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RESUMO

O presente trabalho visou o estudo da produgdo, purificagdo e aplicagdo de B-1,3
glucanases, proteases e quitinases. A linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191 foi
utilizada para o estudo da produgdo de B-1,3 glucanases e quitinases e as linhagens B26 e
C. cellulans 191 foram utilizadas para a producdo de proteases, em meios de cultivo
contendo diferentes indutores. Foram realizados planejamentos fatorias 2%, e os fatores
estudados foram: pH inicial, temperatura (°C) e agitacdo dos frascos. No planejamento
experimental para a producéo de B-1,3 glucanase foi verificado maior produgio da enzima
(0,64 U/mL) em meio de cultivo A composto por 2,0 g/LL de (NH4)>SO4. 0,2 g/L de
MgS04.7H,0 e 10 g/L. de parede celular de levedura em tampao fosfato 0,2 M, pH 8.5,
ap6s 24 h de fermentacdo, a 33°C e 200 rpm. Nos planejamentos experimentais para a
producdo de protease pelas linhagens B26 e 191 foi verificado maior producido da enzima
em meio de cultivo B composto por 2,0 g/LL de (NH4),SO.. 0,2 g/L. de MgS0O.4.7H,0 e 80
g/L de levedura seca utilizada como indutor em tampao fosfato 0,15 M, pH 6,5, ap6s 30 h
de fermentacdo a 20°C e 200 rpm, sendo obtido 5,01 U/mL e 4,25 U/mL, respectivamente.
No planejamento experimental para a producdo de quitinase foi verificado maior producgao
da enzima (7,06 U/mL) em meio de cultivo C composto por 4,0 g/L de extrato de levedura;
2,0 g/L de triptona; 4,0 g/l de MgS0,4.7H,0; 1,2 g/LL de KH,POy; 2,8 g/L de K;HPO4 € 15
g/L. de quitina neutralizada utilizada como indutor, com pH inicial de 5,5 apés 72 h de
fermentagdo a 25°C e 200 rpm. Todos os modelos obtidos foram preditivos e significativos
a um nivel de confianca de 95%. No estudo de producdo das enzimas da linhagem C.
cellulans 191 em fermentador de 5 L, a maior producdo de -1,3 glucanase, utilizando meio
de cultivo A e 1,5 vvm e 3 vvm, foi respectivamente 0,32 U/mL e 0,72 U/mL, apds 24 h de
fermentac¢do a 30°C. Na producdo de protease em fermentador de 5 L, utilizando meio de
cultivo B e 1,5 vvm foi obtido 1,87 U/mL e 2,34 U/mL, respectivamente, apds 6 h e 30 h de
fermentagio a 30°C; enquanto que com 3 vvm, foi obtido 4,89 U/mL e 6,14 U/mL de
protease ap6s 6 h e 33 h de fermentagdo, a 30°C. Em fermentador de 5 L, a maior produgdo
de quitinase em meio de cultivo C foi de 4,19 U/mL com 1,5 vvm apdés 168 h de
fermentagdo e 4,38 U/mL de quitinase ap6s 144 h de fermenta¢do com 3 vvm, a 25°C. No

estudo de produgdo de B-1,3 glucanases, proteases e quitinases da linhagem C. cellulans



191 em frascos agitados, em meios de cultivo A, B e C, foram produzidos respectivamente,
1,12 U/mL de B-1,3 glucanase; 4,2 U/mL de protease e 6,9 U/mL de quitinase. A 3-1,3
glucanase (45 KDa) foi purificada 11,83 vezes com rendimento de 25% em resina de troca
i6nica DEAE-Sephadex A50. Na purificacdo das proteases em resina de troca idnica
DEAE-Sephadex A50 foram obtidas trés fragdes de proteases denominadas P1, P2 e P3. A
fracdo P3 apresentou duas bandas de massas moleculares de 14 e 16 KDa em eletroforese
SDS-PAGE. A quitinase (61 KDa) foi purificada cerca de 6,65 vezes com rendimento de
46,61% em resina de filtracdo em gel Sepharose CL4B200. A B-1,3 glucanase purificada
apresentou atividade de lise de diversas leveduras e foi capaz de formar protoplastos da
levedura Saccharomyces cerevisiae KL-88. O pré-tratamento das leveduras com protease
P3 purificada ndo aumentou a lise das leveduras com a B-1,3 glucanase. A quitinase
purificada foi capaz de lisar células de algumas espécies de fungos em suspensio aquosa,
mas nao foi capaz de inibir, o crescimento dos fungos em placas de dgar batata dextrose. A
preparacdo bruta de quitinase apresentou halo de inibicdo do crescimento de alguns fungos
estudados. Os produtos formados pela rea¢do da P-1,3 glucanase purificada sobre a
laminarina e da protease purificada sobre a levedura seca apresentaram capacidade

antioxidante.



SUMMARY

The aim of this work was to study the production, purification and application of
B-1,3 glucanases, proteases and chitinases. The strain Cellulosimicrobium cellulans 191
was used to study the production of B-1,3 glucanases and chitinases and strains B26 and C.
cellulans 191 for the production of proteases, using culture media containing different
inductors. 2’ factorial experimental designs were performed and the factors studied were:
initial pH, temperature (°C) and flask rotatory speed. In the experimental design for the
production of B-1,3 glucanase, greater enzyme production (0.64 U/mL) was obtained in
culture medium A containing 2.0 g/LL (NH4)2S04,0.2 g/ MgS04.7H,0 and 10 g/L cell wall
yeast in 0.2 M phosphate buffer, pH 8.5, after 24 h of fermentation at 33°C and 200 rpm. In
the experimental design for the production of protease by strains B26 and 191, greater
enzyme production was obtained in culture medium B containing 2.0 g/LL (NH4),SOs. 0.2
g/L. de MgS04.7H,0 and 80 g/L dry yeast in 0.15 M phosphate buffer, pH 6.5, after 30 h of
fermentation at 20°C and 200 rpm, with yields of 5.01 U/mL and 4.25 U/mL, respectively.
In the experimental design for the production of chitinase, greater enzyme production (7.06
U/mL) was obtained in culture medium C containing 4.0 g/LL yeast extract; 2.0 g/L
tryptone; 4.0 g/ MgS04.7H,0; 1.2 g/ KH,PO4; 2.8 g/ KbHPO4 and 15 g/ of
neutralized chitin with an initial pH of 5.5, after 72 h of fermentation at 25°C and 200 rpm.
All models obtained were predictive and significant at a confidence level of 95%. In the
study on the production of enzymes from C. cellulans strain 191 in a 5 L fermenter, the
highest productions of -1,3 glucanase in medium A with 1.5 vvm and 3.0 vvm were 0.32
U/mL and 0.72 U/mL respectively, after 24 h of fermentation at 30°C. In the production of
protease in a 5 L fermenter using culture medium B and 1.5 vvm, 1.87 U/mL and 2.34
U/mL were obtained after 6 h and 30 h respectively of fermentation at 30°C, whilst with 3
vvm, 4.89 U/mL and 6.14 U/mL of protease were obtained after 6 h and 33 h respectively
of fermentation at 30°C. In a 5 L fermenter, the highest production of chitinase from C.
cellulans strain 191 using 1.5 vvm was 4.19 U/mL after 168 h of fermentation, whilst with
3 vvm, the production was 4.38 U/mL of chitinase after 144 h of fermentation at 25°C. In
the study on the production of B-1,3 glucanases, proteases and chitinases from C. cellulans

strain 191 in shaken flasks and culture media A, B and C, 1.12 U/mL of B-1,3 glucanase;



4.2 U/mL of protease and 6.9 U/mL of chitinase were produced respectively. In the
purification study, the B-1,3 glucanase (45 KDa) was purified 11.83 times with a yield of
25% using a DEAE-Sephadex A50 ion-exchange resin. In the purification of the proteases
using the DEAE-Sephadex AS50 ion-exchange resin, three protease fractions were obtained
named P1, P2 and P3. Fraction P3 presented two proteins with molecular weights of 14 and
16 KDa in SDS-PAGE electrophoresis. The chitinase (61 KDa) was purified about 6.65
times with a yield of 46.61% in a Sepharose CL4B200 gel filtration resin. The purified 3-
1,3 glucanase presented lysis activity against several yeasts and was able to form
protoplasts from the Saccharomyces cerevisiae KL-88 yeast. Pre-treatment of the yeasts
with the purified protease P3 did not increase cell lysis by the -1,3 glucanase. The purified
chitinase was able to lyse the cell walls of some fungal species in aqueous suspension, but
was not able to inhibit the growth of these fungi on potato dextrose agar plates. The crude
chitinase preparation presented growth inhibition halos for some of the fungi studied. The
products formed from the reaction between the purified B-1,3 glucanase and laminarin and

between the purified protease and the dry yeast presented antioxidant power.
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SUMMARY

PRODUCTION, PURIFICATION, CLONING AND APLLICATION OF
LYTIC ENZYMES

Lytic enzymes such as B- 1,3 glucanases, proteases and chitinases are able to hydrolyse,
respectively, B- 1,3 glucans, mannoproteins and chitin; as well as the cell walls of many
yeast species. Lytic enzymes are useful in a great variety of applications including the
preparation of protoplasts; the extraction of proteins, enzymes, pigments and functional
carbohydrates; pre-treatment for the mechanical rupture of cells; degradation of residual
yeast cell mass for the preparation of animal feed; analysis of the yeast cell wall structure
and composition; study of the yeast cell wall synthesis and the control of pathogenic fungi.
This review presents the most important aspects with respect to lytic enzymes, especially

the production, purification, cloning and application.

Keywords: B-1,3 glucanases; lytic proteases; chitinases.



INTRODUCAO

A parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae € formada por trés
componentes principais: glucana, um polimero de B-1,3 e B-1,6 glicose (48 - 60%),
mananaproteinas (20 - 23%) e quitina, um polimero de B-1,4-N-acetilglicosamina (0,6-
2,7%)"7. A parede celular possui duas camadas principais: uma externa, composta de
mananaproteinas € uma interna de glucana4’5.

Muitos microrganismos lisam a parede celular de leveduras. As enzimas envolvidas
na lise de leveduras sdo B-1,3 glucanases, B-1,6 glucanases, mananases, proteases e
quitinases. Essas enzimas agem sinergicamente na lise da parede celular, mas somente duas
sdo essenciais para o rompimento da célula: a protease litica especifica que degrada a
camada externa de mananaproteina e a B-1,3 glucanase litica que degrada a camada interna
de glucana6'8.

As enzimas que lisam a parede celular de leveduras t€m aplicacdes biotecnoldgicas
na preparacio de protoplastos para melhoramento genético de leveduras e no
aproveitamento de massa celular de levedura para extracdo de proteinas, enzimas e
pigmentos. A lise enzimdtica de células de microrganismos também tem potencial de
aplicacdo no tratamento de massa celular de levedura residual de industrias de fermentagdo
para a preparacao de ra¢do animal, na obten¢do de carboidratos funcionais da parede celular
(glucana e manana) e no pré-tratamento para a ruptura mecanica de células aumentando a
eficiéncia e reduzindo o requerimento de energiag.

As enzimas liticas tém sido utilizadas também como ferramenta para a
determinacdo da composi¢ao da parede celular de leveduras e no estudo do mecanismo da
sintese da parede celular para controle de leveduras patogénicas.

As enzimas liticas sdo capazes de lisar a parede celular de Saccharomyces
cerevisiae, Candida sp. e outros géneros de leveduras o que amplia o campo de utilizagao
dessas enzimas.

Este trabalho tem como objetivo revisar os principais aspectos relacionados a

producdo, purificacdo, clonagem e aplicacdes das enzimas liticas.



COMPOSICAO DA PAREDE CELULAR DE LEVEDURAS

A parede celular de leveduras tem muitas fungdes: protecdo fisica, estabilidade
osmotica, suporte de enzimas, adesdo célula/célula e barreira de permeabilidade seletiva'®,
Além disso, promove rigidez e o transporte de nutrientes para o citoplasma proporcionando
a integridade, o metabolismo e o crescimento celular. Constitui cerca de 15 a 25% da massa
seca da célula e ndo € uma estrutura estdtica e sim uma estrutura em constante crescimento
e mudanca. Os componentes da parede celular sdo sintetizados e unidos entre si; e
estruturas especializadas, como os séptos sdo formados em sincronia com o crescimento e
divisdo celular'".

A parede celular de leveduras € formada por uma camada de mananaproteinas que
sobrepde a camada de glucana, o que explicaria a resisténcia das células vivas de leveduras
ao ataque das misturas enzimticas elaboradas por alguns microrganismos™™'%.

A parede celular de Saccharomyces sp. € formada por trés componentes principais:
glucana, um polimero de B-1,3 e B-1,6 glicose (48-60%), mananaproteinas (20-23%) e
quitina, um polimero de B-1,4 N-acetilglicosamina (0,6-2,7%)1'3. As mananaproteinas estdo
localizadas na parte externa da parede celular e sdo compostas por polimero de manose com
ligacdes o-1,2, a-1,3 e o-1,6 que estdo covalentemente ligadas a peptideos formando
glicopeptideos 115,

Kapteyn et al.”®, Pololo e Vai'® e Kapteyn et al.'” relataram que proteinas, B-1,6
glucanas, 3-1,3 glucanas e quitina da parede celular das leveduras estdo interconectadas por
ligacOes covalentes.

A parede celular é uma estrutura dindmica ajustavel durante o ciclo celular e em
resposta as condi¢des ambientais como: nutrientes, disponibilidade de O,, temperatura e
pH'""'®. Pertubacdes na parede celular de leveduras desencadeiam mecanismos de reparo

. . . 118,19
que reorganizam toda a estrutura molecular para preservar a integridade da célula ™.

Mananaproteinas

A camada de mananaproteinas tem a funcdo de proteger a célula contra fatores

externos e € responsdvel pela porosidade da parede celular, enquanto que a camada de
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glucana € responsdvel pela estrutura da parede celular perante choques mecanicos e
desequilibrios osméticos”"".

Cabib er al.'' sugeriram a existéncia de ligagdes cruzadas entre polissacarideos e
mananaproteinas e que a B-1,3 glucana e quitina estdo conectadas por uma ligacdo 3-1,4
entre um grupo redutor final de N-acetilglicosamina da quitina e um grupo nao redutor da
glicose da glucana. Os autores verificaram também a presenca de um nucleo central de
mananaproteina, em que a quitina ¢ a 3-1,3 glucana estdo conectadas preferencialmente a
cadeias curtas de B-1,6 glucanas. Hd evidéncias que as mananaproteinas estdo retidas na
parede celular por ligacbes indiretas com as [B-1,3 glucanas, e estas ligadas
preferencialmente a cadeias curtas de B-1,6 glucanas e provavelmente porgdes residuais de
glicosilfostatidilinositol.

Segundo Mrsa ef al.”**!

a parede celular de Saccharomyces contém mais de 20 tipos
de mananaproteinas que desempenham papéis diferentes na constru¢do, preservacgio,
modificacdo da estrutura e na interacdo das células com suas adjacéncias como, por
exemplo, as interagdes intercelulares durante a aglutinacio ou floculagdo. As

mananaproteinas podem ser divididas em trés grupos:

Proteinas unidas por pontes dissulfeto ou ligacdes ndo covalentes com
polissacarideos estruturais da parede. A maioria dessas proteinas apresentam atividades
enzimaticas e podem ser extraidas por meio de aquecimento com SDS e mercaptoetanol ou

pelo ditiotreitol.

Proteinas ligadas covalentemente principalmente as B- glucanas e que podem
somente ser extraidas pela lise da parede celular com diferentes preparacdes de glucanases

como Zymolyase ou laminarinase. A fung¢ao fisioldgica dessas proteinas ndo é conhecida.

Proteinas, provavelmente, ligadas de forma covalente a parede celular e que podem
ser extraidas com NaOH 30 mM. Quatro proteinas pertencentes a esse grupo estao sendo

estudadas mais detalhadamente.



B-1,3 glucana

Manners et al.** descreveram a B-1,3 glucana insolivel em 4lcali contendo 3 — 6%
de ramificagdes B-1,6 como o principal componente estrutural da parede celular de
leveduras. Estudos microscOpicos mostraram a agregacdo destas microfibras na parte
interna da parede celular. A glucana soluvel em élcali tem estrutura quimica semelhante a
insoldvel, entretanto, apresenta maior nimero de ramificagdes B-1,6. A glucana élcali-
soluvel representa aproximadamente 20% da parede celular e a andlise estrutural revelou a
presenca de 80 — 85% de ligagdes B-D-1,3; 8 — 12% de ligagoes B-D-1,6 e 3 — 4% de
residuos de ramificacdes ligados por C-1, C-3 e C-6.

