A

quitinase fo1 estavel a pH de 5 4 10 e foi estavel também sob uma temperatura de 60°C.

O estudo da atividade quitinolitica de S. liquefaciens, foi realizado para estudar a
produgdo de quitinase ¢ quitobiose. Para isso foi utilizado um mutante Chi™"(8J101) obtido
de mutagéneses Tn5 de §. liguefaciens e usado para otimizar as condigdes de fermentagio
para a produgdo dessas enzimas (JOSHI ez al., 1989). A melhor condi¢io para a produgio
quitinolitica foi 4 presenca de 1 % de cana tratada e 0,75 % de quitina a pH 7,5 a 30°C. Sob

estas condigbes, 15,1 U/mL de quitinase foram produzidas depois de 45 horas de

fermenta¢do.

A produg@o “in vitro” de quitinases e B-1,3-glicanases por Starchybotrys elegans,
um micoparasita de Rhizoctonia solani, foi examinado sob varias condigbes de cultivo, com
fonte de carbono ¢ nitrogénio, pH e periodo de incubagéo. A produgio de ambas as enzimas
foi influenciada pela fonte de carbono incorporado sob o meio e foi estimulado pela acidez
do pH e NaNOs. A atividade de ambas as enzimas foram muito menores em culturas de
células desenvolvidas em glicose e sacarose comparado com os detectados em quitina (para

quitinases) e fragmentos de parede celular (para B-1,3-glicanases) (TWEDDELL ef al,
1994).

Quitinase de §. virificans € uma enzima induzida e os niveis maximos sdo
atingidos pela adic@o de 1,5 % de quitina coloidal, 4 30°C com uma agitagdo de 200 rpm
depois de 6 dias de incuba¢o. Uma diminuigio na producgio da enzima foi observada com

um aumento da concentragdo de aglicares redutores na cultura filtrada (GUPTA er al,
1995)

MC CORMACK (1991) trabalhou com uma cepa de Talaromyces emersonii, o
qual cresceu em meio contendo quitina. O rendimento da atividade das enzimas quitinase,
quitobiase foi de 0,45 pmol. min™ ml™ e 1,4 ymol.min™.mI", respectivamente, depois de 2 &
4 dias de crescimento sob condi¢es de pH controlado. A atividade enzimatica foi 6tima a
pH entre 5,0-5,5 2 65°C.

LIMA et al. (1996) produziram quitinase por 6 diferentes cepas de Trichoderma

sp. A produgdio méxima obtida de quitinase foi de 514 U/mL para um dos isolados, em
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meio contendo 0,1% de peptona, 0,1% de uréia e 0,5% de quitina em pH 5,5. A quitina
purificada e bruta destruiram a parede celular de Sclerotium rolfsii, entretanto somente o

caldo bruto de fermentacgio destruiu as paredes de Rhizoctonia solani.

A producio de quitinase por Serratia marcescens 990E foi maxima para a
concentracdo de oxigénio em uma faixa de 20 a 50% de saturagdo. A adig8o de quitina (6

g/l.) no fim da fermentacdo reativou o crescimento mas nio influenciou em mais

acumulacgio de quitinase (KHOURY et al., 1997).

O processo de fermentacio da quitinase por Trichoderma harzianum utilizando a
quitina como fonte de carbono foi estudado em bioreator de tanque agitado. A agitagfio de
224 rpm foi observada como sendo a melhor tanto para o crescimento celular e produgio da
quitinase. O rendimento da quitinase diminuiu rapidamente a uma maior agitagdo, enquanto
que o rendimento celular a uma maior agitagdo foi baixo. Provavelmente, a limitagdo de
transferéncia de massa foi predominante no processo fermentativo a uma baixa agitagio.

Altas agitagOes representam uma reducfio na produgio de quitinase (PANDA ez al., 2000).

2.5.2 - PRODUCAO BACTERIANA

A linhagem bacteriana, designada de WY22, produtora de quitinase extracelular
foi isolada do solo enriquecido com meio contendo 1% (m/v) de quitina coloidal umida
como fonte de carbono. O isolado foi identificado como Bacillus sp, baseado nas
caracteristicas fisiologicas e morfolégicas do microrganismo. As condigBes 6timas com
Bacillus sp. WY22, foram examinados em meio de quitina. As concentragdes étimas foram:
concentragdo de quitina coloidal (3,0%); concentragdo de extrato de levedura (0,5%), pH
inicial {7,0); temperatura (30°C) (WOO et al., 1996).

Foi investigado os efertos de varias fontes de carbono na produgéio de quitinase por
Bacillus sp. WY22. Observou-se altos niveis de quitinase produzidos no meio contendo
1% de quitina coloidal, N-glucosamina ou lactose como fonte de carbono. Em meios
contendo 1% de glicose-amido, em substituigdo & quitina coloidal, foi observado que a
bactéria produziu entre 68 2 78% de quitinase, comparado com o meio de quitina simples.

Baixos niveis de atividade quitinolifica foram detectados em meio contendo outros
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carboidratos como frutose, sacarose, ribose e pectina. Frutose e rafinose foram relatados
bons indutores na producio de quitinase em Acinetobacter sp. (SHIN et al., 1995) enquanto

que para Streptomyces lividans (ROBBIN ef al., 1992) a melhor fonte de carbono foi a

lactose.

A adicdo de 0,5% de extrato de levedura ao meio de cultura contendo quitina
duplicou a produgdo da enzima em relagdio ao de meio controle {(meio de quitina sem 0,5%
de extrato de levedura). Algumas fontes de nitrogénio inorgénico como (NH;):804 e

NH4Cl mostraram ser necessarios na produgio de quitinase (WQO ef al., 1996).

2.6 — PRODUCAO DE QUITINASE POR FERMENTACAO EM
SUPERFICIE ( ESTADO SEMI-SOLIDO)

Um fungo quitinolitico, Beauveria bassiana foi isclado de um sedimento marinho
e alguns pardmetros do processo influenciaram a producéo de quitinase na fermentagio em
estado semi-solido usando farelo de trigo como uma das fontes de carbono. Estes
pardmetros foram otimizados por SURESH (1999). O organismo foi fortemente alcalofilico
e a maxima producio de quitinase se deu a pH 9,20. O inbculo vegetativo (micelos) se
adaptou melhor que o indculo conidial para a obtencdio do rendimento maximo da enzima.
A adigdo de fosfato e de extrato de levedura resultou em um alto rendimento quitinolitico.
Depois da otimiza¢do, o redimento méaximo foi de 246,6 unidades.(g substrato seco inicial)’
! (UgIDS™).

%

2.7 -~ PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DAS ENZIMAS
QUITINOLITICAS

O extrato bruto de enzima de cinco Actinomyctes selecionados do solo do cerrado
apresentou boa atividade endoquitinolitica Quando comparado a quitinase comercial
(GOMES ez al., 2000). Atividades exoquitinoliticas e quitobiose foram detectadas também.
Eles foram identificados como Strepromyces. O extrato bruto, obtido do crescimento do
micelo fiingico mais quitina de trés das linhagens, tem mostrado uma notavel atividade

antagonistica ao fungo fitopatogénico. Em testes usando crescimento celular, todas as cinco
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linhagens foram ativas. Estes dados sugerem que estas linhagens possuem grande potencial

para aplicag@o no biocontrole de insetos.