Kopecké er al.” estudaram a ultraestrutura da parede celular de isolados de S.
cerevisiae durante a fase exponencial e estaciondria de crescimento, usando [-1,3
glucanases. Os autores obtiveram duas importantes informacdes: as regides de brotamento
de leveduras sdo estruturas resistentes ao efeito dessa enzima; os componentes fibrilares das
leveduras sdo constituidos de glucanas com ligagdes B-1,3, uma vez que as microfibrilas
desapareceram apds tratamento com [-1,3 glucanase. Os autores entdo, relataram que as
moléculas de glucana permitem a associagdo das cadeias mais afastadas de polissacarideos
com outras moléculas de ramificacdes superficiais, dando origem a um componente fibrilar
continuo.

Estudos da parede celular de leveduras com a utilizacdo de microscopio eletrdnico
permitiram a Kreger e Kopeck::i24 confirmarem a posi¢do interna da fracdo de glucana.

Segundo Hinton e Pressey”, as glucanas podem ser encontradas em microrganismos
e plantas superiores como principais constituintes da parede celular, como material
citoplasmatico ou de reserva vacuolar e como substancias extracelulares. As glucanas sao
polimeros ndo ciclicos de anidroglicose unidos por ligagdes B-1,3 glicosidicas contendo
ramificacdes B-1,6, as quais pertencem a uma das classes mais abundantes de
polissacarideos.

A parede celular de Saccharomyces cerevisiae contém duas fragoes de B-1,3
glucana (uma soldvel em élcali e outra insoldvel) e uma fragdo de B-1,6 glucana com

poucas ligacdes B-1,3 (insoldvel em dlcali e solivel em solug¢des diluidas de 4cido). As B-
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1,3 glucanas tém tamanho estimado de 1.500 residuos de glicose; enquanto que as B-1,6
glucanas sdo menores apresentando 150 a 200 residuos'®. Muitos estudos tém mostrado que
estes componentes, depois de serem depositados na parede, sdo rearranjados para formarem
um complexo integrado. Os rearranjos podem ocorrer através de glicosiltransferases as
quais introduzem ramificagdes nos polissacarideos lineares. Ha evidéncias de ligacdes entre
mananaproteinas e quitina. A insolubilidade da glucana em dalcali é explicada pela presenca
de ligacdes covalentes entre glucana e quitina, uma vez que a degradacdo da quitina por
quitinase dissolve completamente a glucana em d&lcali. Foi demonstrado que ocorre a
formacdo de ligacdo «-1,6 glicosidica entre a glucana e quitina na parede celular de
Candida albicans, mas em Saccharomyces cerevisiae a natureza da ligacdo ¢

.12
desconhecida”.

Quitina

A quitina é um polimero de N-acetilglicosamina com liga¢6es 3- 1,4 encontrada em
carapagas de insetos, parede celular de fungos e crustdceos®®. Estudos de difracdo de raio-
X demonstraram que refere-se a uma estrutura cristalina altamente ordenada e insolivel em
égua27.

Na maioria dos fungos a quitina € o maior componente estrutural da parede celular,
sendo, portanto, susceptivel a inimeras espécies de bactérias, actinomicetos e fungos que
podem agir como antagonistas devido a producdo de enzimas quitinoliticas28. A quitina é
um biopolimero muito abundante e estd geralmente ligada a outros polissacarideos e
protel’nas26

Em leveduras, a quitina € encontrada predominantemente em septos primarios € em
volta do circulo de constri¢do entre a célula mae e a jovem. Cerca de 90% da quitina esta

. . . 2
localizada na cicatriz de brotamento e o restante na parede celular”.
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PRODUCAO DE ENZIMAS LITICAS

As B-1,3 glucanases, proteases e quitinases estdo agrupadas na classe das hidrolases.

A B-1,3 glucanase (E.C. 3.2.1.39) (1,3-B-D-glucana glucanohidrolase) também
denominada de glucana-endo-1,3-B-D-glicosidase, catalisa a reacdo de hidrdlise das
ligacdes P-D-glicosidicas da P-1,3 glucana. Atua sobre laminarina, paramylona e
pachymana, quando utilizadas como substrato.

A protease (3.4.21.12) também denominada de o-endopeptidase litica, catalisa a
reacdo de hidrolise de proteinas. Atua preferencialmente sobre elastina e ligacdes peptidicas
envolvendo Ala® e Val® de proteinas da parede celular.

A quitinase (3.2.1.14) {Poli[1,4-(N-acetil-B-D-glicosamina)]glicanohidrolase }

catalisa rea¢Oes de hidrdlise das ligagdes B-1,4 de N-acetil-B-D-glicosamina da quitina e de

quitodextrinas.
B-1,3 glucana Glicose
— — CH,OH
H H
Glicose Glicose OH i
CH,OH CH,OH OH o
H H />7 H H0 HoooH
H :\‘\ < H c\{_k \ R +
OH ‘ H B-1,3 glucanase Glicose
OH H O CH.OH
H OH Ligacio p-1,3 H OH H o. H
i
oH H
L " OH
H o oon M

Figura 1. Hidrdlise da 3-1,3 glucana pela B-1,3 glucanase
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N-acetilglicosamina

CH,OH
H O OH
H
OH OH
H
Quitina o H
. _ H NH
N-acetil N-: ‘
CHoOH ¢==0
Y 2 Ligaciio f-1,4 GH,OH ‘
84 on A © 0 CHs
° OH OH 4—» +
H nH o H ¢ N .
‘ H NH H CH,OH
O OH
c=—o0 ‘ oA
‘ C —=0 OH OH
CHs (‘3H OH
3 . M TH H
(“_; —0
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Figura 1 2. Hidr6lis
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Figura ; 3. Hidrdlise da mananaproteina pela protease litica
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Muitos microrganismos, como bactérias, fungos e leveduras siao capazes de produzir
B-1,3 glucanases, proteases e quitinases que hidrolisam os componentes da parede celular
de leveduras e causam a lise celular. A maioria deles necessita da presenca de indutores
para a sintese de enzimas de interesse.

As bactérias Cytophaga johnsoniizg, Arthrobacter luteus™, Oerskovia sp. CK*'?,
Rarobacter faecitabidus33, Rarobacter incanus34, Cellulomonas cellulans 191
(Cellulosimicrobium cellulans)™° produzem enzimas B-1,3 glucanases e proteases capazes
de lisar células de leveduras.

Estes microrganismos tém sido isolados a partir de lodo ativado de sistemas de
tratamento de dgua de industrias de alimentos e bebidas alcodlicas®.

Bacon er al.” relataram que o microrganismo Cytophaga johnsonii produziu
enzimas capazes de lisar células de leveduras pré-tratadas com tiol na presenca de células
autoclavadas ou tratadas com élcali, parede celular e glucana de levedura como indutores.
A purificacdo do sobrenadante da cultura através de cromatografia em coluna mostrou a
presenca de dois tipos de endo-B-1,3 glucanases e muitas -1,6 glucanases.

Kitamura e Yamamoto™ relataram que o microrganismo Arthrobacter luteus,
isolado de residuos de cervejarias, cresceu em meio contendo células de levedura ou B-1,3
glucana e produziu enzimas com atividade de lise de leveduras. O conjunto destas enzimas
foi denominado Zymolyase e requeria polimeros lineares de glicose com liga¢oes -1,3
como substrato especifico. Os autores verificaram que o polissacarideo termo-tratado
pachymana e a glucana de levedura foram hidrolisados por Zymolyase a unidades de

laminaripentaose.
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Tabela ; 1. Microrganismos produtores de enzimas liticas e indutores utilizados para a
producao das enzimas liticas

Fonte de carbono

Microrganismo litico Enzima(s) produzida(s)

(indutor)
Cyvthophaea iohnsonii® Parede celular de levedura B-1,3 glucanase e $-1,6
yHophagay de panificacio glucanase

Células de leveduras de
panificagdo ou farelo
Glucana insolivel em

Rhizopus chinensis R-69"* Endo e exo B-1,3 glucanase

B-1,3 glucanase e protease

Oerskovia xanthineolyticat6 meio alcalino, levedura alcalina
. i
autoclavada e glicose
Streptomyces rutgersensis H-46""" Glicose e extrato de soja Enzimas bacterioliticas

Glucana e parede celular
de leveduras
Virias espécies de Acremonium e Glicose e laminarina ou
Ceplmlosporium‘”’42 pustulana
Parede celular purificada | 3 isoformas de f3-1,3 glucanase

Oerskovia sp.t B-1,3 glucanase

B-1,3 glucanase

Trichoderma harzianum® Quitina, quitosana, N- 1 isoforma de B-1,3 glucanase
acetilglicosamina e
laminarina
Parede celular de
Rhizoctonia solani

Gema de ovo Proteases

Trichoderma asperellum** B-1,3 glucanases

. . . 45
Paecilomyces lilacinus

Quitina Quitinases

Kobayashi et al.* estabeleceram um método para producdo e preparagdo de um
complexo enzimdtico que degrada parede celular de leveduras produzido por espécies de
Rhizoctonia, em escala comercial. A produ¢do da enzima bruta em po, em batelada de 80
Kg, mostrou-se vidvel. Esta preparacio enzimatica foi avaliada para uso industrial.

Yamamoto et al.*’ isolaram microrganismos que lisam leveduras a partir do lodo
ativado de tanques de sistemas de tratamento de dgua de inddstrias de alimentos e de
bebidas alcodlicas. Dez linhagens que puderam crescer em meio nutriente normal
pertenciam aos géneros: Streptomyces sp., Oerskovia sp. e Bacillus sp.

Yamamoto ef al.*® isolaram trinta e seis linhagens de bactérias que lisam leveduras
de lodo ativado de residuos de tratamento de dgua. Estes microrganismos aderiram-se as
células vidveis de todas as espécies de Saccharomyces e Hansenulla, e algumas espécies de
Candida, aglutinaram-se com as leveduras e as lisaram. Esses microrganismos nao
aderiram ou lisaram células vidveis de Rhodotorula, Cryptococcus e Trichosporon.

Andrews e Asenjo4 verificaram que as enzimas [B-1,3 glucanase e protease do

sistema litico da bactéria Oerskovia xanthineolytica LL-G109 s@o capazes de lisar e romper
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totalmente as células de leveduras. Esta bactéria apresentou taxa de glucanase-protease
maior que a de outras cepas. Quando cultivada em sistema continuo, a bactéria Oerskovia
xanthineolytica apresentou produtividade e concentracdo de enzimas maiores do que
quando cultivada em batelada. O sistema de enzimas liticas estd sujeito a repressao
catabolica pela glicose e mostrou-se induzivel pela glucana da levedura. Na fermentacdo da
linhagem Oerskovia sp. em cultura continua, a glicose pode ser utilizada como meio de

crescimento com concentracao relativamente baixa do indutor.
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Tabela | 2. Sistemas enzimdticos liticos de microrganismos

Microrganismos Enzimas pH | Temperatura Microrganismos
Liticos Otimo | Otima (°C) Lisados
B-1,3 glucanase 5,0-6,5 45-60
Arthrobacter luteus/ Oerskovia Protease 9.0-10.0 35 Saccharomyces SP- .Candzda SP-»
. . ; ) Hansenula sp., Pichia sp. e outras
xanthineolytica leveduras
( Zymolyase)**~°
Atividade na célula
de levedura integral 75 30-35
5 Saccharomyces fragilis NCYC 587,
Arthrobacter sp. G1 Torulopsis colliculosa NCYC 141,
Candida utilis NCYC 707
B-1,3 glucanase 45 55
Kluyveromyces marxianus NCYC587,
Pachysolen tannophilus NRRL 2460,
. 35 Protease 8,0 50 Saccharomyces capensis NCYC 761,
Cellumonas cartae 191 S.cerevisiae KL 88, Candida glabrata
NCYC 388, Debaryomyces vanrij
Atividade na célula NCYe 577
. 70-175 30-35
de levedura integral
4 Atividade na célula ) Saccharomyces cerevisiae, Bacillus
Cytophaga NCIB 9497 de levedura integral 9.0 45-35 sp., Corynebacteria., E.coli
B-1,3 glucanase - 35-40
Oerskovia CK*'* Protease - 60
Saccharomyces cerevisiae
Atividade na célula
de levedura integral 2.0 35-40
B-1,3 glucanase 5,5 55-60
; C o 46
Rhizoctonia sp. Protease 6,5 40 Candida sp.,
Saccharomyces sp., Hansenula sp.
Atividade na célula
de levedura integral 6.0 40
50-55 Candida utilis, Saccharomyces
Streptomyces sp. 1228 B-1,3 glucanase 5,5-6,0 carlsbengensis, Schizosaccharomyces

pombe
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Yamamoto er al.** isolaram no Brasil, linhagens de bactérias que lisam leveduras a
partir do solo, flores, frutos e outras fontes. Destas linhagens, 46 foram identificadas como
Rarobacter. Essas linhagens de Rarobacter apresentaram a capacidade de se aglutinarem
com células vidveis de S. cerevisiae e exigiam composto heme para o crescimento aerébico.
Outras quatro bactérias gram positivas ndo exigiam grupo heme para o crescimento
aerobico; duas delas foram identificadas como Oerskovia, uma como Arthrobacter € a
quarta ndo foi identificada.

Santos® estudou a producdo de B-1,3 glucanase e protease por microrganismos que
lisam a parede celular de levedura. As linhagens FXX e Cellulosimicrobium cellulans 191
apresentaram maior produg¢io de -1,3 glucanase, enquanto que a linhagem Oerskovia sp. 4
apresentou maior produgéo de protease. A maior producéo de B-1,3 glucanase foi verificada
em meio de cultivo contendo parede celular de levedura extraida mecanicamente como
indutor, enquanto que a maior producdo de protease ocorreu com levedura autoclavada,
lavada e liofilizada.

Gacto et al.>® estudaram o crescimento do actinomiceto Micromonospora chalcea,
em meio contendo laminarina como fonte de carbono para induzir a produgcdo de um
sistema de enzimas extracelulares capazes de lisar células de vérias espécies de levedura.

Fleuri®* estudou a producéo de B-1,3 glucanases, proteases liticas e quitinases pelas
linhagens B1, B22, B26, FXX, Oerskovia sp. 4 e Cellulosimicrobium cellulans 191 em
meios de cultura contendo diferentes indutores e aplicagdo na lise de leveduras. A maior
producdo de protease litica foi obtida com as linhagens bacterianas B26 e 191 em meio de
cultivo contendo 8% de levedura seca. As linhagens B1 e 191 apresentaram maior producdo
de B-1,3 glucanase entre as linhagens testadas, em meio de cultivo contendo 1% de parede
celular de levedura; enquanto que a linhagem 191 apresentou maior produciao de quitinase
entre as linhagens testadas, em meio de cultivo contendo 1,5% de quitina neutralizada. As
preparacoes de [-1,3 glucanase das linhagens Bl e C. cellulans 191 obtidas do
sobrenadante do meio de cultura por meio de fracionamento com sulfato de amdnio,
apresentaram atividade de lise das leveduras Saccharomyces cerevisiae KL-88,
Kluyveromyces marxianus NCYC 587, Hansenula mrakii NCYC 500 e Candida glabrata
NCYC 388, sendo que Kluyveromyces marxianus e Hansenula mrakii apresentaram-se

mais susceptiveis a B-1,3 glucanase do que a linhagem de Saccharomyces cerevisiae. Entre
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as linhagens testadas a levedura Candida glabrata mostrou-se mais resistente a atividade de
lise da B-1,3 glucanase.

O extrato bruto de quitinase, obtido a partir do cultivo de Trichoderma harzanium
TUBF 781 em fermentacdo semi-s6lida em meio otimizado, mostrou atividade antifungica
contra uma série de linhagens de fungos selvagens como: Aspergillus sp., Rhizopus sp. e
Mucor sp., mostrando maior eficicia contra Aspergillus nigerss.

Kenji et al® estudaram a producdo de trés endoquitinases por Bacillus
stearothermophilus CH-4 em meio de cultivo contendo quitina e verificaram que as
enzimas responsaveis pela degradacdo da quitina sdo: quitinase A (endo-acdo), quitinase B
(exo-acdo) e N-acetilglicosaminidases.

A lise dos componentes da parede celular de leveduras pelas enzimas produzidas
por microrganismos pode variar dependendo dos estigios de crescimento celular’’ e
conforme o género e a espécie da levedura®. A lise enzimdtica das células de levedura
acontece em passos progressivos e depende do sinergismo entre protease e [3-1,3 glucanase.
A protease ataca a camada externa de mananaproteina, permitindo o acesso da B-1,3
glucanase a camada de P-glucana, implicando no rompimento celular por diferenca de
pressdo osmética®”” %,

Os microrganismos do género Arthrobacter produzem dois tipos de B-1,3
glucanases. A glucanase I causa lise em células jovens na presenga de - mercaptoetanol e
0,6 M de KCI como estabilizador osmético. A glucanase II € similar a encontrada em fluido
de cultura de Bacillus circulans. Na dissolugdo da parede celular de leveduras por
glucanase I, a enzima ataca a glucana liberando fragmentos de varios tamanhos que servem
como substratos para a glucanase II. As - glucanases sdo estdveis em ampla faixa de pH,
mas perdem rapidamente a atividade em temperaturas acima de 60°C; apresentam pH 6timo
de atividade na faixade 5,5 a 6,530.