As propriedades quitinoliticas do Bacillus pabuli K1 isolado de um grio mofado
foram estudados por FRANDBERG (1994). Atividades quitinoliticas foram medidas como
a liberacio de p-nitrofenol de p-nitrofencil-N-N’-diacetilquitobiose. Influéncia da
concentragio de substratos e de diferentes varidvels ambientais no crescimento ¢ atividade
quitinoliticas foram determinadas. As otimas condi¢des de cultivo para a producio de
quitinase foram: 30°C, pH inicial de 8,0, oxigénio inicial 10% e 2,>0,99. A produgio de
quitinase foi induzida quando B. pabuli K1 cresceu em quitina coloidal. Os menores
quitooligossacarideos capazes de induzir a produgio quitinolitica foram N-‘N-
diacetilquitobiose, (GlcNAc).. A produgio também foi induzida por (GlcNAc) e
(GlcNAc)s. Quando a bactéria cresceu em glicose ou N-acetilglicosamina, ndo houve
formacio de quitinases. As maiores producdes quitinoliticas foram observadas com quitina
coloidal como substrato. A produgdo de quitinases por B. pabuli K1 crescendo em quitina
foi reprimida por niveis maiores (0,6 %) de glicose bem como por 0,6 % de amido, por
laminarina e por B-glucano de cevada e por glicerol. A adigfio de pectina e carboxilmetil

celulose aumentou a produgdo de quitinase (FRANDBERG et al., 1994).

Quitinase (EC 3.2.1.14) da cultura de Trichoderma harzianum foi purificada por
precipitagio com sulfato de amdnio seguido por cromatografia de troca ibnica em Q-
sepharose, filtragio em gel em sephadex G-100 ¢ interag@o hidrofobica em Fenil-sepharose
CL-4B. Este procedimento tipico promoveu purificagio de 76 vezes e 10 % de rendimento.
O massa molar da quitinase purificada tr‘oi de 40.000 Da para o SDS-PAGE e 36.000 Da
para filtragdo em gel, o pH 6timo de 4,0-4,5 e a atividade maxima obtida foi conseguida &
40°C (ULHOA et al., 1992).

MATHIAVANAM (1998) isolou uma quitinase de Fusarium chlamydosporum e a
purificou por cromatografia de troca ibnica ¢ filtragdo em gel. A massa molar da quitinase
pura foi 40 kDa como foi estimada pela eletroforese em gel. A quitinase foi otimamente
ativa a pH 5,0 ¢ estavel na faixa de 4,0-6,0 ¢ a temperaturas superiores a 40°C. Entre os
metais ¢ inibidores testados, o cloreto de merchrio inibiu completamente a atividade

enzimatica. A atividade da quitinase foi alta em quitina coloidal e pura.
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LIMA et al. (1997) estudaram a capacidade de seis isolados de Trichoderma sp. ,
ndo identificados para produzir enzimas quitinoliticas e B-glicanases em comparago ao T.
harzianum 39,1, Todos os 1solados demonstraram atividade enzimatica. Entretanto,
enquanto os isolados aqui chamados T2, T3, TS e T7 produziram menores quantidades de
enzima, a atividade dos isolados T4 e T6 foram 2-3 vezes maiores do que a produzida por
1. harzianum 39,1. A quitinase produzida pelo isolado T6 foi purificada por uma etapa de

cromatografia de troca idnica e tem um a massa molar de 46 kDa.

Um alcalofilico, Bacillus sp. BG11 produtor de quitinase foi isolado e uma
quitinase extracelular foi purificada 16,5 vezes usando processos convencionais de
purificagdo. A quitinase foi estavel entre pH 6,0-9,0 e temperatura de 50°C por 2 horas. A
meia vida da enzima a 60°C, 70°C e 80°C foi de 90 min, 30 min. ¢ 20 min

respectivamente (BHUSHAN ef al., 1998).

Uma enzima quitinolitica foi purificada da cultura 7. harzianum (T198) pela
precipitagdo com sulfato de amdnio seguido pela ligagio de afinidade da quitina e eluigéo
com 10% (v/v) de acido acéfico. A massa molar da enzima foi determinada por
cromatografia de filtragdo em gel e SDS-PAGE, respectivamente. O ponto isoelétrico da
enzima foi de 7.4, o pH Otimo para atividade foi de 3,5 com atividade méaxima a 50°C.
Analises de CLAE dos produtos da hidrolise demonstraram que a enzima era uma

exoquitinase liberando somente N-acetilglicosamina.

2.7 - OTIMIZACAO POR PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Os planejamentos experimentais foram iniciados por G.E.P.BOX (1978) na década
de 1950. Sua aplicag¢@o vem crescendo exponencialmente com os avancos da informatica e

a facilidade do uso de softwares para analises estatisticas (BARROS ez al., 1995)

Atualmente, a necessidade de minimizar custos vem incentivando engenheiros de
processos a analisar previamente as implantagSes de sistemas, como objetivo de determinar
faixas de operagdo que continuem garantindo um bom rendimento sem prejuizos na
produtividade, situagdo esta imprescindivel para a viabilidade de um processo. Em

processos biotecnologicos geralmente € observada a influéncia de muitas variaveis, onde a
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importdncia de cada uma deve ser determinada. Portanto, a otimizagdio baseada no

planejamento experimental ¢ ferramenta de trabalho util para melhor compreensio do

sistema.

Este método consiste na selecdo de um nimero fixo de niveis para cada um dos
fatores ou variaveis de entrada, executando-se experimentos com todas as possiveis
combinagdes. Como primeira etapa € usual um planejamento fatorial com 2 niveis (nivel -1
e nivel +1) para cada variavel. Assim, para n variaveis envolvidas no estudo ¢ nimero de

experimentos que devem se realizados para investigar todas as possiveis combinagdes €
igual 2 2° (BOX et al., 1978).

Esta metodologia € util para uma redugio no nimero de experimentos praticos a
serem realizados, minimizando tempo e custos operacionais, além de se obter uma analise

mais racional dos resultados baseados nas probabilidades estatisticas.

Qutros métodos de planejamento experimental como o de “self-directing
optimization” ou “rotating simplex™ de otimizagdo foi empregado por PANDA et al. (1999)
para determinar a melhor combinagio de certos pardmetros como, controle de pH, taxa de
aeracio e taxa de agitacio para a maxima produgdo de quitinase por Trichoderma
harzianum em batelada. Atividade extracelular enzimatica aumentou de um valor inicial de
0,109 U sob condigdes ndo otimizadas para um valor final de 0,384 U depois da
otimiza¢do. Um pH de 4,9 (controlado), uma vazio de ar de 1,5 L por minuto e uma

velocidade de agitacio de 224 rpm foram encontrados serem a melhor combinagio.
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3 - MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serfio discutidos os procedimentos experimentais utilizados para o

estudo da otimizagdo do meio de cultura para produgio de quitinase por Trichoderma sp.
Ts.

3.1- MICRORGANISMO

Utilizou-se uma linhagem de fungo filamentoso richoderma sp. (Ts) cedida pelo
Prof. Dr. Carlos R. Felix do Departamento de Biologia Celular da Universidade de Brasilia
(UnB). Esta linhagem foi escolhida por ter sido considerada a melhor produtora de

quitinase, entre as setes especies estudadas por LIMA et al. (1997).

A linhagem da cultura foi mantida em tubos de ensaio inclinados contendo a

composi¢io descrita na Tabela 3 e estocada em geladeira 4 4°C, sendo feita uma nova

repicagem mensalmente.

INOCULO

O preparo do indculo foi padronizado através da transferéncia asséptica da cultura

em meio, descrito na Tabela 3, para 10 mL de agua destilada para contagem de esporos em

Camara de Neubauer.

Os esporos foram padronizados em 3.10° esporos por mL (concentracgo total final)

de agua destilada ¢ estéril para os diferentes meios.

Tabela 3 - Composigio do meio para manutengdo do microrganismo.

" Componentes gL’
B g
Extrato de levedura 2.5
Glicose 20
Agar 15
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3.1.1- FERMENTACAO

Foram utilizados a glicose e lactose e a quitina como fontes de carbono, os dois
primeiros como fonte livre de aglicar e o terceiro, como fonte polimérica. A uréia foi usada

como fonte de nitrogénio orgénico e o (NH,4),S0O; como fonte de nitrogénio inorganico.

As composic¢Ges dos meios de cultura (Tabelas 4 e 5) para a produgio de quitinase
foram estabelecidas através de planejamento experimental descrito (itens 4.1 e 4.2). Todos

os meios de cultura foram previamente esterilizados & 121°C por 15 minutos.

Aos meios de cultura foi adicionada a suspensdo de esporos para atingir
concentragdo total final no meio de cultivo de 3.10° esporos.mL™ e as fermentagbes foram
acompanhadas durante 72 horas a 28°C. Os ensaios foram conduzidos em frascos agitados

de 250 mL com um volume de trabalho de 25 mL.

As amostras foram coletadas a cada 12 horas para acompanhamento do pH, a
determinacio da atividade quitinolitica e proteolitica, a determinagio de aglicares redutores

inicial (ARi) e determinagdo de quitoologossacarideos por CLAE.

Tabela 4 - Composigio basica para estudo do meio de cultivo utilizando glicose.

Componentes g L!

Glicose 3

Bactopeptona 10

Uréia 3

(NH,):S04 14

MgSO0,. 7H,0 3

CaCl,.6H,0 3

Quitina (Sigma) 5

Trago de elementos (Fe™%, Mn'%, Zn™, Co™) 0,1

Fonte : ULHOA et al., 1997.
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Tabela 5 - Composigio basica para estudo do meio de cultivo utilizando lactose.

B
............................................... [

Bactopeptona 10

Ureia 3

(NH),SO; 14

MgS04.7TH20 3

CaCl,;.6H,O 3

Quitina (Sigma) 5

Traco de elementos (Fe', Mn™%, Zn"™, Co™) 0,1

3.2 - METODOS ANALITICOS

3.2.1 - DETERMINACAO DE ACUCARES REDUTORES INICIAIS (ARI) -
METODO SOMOGY & NELSON

Na determinacio de agucares redutores iniciais foi adotado o método Somogyi &
Nelson (NELSON ef al, 1945). O método se fundamenta na reacdo de oxi-reducdio em que
os ions cupricos (Cu™) reagem com acuicares redutores em meio alcalino e resultam em
ions cuprosos (Caﬂ), que em meio alcalino reagem com arsenomolibdato formando um
complexo azul, cuja intensidade ¢ proporcional do Cu0 formado, que por sua vez ¢
diretamente proporcional a quantidade de aglcares redutores presentes. As amostras,
coletadas a cada 12 horas durante o periodo de fermentacio, foram fiitradas em papel de
filtro (Whatman n°1). Em tubos Ependorffs de 2 mL foram adicionados 0,8 ml. de tampdo
acetato 50 mM com pH 5.2, 0,2 mL do caldo bruto de fermentacdo e 1 mL de quitina
coloidal 0,5% (suspensa em tampdo acetato pH 5,2). O preparo da quitina coloidal é
descrito no item 3.2.1.1. Todas as analise foram feitas com repeti¢io de cada cinco vezes
para ponto. Entdo o sistema foi centrifugado (JOAN MR 1812) & 6.000 g (10.000 rpm) por
10 minutos. Retirou-se 1 mL do sistema centrifugado para analises dos agticares redutores

solaveis. E entdo adicionada 1 mL de reativo Somogyi e colocado em aquecimento a 100°C
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por 10 minutos. Apos resfriamento em banho de gelo (reacdo colorimétrica interrompida) 1
mL de reativo Nelson foi adicionado. Apos agitacio, foi lida a absérbancia 4 340 nm em
espectrofotdmetro (GBC. UV/VIS 911A). Uma unidade de ARi ¢ definida como a
quantidade de agucar redutor liberado no meio liquido em 1umol de N-acetilglicosamina

por mL, nas condi¢des descritas. O calculo do ARi foi feito utilizando uma curva padréo

descrita no item 3.2.1.2.

3.2.1.1- Preparo da Quitina Coleidal

A quitina (Sigma), previamente passada (2 g) por uma peneira de abertura d=0,35
mm, foi pesada e progressivamente adicionada de 50 mL de acido cloridrico (grau
analitico) concentrado com agitagio a4 4°C por 1 hora. Apds este periodo, a mistura
resultante fol aquecida a 37°C até que o sistema se tornou mais €SCUro € pouco viscose, €
fitrada em 13 de vidro. O material filtrado foi diluido em agua destilada gelada suficiente
para a concentragdo final de 1 M. A quitina foi coletada por decantagdo e centrifugacio a

6000 g por 10 minutos e lavada com tampé&o acetato de sodio até que o pH final alcancasse
5.2.

A suspens@o resultante foi estocada a 4°C e a concentragio de quitina foi

determinada gravimetricamente de acordo com CHEN (1994).

3.2.1.2 — Preparo da Curva Padrio de N-acetilglicosamina

Para determinagdo da curva padrio de N-acetilglicosamina foram utilizados
volumes de amostras contendo concentragbes de 10 a 100 pg de N-acetilglicosamina
(Sigma). Este volume foi completado até 1 mL com solu¢io tamp&o acetato 50 mM pH 5,2;
1mL do reativo de Somogyi foi adicionado e aquecido a 100°C por 10 minutos. A reagdo

foi interrompida com banho de gelo e em seguida adicionada 1 mL do reativo de Nelson. A

mistura foi homogeneizada e sua absorbancia lida a 540 nm.

Para cada lote de reativos preparado foi construido uma curva padrio. Todas as

curvas padroes apresentaram um coeficiente de correlagio maior que 0,992.
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3.2.2 — DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA — ACUCARES
REDUTORES ENZIMATICOS (ARe)

Na determinag8o da atividade quitinolitica foi adotado o mesmo método utilizado
no item 3.2.1 com acréscimo de algumas etapas. Apos a retirada das amostras e preparo dos
sistemas (Ependorffs), estes foram incubados por 12 horas a 37°C com agitacdo reciproca.

Apos este tempo de incubagdo para a ativagio enzimética da quitinase, seguiu o mesmo

procedimento descrito no item 3.2.1.

3.2.2.1 - Cilculo para Obtencao do Valor da Atividade Quitinolitica

O célculo da atividade quitinolitica foi feito pela diferenca entre os valores da
determinacio dos acglcares redutores inicial (ARi) e os aglcares redutores enzimaticos

(ARe). Esta diferenca foi dividida pelo tempo de incubagéo de 12 horas.

Uma unidade de quitinase equivale & 1pmol de N-acetilglicosamina.mL™ b, nas

condi¢des do ensaio.

3.2.3- DETERMINACAO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA

A quantificag8o da presenca de proteases nas amostras de caldo de fermentacgio de

Trichoderma sp. Ts foi realizada segundo a metodologia modificada de PONEZI (1997} e
de SARATH et al. (1996).