Obata et al.*® relataram que a linhagem Oerskovia sp. CK produz trés tipos de
enzimas designadas F-L, F-0 e F-2 que estdo envolvidas na lise da parede celular de
leveduras. A enzima F-L mostrou alta atividade litica em células viaveis de levedura, mas
fraca atividade sobre a glucana de levedura. As enzimas F-O e F-2 mostraram baixa ou
nenhuma atividade litica, mas alta atividade de [-1,3 glucanase. Os resultados

evidenciaram que as enzimas F-0 e F-2 ndo sdo eficientes na lise de leveduras devido a
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inacessibilidade espacial a camada de glucana. No entanto, o tratamento com a enzima F-L.
com solucdo alcalina ou com reagentes redutores modificaram a célula, permitindo o acesso
de F-0 e F-2 a camada de glucana e possibilitando a lise da célula; foi observado efeito
sinérgico entre as enzimas F-L e F-0 ou F-L e F-2. A protease F-L produzida por Oerskovia
sp. CK possui alto efeito sinérgico com a enzima f3-1,3 glucanase na lise de leveduras.

Rowley e Bull’' estudaram uma linhagem de Arthrobacter com alta capacidade para
lisar células vivas de Saccharomyces fragilis. O complexo enzimdtico extracelular
produzido pelo microrganismo continha [-1,3 glucanase, mananase, manohidrolase e
atividade proteolitica.

A Zymolyase, preparagdo comercial para lise da parede celular de leveduras, é
obtida a partir Arthrobacter luteus. Esse microrganismo foi reclassificado como Oerskovia
xanthineolytica® . A Zymolyase é uma preparacdo enzimética composta de duas fragdes: a
zymolyase A, que é uma B-1,3 glucanase e a zymolyase B, que é uma protease alcalina e
provavelmente também uma serina protease. A -1,3 glucanase (zymolyase A) ndo diminui
a turbidez nem o niimero de células de uma suspensdo de leveduras. A protease (zymolyase
B) diminui a turbidez, mas ndo altera o numero de células da suspens@o. No entanto, a acao
cooperada de zymolyase A e B tem como efeito alta atividade litica, lisando completamente
as células de leveduras®.

A bactéria Rhizoctonia solani produz enzimas liticas capazes de lisar a parede
celular de leveduras. As enzimas foram separadas em quatro fracoes: L-1, L-2, L-3 e L-4.
Trés delas foram consideradas B-1,3 glucanases liticas. A fra¢do L-3 mostrou alta atividade
de protease. A protease purificada L-3 sozinha, assim como as outras -1,3 glucanases
liticas foram capazes de lisar células intactas e parede celular isolada de S. cerevisiae. A
separacdo completa da protease litica de Rhizoctonia solani nao foi importante apenas para
esclarecer a acdo hidrolitica da parede celular de levedura, mas também para elucidar a
estrutura da parede®.

Ryan e Ward® verificaram que a enzima B-1,3 glucanase de Basideomycete
aphyllophoroles possui alta atividade litica em leveduras. Quando usada em combinagdo
com papaina na lise de leveduras, 90 a 95% da massa seca das leveduras foram
solubilizadas. Em comparagdo com estudos envolvendo trés -1,3 glucanases, a atividade

de laminarinase nido foi bem correlacionada com a atividade litica em leveduras. O
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mecanismo da B-1,3 glucanase do B. aphyllophoroles em glucana isolada de levedura foi

caracterizado pela alta taxa de produc¢do de laminaribiose.

PURIFICACAO DE ENZIMAS LITICAS

As preparacOes enzimdticas comerciais como a Lyticase de Arthrobacter luteus e
Lyticase recombinante expressa em Escherichia coli para a lise de leveduras e para
obtencdo de protoplastos sdo encontradas na forma bruta e na forma parcialmente

purificada.
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Tabela 1 3. Purificacdo e caracterizagdo de enzimas liticas

Propriedades
Bioquimicas da Enzima
. 3 . B Massa
. . Enzima Métodos de Purificacdo e a- pH 6timo: substrato
Microrganismo . Molecular b- t. tura 6t
Purificada Eletroforese - temperatura otima
(KDa) c- estabilidade
d- pI
e- K,,;: substrato
f- V,: substrato
Oerskovia xanthineolytica b-65°C
B-1,3 glucanase SDS-PAGE 27,19
LL-G109% c-55° C/ 30 min
Oerskovia xanthineolytica a- 7,5: laminarina
Colunas DEAE-Sephacel, DEAE-Toyopearl
TK-1% B-1,3 glucanase 40 a-5,5: glucana de levedura
650M e Bio-Gel P-2
d-6,5
Endo-B-1,3 Coluna Sephacryl 300R e focalizagdo d-5,0
Trichoderma harzanium® 17
glucanase isoelétrica
a-4.4
Colunas Sephacryl S-200, Fenil-Sepharose e b-50°C
Trichoderma harzanium®® B-1,3 glucanase 29
CM-Sepharose, SDS-PAGE e- 1,72 mg/ml: laminarina
f- 3,10 U/ml: laminarina
a-55-6,5
Cellulomonas cellulans Ultrafiltragdo e coluna de CM-Sepharose CL-
% B-1,3 glucanase 17,1 b-55°C
191° 6B, SDS-PAGE
c-pH5,5-6,5
Cellulomonas cellulans Ultrafiltrag@o e coluna de DEAE-Sepharose,
B-1,3 glucanase 57 -
1917 SDS-PAGE
o Colunas DEAE-Sepharose FF e Sephacryl S- c-pHS53-11,5
Bacillus clausii B-1,3 glucanase 71
200HR, SDS-PAGE
Colunas Q cartridge e Superdex 75SHR a- 10,0
Cellulomonas flavigena
quitinase Filtragdo em gel 34,2 b-50°C
NTOU”!
SDS-PAGE 325 c-pH 6,0-10,0 até 45 °C
a-45-50
b-40-45°C
e- 0,537 mmol:p-nitrofenol-f-
Precipitacdo com sulfato de amdnio e coluna
Metarhizium anisopliae™ quitinase 30 diacetilquitobiose
DEAE-Sephacel
f- 4,86 nml/ml/min:p-nitrofenol-
B-diacetilquitobiose
Precipitacao com sulfato de amonio, a-3,5
Trichoderma harzanium . cromatografia de afinidade com quitina b-50°C
5 quitinase .
T198" Filtragio em gel 28 d-74
SDS-PAGE 27,5
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CLONAGEM

A clonagem ultimamente tem sido uma ferramenta muito importante e util para
enzimologistas e outros pesquisadores. Em relagdo as enzimas liticas, a disponibilidade de
seqiiéncias nucleotidicas, e conseqiientemente, de familias de genes, possibilitam um maior
entendimento do papel e do modo de acdo dessas enzimas na degradacdo da parede celular
de leveduras, além de possibilitar a comparagdo com enzimas de outros organismos.
Estudos mais apurados sobre as relagdes estruturais e funcionais dessas enzimas permitem
obter enzimas liticas apropriadas para a permeabilizacdo celular e recuperacio seletiva de
proteinas das células de leveduras, ndo somente de S. cerevisiae, mas também de leveduras
cada vez mais importantes no ramo biotecnologico como: Hansenula polymorpha, Pichia
pastoris, entre outras’*. Devido 2 importincia das B-1,3 glucanases, muitos genes que
codificam a produgdo desta enzima t€m sido identificados, clonados e transferidos em um
microrganismo competente. Técnicas de clonagem de DNA complementares (DNAc)
combinadas com mecanismos de regulacdo da transcri¢do, utilizacao de vetores plasmidiais

especialmente projetados e transformacdo em E. coli, também tém sido muito utilizadas

para a super produ¢do de enzimas de interesse.
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Tabela ; 4. Clonagem e expressdo de genes que codificam a producéo de 3-1,3 glucanases
de diversos organismos

Organismo Enzima (s) Gene (s) Comentarios
Bacillus circulans B-1,3 glucanases GIcB O gene foi clonado em E. coli e a seqiiéncia
WL-12" BeC nucleotidica determinada.
Oefskovza. Endo-B-1,3 glucanase Elucidacéo da seqiiéncia primdria de aminodcidos
xanthineolytica Beta III . - . o
LLG1097 e subseqiiente expressdo em Bacillus subtilis.

-1,3 glucanase- . fA L
B & O gene foi clonado, a seqiiéncia de aminoacidos
Streptomyces

matensis DIC-10876 laminarinapentaose Iph da regido N-terminal e a seqiiéncia total do gene
foram determinadas.

A regido N-terminal do gene foi seqiienciada e os
Cellulomonas residuos obtidos desta técnica foram idénticos aos
cellulans 191% B-1.3 glucanase i obtidos da -1,3 glucanase da preparagdo
comercial Zymolyase.

Oerskovia B-1.3 glucanase i Obtencdo de uma E. coli recombinante para a
xanthineolytica'’ super produ¢do da enzima.
Identificacdo e determinacdo da seqiiéncia interna
Lysobacter Trés B-1,3 glucanases | GluA, gluB | de aminoécidos dos trés genes. Atribui-se as -
enzymogenes N4-7%! e gluC 1,3 glucanases a atividade de biocontrole.

O DNAC foi clonado, caracterizado e expresso
em E. coli. A proteina recombinante obtida foi
capaz de hidrolisar a parede celular do fungo
patégeno do arroz (Pyricularia oryzae) e
laminarina.

Endo-B-1,3 glucanase DNAc

. . 78
Pyricularia oryzae (OsGLN1)

APLICACOES

Uma grande quantidade de produtos podem ser isolados e purificados da célula
microbiana com o auxilio da lise enzimdtica como, por exemplo: peptideos,
polissacarideos, proteinas recombinantes, dcidos nucléicos, pigmentos, enzimas, lipideos,
entre outros. Além do potencial de aplica¢do na preparacdo de protoplastos, fusdo celular e
transformacdo de leveduras, pode-se ressaltar sua aplicacio na producdo de enzimas
intracelulares, preparacdo do polissacarideo glucana, extra¢do alcalina de proteinas de
leveduras, pré-tratamento para lise mecanica de células em Dyno-Mill, producdo de extrato
de levedura, extragdo de pigmentos de leveduras vermelhas e lise de microrganismos que
provocam a cdrie dentdria®. A lise de células de leveduras com enzimas permite

seletividade na liberacdo de produtos, independe da escala e pode ser realizada em
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condicdes de pH e temperatura que nao implicam na desnaturacdo de produtos celulares de

interesse.

Camada de Mananaproteina
Camada de B-glucana

Membrana Plasmitica

Depésito de Quitina

il’rotease

Hidrélise da mananaproteina

Protoplasto Célula lisada

\
\
]
]
1
’
N ’

Seaa-”

Em condi¢io osmética controlada Em condigio hipotdnica do meio

Figura 1 4. Lise enzimadtica da célula de levedura e formagao de protoplasto

As enzimas liticas podem ser utilizadas para a lise da parede celular de leveduras

para diferentes finalidades, como: preparacdo de extrato de levedura®’; aumento da

B

eficiéncia de desintegrador mecénico para extracdo de compostos intracelulares e ligados a

1081 extracdo do pigmento vermelho

z 46 . ey a1 - .
célula™; aumento da digestibilidade de racdo anima
. . 82 ~ . 45 =
astaxantina de Phaffia rhodozyma™; preservacdo de alimentos ~; obtencdo de fonte de
s . . . 83 . s . .
proteina unicelular para animais e humanos™”; aumento do valor alimenticio de cereais

o N . . .1 84 ~
quando se utilizam altas propor¢des de polissacarideos sem amido”'; obten¢do de mananas
85

B

de diferentes fontes que apresentam atividade antioxidante e antimutagénica
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melhoramento da clarificagao e filtracdo de vinhos™; sintese de novos substratos para 3-1,3
e PB-1,4 glucanases por meio de reagdes de transglicosilagdo catalisadas por B-1,3
glucanases®; reducdo da viscosidade do produto final no processo de fabricacio de
cervej a®!; elucidagdo da estrutura, composicdo e mecanismo da sintese da parede celular de
leveduras! 5161820218891

As enzimas quitinoliticas apresentam intimeras aplicacdes biotecnoldgicas no ramo
da industria e agricultura. As quitinases podem ser utilizadas no controle de fungos
patdgenos de plantas e insetos. H4 também, um crescente interesse na produgdo de
quitinooligossacarideos biologicamente ativos através da utilizagdo das quitinases. Essas
enzimas podem ainda ser aplicadas na producdo de fonte de proteina unicelular, preparacdo
de enzimas micoliticas e na formacgao de protoplastos fﬁngicosgz.

Alguns trabalhos relatam as aplicacdes de quitinases e B-1,3 glucanases no setor
agrotecnolégico. Wiwat ef al.”® produziram quitinase a partir de Bacillus circulans 41 para
uso como suplemento de bioinseticida de B. thuringiensis para o controle de larvas de
lepidopteras. Zhang e Yuen® utilizaram um sistema litico composto por quitinase, protease,
B-1,3 glucanase e lipase para o controle de manchas nas folhas de centeio causadas por
Biopolaris sorokiniana.

B-1,3 glucanases e quitinases produzidas por plantas em resposta as infecgdes
causadas por microrganismos patogénicos tém sido purificadas e utilizadas para testes de
atividade antifingica. Sela-Buurlage er al® verificaram a atividade antifingica de
diferentes isoformas de quitinases e [3-1,3 glucanases do tabaco contra esporos de Fusarium
solani. Ji e Kuc’® observaram a atividade fungicida de B-1,3 glucanase e quitinase de
pepino (Cucumis sativus L.) sobre Colleotrichum lagenarium. Beffa et al.”’ verificaram que
B-1,3 glucanases de plantas com atividade antifingica apresentam func¢io na patogénese
viral, atuando sobre o virus do tabaco de Havana 425 e sobre Nicotiniana sylvestris (virus
que causa necrose no tabaco). Kim e Hwang98 utilizaram uma 3-1,3 glucanase purificada de
raiz de pimenta para inibir o crescimento das hifas do fungo Phytophthora capsici. O efeito
sinérgico da 3-1,3 glucanase e de uma quitinase também produzida pela pimenta ocasionou
inibicdo do crescimento das hifas de F. oxysporum var. cucumerinum e P. capsici. O
mecanismo de resposta de plantas infectadas induz a produgdo de B-1,3 glucanases e

quitinases. Essas enzimas estdo relacionadas a patogénese e sdo indicadoras do sistema de
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resisténcia da planta. Em geral, sdo encontradas em compartimentos onde hd as lesdes
P 99,100
causadas por fungos e virus infectantes .
As enzimas liticas, principalmente B-1,3 glucanases e quitinases, também sdo
produzidas por microrganismos que exercem funcdo antagonica aos fitopatogenos. A essas
enzimas se atribuiu o efeito de fungitoxicidade sobre o patégeno e a eficiacia do biocontrole

de organismos antagonistas.