3.2.3.1 - Preparo do substrato

Os substratos foram preparados, pesando-se 1 g de caseina lactea (Merse) e
acrescentando-se 50 mL de 4gua destilada e 2,5 mL de NaOH 1 M para solubiliza¢io da
caseina. O pH ficou em torno de 12. Adicionou-se fosfato de s6dio monobésico 1M até que
a solugdo chegasse ao pH desejado (em torno de 6, 7, 8 ¢ 9). Completou-se o volume para

100 ml com tampdo tris-fosfato 0,3 M com o mesmo valor do pH final desejado e dgua
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numa proporgdo tal que a solugfio final tivesse molaridade 0,1625 M. Para os demais

ensaios foram utilizados um dos dois tipos de substratos abaixo.

I - Preparacio do substrato para atividade proteolitica a pH acima de 6

O substrato foi preparado pesando-se 1 g de caseina lactea e acrescentando-se 25
mL NaOH 0,1 M. Essa solu¢o foi agitada até a caseina ser solubilizada. Adicionou-se
entdio a forma 4cida do tampdo (NaH,;PQ, 0,1 M) até atingir o pH desejado. Completou-se o
volume para 100 mL com tamp@o NaOH/NaH,PO; 0,1 M de mesmo valor de pH da

solugdo obtida anteriormente.

11 - Preparacio de substrato para atividade proteolitica a pH abaixo de 6

O substrato de hemoglobina foi preparado dissolvendo-a, com suave agitagdo em
uma solu¢io de 32 g de uréia em 32 mL de agua destilada. Apés incubar esta solugio a
37°C por 1 hora, adicionou-se 20 ml. de tamp3o citrato-fosfato 0,25 M ¢ diminuiu-se o pH

para o valor desejado através da adigBo de HCI 1 M. Finalmente, o volume foi completado

para 100 mL com agua destilada

3.2.3.2 - Ensaio para determinacio da atividade proteolitica

Equilibrou-se primeiramente todas as solugdes a 25°C. Para comegar o ensaio, 1
mL de substrato foi colocado em um tubo de ensaio contendo o caldo bruto de Trichoderma
sp.Ts. Agitou-se essa solugdo suavemente para prevenir espuma. A mistura foi incubada na
temperatura desejada (28°C para caldo de fermentagdo de Trichoderma sp.Ts) durante 10
minutos. A reagio foi paralisada pela adigio de 1 mL de acido tricloroacético (TCA) 15%
para os ensaios. O branco do ensaio foi preparado combinando o 4cido tricloroacético com
a solugdo a ser testada e entdo adicionado o substrato. Todos os ensaios ficaram em repouso
por 30 minutos e foram filtrados em papel Whatman n°3. O filtrado foi lido com relagéo ao

branco em cubeta de quartzo com caminho Optico de 4 mm a 280 nm, diluindo-se os
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filtrados (inclusive o branco) quando necessirio. A maior absorbincia do filtrado em
relagiio ao branco ¢ devido a presenga de aminoacidos naquela solugio. Uma unidade de
atividade enzimaética foi definida como a quantidade de enzima requerida para causar um

aumento de 0,1 unidade na absorbincia a 280 nm sob as condi¢des do ensaio.

3.2.4 - DETERMINACAO QUITOOLIGOSSACARIDEOS POR
CROMATOGRAFIA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

3.2.4.1 - Equipamento

Cromatégrafo da Waters composto por duas bombas série 515, um injetor
automatico modelo 717 acoplados a dois detectores, um de RI (Waters™ 410) e outro de

UV(WatersTM 486). O equipamento estava acoplado a um micro Pentium 166 MHz com
software Millenium.

Coluna: pBondapak-NH, de silica com grupo NH; acoplado e respectiva pré-

coluna em temperatura ambiente (25°C).

Fase movel: solugiio de acetonitrila e agua (70:30, v/v e 50:50, v/v) a um fluxo

gradiente de 0,8 ml/min.

Detector: UV a 210 nm

3.2.4.2 - Método da Cromatografia CLAE

A quantificagdo do N-acetilglicosamina, N;N’-diacetilquitobiose e N;N’;N’’-
triacetilquitobiose foi feita pelo método LC de calibragio linear com apenas uma
quantidade de massa de padrio injetada, porém com aferi¢iio da resposta do padro injetada
pelo menos duas vezes. O tipe de resposta utilizado na calibragio foi a area sob o pico de

cada padrdo e a correlagio dos picos da amostra aos dos padrdes foi efetuada de acordo

com o tempo de retencgfo,
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I - Hidrolise da Quitina

Em um reator de 40 mL encamisado mantido a 37°C, adicionou-se em volume, 1%
do caldo bruto da fermentagio do Trichoderma sp. Ts, 50% de quitina coloidal 1%
(suspenso em tampdo acetato pH 5,2) e 49% de tampdo acetato pH 5,2. Depois de
homogeneizar, transferiu-se para um reator 4 banho de 37°C. Deixou-se sob agitagio e
retirou-se amostras de 5 mL (retirou o tempo zero ¢ depois amostras a cada 30 minutos). As
amostras foram congeladas e depois Hofilizadas. As amostras desidratadas foram a seguir
solubilizadas na solugdo da fase movel e filtradas em Millex (0,22 um) antes de serem

injetadas.
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4- RESULTADOS E DISCUSSOES

41 -~ PRIMEIRO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL COMPLETO:
ESTUDO DA CONCENTRACAO DE GLICOSE, AGITACAO E PH SOBRE A
ATIVIDADE ENZIMATICA DE QUITINASE.

O planejamento experimental foi utilizado com o intuito de verificar as melhores
condi¢des para a produgdo da enzima quitinase. De acordo com ULHOA er al. (1992) e
LIMA et al. (1997), o Trichoderma sp. Te é capaz de produzir de elevadas concentragdes de
quitinase em meio contendo: 0,3% glicose, 150 rpm de agitacio e pH 5,5. Estes verificaram
que as melhores condigdes para a produgdo da mesma foram apos 72 horas de fermentagdo
e para a produciio das enzimas quitobiase e B-1,3-glicanase foram apés 60 horas de

fermentagio.

Como os fungos sfio organismos altamente aercbicos e, em geral acidéfilos, as
variaveis, agitacio, pH, bem como a concentragdo de aglcar livre, foram escolhidas para o

acompanhamento cinético de produgdo da quitinase.

Foram escolhidas a glicose e lactose como fontes livres de aglicar. A glicose foi o
componente utilizado por LIMA et al. (1997) para estimular o crescimento do Trichoderma
em uma etapa inicial fermentativa. A lactose foi escolhida para evitar a possivel inibigio

pela glicose, através de producfo mais lenta de galactose e glicose (crescimento diauxico).

Qs valores (codificados) utilizados nos ensaios do primeiro planejamento
experimental estdo apresentados na Tabela 6 com os respectivos niveis codificados, e os

resultados obtidos neste planejamento estdo apresentado na Tabela 7.
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TABELA 6 — Tabela de niveis para as varidveis do primeiro plangjamento experimental.

Niveis
Fatores -1 0 +1
Glicose (%) 0,1 0,3 0,5
Agitacfio (RPM) 150 200 250
PH 5,5 6,0 6,5

TABELA 7 - Produgiio de quitinase e acompanhamento do pH para fermentagdes contendo glicose.

e sAg:tag:ﬁﬁpH G pH pH ;)H p - pHpH
(U/mL) (UmL) (Uml) (UMml} @OUmL) (UmL) 2h 24h 36h 48h 60h 72h
h h 48h 60h

0,02 0,10 0,60 0,00 0,00 0,00 643 642 636 626 623 6725
0,03 1,16 0,00 0,00 0,00 0,00 562 543 4,74 454 425 4,56
0,00 1,59 0,00 0,00 0,00 000 586 565 447 403 4,63 4,88
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 635 600 525 546 6,01 6,01
1,60 0,06 0,27 0,00 0,00 645 643 642 636 626 626
0,33 2,08 0,01 0,00 0,00 0,00 600 597 59 596 599 596
0,30 1,53 0,04 0,00 0,00 0,00 6,00 598 597 595 59 597
0,31 2,16 0,03 000 000 000 600 598 597 596 596 598

el R o
o
—
1

1. Média dos ensaios do ponto central (9, 10 e 11) = 1,92 U/mL (24 horas)

2. Desvio Padrio : 0,34 U/mL, (para os ensaios 9, 10 ¢ 11)
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4.1.1 — CINETICA DA PRODUCAO DE QUITINASE POR Trichoderma sp.
PARA O PRIMEIRO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL (2%).

1.) CINETICA DE PRODUCAO DE QUITINASE PARA OS ENSAIOS
COM GLICOSE 0,1%.

Apesar do Trichoderma sp. Te produzir trés diferentes enzimas relacionadas a
transformacdo da quitina (LIMA et al., 1997) este presente trabalho se concentrou na
quitinase, por ser a mais preponderante. As Figuras 4-A a 4-D representam a cinética desta
produgdo por até 72 horas. Foi observado que a méxima produggo de quitinase ocorreu em
24 horas de fermentacgo (Figura 4-A)

Como podemos observar na figura 4-A apenas os ensaios 2 e 4, ambos com
maxima agitacdo de 250 rpm, pH 5,5 e 6,5 respectivamente obtiveram alguma atividade
quitinolitica em 24 horas de fermentagdo (0,05 U/mlL e 0,1 U/mL respectivamente). Os

ensaios 1 e 3 (Agitacdo: 150 rpm) nfo obtiveram nenhuma atividade quitinolitica durante as

72 horas de fermentaco.

Os aglcares redutores iniciais livres foram consumidos totalmente durante as 48
horas de fermentacio, indicando que havia escassez de energia livre para o ensaio 2 ja em
24 horas, e para o ensaio 4 em 48 horas, sugerindo que a relagio entre a concentragio de
0,1% de glicose no meio de cultura para 3.10° esporos.mL™ era baixa, insuficiente para
crescimento inicial significativo da biomassa. Foi observado que os ensaios 1 e 2 iniciados
em pH 5,5 tiveram seu pH aumentado até acima de pH 6,0, em 60 horas de fermentagfio. O
pH para os ensaios 3 ¢ 4, iniciados em 6,5, permaneceu mais estivel ao longo da
fermentacdo. Entretanto, foi observado que o ensaio 3, contendo proteases desde as 12

horas de fermentacio, aumentou o pH ligeiramente na segunda metade da fermentac3o
(protedlise).

A atividade quitinolitica nula para os ensaios 1 e 3, que possuem em comum uma
baixa agitagdo (150 rpm) indica provavelmente que nestas condi¢des de deficiéncia de

oxigénio, o pH ndo influenciou a produggo de quitinase.
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Estes resultados sugerem que o Trichoderma sp. T¢ ndo foi capaz de hidrolisar a

quitina insolGivel e converte-la em fonte disponivel neste ensaio.

3,10 4 T 3 T ]
¢ T T T 1 T N
/ \ -—#— Ensaio 1
008 ; —— Ensaio 2 §
— i — Ensaio 3
g \ —%— Ensaioc 4
= \
2 0,05 "
2 i
& oot / \ )
_g i
B |
£ |
2 602 | \\ -
1 / A)
6,00 R e T e T e S L R E I
0 12 24 36 48 60 72 8 96
Tetnpo dg Fermentagio (h)
1] ] T 3 T
; T 5 T T T T ¥
! : i 0,15 .
24-\ § ﬂ“MEnsafo; | —#— Ensaio 1 k
= ; —O— Ensaio el i
: . 1 Ensaio 2 9
% ] - E o EnsmE.oz 2 0,12~! —&-- Ensaio 3 i/ ]
g 18 \ o & /
Z 3 - g /
2 | : 2 / ’
& = 0,09~ /
=1 o
B 12 o = ’
= L3 w
:;; \ \\ \* % 0,06 A \ E
3 \ ) 3 \
- 3 ‘ ‘ '
EJ \ - E \ \
Z \ £ 0,85 V] \ ]
& < /
2 , ©] / \ \
g T ¥ ey \?'i' T ) 0,60 » ;j T \.lr/ e \."'. T T (:E)}
o 12 24 36 48 fo 72 # 95 0 12 36 48 50 72 8 96
Tempo de Fermentagio (h) ‘Fempo de Fermentagdo (i)

Figura 4 — Cinética da produgio de quitinase por Trichoderma sp. Ts contendo

glicose 0,1% (Ensaios 1 ao 4). (A) Atividade Quitinolitica; (B) pH; (C) ARi; (D) Atividade

Proteolitica.
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COM GLICOSE 0,5%.

2.) CINETICA DE PRODUCAO DE QUITINASE PARA OS ENSAIOS

A producdo de enzimas quitinoliticas por Trichoderma sp. T no meio de cultura

contendo glicose no nivel maximo (0,5%) do planejamento, apresentou atividades méximas

quitinoliticas em 24 horas de fermentagio para os ensaio 5, 6 e 8 (Figura 5-A).

1.8
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Figura S5 — Cinética da produgio de quitinase por Irichoderma sp. Te para os

ensaios contendo glicose 0,5% (Ensaio 5 ao 8). (A) Atividade Quitinolitica; (B) pH; (C)
ARi; (D) Atividade Proteolitica.

Os ensaios 6 e 8 obtiveram a mesma atividade méxima quitinolitica (1,6 U/mL)

com uma agitagdo maxima de 250 rpm, indicando que nestas condi¢des a maior aeragio do
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meio favoreceu a produgio de quitinase em 24 horas, nio importando o pH inicial
Entretanto a Figura 5-B indica que o ensaio 6, o pH iniciado em 5,5, é reduzido
drasticamente at¢ 4,0 em 48 horas de fermentagio, embora o pH relativo a atividade
méxima quitinolitica foi igual a 5,5. Ja o pH do ensaio 8 ndo foi alterado significantemente
e o teor de agtcar livre disponivel para o microrganismo permaneceu mais elevado (120

umol de N-acetilglicosamina/mL) até 24 horas de fermentagio.

Podemos considerar que a atividade quitinolitica nula do ensaio 7 (Agitacio: 150
rpm, pH 6,5) ocorreu devido a agdo de proteases presentes desde o inicio da fermentagéo
(Figura 5-D), as quais provavelmente destruiram a quitinase. Portanto, neste ensaio, o unico
acucar consumido foi a glicose, seguido de uma redugio de pH até 5,3 (36 horas de

fermentacdo) e a seguir a reversdo do pH pela proteolise.

O ensaio 8 fol o Gnico que permitiu o aparecimento de um segundo pico de
atividade quitinolitica (0,3 U/mL), provavelmente devido a manutencfio do pH a 6,5. Os
valores de pH durante as 36 horas de fermentagdo diminuiram para todos os outros ensaios,
indicando a rota catabolica da glicose ¢ consegiiente produgdo de acido nesta via, mesmo
nos meios tamponados & pH 6,5. Na fase final da fermentag8o, o pH tendeu a aumentar,

para 0s ensaios 5, 6 € 7, provavelmente devido a protedlise e degradagdo celular.