Tabela 1 5. Enzimas liticas envolvidas no biocontrole de fitopatdgenos

Microrganismos de controle biolégico Enzimas envolvidas Fitopatogeno
Pichia membranaefaciens FY-101"" B-1,3 glucanases Botrytis cinerea
Thichoderma harzianum CECT 2413'* Quitinase, B-1,3 e f-1,6 Rhtzoctolma.solam ¢

glucanase Botrytis cinerea
Glomus mosseae e Quitinase, quitosanase, B-1,3

03 Phytophthora parasitica

. . 1 L. .
Glomus intraradices glucanase e superéxido-dismutase

B-1,3 glucanase,

Rhodotorula glutinis e Penicillium expansum e

.. olifenoloxidase, fenilalanina e .
Cryptococcus laurentii'® p U Alternaria alternata
amonia-liase
Bacillus mycoides'” e uitinase, 3-1,3 glucanase e .
Baci yeoic 106 Q B =8 Cercospora beticola
acillus pumilus peroxidase
107 Exo e endo B-1,3 glucanase e

Tilletiopsis pallescens Gokhale Podosphaera xanthii

quitinase

CONCLUSOES

As células microbianas podem ser rompidas por métodos mecanicos, quimicos ou
enzimaticos. Em condi¢des extremas de pressdo e temperatura requeridas na lise mecanica,
as proteinas e outros produtos podem ser desnaturados e, desta forma, a lise enzimética da
parede celular de leveduras realizada a 35-37°C em pH 7,0-7,5, tem-se tornado bastante
atrativa. As preparagdes comerciais liticas apresentam custo elevado, o qual, provavelmente
estd associado a procedimentos ultrapassados e onerosos. O investimento em pesquisas de
producdo das enzimas com indutores baratos e facilmente disponiveis e procedimentos
melhorados de purificagdo podem ser de grande contribuicdo para a diminui¢do dos custos.
As enzimas liticas B-1,3 glucanases, proteases e quitinases apresentam variadas aplicagdes
industriais e sdo requeridas em muitas dreas da pesquisa, o que amplia o campo de

utilizacdo dessas enzimas.
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CAPITULO II: ESTUDO DO EFEITO DO pH, TEMPERATURA E
AGITACAO NA PRODUCAO DE B-1,3 GLUCANASES, PROTEASES E
QUITINASES

RESUMO

O presente trabalho visou o estudo da produgio de B-1,3 glucanases pela linhagem
Cellulosimicrobium cellulans 191; de proteases pelas linhagens B26 e C. cellulans 191 e de
quitinases pela linhagem C. cellulans 191, em meios de cultivo A, B e C contendo
diferentes indutores. Foram realizados planejamentos fatoriais 2%, e os fatores estudados
foram: pH inicial, temperatura (°C) e agita¢do dos frascos. No planejamento experimental
para a produgdo de B-1,3 glucanase em meio de cultivo A foi verificado maior produgéo da
enzima (0,64 U/mL) com pH inicial de 8,5 ap6s 24 h de fermentagéo a 33°C e 200 rpm. Os
parametros pH, agitacdo dos frascos e a interagdo entre todos os parametros foram
estatisticamente significativos; entretanto a temperatura, na faixa estudada, ndo se
apresentou como estatisticamente significativa. O coeficiente de correlacdo para a producao
de B-1,3 glucanase foi de 0,95 e a Anova (Andlise de Varidncia) demonstrou que o modelo
de regressdo de primeira ordem foi significativo adotando um nivel de confianga de 95%,
como evidenciado pelo teste-F (F-modelo foi 4,73 vezes maior que o valor de F-tabelado).
No planejamento experimental para a producdo de protease pela linhagem B26 em meio de
cultivo B foi verificado maior produ¢do da enzima (5,01 U/mL) com pH inicial de 6,5; apds
30 h de fermentagio a 20°C e 200 rpm. Todos os parimetros foram considerados
estatisticamente significativos, com exce¢do da interacdio do pH e da agitacdo. O
coeficiente de correlagdo para a producdo de protease pela linhagem B26 foi de 0,95 e a
Anova demonstrou que o modelo de regressdo de primeira ordem foi significativo adotando
um nivel de confianca de 95%, como evidenciado pelo teste-F (F-modelo foi 3,52 vezes
maior que o valor de F-tabelado). No planejamento experimental para a produgdo de
protease pela linhagem C. cellulans 191 em meio de cultivo B foi verificado maior
producdo da enzima (4,25 U/mL) com pH inicial de 6,5 ap6s 30 h de fermentacdo a 20°C e
200 rpm. O pH foi o unico pardmetro estatisticamente significativo. O coeficiente de

correlag@o para a producdo de protease foi de 0,93 e a Anova demonstrou que o modelo de

39



regressdo de primeira ordem foi significativo adotando um nivel de confianca de 95%,
como evidenciado pelo teste-F (F-modelo foi 26,3 vezes maior que o valor de F-tabelado).
No planejamento experimental para a producdo de quitinase em meio de cultivo C foi
verificado maior producdo da enzima (7,06 U/mL) com pH inicial de 5,5 ap6s 72 h de
fermentagio a 25°C e 200 rpm. Todos os parAmetros estudados e suas interacdes foram
estatisticamente significativos. O coeficiente de correlacdo para a produgdo de quitinase foi
de 0,99 e a Anova demonstrou que o modelo de regressdo de primeira ordem foi
significativo adotando um nivel de confianca de 95%, como evidenciado pelo teste-F (F-

modelo foi 16,13 vezes maior que o valor de F-tabelado).
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SUMMARY

The aim of this work was to study the production of [-1,3 glucanases by
Cellulosimicrobium celulans strain 191; proteases by strains B26 and C. celulans 191 and
chitinases by C. celulans 191, in culture media A, B and C containing different inductors.
The experimental designs employed were 2 factorial designs, and the factors studied were:
initial pH, temperature (°C) and rotatory shaker speed (rpm). The experimental results for
the production of B-1,3 glucanase in culture medium A showed maximum activity (0.64
U/mL) with an initial pH of 8.5 after 24 h of fermentation at 33°C and 200 rpm. The
parameters pH, rotatory shaker speed and the interaction of all the parameters showed
statistical significance, but in the range studied, temperature was not statistically
significant. The coefficient of correlation for B-1,3 glucanase was 0.95 and the Anova
(analysis of variance) of the linear regression model demonstrated that the model was
significant at a confidence level of 95% as evidenced in the F-test (Fmodel 4.73 times greater
than the tabulated value for F). The experimental results for protease production in culture
medium B by strain B26 showed maximum activity (5.01 U/mL) with an initial pH of 6.5
after 30 h of fermentation at 20°C and 200 rpm. All the parameters, with the exception of
the interaction between pH and agitation, showed statistical significance. The coefficient of
correlation for protease was 0.95 and the Anova of the linear regression model
demonstrated that the model was significant at a confidence level of 95% as evidenced in
the F-test (Fmodel 3.52 times greater than the tabulated value for F).The experimental results
for protease production in culture medium B by strain 191 showed maximum activity (4.25
U/mL) with an initial pH of 6.5 after 30 h of fermentation at 20°C and 200 rpm. The pH
was the only parameter showing statistical significance. The coefficient of correlation for
protease was 0.93 and the Anova of the linear regression model demonstrated that the
model was significant at a confidence level of 95% as evidenced in the F-test (Fpoder 26.3
times greater than the tabulated value of F). The experimental results for chitinase
production in culture medium C showed maximum activity (7.06) at an initial pH of 5.5
after 72 h of fermentation at 25°C and 200 rpm. All the parameters and their interactions
showed statistical significance. The coefficient of correlation for chitinase was 0.99 and the

Anova of the linear regression model demonstrated that the model was significant at a
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confidence level of 95% as evidenced in the F-test (Fpoqer 16.13 times greater than the

tabulated value of F).
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INTRODUCAO

A parede celular de leveduras €é formada por trés principais grupos de
polissacarideos: B- glucana (B-1,3 glucana e B-1,6 glucana), mananaproteinas e quitina. A
B- glucana é o composto majoritdrio da parede celular de leveduras, seguida pelas
mananaproteinas e pela quitina. A camada externa da parede celular de leveduras é formada
pelas mananaproteinas, enquanto a interna, pela glucanal’z. Diferentemente da parede
celular das leveduras, a parede celular de fungos é composta principalmente por quitina3.

As B-1,3 glucanases, proteases liticas e quitinases sdo capazes de hidrolisar
componentes da parede celular de microrganismos e, por isso, apresentam atividade litica
sobre leveduras e fung0s4.

Modelos matemdticos t€ém sido cada vez mais utilizados para ajudar a explicar
respostas de reacOes bioquimicas. A metodologia de superficie de resposta é
freqlientemente usada para determinar uma resposta 6tima dentre uma faixa especifica das
condi¢cdes das varidveis estudadas. Em muitos casos, a interacdo de pardmetros que
influenciam processos fermentativos pode ser avaliada com um ndmero reduzido de ensaios
através de um planejamento experimental’. Em relacdo as enzimas liticas, a metodologia de
superficie de resposta é freqiientemente utilizada para a otimizacdo e/ou verificagdo da
influéncia dos componentes do meio de cultivo para a producdo das enzimas, assim como, a
otimizacao e/ou verifica¢do da influéncia de parametros na producao enzimaética.

Soares® estudou a producdo da B-1,3 glucanase pela linhagem C. cellulans 191. O
microrganismo foi cultivado em meio contendo diferentes tipos de indutores e as condigdes
de cultivo foram otimizadas através do planejamento experimental para o aumento da
producdo desta enzima. O meio de cultivo selecionado para a maior producido da enzima
era composto de 0,20% de (NH4)>SO4, 0,02% de MgS04.7H,0 e 1% de parede celular de
levedura extraida mecanicamente em Dyno-Mill em tampao fosfato 0,2M, pH 7,5. O
melhor indutor testado foi a parede celular de leveduras obtida por rompimento mecanico.
Ap0s otimizacdo obteve-se cerca de 75% a mais de atividade de -1,3 glucanase em relagdo
as condi¢des originais, aonde a melhor producdo foi obtida quando o microrganismo foi
cultivado ap6s 24 h em meio modificado, pH 7,5, em agitador rotatério a 200 rpm e a 30°C.

Estudos complementares da protease litica da linhagem C. cellulans 191 foram
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desenvolvidos por Santos’. O meio para a producdo de protease litica da linhagem foi
otimizado por planejamento experimental utilizando o software Statistica e foi obtida a
seguinte composi¢do: 2,0 g/L. de (NH4),SO4. 0,2 g/l de MgS04.7H,0 e 80 g/L de levedura
seca utilizada como indutor em tampao fosfato 0,15 M, pH 8,0.

Adinarayana e Ellaiah® otimizaram os componentes do meio de cultivo para
producdo de protease utilizando planejamento fatorial completo 2°. Os valores 6timos para
as varidveis testadas para a maxima producdo de protease alcalina foram: 7,98 g/L de
glicose; 9,54 g/L. de peptona e 8,75 g/ de solucdo salina. Segundo os autores o método foi
eficiente, somente 20 experimentos foram necessdrios para determinar as condigdes Otimas,
o modelo foi satisfatério e o coeficiente de determinacdo foi de 0,94. Neste trabalho foi
demonstrado que o uso do planejamento fatorial completo central pela determinacdo das
condic¢des 6timas resultou em um aumento no rendimento da produgdo da enzima.

Vaidya et al.” estudaram a otimizagdo dos componentes do meio de cultivo para a
producdo de quitinase pela bactéria Alcaligenes xylosoxydans IMI 385022. Os componentes
do meio de cultivo considerados relevantes para a producio de quitinase através do método
Plackett-Burman foram: Tween 20, extrato de levedura e quitina. A concentragcdo 6tima dos
componentes foi: 1,0 g/L. de (NH4)>SOy4; 1,36 g/ de KH,POy; 0,3 g/L de MgSO4 . 7 H,0;
0,12 g/LL de Tween 20; 0,3 g/L. de extrato de levedura e 15 g/L de quitina. Usando este
método de otimizagao estatistica a producdo de quitinase aumentou aproximadamente 2,41
vezes.

A otimizagdo das condi¢des de cultivo para a producdo de - glucanase por Bacillus
subtilis ZJF 1AS foi estudada em frascos agitados. A temperatura apresentou grande efeito
na producdo da enzima, sendo a temperatura Otima 37°C. A atividade diminuiu
significativamente quando se utilizaram temperaturas superiores a esta. A quantidade de
meio utilizado nos frascos afetou substancialmente a producdo da [B- glucanase. Os
resultados do planejamento fatorial fraciondrio mostraram que o tempo de crescimento e
tamanho do in6culo e a velocidade de agitacdo dos frascos foram fatores fundamentais para
a produgio de B- glucanase e para o periodo de tempo para se obter maior atividade da
enzima. As condi¢des Gtimas para a produgdo de - glucanase obtidas no planejamento
composto central foram: tempo de incubacao do in6culo de 16 h; quantidade do in6culo de

3,82%; agitacdo dos frascos de 210 rpm; 30 mL de meio de cultivo em frascos de 250 mL,
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pH inicial de 7,0; temperatura de 37°C e tempo de incubacdo para a maior produgdo
enzimatica de 50 h. Os resultados experimentais foram de acordo com os valores preditos
pelo modelo polinomial de segunda ordem'”.

O planejamento fraciondrio fatorial 2°2 foi aplicado para elucidar os componentes
do meio de cultivo que afetam significativamente a producdo da enzima B- glucanase de
Bacillus subtilis ZJF1AS. A concentracio da farinha de cevada, farinha de milho e farinha
de soja no meio foram fatores significativos. O método de anélise ascendente foi usado para
localizar o ponto 6timo. As curvas de contorno do planejamento composto central foram
utilizadas para estimar a superficie de resposta quadrética proveniente dos niveis dos
fatores para a mdxima produgdo enzimdtica. A composi¢cdo do meio de fermentacdo
otimizado com a metodologia de superficie de resposta foi: 63,5 g/L de farinha de cevada;
44,8 g/L. de farinha de milho; 1,0 g/LL de KH,POy; 0,1 g/ de MgSO, . 7 HO; 0,1 g/L de
CaCl,. A atividade da enzima ap6s 48 h de fermentacdo foi cerca de 1,4 vezes maior que a
atividade enzimdtica obtida no meio original .

Beshay er al.'? descreveram a producio de B-1,3 glucanase de Bacillus sp.
utilizando uma linhagem de Escherichia coli recombinante. A produ¢do méxima de -1,3
glucanase ocorreu apds 28 h de fermentacdo utilizando um meio de cultivo otimizado
composto por: 7,0 g/L de lactose; 24,0 g/L de extrato de levedura e 5,0 g/L. de NaCl.

As enzimas liticas produzidas pela linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191 sdo
capazes de lisar células de leveduras, e por isso, apresentam grandes perspectivas em
diversos ramos biotecnoldgicos'. Proteases, B-1,3 glucanases e quitinases sdo capazes de
lisar a parede celular de Saccharomyces cerevisiae, Candida sp. e outros géneros de
leveduras e as preparacdes enzimadticas com alto teor de quitinases sdo capazes de inibir o
crescimento de fungos como Trichoderma harzianum e Aspergillus niger'*".

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes pardmetros na
producdo de [-1,3 glucanases, proteases liticas e quitinases pelas linhagens

Cellulosimicrobium cellulans 191 e B26 utilizando planejamento experimental.
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MATERIAL E METODOS
Material

Reagentes: Caseina Hammarsten e dcido tricloroacético (Merck), 4cidos, bases, sais
e minerais (Merck, Riedel, Ecibra ou equivalente).

Material especifico: laminarina (polissacarideo composto de unidades de [B-1,3
glicose, obtido da alga Laminaria digitata) (Sigma); parede celular bruta de levedura
Saccharomyces cerevisiae (Prodesa); levedura seca (Fleischmann) e quitina de crustaceos
(doada pelo Prof. Luiz Henrique Beirdo).

Microrganismos que lisam a parede celular de leveduras:

A linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191 foi utilizada para a produgio de -1,3
glucanases e quitinases; enquanto que as linhagens B26 e Cellulosimicrobium cellulans 191
foram utilizadas para a producdo de proteases. As linhagens bacterianas foram isoladas de
residuos de usina de fermentacdo alcodlica, por Ferro'®, no Laboratério de Bioquimica de
Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de

Campinas.

Métodos
Manutenc¢iao dos microrganismos

Os microrganismos que lisam leveduras estdo sendo mantidos em tubos inclinados
com meio dgar TYM descrito por Yamamoto ef al.'’. As culturas vém sendo conservadas a
4°C sob camada de vaselina esterilizada e repicadas a cada trés ou quatro meses de

armazenamento.

Estudo do efeito do pH, temperatura e agitacio na producio de [B-1,3
glucanases, proteases e quitinases em diferentes tempos de fermentacao, em diferentes

meios de cultivos, em frascos agitados, utilizando planejamento experimental

Foram realizados um total de 11 ensaios, para o estudo de producdo de cada enzima,

tratando-se de um planejamento fatorial 2" com 3 pontos centrais, onde n é o nimero de

46



varidveis independentes, conforme metodologia descrita por Neto et al.'®. Para cada ensaio
foram coletadas aliquotas apds diferentes tempos de fermentacdo. A andlise estatistica dos
resultados foi realizada através do programa computacional Statistica 5.0 (StatSoft, 1995)",
utilizando o Experimental Design.

Preparacdo do Pré-Indculo: uma al¢ada das culturas de 24 h dos microrganismos em
tubos inclinados de meio TYM foram inoculadas separadamente em frascos Erlenmeyers
de 500 mL contendo 100 mL do meio de cultivo.

Fermentacgdo: aliquotas de 10 mL do pré-in6culo foram transferidas assepticamente
para frascos Erlenmeyers de 500 mL contendo 90 mL do mesmo meio de cultivo. Os
frascos foram incubados sob diferentes condi¢des, em diferentes tempos de fermentacao,
conforme o planejamento experimental.

Obteng¢do do Extrato Enzimdtico Bruto: Apds incubagdo, os meios de cultivo
obtidos no item anterior foram centrifugados a 7.840 g durante 10 min a 5°C e os
sobrenadantes utilizados como fonte de enzima.

As atividades de B-1,3 glucanases, proteases e quitinases nos sobrenadantes dos

meios de cultivo foram determinadas como descrito abaixo.