3.) CINETICA DE PRODUCAO DE QUITINASE PARA OS ENSAIOS
COM GLICOSE 0,3%.

O isolado Trichoderma sp. T produziu teor maximo de quitinase nas 24 horas
iniciais de fermentacéio nc meio de cultura contendo quitina e 0,3% glicose, com mesma

composicio de agucares utilizados por ULHOA ef al. (1992) conforme as Figuras 6-A.

Estes ensaios, considerados pontos centrais do planejamento experimental
completo (2%), foram realizados nas seguintes condigdes: agitagdo de 200 rpm, pH 6,0 e
0,3% de glicose, portanto podemos considerar que os trés ensaios foram triplicatas do
mesmo ponto. A atividade maxima encontrada nesses ensaios foi de 2,20 U/mL, mas a
média dos trés ensaios foi de 1,92 U/mL, no pH 6,0 praticamente estavel durante as 72

horas de fermentacdo (Figura 6-B).
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Figura 6 — Cinética da producio de quitinase por Irichoderma sp. Te para os

ensaios contendo glicose 0,3% (Ensaios 9 ao 11). (A) Atividade Quitinolitica; (B) pH; (C)

ARi.

Praticamente todos os agicares redutores foram consumidos durante as 36 horas

de fermentagdo, mantendo-se constante (27 umol de N-acetilglicosamina por mL) durante o
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periode das 24 horas de maxima produgio quitinolitica, sendo reduzido drasticamente apos
36 horas (Figura 6-C).

A somatoria da concentracio de AR, 27 umo! de N-acetilglicosamina por mL, foi
mantida constante por 24 horas provavelmente devido & acetilglicosamina e a
diacetilglicosamina liberados pela hidrolise enzimatica. A partir de 36 horas, todos os

aclicares se esgotaram no meio de cultura devido a manutengio do microrganismo.

Foi observado que a média de atividade de quitinase dos trés ensaios fo1 de 1,92
U/mL, com desvio padriio 0,34 U/mL para o tempo de 24 horas de fermentacio.

4.2 — SEGUNDO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL COMPLETO (2%):
ESTUDO DA CONCENTRACAO DE LACTOSE, AGITACAO E PH SOBRE A
ATIVIDADE ENZIMATICA DE QUITINASE.

4.2.2 - CINETICA DA PRODUCAO DE QUITINASE POR Trichoderma sp.
PARA O SEGUNDO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL (2%).

Os valores {codificados) utilizados nos ensaios do primeiro planejamento
experimental estdo apresentados na Tabela 8 com os respectivos niveis codificados € os

resultados obtidos neste planejamentos estao apresentado na Tabela 9.

1.) CINETICA DE PRODUCAO DE QUITINASE PARA OS ENSAIOS
COM LACTOSE 0,1%.

Neste segundo planejamento experimental, a lactose foi analisada com o objetivo
de evitar a possivel inibigio pela glicose da producio da quitinase. A lactose, através de

hidrélise, poderia fornecer mais lentamente os monossacarideos glicose e galactose,

evitando picos de glicose ¢ seus efeitos.
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Foi observado para os quatro ensaios que a atividade quitinolitica apresentou dois

picos de atividade enzimatica durante as 72 horas de fermentagio. As maximas atividades

quitinoliticas foram encontradas nos ensaios 1 € 4 com aproximadamente 0,1 U/mL

distanciados por 12 horas.
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Figura 7 - Cinética da produgio de quitinase por Trichoderma sp. T¢ para os

ensaios contendo lactose 0,1% (Ensaio 1 ao 4). (A) Atividade Quitinolitica; (B) pH; (C)

ARi; (D) Atividade Proteolitica.
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TABELA 8 — Tabela de niveis para as varidveis do primeiro plangjamento experimental.

Niveis
Fatores -1 0 +1
Lactose (%) 0,1 0,3 0,5
Agitagiio (RPM) 150 200 250
pH 5,5 6,0 6,5

TABELA 9 - Produgiio de quitinase e acompanhamento do pH para fermentagiies contendo lactose. §

[l

“Ensaios Agltacﬁo pH Lactose  Ativ.  Ativ.  Ativ.  Ativ.  Ativ.  Ativ. pH pH ;}H pH ‘pH pH .

(U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/ml) (UWmL) 12h 24h 36h 48h 60k 72h ‘-

____________________________________________________________________ 12h  24h  36h  48h  60h  7T2h "
1 - - - 0,00 0,08 0,05 0,05 0,01 0,01 582 6,01 6,01 6,13 6,06 6,12
2 + . - 0,05 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 562 570 577 585 582 581
3 - + - 0,01 0,03 0,00 0,05 0,04 0,02 634 641 654 6,54 651 6,58
4 + + - 0,08 0,00 0,00 0,01 0,05 0,02 6,41 648 6,51 6,54 6,55 06,45
5 - - + 0,00 0,42 0,00 0,76 0,61 0,07 560 584 593 593 564 524
6 + - + 0,47 0,357 0,75 0,00 0,05 0,02 560 561 578 566 5538 524
7 . + + 0,00 0,14 0,00 0,53 0,85 037 643 648 648 645 645 645
8 + + + 0,05 0,27 0,20 0,04 0,11 0,03 58 601 613 606 603 6,12
9 ¢ (} 0 0,04 0,14 0,18 0,04 0,09 0,07 603 6,15 6,28 632 615 645
10 0 0 0 0,14 0,15 0,14 0,15 0,03 0,07 603 611 624 631 608 604
,,,,,,,,, il 0 0 0 000 017 019 015 015 010 599 615 681 633 611 607

1 Méd1a dOS ensaios 9, 10 ¢ 11 para os tempos 12, 24, 36 ¢ 48 horas = 0,09, 0,15, 0,17, 6,11 U/mL ( respectivamente)

2. Desvio padrdo para os ensaios 9, 10 ¢ 11 para os tempos de 12, 24, 36, 48 horas = 0,05, 0,02, 0,03, 0,06 U/mL (respectivamente)
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Podemos sugerir que o primeiro pico estava relacionado com o crescimento inicial
do microrganismo ¢ consumo da glicose ¢ o outro com o consumo da galactose, N-
acetilglicosamina e diacetilglicosamina. Observamos melhor este efeito pela mudanga da
inclinagio do consumo dos agicares a partir de 24 horas de fermentagio (Figura 7-C). A
atividade proteolitica foi detectada para os quatros ensaios desde as 12 horas de

fermentagio sendo maxima para os ensaios 3 e 4 {(pH 6,5) como representado na Figura 7-
D.

2.) CINETICA DE PRODUCAO DE QUITINASE PARA OS ENSAIOS
COM LACTOSE 0,5%.

A Figura 8-A representa os resultados das atividades quitinoliticas para os ensaios

com lactose no nivel superior (0,5%) do planejamento experimental completo 2°.

Os ensaio 5 e 6 obtiveram a mesma atividade quitinolitica (0,8 U/mL) com um pH
inicial de 5,5, indicando que nestas condi¢Ses, o menor pH do meio de cultura favoreceu
maiores produgdes de quitinase (Figura 8-B). Foi observado que a maior agita¢io antecipou

o maximo da produgio enzimatica em 12 horas {ensaio 6: maximo em 36 horas ¢ ensaio 5:

maximo em 48 horas).

Foi observado que as quantidades de enzimas produzidas nestes trés ensaios 5, 6 e
7 (volume de meio de cultura X atividade quitinolitica por ml) foram aproximadamente
iguais (46 U) indicando, que para o meio contendo lactose, a agitacio elevada associada a
baixo pH (ensaio 6) antecipa a produc@ic de enzima, provavelmente por favorecer a
transferéncia de massa e hidrolise da lactose. Ja a associagdo de alta agitagdo com pH maior
(ensaio 8), retardou o aparecimento do segundo pico de atividade quitinolitica para 48
horas. Para a associagdo de menor agitagio e pH elevado (ensaio 7) retardou ainda mais o
aparecimento da quitinase (60 horas). Entretanto a associagdo de pH maior com agitacio

maxima, produziu aproximadamente 36% de enzima em relac@o aos trés ensaios.
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Figura 8 - Cinética da producgio de quitinase por Trichoderma sp. Ts para os

ensaios contendo lactose 0,5% (Ensaios 4 ao 7). (A) Atividade Quitinolitica; (B) pH; (C)
ARi; (D) Atividade Proteolitica.

3.) CINETICA DE PRODUCAO DE QUITINASE PARA OS ENSAIOS

COM LACTOSE 0,3%.

A producgo de quitinase por Trichoderma sp. Ts nos ensaios do ponto central do
planejamento experimental (Agitagdo: 200 rpm, pH 6,0) foi méxima em 24 e 36 horas de

fermentagio, como representado na Figura 9-A, quando as concentracdes de AR voltaram a

aumentar.
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Comparando os resultados dos ensaios anteriores, podemos dizer que a
concentragio de lactose no meio de cultura influenciou muito a producdo de quitinase no
meio, pois os ensaios contendo lactose a 0,1% ndo produziram respostas significativas de

atividade quitinolitica comparativamente aos ensaios contendo lactose 0,5%.

Foi observado que as médias de atividade de quitinase destes trés ensaios foram de
0,09 U/mL, 0,15 U/mL, 0,17 U/mL, com desvio padrdo de 0,05, 0,02, 0,03 U/mL para os

tempos de 12, 24, 36 horas de fermentagdo respectivamente.
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Figura 9 - Cinética da produglo de quitinase por Trichoderma sp. Ts para os

ensaios contendo lactose 0,3% (Ensaios 9 ao 11). (A) Atividade Quitinolitica; (B) pH; (C)
ARi.
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43 — DISCUSSAO SOBRE O PLANEJAMENTO APLICADO NESTE
TRABALHO

Foi observado que para o meio de cultura contendo nivel minimo de glicose
(0,1%), ndo houve respostas significativas de atividade quitinolitica. Provavelmente, esta
concentra¢do de aglcar livre era insuficiente para manutenc@o e crescimento dos esporos
contidos no frasco (3. 10° esporos por mL). Assim, todos os resultados dos ensaios contendo
0,1% de glicose que tiveram respostas de atividade quitinolitica muito baixa, ndo puderam
ser avaliados pelo programa estatistico, pois o desvio padrdo era superior as respostas
avaliadas. Ja os ensaios contendo 0,5% de glicose, obtiveram respostas satisfatorias para ser

utilizado em programa estatistico.

Os ensaios do ponto central foram utilizados para verificar a média e desvio
padrio do processo fermentativo e portanto nfio podem ser transformados no ponto minimo

de glicose (-), por ndo possibilitarem a exploragio das outras interagbes do processo como:

Tabela 6 — Niveis de 0,3% de glicose nio explorado pelo primeiro planejamento

experimental.
Glicose Agitaciio pH
0,3 - -
0,3 + -
0,3 - +
0,3 + +

Onde: Agitacio (-): 150 rpm e (+) de 250 rpm; pH (-): 5,5e(+)de 6,5
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O segundo planejamento experimental para meio contendo lactose, os resultados
de atividade quitinolitica do nivel minimo de lactose (0,1%) ndo tiveram significancia para

o programa estatistico porque alguns ensaios ficaram com respostas inferiores ao desvio

padrdo.

4.3 - PRODUTIVIDADE DA QUITINASE EM RELACAO AOS DADOS DA
LITERATURA

A produgio de quitinase por diferentes microrganismos vem sendo investigada por
diferentes autores nos dltimos 30 anos, devido ao seu potencial como bioinseticida e como
biocatalisador na produc¢io de polissacarideos de interesse industrial, conforme descrito

anteriormente. A Tabela 11 apresenta um resumo dos principais resultados da producio de

quitinase descritos na literatura.

A diferenca entre os valores de atividade quitinolitica descritos pela literatura pode
estar ligada aos diferentes substratos utilizados na determinac¢fo enzimatica bem como as
formas diferentes de cilculos. Como por exemplo, este presente projeto utilizou como
substrato para a determinagéo da atividade quitinolitica, a quitina coloidal (obtida conforme
item 3.2.1.1) e tempo de incubacio de 12 horas. De outra forma, LIMA er al., 1997,
utilizando o substrato de quitina regenerada (quitosana acetilada) e tempo de incubacio do
caldo mais substrato de 6 horas, obtiveram niveis de produtividade muito maiores

comparado com o presente trabalho, utilizando o mesmo Trichoderma sp. Te.

PANDA et al. (1999) estudaram as melhores condigbes de pH, aeraclio e agitagio
para aumentar a atividade quitinolitica de Trichoderma harzanium. A atividade enzimatica
aumentou 3,5 vezes mais, de 0,11 para 0,38 U/mL depois da otimizagdo. Como podemos
observar, a atividade quitinolitica obtida por eles foi inferior cinco vezes comparado com
este presente trabalho. Um novo trabalho de PANDA er af, 2000 para producdo de
quitinase em cultura submersa, também estudando a agitagio no meio de cultura em

bioreatores, observou a maxima atividade quitinolitica de 0,389 U/mL.
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Tabela 7- Produgio de quitinase microbiana (dados da literatura).

Atividade Tempo Produtividade
Microrganismo Quitinolitica Giij:)se de Referéncia
Cultive {(U/mL.h)
(UlmL) ®)
Cppichodermaw T s o U m T 7sse CUUIMA efal 1667
Trichoderma harzianum 391 171 0,5 72 2,380 LIMA efal.,, 1997
Bacillus sp. BG-11 76,0 0.5 72 1,060 BHUSHAN er al,, 1998
Serratia liguefaciens 15,1 *ofc 43 0,340 JOSHI et al., 1989
Trichoderma sp. T 1,92 0,3 24 0,080 Este trabalko
Talaromyces Emersonii 2,30 *nd 48 0.050 MCCORMACK er al., 1991
Pseudomonas aeruginosa K-187 2,40 ofc 72 0,030 CHAN et al., 1997
Pseudomonas aeruginosa K-187 0,60 ofc T2 0,010 CHAN ef al., 1993
Trichoderma harzianum 0,39 0,3 112 0,004 PANDA et al., 20060
Trichoderma harzignum 0,38 0.5 *nd *nd PANDA et al , 1999
Streptomyces viridificans 0,20 ofc 144 0,002 GUPTA et al,, 1995
Serratia marcescen 0,39 0,5 168 *nd MONREAL et al., 1968

Trichoderma harzianum 39,1 *nd 0.3 43 *nd ULHQA et al., 1992

Obs: * ndo determinado, ofc = outra fonte de carbono

4.3 — PRODUCAO DE QUITOOLIGOSSACARIDEOS PELA QUITINASE
DE TRICHODERMA SP, Ts

Foi desenvolvido um método CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) para
quantificagdo dos oligossacarideoss derivados da hidrélise enzimatica da quitina coloidal.
Como alguns deles s&o poucos soliveis na fase moével composta por 70% de acetonitrila e
30% de agua, foi necessario modificagio do método analitico da literatura
(SCHANZENBACH et al., 1994), com utilizagdo de um gradiente de solventes, de menor a
maijor polaridade, para possibilitar a eluigio dos padrSes de oligbmeros formados por 2 a 6

unidades de acetilglicosamina.
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O caldo de fermentacfo utilizado para a produgio de oligossacarideos foi o ensaio
do ponto central do planejamento experimental (ensaio 10 com 2,16 U/mL de atividade

quitinolitica) nas seguintes condi¢des: 200 rpm de agitagio, pH 6,0, 0,3% de glicose.