Estudo da producdo de B-1,3 glucanases pela linhagem Cellulosimicrobium

cellulans 191

A producdo de B-1,3 glucanases pela linhagem C. cellulans 191 foi testada, em
frascos agitados, em meio de cultivo A composto por 2,0 g/L. de (NH4)>SOs4. 0,2 g/L de
MgS0.4.7H,0 e 10 g/LL de parede celular de levedura em tampao fosfato 0,2 M, pH 7.5,
otimizado por Soares’.

As varidveis independentes e seus respectivos niveis e valores reais do planejamento
fatorial estdo ilustrados na Tabela 1 1.

Tabela y 1. Varidveis independentes, niveis e valores reais utilizadas no planejamento
fatorial para o estudo da produg¢do de B-1,3 glucanases pela linhagem C. cellulans 191

Varidveis Niveis
Independentes -1 0 1
pH 6,5 7,5 8,5
Temperatura (°C) 27 30 33
Agitacdo (rpm) 100 150 200
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Para os valores de pH 6,5 e 7,5 foi utilizado tampao fosfato 0,2M; enquanto que
para o valor de pH 8,5 foi utilizado tampdo carbonato-bicarbonato 0,2M.

A tendéncia do planejamento experimental para a producio de B-1,3 glucanase pela
linhagem C. cellulans 191 foi confirmada através da fermentacdo em frascos Erlenmeyers

aletados, em pH 7,5; 30°C e 200 rpm, ap6s 24 h de fermentac3o.

Estudo da producio de proteases pelas linhagens B26 e C. cellulans 191

A producdo de proteases pelas linhagens B26 e C. cellulans 191 foi testada, em
frascos agitados, em meio de cultivo B composto por 2,0 g/L. de (NH4)2SOy4. 0,2 g/L. de
MgS0.4.7H,0 e 80 g/ de levedura seca utilizada como indutor em tampao fosfato 0,15 M,
pH 8.0, otimizado por Santos’.

As varidveis independentes e seus respectivos niveis e valores reais estdo ilustrados

na Tabela 1 2.

Tabela y 2. Varidveis independentes, niveis e valores reais utilizadas no planejamento
fatorial para o estudo da produgdo de protease pelas linhagens B26 e C. cellulans 191

Varidveis Niveis
Independentes -1 0 1
pH 6,5 8,0 9,5
Temperatura (°C) 20 30 40
Agitacdo (rpm) 100 150 200

Estudo da producao de quitinase pela linhagem C. cellulans 191

A producdo de quitinase pela linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191 foi
testada, em frascos agitados, em meio de cultivo C composto por 4,0 g/ de extrato de
levedura; 2,0 g/L de triptona; 4,0 g/L de MgS0,4.7H,0; 1,2 g/l de KH,POy4; 2,8 g/L de
KoHPO4 e 15 g/l de quitina neutralizada utilizada como indutor, otimizado por
Yamaguchizo. Este meio de cultivo apresenta pH 6,5.

As varidveis independentes e seus respectivos niveis e valores reais estdo ilustrados

na Tabela 11 3.
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Tabela y 3. Varidveis independentes, niveis e valores reais utilizadas no planejamento
fatorial para o estudo da produc¢do de quitinase pela linhagem C. cellulans 191

Variaveis Niveis
Independentes -1 0 1
pH 5,5 6,5 7,5
Temperatura (°C) 25 30 35
Agitacio (rpm) 100 150 200

Foram utilizadas solu¢des de HCl e NaOH, para ajustar os valores de pH dos meios

de cultivo requeridos para o planejamento experimental.

Determinacao da atividade de p-1,3 glucanase

A atividade de B-1,3 glucanase foi determinada como descrito por Saeki et al* e
Santos”. A mistura de 250 pL de solugdo enzimdtica e 250 pL de solucdo 1,0% de
laminarina em tamp@o acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5 foi incubada a 55°C por 30 min. A
reagdo foi interrompida por aquecimento a 100°C por 5 min. Os agticares redutores foram
determinados pelo método de Somogyi23 utilizando-se glicose como acticar padrdo. Para
controle foram determinados os agucares redutores presentes na solugdo enzimdtica
utilizando-se dgua destilada no lugar da solu¢do de laminarina. Para ajuste do
espectrofotdometro foi preparado um tubo branco utilizando-se dgua destilada no lugar da
solucdo de laminarina. Uma unidade de atividade foi definida como a liberagdo de um

umoL de glicose por minuto por mL de solu¢do enzimadtica.

Determinacao da atividade de protease litica

A atividade de protease foi determinada utilizando-se caseina como substrato como
descrito por Obata et al* e Rowley e Bull®. A mistura de reacdio contendo 1,5 mL de
solucdo 2,0% de caseina; 1,0 mL de tampao fosfato 0,15 M, pH 7,5 e 0,5 mL de solucdo
enzimatica foi incubada a 30°C por 30 min. A reacdo foi paralisada pela adi¢dao de 3,0 mL
de solucdo 0,4 M de 4cido tricloroacético (TCA), seguida de filtracdo em papel Whatman
42. A absorbancia do filtrado foi determinada a 280 nm, sendo uma unidade de atividade
definida como aquela capaz de aumentar em uma unidade a absorbancia do filtrado, nas

condicdes do ensaio. Foi preparado um tubo branco para cada amostra, com a adi¢do de
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TCA antes da adi¢ao da enzima.

Determinacao da atividade de quitinase

A atividade de quitinase foi determinada usando quitina coloidal®®*’, de acordo com
a metodologia otimizada por Yamaguchi®. A quitina coloidal foi preparada como descrito
por Fleuri". A mistura de 0,5 mL de solucdo enzimatica e 0,5 mL de suspensdo de quitina
coloidal 0,2% em tampao citrato de sédio 0,1 M, pH 6,0 foi incubada durante 60 min a
45°C. A mistura de reagdo foi resfriada em banho de gelo e centrifugada a 8.232 g por 10
min a 5°C. A mistura de 1,0 mL do sobrenadante e 50 pL de borato de potdssio 0,8 M foi
aquecida em banho em ebulicdo por 3 min e resfriada em banho de gelo. Em seguida foi
adicionado 1,5 mL de solu¢do 10% de dimetilaminobenzaldeido em dcido acético contendo
12,5% de HC1 10 N. A mistura foi incubada em banho-maria a 37°C durante 20 min e a
absorbancia foi determinada a 585 nm. Para a preparacdo do tubo branco foi utilizada
solugdo enzimdtica inativada através de aquecimento durante 5 min em banho em ebuli¢do.
Uma unidade de atividade foi definida como 1 umoL de N-acetilglicosamina formado nas

condicdes do ensaio.

Todos os testes para a determinagdo das atividades enzimadticas foram realizados em

duplicatas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudo do efeito do pH, temperatura e agitacio na producio de (B-1,3
glucanases, proteases e quitinases em diferentes tempos de fermentacio, em diferentes

meios de cultivos, em frascos agitados, utilizando planejamento experimental

Estudo da producéo de B-1,3 glucanase pela linhagem C. cellulans 191

Foi realizado um planejamento fatorial para avaliar as varidveis independentes pH,
temperatura e agitacdo dos frascos na produgdo de B-1,3 glucanases pela linhagem C.
cellulans 191.

A Tabela 1 4 mostra o planejamento fatorial para a produgio de B-1,3 glucanases
pela linhagem C. cellulans 191, com seus valores reais e codificados para cada ensaio,

assim como a varidvel dependente: atividade de -1,3 glucanase (U/mL).

Tabela y; 4. Estudo do efeito do pH, temperatura e agita¢do na produgéo de B-1,3 glucanase
pela linhagem C. cellulans 191, em diferentes tempos de fermentagdo, em frascos agitados,
utilizando planejamento experimental

Tempo de Fermentagdo
18h 24h 30h
Ensaios pH Temperatura (°C) Agitacdo (rpm)
Atividade de B-1,3 glucanase
(U/mL)

1 -1 (6,5) -1 (27) -1 (100) 0,05 0,07 0,06
2 1(8,5) -1 (27) -1 (100) 0,20 0,29 0,28
3 -1 (6,5) 1(33) -1 (100) 0,02 0,03 0,03
4 1(8,5) 1(33) -1 (100) 0,21 0,27 0,25
5 -1 (6,5) -1 (27) 1 (200) 0,08 0,10 0,09
6 1(8,5) -1 .(27) 1 (200) 0,35 0,45 0,43
7 -1 (6,5) 1(33) 1 (200) 0,07 0,09 0,09
8 1(8,5) 1(33) 1 (200) 0,51 0,64 0,62
9 0(7,5) 0(30) 0 (150) 0,23 0,29 0,27
10 0(7,5) 0 (30) 0 (150) 0,21 0,30 0,24
11 0(7,5) 0(30) 0 (150) 0,24 0,31 0,25
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A Figura y 1 ilustra a produgédo de -1,3 glucanase pela linhagem C. cellulans 191
apo6s 18, 24 e 30 h de fermentagdo, nos ensaios realizados de acordo com o planejamento

experimental.

—e—Ensaio 1
—m— Ensaio 2

0,7 .
® Ensaio 3
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éﬁ 05 —%— Ensaio 5
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Figura p1 1. Produgio de B-1,3 glucanase pela linhagem C. cellulans 191 ap6s 18, 24 ¢ 30 h
de fermentagdo, nos ensaios realizados de acordo com o planejamento experimental fatorial

A andlise estatistica foi realizada com os valores de atividade enzimdtica obtidos
ap6s 24 h de fermentagdo, onde foi obtido maior atividade de B-1,3 glucanase (ensaio 8)
(Tabela 11 4 e Figura i1 1).

Analisando os valores de atividade obtidos na Tabela iy 4 e Figura ;1 1 apds 24 h de
fermentagdo, verifica-se um incremento na atividade de B-1,3 glucanase ao longo do
planejamento, variando de 0,03 U/mL de B-1,3 glucanase para o ensaio 3 (pH 6,5, 33°C e
100 rpm) até 0,64 U/mL de B-1,3 glucanase para o ensaio 8 (pH 8,5, 33°C e 200 rpm). Nao
foi detectada nenhuma atividade de protease e quitinase no sobrenadante do meio de cultivo
do extrato enzimdtico da linhagem 191 do ensaio 8 apds 24 h de fermentagdo. Os 11
experimentos realizados em diferentes condi¢des apos 24 h de fermentacdo fornecem
informacdes importantes relacionadas ao ganho de atividade enzimadtica e a importancia de

se conhecer e estabelecer condi¢cdes adequadas para a produgdo da enzima.
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A Tabela 5 apresenta o efeito das varidveis (pH, temperatura e agitacio dos
frascos) sobre a produgdo de B-1,3 glucanase pela linhagem C. cellulans 191. O pH e a
agitacdo apresentaram efeitos positivos significativos na atividade enzimatica. No entanto,
a temperatura individualmente (na faixa estudada) ndo afetou a produgio de [-1,3
glucanase, mas sua interagio com o pH e a agitacdo geraram efeitos positivos
significativos. O pH exerceu o maior efeito para a producdo da enzima, seguido pela
agitacdo. Dessa forma verificou-se que as condigdes para se obter maior produgio de B-1,3
glucanase pela linhagem 191, dentre os valores estudados, sdo: valores de pH acima de 6,5
e agitacdo dos frascos superior a 100 rpm. Escolheu-se pH 7,5 levando em consideracao
que pH muito elevado pode diminuir a estabilidade da enzima e, também, para facilitar a
etapa posterior de purificagdo da enzima. Para a produgdo da enzima [-1,3 glucanase pela

linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191 foi escolhido 200 rpm para a agitacdo dos

frascos e 30°C.

Tabela 11 5. Estimativa dos efeitos das varidveis independentes (pH, temperatura e

agitacdo) na producdo de PB-1,3 glucanase pela linhagem C. cellulans 191, em frascos
agitados

Limite de  Limite de
Efeito Desvio Confianga Confianga

Parametros (U/mL)  Padrio t® P (-:95%)  (+95%)
Média 0,26 0,003 85,63 0,0001  0,2452 02712

1- pH (L)* 0,34 0,007 48,08 0,0004 03096  0,3704

2- Temperatura (L) 0,03 0,007 4,24 0,0513  -0,0004  0,0604
3- Agitagdo (L)* 0,16 0,007 21,92 0,0021  0,1246  0,1854
1 x 2% 0,06 0,007 7,78 0,0161 00246  0,0854

1 x 3% 0,11 0,007 15,56 0,0041  0,0796  0,1404

2 x 3% 0,06 0,007 8,49 0,0136  0,0296  0,0904

* Parametros estatisticamente significativos
(L) Parametro linear

Neste trabalho foram realizados planejamentos experimentais fatoriais 2° com trés
pontos centrais para a avaliacdo de diferentes parametros (pH, temperatura e agitagcdo) e
suas intera¢des na producao de enzimas liticas.

He et al.'® otimizaram as condi¢des de cultivo para a producio de B- glucanase por

Bacillus subtilis ZJF 1AS, em frascos agitados. A temperatura apresentou grande efeito na
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produ¢io da enzima, sendo a temperatura Otima 37°C; a atividade diminuiu
significativamente quando se utilizaram temperaturas superiores a esta. A quantidade de
meio de cultivo no frasco afetou substancialmente a produgio de B- glucanase. O aumento
da velocidade de agitacdo resultou no aumento da produgdo da enzima, mas foi dependente
da concentracdo e da quantidade de meio de cultivo utilizado no frasco. Os resultados do
planejamento fatorial fraciondrio mostraram que o tempo de crescimento e tamanho do
in6culo e a velocidade de agitacdo dos frascos foram fatores fundamentais para a produgdo
de B- glucanase e para o periodo de tempo para se obter a mais alta atividade. As condi¢des
Gtimas para a produgdo de B- glucanase obtidas no planejamento composto central foram:
tempo de incubacdo do inéculo de 16 h; quantidade do indculo de 3,82%; agitacdo dos
frascos de 210 rpm; 30 mL de meio de cultivo em frascos de 250 mL e pH inicial de 7,0;
temperatura de 37°C e tempo de incubag@o para a maior produgio enzimdtica de 50 h. Os
resultados experimentais estavam de acordo com os valores preditos pelo modelo
polinomial de segunda ordem.

No presente estudo o planejamento fatorial foi utilizado para a verificacdo da
influéncia das varidveis pH, temperatura e agitacdo na produgido de B-1,3 glucanase pela
linhagem bacteriana C. cellulans 191. O pH, a agitacdo e as interacOes entre todos os
pardmetros influenciaram a produgdo da enzima, enquanto a temperatura sozinha ndo
apresentou nenhum efeito sob a producgado, dentre os valores estudados, a 95% de nivel de
confianca.

No estudo paralelo de producdo de [-1,3 glucanase pela linhagem
Cellulosimicrobium cellulans 191 com frascos aletados em tampao fosfato 0,2 M, pH 7.5,
30°C e 200 rpm de agita¢do foi detectada 1,14 U/mL de B-1,3 glucanase apds 24 h de
fermentacdo, evidenciando que aera¢des maiores sdo favordveis para a produgdo da enzima.
No sobrenadante do meio de cultivo foi detectada 0,13 U/mL de protease e nenhuma
atividade de quitinase.

Soares® verificou que a linhagem 191 cultivada no meio A contendo 1% de parede
celular extraida mecanicamente em Dyno-Mill produziu atividade de B-1,3 glucanase (0,59
U/mL) 4,2 vezes maior quando comparada com o estudo realizado por Ferro'®, em que foi
obtido 0,14 U/mL de B-1,3 glucanase em meio de cultivo descrito Scott Schekman'*. No

presente trabalho foi verificado que a mesma linhagem produziu atividade de B-1,3
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glucanase (1,14 U/mL) aproximadamente 1,9 vezes maior que a obtida por Soares’,
utilizando meio de cultivo A contendo 1% de parede celular de levedura, em frascos
aletados agitados, a 30°C e 200 rpm.

A Tabela 11 6 apresenta os coeficientes de regressdo, desvios padrdes e limites de

confianga para a produgio de -1,3 glucanase pela linhagem C. cellulans 191.

Tabela 11 6. Resultados do coeficiente de regressao, desvio padrdo e limites de confianca no
estudo do efeito das varidveis independentes (pH, temperatura e agitacdo) na producio de
B-1,3 glucanase pela linhagem C. cellulans 191

Limite de Limite de

Parimetros Coeficiente Desvio Confianga  Confianca
de Regressio Padrao (-95%) (+95%)
Média 0,26 0,003 0,2452 0,2712
1- pH (L)* 0,17 0,004 0,1548 0,1852
2- Temperatura (L) 0,02 0,004 -0,0002 0,0302
3- Agitacao (L)* 0,08 0,004 0,0623 0,0927
I x2% 0,03 0,004 0,0123 0,0427
I x 3% 0,06 0,004 0,0398 0,0702
2x 3% 0,03 0,004 0,0148 0,0452

* Parametros estatisticamente significativos
(L) Parametro linear

A validade do modelo foi entdo verificada pela Andlise de Variancia (Anova)
apresentada na Tabela 1 7. O coeficiente de correlacdo obtido foi de 0,96. O valor do teste F
calculado foi comparado ao valor do F tabelado para a distribuicdo de F a 95% de nivel de
confian¢a com os respectivos graus de liberdade. O F calculado para a produgdo de -1,3
glucanase pela linhagem C. cellulans 191 foi de 4,73 vezes maior que o F tabelado,
indicando que o modelo de primeira ordem € estatisticamente significativo e preditivo e

descreve as respostas em funcao das varidveis analisadas.
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Tabela i 7. Andlise de variancia no estudo do efeito das varidveis independentes (pH,

temperatura e agita¢do) na producéo de -1,3 glucanase pela linhagem Cellulosimicrobium
cellulans 191

Fonte de Soma Graus de Média Teste Feal
Variacio Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 0,3167 5 0,0633 23,88
Residuos 0,0133 5 0,0027
Falta de Ajuste 0,0131 3 0,0044
Erro Puro 0,0002 2 0,0001
Total 0,3300 10

Coeficiente de correlagao: R*: 0,96
Ftab 0,95:5:5 = 5,05
Fcal/Ftab = 4,73

Os coeficientes de regressdo ndo estatisticamente significativos a 95% de nivel de
confianga foram excluidos do modelo, sendo incorporados no residuo total. A partir da
validacao dos parametros de estudo, obteve-se o modelo linear que representa o
comportamento da atividade enzimdtica e que descreve as superficies de resposta e curvas
de contorno (Figura 1y 2) da producéo de B-1,3 glucanase pela linhagem Cellulosimicrobium
cellulans 191 (Equagdo 1).

Equacao 1:

Atividade de B-1,3 glucanase = 0,26 + 0,17 . pH (L) + 0,08 . agitacdo (L) + 0,03. pH (L) .
temperatura (L) + 0,06. pH (L) . agitagdo (L) + 0,03. temperatura (L) . agitagdo (L).
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Figura ; 2. Superficies de resposta e curvas de contorno obtidas no planejamento
experimental fatorial para a producdo de B-1,3 glucanase pela linhagem C. cellulans 191

como resposta para: (a) e (b) pH e temperatura; (c) e (d) pH e agitacdo e (e) e (f)
temperatura e agitacao
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Estudo da producio de proteases pelas linhagens B26 e C. cellulans 191

Foram realizados dois planejamentos fatoriais para avaliar as varidveis
independentes pH, temperatura e agitacdo dos frascos na producdo de proteases pelas
linhagens B26 e C. cellulans 191.

A Tabela 1 8 mostra o planejamento fatorial para a producdo de protease pela
linhagem B26, com seus valores reais e codificados para cada ensaio, assim como a

varidvel dependente: atividade de protease litica (U/mL).

Tabela 11 8. Estudo do efeito do pH, temperatura e agitagdo na produgdo de protease pela
linhagem B26, em diferentes tempos de fermentagdo, em frascos agitados

Tempo de Fermentagdo
24h 30h 36h
Ensaios pH Temperatura (°C) Agitacdo (rpm)
Atividade de protease (U/mL)

1 -1 (6,5) -1 (20) -1 (100) 3,96 3,83 3,67
2 1(9,5) -1 (20) -1 (100) 0,38 0,20 0,39
3 -1 (6,5) 1 (40) -1 (100) 3,12 2,94 3,23
4 1(9,5) 1 (40) -1 (100) 0,13 0,00 0,10
5 -1 (6,5) -1 (20) 1 (200) 5,01 4,85 4,53
6 1(9,5) -1 (20) 1 (200) 1,02 0,41 0,43
7 -1 (6,5) 1 (40) 1 (200) 2,58 2,18 3,12
8 1(9,5) 1 (40) 1 (200) 0,00 0,18 0,12
9 0(8,0) 0(30) 0 (150) 2,82 2,51 1,63
10 0 (8,0) 0 (30) 0 (150) 2,85 2,65 1,84
11 08,0 0(30) 0 (150) 2,76 3,54 2,21

A Figura 1 3 ilustra a produgdo de protease pela linhagem B26 apds 24, 30 e 36 h de

fermentacao, nos ensaios realizados de acordo com o planejamento experimental fatorial.
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Figura 1 3. Producio de protease pela linhagem B26 ap6s 24, 30 e 36h de fermentacdo, nos
ensaios realizados de acordo com o planejamento experimental fatorial

A andlise estatistica foi realizada com os valores de atividade enzimdtica obtidos
apos 24 h de fermentacdo, onde se obteve a maior atividade de protease (ensaio 5) (Tabela
n 8 e Figura 11 3).

Analisando os valores de atividade obtidos na Tabela iy 8 e Figura 11 3 apds 24 h de
fermentacdo, verificou-se um aumento na atividade de protease ao longo do planejamento,
variando de atividade de protease nula para o ensaio 8 (pH 9,5, 40°C e 200) até 5,01 U/mL
de protease para o ensaio 5 (pH 6,5, 20°C e 200 rpm). Foi detectada 0,13 U/mL de B-1,3
glucanase e nenhuma atividade de quitinase no sobrenadante do meio de cultivo da

linhagem B26, do ensaio 5, apds 24 h de fermentacao.
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A Tabela 11 9 apresenta o efeito das varidveis (pH, temperatura e agitagdo) sobre a
producdo de protease pela linhagem B26. O pH e a temperatura apresentaram efeitos
negativos significativos na atividade enzimadtica; enquanto que a varidvel agitacdo dos
frascos exerceu efeito positivo significativo. A interacdo do pH com a temperatura e da
temperatura com a agitacdo geraram efeitos significativos, respectivamente, positivo e
negativo. A interacdo do pH com a agitacdo ndo foi estatisticamente significativa. O pH
apresentou maior efeito sobre a resposta, seguido da temperatura. A agitacio pouco
influenciou a producdo de protease. Dessa forma verificou-se que as condigdes para se
obter maior producdo de protease pela linhagem B26, dentre os valores estudados, sdo:
valores de pH abaixo de 9,5, temperaturas abaixo de 40°C e agitagdo dos frascos superior a
100 rpm. Para a continuidade do trabalho de producdo de protease pela linhagem B26

foram escolhidos valor de pH 6,5, temperatura de 25°C e agitacio de 150 rpm.

Tabela i 9. Estimativa dos efeitos das varidveis independentes (pH, temperatura e
agitacdo) na producgdo de protease pela linhagem B26

Limite de  Limite de

Parimetros Efeito Desvio t(2) p Confianca Confianga
(U/mL) Padrio (-95%) (+95%)
Média 2,24 0,014 162,05 0,00004 2,18 2,30
1- pH (L)* -3,29 0,032 -101,38 0,0001 -3,42 -3,15
2- Temperatura (L)* -1,14 0,032 -35,03 0,00081 -1,27 -1,00
3- Agitacao (L)* 0,26 0,032 7,87 0,01577 0,12 0,39
1x2% 0,50 0,032 15,43 0,00417 0,36 0,64
Ix3 0 0,032 0,0 1,0 -0,14 0,14
2x 3% -0,59 0,032 -18,21 0,003 -0,73 -0,45

* Parametros estatisticamente significativos.
(L) Parametro linear
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A Tabela 11 10 apresenta os coeficientes de regressao, desvios padroes e limites de

confianca para a producio de protease pela linhagem B26.

Tabela 11 10. Resultados do coeficiente de regressao, desvio padrdo e limites de confianca
no estudo do efeito das varidveis independentes (pH, temperatura e agitacdo) na producdo
de protease pela linhagem B26

Limite de Limite de

ParAmetros Coeficiente Desvio Confianca  Confianca
de Regressio Padrio (-95%) (+95%)
Média 2,24 0,014 2,18 2,30
1- pH (L)* -1,64 0,016 -1,71 -1,57
2- Temperatura (L)* -0,57 0,016 -0,64 -0,50
3- Agitacdo (L)* 0,13 0,016 0,06 0,20
1x2* 0,250 0,016 0,18 0,32
1x3 0,00 0,016 -0,07 0,07
2 x 3% -0,30 0,016 -0,36 0,23

* Pardmetros estatisticamente significativos
(L) Parametro linear

A validade do modelo foi entdo verificada pela Andlise de Varidncia (Anova)
apresentada na Tabela 1y 11. O coeficiente de correlagio obtido foi de 0,95. O valor do teste
F calculado foi comparado ao valor do F tabelado para a distribui¢do de F a 95% de nivel
de confianca com os respectivos graus de liberdade. O F calculado para a producdo de
protease pela linhagem B26 foi de 3,52 vezes maior que o F tabelado, indicando que o
modelo de primeira ordem € estatisticamente significativo e preditivo e descreve as
respostas em fungdo das varidveis analisadas.

Tabela ;; 11. Andlise de variancia no estudo do efeito das varidveis independentes (pH,
temperatura e agitacdo dos frascos) na producao de protease pela linhagem B26

Fonte de Soma Graus de Média Teste Fcal
Variacio Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 25,49 5 5,097 17,79
Residuos 1,43 5 0,287
Falta de Ajuste 1,43 3 0,476
Erro Puro 0 2 0,002
Total 26,92 10

Coeficiente de correlagao: R*: 0,95
Ftab 0.95:5:5 = 5,05
Fcal/Ftab = 3,52
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Os coeficientes de regressdo ndo estatisticamente significativos a 95% de nivel de
confianca foram excluidos do modelo, sendo incorporados no residuo total. A partir da
validacdo dos parametros de estudo, obteve-se o modelo linear que representa o
comportamento da atividade enzimdtica e que descreve as superficies de resposta e curvas

de contorno (Figura 11 4) da producido de protease pela linhagem B26 (Equagao 2).

Equacao 2:

Atividade de protease = 2,24 - 1,64. pH (L) - 0,57 . temperatura (L) + 0,13. agitacdo (L) +
0,25 pH (L) . temperatura (L) — 0,30 temperatura (L) . agitacdo (L).
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Figura 1 4. Superficies de resposta e curvas de contorno obtidas no planejamento
experimental fatorial para a producdo de protease pela linhagem B26 como resposta para:
(g) e (h) pH e temperatura; (i) e (j) pH e agitacdo e (k) e (1) temperatura e agitagao
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A Tabela g 12 mostra o planejamento fatorial para a produgdo de protease pela
linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191, com seus valores reais e codificados para cada

ensaio, assim como a varidvel dependente: atividade de protease litica (U/mL).

Tabela ;1 12. Estudo do efeito do pH, temperatura e agitagdao na producio de protease pela
linhagem C. cellulans 191, em diferentes tempos de fermentacio, em frascos agitados

Tempo de Fermentagdo
24h 30h 36h
Ensaios pH Temperatura (°C) Agitacdo (rpm)
Atividade de protease (U/mL)

1 -1 (6,5) -1 (20) -1 (100) 3,68 4,04 3,57
2 1(9,5) -1 (20) -1 (100) 0,55 0,40 0,63
3 -1 (6,5) 1 (40) -1 (100) 2,60 3,98 3,21
4 1(9.,5) 1 (40) -1 (100) 0,00 0,14 0,00
5 -1 (6,5) -1 (20) 1 (200) 3,06 4,25 3,29
6 1(9,5) -1 (20) 1 (200) 0,15 0,17 0,21
7 -1 (6,5) 1 (40) 1 (200) 3,00 3,33 2,04
8 1(9,5) 1 (40) 1 (200) 0,03 0,19 0,00
9 0 (8,0) 0 (30) 0 (150) 2,75 2,96 2,3
10 0(8,0) 0 (30) 0 (150) 3,01 2,77 2,36
11 0 (8,0) 0 (30) 0 (150) 2,64 2,74 2,65

A Figura 1 5 mostra a producgdo de protease pela linhagem C. cellulans 191 apés 24,
30 e 36 h de fermentacdo, nos ensaios realizados de acordo com o planejamento

experimental fatorial.
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Figura y1 5. Produgdo de protease pela linhagem C. cellulans 191 apés 24, 30 e 36h de
fermentacdo, nos ensaios realizados de acordo com o planejamento experimental fatorial

A andlise estatistica foi realizada com os valores de atividade enzimdtica obtidos
apo6s 30 h de fermentacdo, onde se obteve a maior atividade de protease da linhagem 191
(ensaio 5) (Tabela 1y 12 e Figura 11 5).

Analisando os valores de atividade obtidos na Tabela 1 12 e Figura 115 ap6s 30 h de
fermentacdo, verifica-se um incremento na atividade de protease ao longo do planejamento,
variando de atividade de 0,14 U/mL para o ensaio 4 (pH 9,5, 40°C e 100) até 4,25 U/mL de
protease para o ensaio 5 (pH 6,5, 20°C e 200 rpm). Foi detectada 0,13 U/mL de B-1,3
glucanase e ndo foi detectada atividade de quitinase no sobrenadante do meio de cultura do
extrato enzimdtico da linhagem C. cellulans 191, do ensaio 5, ap6s 30 h de fermentacio.

No estudo de produgdo de proteases pelas linhagens B26 e Cellulosimicrobium
cellulans 191, os planejamentos experimentais realizados permitiram a visualizacdo de
incrementos na atividade enzimadtica utilizando diferentes combinacdes de pH, temperatura

e agitacdo, em frascos agitados.
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A Tabela 1y 13 apresenta o efeito das varidveis (pH, temperatura e agitacdo) sobre a
producdo de protease pela linhagem C. cellulans 191. O pH foi o tGnico parametro estudado
que exerceu algum efeito estatisticamente significativo sob a producao enzimatica. O efeito
do pH foi negativo. Os parametros temperatura, agitacdo dos frascos e as interacdes de
todas as varidveis independentes ndo apresentaram efeito estatisticamente significativo na
producdo de protease pela linhagem 191. Dessa forma verificou-se que as condi¢des para se
obter maior producdo de protease pela linhagem 191, dentre os valores estudados, sdo:
valores de pH abaixo de 9,5. As condicdes de temperatura e a agitacdo, respectivamente,

30°C e 150 rpm, foram mantidas iguais as condi¢des originais de fermentagdo.

Tabela ; 13. Estimativa dos efeitos das varidveis independentes (pH, temperatura e
agitacdo) na producido de protease pela linhagem C. cellulans 191

Limite de  Limite de

Parimetros Efeito Desvio t(2) p Confianga Confianga
(U/mL) Padrio (-95%) (+95%)
Média 2,27 0,036 63,11 0,0003 2,12 2,42
1- pH (L)* -3,68 0,084 -43,56 0,0005 -4,04 -3,31
2- Temperatura (L) -0,31 0,084 -3,62 0,0687 -0,67 0,06
3- Agitacdo (L) -0,16 0,084 -1,84 0,2076 -0,52 0,21
1x2 0,19 0,084 2,19 0,1596 -0,18 0,55
1x3 0,07 0,084 0,77 0,5216 -0,30 0,43
2x3 -0,15 0,084 -1,72 0,2278 -0,51 0,22

* Parametros estatisticamente significativos
(L) Parametro linear

A Tabela 11 14 apresenta os coeficientes de regressdo, desvios padrdes e limites de

confianga para a atividade de protease da linhagem 191.
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Tabela 11 14. Resultados do coeficiente de regress@o, desvio padrdo e limites de confianca
no estudo do efeito das varidveis independentes (pH, temperatura e agitacdo) na producdo
de protease pela linhagem C. cellulans 191

Limite de Limite de

Parimetros Coeficiente Desvio Confianca  Confianca
de Regressio Padrao (-95%) (+95%)
Média 2,27 0,036 2,12 2,42
1- pH (L)* -1,84 0,042 -2,02 -1,66
2- Temperatura (L) -0,15 0,042 -0,33 0,03
3- Agitacdo (L) -0,08 0,042 -0,26 0,10
1x2 0,09 0,042 -0,09 0,27
1x3 0,03 0,042 -0,15 0,21
2x3 -0,07 0,042 -0,25 0,11

* Parametros estatisticamente significativos
(L) Parametro linear

A validade do modelo foi entdo verificada pela Andlise de Varidncia (Anova)
apresentada na Tabela 1y 15. O coeficiente de correlacio obtido foi de 0,94. O valor do teste
F calculado foi comparado ao valor do F tabelado para a distribui¢do de F a 95% de nivel
de confianca com os respectivos graus de liberdade. O F calculado para a produgdo de
protease pela linhagem 191 foi de 26,38 vezes maior que o F tabelado, indicando que o
modelo de primeira ordem € estatisticamente significativo e preditivo e descreve as

respostas em funcao das varidveis analisadas.