O método cromatografico desenvolvido promoveu a partigio das substdncias no
interior da coluna, devido a diferentes intera¢Ses de polaridade com as fases movel e

estacionaria. A elui¢fio dos padrdes de N-acetilglicosamina ocorreu em ordem crescente do
grau de polimerizagéo.

A Figura 10 representa o cromatograma dos seis padrdes de oligossacarideos de

quitina, desde o mondmero N-acetilglicosamina até o hexdmero, obtidas nas condigdes
descritas na metodologia (item 3.2.4.2 -).
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Figura 10 - Cromatograma dos padrdes de quitoligossacarideos em coluna
uBondapak-NHz, solugdo de acetonitrila e agua (70:30, v/v e 50:50, v/v) a um fluxo
gradiente linear de 0,8mL/min, detector de indice de refracio (210 nm).

O aumento no cardter polar de acordo com o aumento de grupos N-
acetilglicosaminas nas moléculas pode ser observado pelo aumento do tempo de retengdo

na coluna dos agticares maiores. Os tempos de retengio dos padres injetados foram 5,94
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minutos para © Mono-N—-Acetilquitobiose, 7,05 minutos para o Di-N-Acetilquitobiotose,
848 minutos para Tri-N-Acetilquitotriose, 10,22 minutos para o Tetra-N-

Acetilquitotetrose, 11,89 minutos para o Penta-N-Acetilquitopentose e 12,22 minutos para
o Hexa-N-A cetilquitohexose.

Para a calibragio do Mono e DiacetilQuitobiose, as massas padrdes injetadas
foram relacionadas as éreas sob o pico formado (Figura 12). De acordo com OHTAKARA
et al. (1997) existe uma relagdo linear entre a area do pico e a massa de amostra injetada.
Para a construgdo das curvas de calibracfio foram utilizadas solucdes do padrio em trés

concentragdes diferentes, injetando-se trés vezes cada concentrago utilizada.
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Figura 11 - Cromatograma padric de Mono-N-acetilglicosamina.

Para a quantificagiio das amostras hidrolizadas, a area integrada sob o pico foi
relacionada a massa deste oligossacarideo presente na quantidade de amostra injetada,
utilizando-se a curva de calibragio previamente construida. A amostra de hidrélise

enzimatica apresentou dois produtos predominantes Mono-N-acetilglicosamina o Di-N-
Acetilquitobiose (Figura 12).
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Figura 12 — Cromatograma padrio de N,N’-DiacetilQuitobiose.
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Figura 13 — Cromatograma da Hidrélise da quitina coloidal 1% (tampdo acetato

50 mM, pH 5,2) apos 8 horas com caldo de fermentacgio do Trichoderma sp. Te.

A cinética da hidrolise da quitina coloidal 1% em tampdo acetato de sédio (50
mM) do Trichoderma sp. Ts foi acompanhada por 8 horas. Foi observado que niveis de

oligassacarideos obtidos pela hidrolise enzimatica tendem a se estabilizar ap6s 4 horas de

51



Resultados e Discussées

incubagdo, pois a variacio de massa detectada em 8 horas de hidrolise em relagio a 4 horas,

foi apenas de 15% (Figura 14).
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Figura 14- Cinética de formacio do Di-N-acetilquitobiose (mg) em fungdo da
hidrolise de quitina coloidal 1% em tampdo acetato 50 mM, pH 5,2 pelo caldo de

fermentacio de Trichoderma sp. Ts (proveniente do ensaio 6 contendo glicose).
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5. CONCLUSOES

Este presente trabalho foi realizado com a finalidade de verificar a influéncia da
glicose e lactose na composi¢io do meio de cultura da agitagdo e pH para a produgio de

quitinase por Trichoderma sp. T e levaram as seguintes conclusdes:

- Para ensaios contendo glicose, a produgdio maxima se deu em 24
horas de fermentago. A produgio maxima quitinolitica (1,92U/mL) foi obtida nas
seguintes condigBes: agitacio de 200 rpm, pH 6,0 e 0,3% de glicose em 24 horas
de fermentagdo. Os acglcares redutores foram totalmente consumidos nas
primeiras 48 horas de fermentag¢io. Foi observado atividade quitinolitica nula para
os ensaios 1, 2, 3 e 4 quando 2 atividade proteolitica foi encontrada (exceto para o
ensaio 1),

- Foi observado que a concentragio de glicose influenciou a producio
de quitinase, nd3o sendo possivel obtengio de respostas significativas de produgfio
desta enzima com 0,1% de glicose. A produgdo méaxima de quitinase se deu em

meio contendo 0,3% de glicose.

- Os ensaios 6 e 7 dos experimentos contendo glicose obtiveram a
maxima produgdo quitinolitica (1,60 U/mL) em 24 horas de fermentacio com uma
agita¢do maxima de 250 rpm, indicando que nestas condi¢Bes a maior aeracio do

meio favoreceu a produgio da enzima.

- Para os ensaios contendo lactose a producio maxima quitinolitica se
deu nos ensaios 5, 6 e 7 com 0,76, 0,75 ¢ 0,85 U/mL respectivamente. A atividade
proteolitica fo1 detectada desde o inicio da fermentagfio para os ensaios contendo
0,1% e 0,5% de lactose.

- A concentragdo de lactose influenciou a producgio de quitinase, ndo
sendo possivel portanto, respostas significativas para esta enzima em meios
contendo 0,1% de lactose. A méxima produgo de quitinase se deu em meios

contendo 0,5 % de lactose.
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- A hidrolise enzimatica da quitina coloidal (1%) com caldo bruto do
ensaio de maxima producdo quitinolitica foi acompanhada por 8 horas,
produzindo dois oligossacarideos predominantes o mono-N-acetilglicosamina e o

di-N-acetilquitobiose.




Sugestdes

6- SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROQS

Com base nos resultados e conclusdes obtidos neste trabalho sugere-se como
trabalhos futuros:

- Realizar um estudo da hidrolise quimica completa da quitina para

possibilitar avaliar seu consumo durante a fermentagéo.

- Pesquisar outras fontes brutas de quitina alternativas comercialmente viaveis

que possibilitem um bom desempenho do processo quanto a atividade quitinolitica.

- Estudar a concentra¢do oOtima de inbculo, visando diminuir a fase lag e

conseqiientemente, aumentar a produtividade.

- Realizar um planejamento experimental completo, incluindo a configuragdo
estrela (pontos axiais) , para obter as superficies de resposta para o meio de cultivo

otimizado e gerar um modelo que possa ser utilizado para fins preditivos.

- Otimizar as condi¢des de operacdio da producio de quitinase em bioreator,

incluindo a aeragdo ¢ agitagio e pardmetros cinéticos ndo estudados com este

microrganismo.

- Investigar fermentagdes por batelada alimentada com sacarose, glicose €

lactose.
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