Tabela 11 15. Andlise de variincia no estudo do efeito das varidveis independentes (pH,
temperatura e agitacdo) na producao de protease pela linhagem C. cellulans 191

Fonte de Soma Graus de Média Teste Fcal
Variacao Quadrética Liberdade Quadrética
Regressao 27,011 1 27,011 134,54
Residuos 1,807 9 0,201
Falta de Ajuste 1,778 7 0,254
Erro Puro 0,028 2 0,014
Total 28,818 10

Coeficiente de correlago: R*: 0,94
Ftab ¢95.1.0 = 5,12
Fcal/Ftab = 26,38
Os coeficientes de regressdo ndo estatisticamente significativos a 95% de nivel de

confianca foram excluidos do modelo, sendo incorporados no residuo total. A partir da

validacao dos parametros de estudo, obteve-se o modelo linear que representa o
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comportamento da atividade enzimdtica e que descreve as superficies de resposta e curvas

de contorno (Figura i1 6) da atividade de protease da linhagem C. cellulans 191 (Equagdo

3).

Equacao 3:

Atividade de protease = 2,27 - 1,84. pH (L).
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Figura 6. Superficies de resposta e curvas de contorno obtidas no planejamento
experimental fatorial para a producdo de protease pela linhagem C. cellulans 191 como
resposta para: (m) e (n) pH e temperatura e (0) e (p) pH e agitagao
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Estudo da producio de quitinase pela linhagem C. cellulans 191

Foi realizado um planejamento fatorial para avaliar as varidveis independentes pH,
temperatura e agitacdo na producdo de quitinase pela linhagem C. cellulans 191.

A Tabela ;1 16 mostra o planejamento fatorial para a producdo de quitinase pela
linhagem 191, com seus valores reais e codificados para cada ensaio, assim como a varidvel

dependente: atividade de quitinase (U/mL).

Tabela 1 16. Estudo do efeito do pH, temperatura e agitacdo na producdo de quitinase pela
linhagem C. cellulans 191, em diferentes tempos de fermentacdo, em frascos agitados

Tempo de Fermentagao
72h 96h 120h
Ensaios pH Temperatura (°C) Agitagdo (rpm)
Atividade de quitinase (U/ml)

1 -1 (5,5) -1 (25) -1 (100) 0,37 0,84 0,96
2 1(7,5) -1 (25) -1 (100) 0,70 0,98 0,97
3 -1 (5,5) 1(35) -1 (100) 0,19 0,51 0,59
4 1(7,5) 1 (35) -1 (100) 0,44 0,82 0,60
5 -1 (5,5) -1 (25) 1 (200) 7,06 6,52 2,70
6 1(7,5) -1 (25) 1 (200) 5,88 5,61 5,40
7 -1 (5,5) 1 (35) 1 (200) 4,45 3,97 0,72
8 1(7,5) 1(35) 1 (200) 1,55 0,53 0,07
9 0(6,5) 0@30) 0 (150) 2,47 2,92 0,87
10 0(6,5) 0 (30) 0 (150) 2,46 2,94 0,85
11 0 (6,5 0@30) 0 (150) 2,49 2,93 0,83

A Figura p 7 ilustra a atividade de quitinase da linhagem C. cellulans 191 ap6s 72,
96 e 120 h de fermentacdo, nos ensaios realizados de acordo com o planejamento

experimental fatorial.
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Figura 1 7. Produgado de quitinase pela linhagem C. cellulans 191 apés 72, 96 e 120 h de
fermentacao, nos ensaios realizados de acordo com o planejamento experimental fatorial

A andlise estatistica foi realizada com os valores de atividade enzimdtica obtidos
apo6s 72 h de fermentagdo, onde se encontra o maior valor de quitinase (ensaio 5) (Tabela
16 e Figura 11 7).

Analisando os valores de atividade obtidos na Tabela 1y 16 e Figura 117 apés 72 h de
fermentacdo, verifica-se um aumento na atividade de quitinase ao longo do planejamento,
variando de 0,19 U/mL de quitinase para o ensaio 3 (pH 5,5, 35°C e 100 rpm) até 7,06
U/mL de quitinase para o ensaio 5 (pH 5,5, 25°C e 200 rpm). Foi detectada 0,11 U/mL de
B-1,3 glucanase e 0,05 U/mL de protease no sobrenadante do meio de cultivo do extrato
enzimdtico da linhagem 191, obtido no ensaio 5, apds 72 h de fermentacao.

A atividade de quitinase obtida pela fermentacdo da linhagem C. cellulans 191 em
100 mL de meio de cultivo C contendo 1,5 % de quitina neutralizada com pH inicial de 35,5,
a 35°C e 100 rpm de agita¢do apés 72 h de fermentagdo foi de 7,06 U/mL, indicando que
foi obtido maior producdo de quitinase quando comparada com o estudo realizado por
Yamaguchi®®, em que foi obtido 4,03 U/mL utilizando a linhagem C. cellulans FXX e a

mesma metodologia de determinacdo da atividade enzimética.
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A Tabela 1y 17 apresenta o efeito das varidveis (pH, temperatura e agitacdo) sobre a
producdo de quitinase pela linhagem 191. O pH e a temperatura apresentaram efeitos
negativos significativos na atividade enzimadtica; enquanto que a varidvel agitacdo dos
frascos exerceu efeito positivo significativo. Todas as interacdes entre as varidveis
independentes apresentaram efeito negativo estatisticamente significativo. A varidvel
agitacdo dos frascos exerceu maior influéncia na produgdo enzimdtica, seguida da
temperatura. O pH individualmente apresentou pouco efeito na resposta. Dessa forma
verificou-se que as condicdes para se obter maior producio de quitinase pela linhagem 191,
dentre os valores estudados, sdo: valores de pH abaixo de 7,5, temperaturas abaixo de 35°C
e agitacdo dos frascos superior a 100 rpm. Para a continuidade do trabalho de producdo de
quitinase foram escolhidos as seguintes condi¢des de produgdo de quitinase pela linhagem

191: pH 6,5, 25°C e 200 rpm para de agitagio dos frascos.

Tabela ; 17. Estimativa dos efeitos das varidveis independentes (pH, temperatura e
agitacdo) na produc¢do de quitinase pela linhagem C. cellulans 191

Limite de  Limite de

Pardmetros Efeito Desvio t(2) p Confianca Confianga
(U/ml) Padrio (-95%) (+95%)
Média 2,55 0,005 553,86 0,000003 2,53 2,57
1- pH (L)* -0,88 0,011 -81,01  0,000152 -0,92 -0,83
2- Temperatura (L)* -1,85 0,011 -170,81  0,000034 -1,89 -1,80
3- Agitacdo (L)* 4,31 0,011 399,03  0,000006 4,26 4,36
1x2% -0,45 0,011 -41,66  0,000576 -0,50 -0,40
1x3* -1,17 0,011 -107,86  0,000086 -1,21 -1,12
2 x 3% -1,63 0,011 -150,45  0,000044 -1,67 -1,58

* Parametros estatisticamente significativos.
(L) Parametro linear
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A Tabela 1 18 apresenta os coeficientes de regressao, desvios padroes e limites de

confianga para a producdo de quitinase pela linhagem C. cellulans 191.

Tabela 11 18. Resultados do coeficiente de regressdo, desvio padrdo e limites de confianca
no estudo do efeito das varidveis independentes (pH, temperatura e agitacdo) na producdo
de quitinase pela linhagem C. cellulans 191

Limite de Limite de

ParAmetros Coeficiente Desvio Confianca  Confianca
de Regressio Padrio (-95%) (+95%)
Média 2,55 0,005 2,53 2,57
1- pH (L)* -0,44 0,005 -0,46 -0,41
2- Temperatura (L)* -0,92 0,005 -0,95 -0,90
3- Agitacdo (L)* 2,16 0,005 2,13 2,18
1x2% -0,23 0,005 -0,25 -0,20
1x3* -0,58 0,005 -0,61 -0,56
2 x 3% -0,81 0,005 -0,84 -0,79

* Parametros estatisticamente significativos.
(L) Parametro linear

A validade do modelo foi entdo verificada pela Andlise de Varidncia (Anova)
apresentada na Tabela 11 19. O coeficiente de correlagio obtido foi de 0,99. O valor do teste
F calculado foi comparado ao valor do F tabelado para a distribuicdo de F a 95% de nivel
de confianca com os respectivos graus de liberdade. O F calculado para a producdo de
quitinase pela linhagem 191 foi de 16,13 vezes maior que o F tabelado, indicando que o
modelo de primeira ordem € estatisticamente significativo e preditivo e descreve as

respostas em fungdo das varidveis analisadas.

Tabela 11 19. Andlise de variincia no estudo do efeito das varidveis independentes (pH,
temperatura e agitacdo) na producao de quitinase pela linhagem C. cellulans 191

Fonte de Soma Graus de Média Teste Fcal
Variacdo Quadrética Liberdade Quadrética
Regressao 53,89 6 8,98 99,39
Residuos 0,36 4 0,09
Falta de Ajuste 0,36 2 0,18
Erro Puro 0,00 2 1
Total 54,25 10

Coeficiente de correlago: R”: 0,99
Ftab ¢95.6.4 = 6,16
Fcal/Ftab = 16,13
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A partir da validacdo dos parametros de estudo, obteve-se o modelo linear que
representa o comportamento da atividade enzimdtica e que descreve as superficies de

resposta e curvas de contorno (Figura  8) da atividade de quitinase (Equacgio 4).

Equacao 4:

Atividade de quitinase = 2,55 - 0,44. pH (L) - 0,92 . temperatura (L) + 2,16. agitacio (L) -
0,23 pH (L) . temperatura (L) — 0,58 pH (L) . agitacdo (L) - 0,81 temperatura (L) .
agitacao (L).
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Figura p 8. Superficies de resposta e curvas de contorno obtidas no planejamento
experimental fatorial para a producdo de quitinase pela linhagem C. cellulans 191 como
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CONCLUSOES

No planejamento fatorial para a andlise das varidveis independentes (pH,
temperatura e agitagéio) na produgdo de -1,3 glucanase pela linhagem C. cellulans 191, em
meio de cultivo A contendo 1 % de parede celular de levedura, em frascos agitados, foi
observado que valores de pH acima de 6,5 e agitacdo dos frascos superior a 100 rpm sdo as
melhores condi¢des para a producdo da enzima, dentre os valores estabelecidos. A
temperatura na faixa estudada ndo influenciou a produ¢io da enzima. Para a produgio de -
1,3 glucanase pela linhagem C. cellulans 191 pode ser utilizado meio de cultivo A
composto por 2,0 g/L. de (NH4)>SO.4. 0,2 g/LL de MgS0O.4.7H,0 e 10 g/L de parede celular de
levedura em tampao fosfato 0,2 M, pH 7,5; temperatura de 30°C e 200 rpm para a agitacdo
dos frascos. Em estudo paralelo para a produg@o de 3-1,3 glucanase pela linhagem 191 com
frascos aletados em tampdo fosfato 0,2M, pH 7,5, 30°C e 200 rpm de agitagio foi obtido
1,14 U/mL de B-1,3 glucanase e ndo foi detectada atividade de protease e quitinase apds 24
h de fermentagdo.

No planejamento fatorial para a andlise das varidveis independentes (pH,
temperatura e agitacdo) na producio de protease pela linhagem B26, em meio de cultivo B
contendo 8 % de levedura seca, em frascos agitados, foi verificado que valores de pH
abaixo de 9,5, temperaturas abaixo de 40°C e agitagdo dos frascos superior a 100 rpm sdo
as melhores condi¢des para a produgdo da enzima, dentre os valores estabelecidos. Para a
producdo de protease pela linhagem B26 pode ser utilizado meio de cultivo B composto por
2,0 g/LL de (NH4)>SO4. 0,2 g/l de MgS04.7H,0 e 80 g/L de levedura seca utilizada como
indutor em tampao fosfato 0,15 M, pH 6,5; temperatura de 25°C e agitacdo de 150 rpm.

No planejamento fatorial para a andlise das varidveis independentes (pH,
temperatura e agitacdo) na producdo de protease pela linhagem C. cellulans 191, em meio
de cultivo B contendo 8 % de levedura seca, em frascos agitados, foi verificado que
somente o pH influenciou positivamente a producdo da enzima. Valores de pH abaixo de
9,5 sdo as melhores condigdes para a producdo de protease pela linhagem C. cellulans 191.
Para a produgdo de protease pela linhagem C. cellulans 191 pode ser utilizado meio de

cultivo B composto por 2,0 g/L de (NH4)>SO4, 0,2 g/ de MgS0O4.7H,O e 80 g/L de
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levedura seca utilizada como indutor em tampao fosfato 0,15 M, pH 6,5; temperatura de
30°C e agita¢do de 150 rpm.

No planejamento fatorial para a andlise das varidveis independentes (pH,
temperatura e agitacdo) na producdo de quitinase pela linhagem C. cellulans 191, em meio
de cultivo C contendo 1,5 % de quitina neutralizada, em frascos agitados, foi verificado que
valores de pH abaixo de 7,5, temperaturas abaixo de 35°C e agitacdo dos frascos superior a
100 rpm sdo as melhores condi¢des para a producdo da enzima. Para a producdo de
quitinase pela linhagem C. cellulans 191 pode ser utilizado meio de cultivo C composto por
4,0 g/L de extrato de levedura; 2,0 g/L. de triptona; 4,0 g/LL de MgS0O,4.7H,0; 1,2 g/L de
KH,POg4; 2,8 g/l de KoHPO,4 e 15 g/LL de quitina neutralizada utilizada como indutor, pH
6,5; 25°C e 200 rpm.
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CAPITULO II: ESTUDO DA PRODUCAO DE B-1,3 GLUCANASES,
PROTEASES E QUITINASES PELA LINHAGEM Cellulosimicrobium cellulans 191,
EM FERMENTADOR DE 5L

RESUMO

O presente trabalho visou o estudo da produgido de B-1,3 glucanases, proteases e
quitinases pela linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191 em fermentador de 5 L. Na
fermentac¢do do microrganismo em fermentador de 5 L foi obtido maior produgio de B-1,3
glucanases (0,72 U/mL) ap6s 24 h de fermentagio a 30°C em meio de cultivo A utilizando-
se aeragdo de 3 vvm, sendo que usando aeragdo de 1,5 vvm foi obtido 0,32 U/mL de 3-1,3
glucanases ap6s 24 h de fermentacdo a 30°C. Na fermentagdo do microrganismo em
fermentador de 5 L foram obtidos dois picos de produgdo de proteases apds 6 h (4,89
U/mL) e 33 h (6,14 U/mL) de fermentacdo a 30°C em meio de cultivo B utilizando-se
aeracdo de 3,0 vvm, sendo que usando aeracdo de 1,5 vvm foi obtido 1,87 U/mL e 2,34
U/mL de proteases apés 6 h e 30 h de fermentagio a 30°C, respectivamente. Na
fermentagdo do microrganismo em fermentador de 5 L foi obtido maior producdo de
quitinases (4,38 U/mL) apés 144 h de fermentagdo a 25°C em meio de cultivo C utilizando-
se aeracdo de 3 vvm, sendo que usando aeracdo de 1,5 vvm foi obtido 4,19 U/mL de

quitinases apGs 168 h de fermentagdo a 25°C.

97



SUMMARY

The aim of this work was to study the production of B-1,3 glucanases, proteases
and chitinases by Cellulosimicrobium cellulans strain 191 in a 5 L fermenter. In the 5 L
fermenter, the highest production of B-1,3 glucanases (0.72 U/mL) was obtained using
culture medium A after 24 h of fermentation at 30°C with 3 vvm of aeration, whereas using
1.5 vvm, 0.32 U/mL of B-1,3 glucanases were obtained after 24 h of fermentation at 30°C.
In the production of protease in the 5 L fermenter using culture medium B and 1.5 vvm, 2
peaks were obtained: 1.87 U/mL after 6 h and 2.34 U/mL after 30 h of fermentation at
30°C, whilst with 3 vvm, 4.89 U/mL and 6.14 U/mL of protease were obtained after 6 h and
33 h of fermentation at 30°C, respectively. In the 5 L fermenter, the highest production of
chitinase (4.38 U/mL) was obtained in culture medium C after 144 h of fermentation at
25°C and 3 vvm, while using 1.5 vvm, 4.19 U/mL of chitinase were obtained after 168 h of

fermentation at 25°C.
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INTRODUCAO

No desenvolvimento de processos bioquimicos, quando sdo encontradas condic¢des
econOmicas adequadas de operacio em escala de bancada, que frequentemente
correspondem a alta produtividade e ao alto rendimento do produto de interesse, hd a
necessidade de se ampliar a escala'. Na escala de bancada, devido a flexibilidade e menor
custo de operacdo, devem ser obtidos dados basicos sobre o processo. As etapas bdsicas se
referem, em geral, a selecdo do microrganismo, constituicdo do melhor meio de cultivo,
pH, temperatura, agitacio e tempo de fermentacao.

As linhagens Cellulosimicrobium cellulans 191 e B1 foram selecionadas como
melhor produtoras de B-1,3 glucanases em meio de cultivo otimizado contendo 1% de
parede celular de levedura. As linhagens C. cellulans 191 e B26 foram selecionadas como
melhores produtoras de proteases em meio de cultivo otimizado contendo 8% de levedura
seca; enquanto que a linhagem C. cellulans 191 foi selecionada como melhor produtora de
quitinase em meio de cultivo otimizado contendo 1,5% de quitina neutralizada™. Em
ensaios de bancada, as melhores condi¢des de pH, temperatura e agitacdo para a producgdo
das enzimas liticas, assim como as interacdes desses parametros, foram estudadas por meio
de planejamentos experimentais4. A linhagem C. cellulans 191, que apresentou a maior
produtividade das enzimas em diferentes meio de cultivo, foi selecionada para o estudo de
producéo de B-1,3 glucanases, proteases e quitinases em fermentador de 5 L.

Rowley e Bull’ estudaram a produgdo do complexo enzimdtico extracelular (B-1,3
glucanase, mananase, manohidrolase e atividade proteolitica) produzido pelo
microrganismo Arthrobacter. A producdo do complexo nio foi somente dependente do
crescimento celular, mas também foi influenciada pelo aumento do substrato limitante. A
producdo de protease e a atividade litica foram estudadas em batelada e em meio de cultivo
contendo leveduras como substrato limitante. A taxa de crescimento maximo especifico de
Arthrobacter nestas condicdes foi de 0,22 hr'. As atividades de B-1,3 glucanase e protease
foram obtidas na fase de crescimento exponencial do microrganismo, mas o maximo da
atividade litica ndo foi desenvolvido até o declineo da taxa de crescimento especifico.

Felse e Panda’ investigaram a influéncia da velocidade de agitacdo na produgdo de

quitinases por Trichoderma harzianum em biorreator. O autores verificaram que 224 rpm
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foi a melhor velocidade de agitag¢do para o crescimento celular e produgdo de quitinases. O
rendimento de quitinases diminuiu drasticamente com o aumento da agita¢cdo, enquanto que
o rendimento celular diminuiu, porém nao rapidamente. No mesmo ano, os autores
relataram que o pH controlado em 4,9; aeracdo de 1,51 min/L e 224 rpm foi a melhor
combinacdo desses parametros obtida, através de um novo método de otimizagdo, para a
producio de quitinases por 7. harzianum em biorreator .

O interesse na producdo de quitinases microbianas t€ém aumentado expressivamente,
devido ao seu grande potencial de aplicacdes em diversas dreas. Felse e Panda® relataram os
problemas e perspectivas envolvidas na producdo de quitinases em larga escala,
especialmente sobre os estudos com biorreatores e novos métodos de fermentacao.

A producio de uma protease extracelular de Bacillus subtilis AS1 398 foi ampliada
para um biorreator de 11,5 L, onde foram investigadas a influéncia da aerac¢do, volume do
meio de cultivo e o didmetro do orificio do pulverizador. Apds 32 h de fermentacio foi
observada uma atividade enzimdtica 9,0% maior que a média obtida em frascos agitados.
Os autores atribuiram esse aumento ao volume de “ar extra" injetado no biorreator’.

Ferro'® estudou a producdo de B-1,3 glucanase pela linhagem Cellulosimicrobium
cellulans 191 em fermentador Bioflo II em meio de cultivo composto de 5,0 g/L de
tripticase peptona; 3,0 g/L. de extrato de levedura; 3,0 g/LL de extrato de malte; 0,12 g/LL de
catalase; 5,8 g/ de KH,POy; 1,15 g/ de NH4H,PO4 e 0,264 g/l de MgS0O4.7H,0. Foi
obtido 0,11 U/mL de B-1,3 glucanase apds 24 h de fermentagdo a 30°C.

Beshai ef al.'' descreveram a producio de B-1,3 glucanase de Bacillus sp. utilizando
uma linhagem de Escherichia coli recombinante. A produg¢do méxima de B-1,3 glucanase
ocorreu apods 28 h de fermentacio, utilizando um meio de cultivo otimizado composto por:
7,0 g/LL de lactose; 24,0 g/L. de extrato de levedura e 5,0 g/LL de NaCl. A fermenta¢do em
batelada em fermentador de 3 L utilizando o meio de cultivo otimizado mostrou uma
produgdo de B-1,3 glucanase 1,03 vezes menor.

Liu et al.'? estudaram a producdo de quitinase pelo microrganismo Verticillium
lecanii. A atividade de quitinase em 200 mL de meio de cultivo otimizado, fermentado em
frascos agitados a 150 rpm e 24°C, foi de 9,95 mU/L. O estudo em grande escala foi
conduzido em biorreatores de 5 ¢ 30 L. Em biorreator de 5 L foi obtido 18,2 mU/mL de

quitinase sob condi¢des 6timas de aeracdo (0,6 vvm), pH (4,0) e agitacdo (150 rpm). A
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atividade de quitinase em biorreator de 30 L aumentou para 19,9 mU/L, com aeragao de 0,9
vvm, pH 4,0 a 24°C. O estudo mostrou que o pH e a agitagdo foram as varidveis com os
efeitos mais significativos na producdo de quitinase, entretanto, a agitacdo e a aeragdo
podem ter afetado a concentragio de oxigénio dissolvido e influenciado o crescimento de V.
lecanii e a producdo da enzima.

Rao et al.” estudaram a producdo de protease pelo microrganismo Beauveria
bassiana em frascos agitados e em fermentadores de 5 e 30 L em meio de cultivo composto
por 0,72% de pd de casca de camardo; 0,60% de farinha de soja; 0,19% de sacarose e
0,68% de extrato de levedura. A producdo de protease em fermentador de 5 L foi menor
quando comparado com a producio de protease em frascos agitados e fermentador de 30 L.

Este trabalho visou o estudo da produgdo de B-1,3 glucanases, proteases e quitinases

pela linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191 em fermentador de 5 L.
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MATERIAL E METODOS

Estudo da producio de B-1,3 glucanases, proteases e quitinases pela linhagem
Cellulosimicrobium cellulans 191 em fermentador New Brunswick de 5 L, em

diferentes condicoes de aeraciao

A producdo de B-1,3 glucanases pela linhagem C. cellulans 191 foi estudada em
fermentador New Brunswick Bioflow II de capacidade 5 L, utilizando meio de cultivo A
composto por 2,0 g/L. de (NH4)>SO.4. 0,2 g/ de MgS0O4.7H,0 e 10 g/L de parede celular de
levedura em tampao fosfato 0,2 MM; com 1,5 e 3 vvm (volume de ar por volume de meio
por minuto) de aeracdo. As condi¢des de pH, temperatura e agita¢do para a produgio de -
1,3 glucanases foram selecionadas por meio de planejamento experimental (Capitulo II), e
foram respectivamente, 7,5; 30°C e 200 rpm.

A producdo de proteases pela linhagem C. cellulans 191 foi estudada em
fermentador de 5 L em meio de cultivo B composto por 2,0 g/L. de (NH4),SO4. 0,2 g/L. de
MgS04.7H,0 e 80 g/l de levedura seca utilizada como indutor em tampao fosfato
0,15 M"; com 1,5 e 3 vvm de aeracdo. As condi¢des de pH, temperatura e agitacdo para a
producdo de proteases foram selecionadas por meio de planejamento experimental
(Capitulo II), e foram respectivamente, 6,5; 30°C e 150 rpm.

A producdo de quitinases pela linhagem C. cellulans 191 foi estudada em
fermentador de 5 L em meio de cultivo C composto por 4,0 g/L. de extrato de levedura; 2,0
g/L de triptona; 4,0 g/L. de MgS0O4.7H,0; 1,2 g/l de KH,POy; 2,8 g/L. de KbHPO4 e 15 g/L
de quitina neutralizada utilizada como indutor'®; com 1,5 e 3 vvm de aeracio. As condigdes
de pH, temperatura e agita¢do para a producdo de quitinases foram selecionadas por meio
de planejamento experimental (Capitulo II), e foram respectivamente, 6,5; 25°C e 200 rpm.

As amostras foram coletadas em diferentes tempos de fermentagdo. As atividades
de B-1,3 glucanases, proteases e quitinases nos sobrenadantes dos meios de cultivo foram
determinadas como descrito nos itens abaixo. A alteracdo do pH do meio de cultivo foi
determinada com o auxilio de potenciometro. O crescimento celular foi estimado

indiretamente através da medida de absorbancia a 660 nm.
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Determinacao da atividade de p-1,3 glucanase

A atividade de B-1,3 glucanase foi determinada como descrito por Saeki er al.' e
Santos'®. A mistura de 250 pL de solucdo enzimdtica e 250 pL de solucdo 1,0% de
laminarina em tamp@o acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5 foi incubada a 55°C por 30 min. A
reagdo foi interrompida por aquecimento a 100°C por 5 min. Os agticares redutores foram
determinados pelo método de Somogyi19 utilizando-se glicose como acticar padrdo. Para
controle foram determinados os agucares redutores presentes na solugdo enzimdtica
utilizando-se dgua destilada no lugar da solucdo de laminarina. Para ajuste do
espectrofotdmetro foi preparado um tubo branco utilizando-se dgua destilada no lugar da
solucdo de laminarina. Uma unidade de atividade foi definida como a liberagdo de um

umoL de glicose por minuto por mL de solu¢do enzimética.
Determinacao da atividade de protease litica

A atividade de protease foi determinada utilizando-se caseina como substrato como
descrito por Obata et al® e Rowley e Bull’'. A mistura de reacdio contendo 1,5 mL de
solucdo 2,0% de caseina; 1,0 mL de tampdo fosfato 0,15 M, pH 7,5 e 0,5 mL de solucdo
enzimatica foi incubada a 30°C por 30 min. A reacdo foi paralisada pela adi¢do de 3,0 mL
de solucdo 0,4 M de 4cido tricloroacético (TCA), seguida de filtragdo em papel Whatman
42. A absorbancia do filtrado foi determinada a 280 nm, sendo uma unidade de atividade
definida como aquela capaz de aumentar em uma unidade a absorbancia do filtrado, nas
condicdes do ensaio. Foi preparado um tubo branco para cada amostra, com a adi¢do de

TCA antes da adi¢do da enzima.

Determinacao da atividade de quitinase

A atividade de quitinase foi determinada baseada no método usando quitina
coloidal*'**, de acordo com a metodologia otimizada por Yamaguchi'®. A quitina coloidal

foi preparada como descrito por Fleuri®. A mistura de 0,5 mL de solugdo enzimética e 0,5

mL de suspensdo de quitina coloidal 0,2% em tampao citrato de s6dio 0,1 M, pH 6,0 foi
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incubada durante 60 min a 45°C. A mistura de reacdo foi resfriada em banho de gelo e
centrifugada a 8.232 g por 10 min a 5°C. A mistura de 1,0 mL do sobrenadante e 50 pL de
borato de potéssio 0,8 M foi aquecida em banho em ebulicdo por 3 min e resfriada em
banho de gelo. Em seguida foi adicionado 1,5 mL de solugdo 10% de
dimetilaminobenzaldeido em acido acético contendo 12,5% de HCI 10 N. A mistura foi
incubada em banho-maria a 37°C durante 20 min e a absorbancia foi determinada a 585 nm.
Para a preparacdo do tubo branco foi utilizada solucdo enzimadtica inativada através de
aquecimento durante 5 min em banho em ebulicdo. Uma unidade de atividade foi definida
como 1 pmoL de N-acetilglicosamina formado nas condi¢des de ensaio.

Todos os testes para a determinagdo das atividades enzimadticas foram realizados em

duplicatas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudo da producio de B-1,3 glucanases, proteases e quitinases pela linhagem
Cellulosimicrobium cellulans 191 em Fermentador New Brunswick de 5 L, em

diferentes condicoes de aeracio

Estudo da producio de -1,3 glucanases

A produg@o de B-1,3 glucanases pela linhagem C. cellulans 191 em meio de cultivo
A contendo 1% de parede celular de levedura em tampiao fosfato 0,2 M, pH 7,5, em
fermentador de 5 L, foi estudada em diferentes tempos de fermentagdo; a 30°C, 200 rpm e
1,5 e 3 vvm de aeracao.
Tabela iy 1. Estudo da produgio de B-1,3 glucanase pela linhagem C. cellulans 191, em

fermentador de 5 L, em meio de cultivo A contendo 1% de parede celular de levedura em
tamp@o fosfato 0,2 M, pH 7,5 a 30°C, 200 rpm e 1,5 vvm

Tempo de U/mL de U/mL de U/mL de pH Massa celular
Fermentagdo [3_ 1.3 protease quitinase [Absorbancia
(h) glucanase (660 nm)]
0 0 0 0 7,29 0,438
3 0 0 0 7,26 0,687
6 0,01 0 0 7,18 0,936
9 0,01 0 0 7,12 1,443
24 0,34 0 0 7,03 1,976
31 0,29 0 0 7,01 2,024
48 0,06 0 0 7,05 1,533
72 0,06 0 0 7,20 1,076
96 0,15 0 0 7,30 0,81
103 0,14 0 0 7,41 0,61

A Tabela iy 1 e a Figura gy 1 ilustram que na fermentacdo da linhagem C. cellulans
191 em fermentador de 5 L em meio de cultivo A contendo 1% de parede celular de
levedura em tampdo fosfato 0,2 M, pH 7,5, a 30°C, 200 rpm e 1,5 vvm de aeragdo, a $-1,3
glucanase foi produzida majoritariamente apds 24 h de fermentacdo, atingindo atividade
maxima de 0,34 U/mL de B-1,3 glucanase. O sobrenadante do meio de cultivo obtido apds

24 h de fermentagéo apresentou 0,34 U/mL de B-1,3 glucanase e ndo foi detectada atividade
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de protease e quitinase. O pH do meio de cultivo ndo apresentou variacdo significativa

durante a fermentacao (Tabela i 1).

4 -8
35 A A—a ’ & 4'—'/‘—7
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Atividade de beta-1,3 glucanase (U/mL)
Massa celular [Absorbancia (660 nm)]
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Figura y 1. Estudo da produgdo de B-1,3 glucanase pela linhagem C. cellulans 191, em
fermentador de 5 L, em meio de cultivo A contendo 1% de parede celular de levedura em
tamp@o fosfato 0,2 M, pH 7,5 a 30°C, 200 rpm e 1,5 vvm

A Tabela 11 2 e a Figura py 2 ilustram que na fermentacdo da linhagem C. cellulans
191 em fermentador de 5 L em meio de cultivo A contendo 1% de parede celular de
levedura em tampdo fosfato 0,2 M, pH 7,5, a 30°C, 200 rpm e 3 vvm de aeragdo, a -1,3
glucanase foi produzida no final da fase exponencial de crescimento atingindo atividade
maxima de 0,72 U/mL de B-1,3 glucanase apés 24 h de fermentagdo. O sobrenadante do
meio de cultivo obtido apés 24 h de fermentagdo apresentou 0,72 U/mL de B-1,3 glucanase
e ndo foi detectada atividade de protease e quitinase (Tabela 112). O pH do meio de cultivo

ndo apresentou variacao significativa durante a fermentagao.
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Tabela i 2. Estudo da produgio de B-1,3 glucanase pela linhagem C. cellulans 191, em
fermentador de 5 L, em meio de cultivo A contendo 1% de parede celular de levedura em
tampdo fosfato 0,2 M, pH 7,5 a 30°C, 200 rpm e 3,0 vvm

Tempo de U/mL de U/mL de U/mL de pH Massa celular
Fermentagdo (h) [3 413 protease quitinase [Absorbancia
glucanase (660 nm)]
0 0 0 0 7,38 0,76
3 0,18 0 0 7,33 1,46
6 0,18 0 0 7,29 2,07
9 0,13 0 0 7,20 2,28
24 0,72 0 0 7,07 3,72
31 0,54 0 0 7,13 3,675
48 0,49 0 0 7,29 1,66
72 0,32 0 0 7,37 0,95
96 0,09 0 0 7,41 0,75
103 0,05 0 0 7,43 0,76
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Figura p 2. Estudo da produgio de B-1,3 glucanase pela linhagem C. cellulans 191, em
fermentador de 5 L, em meio de cultivo A contendo 1% de parede celular de levedura em
tamp@o fosfato 0,2 M, pH 7,5 a 30°C, 200 rpm e 3,0 vvm
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Esses estudos indicam que o aumento da aeracdo de 1,5 vvm (Tabela 1y e Figura i
1) para 3 vvm (Tabela 1 2 e Figura 1 2) na produgio de -1,3 glucanase pela linhagem C.
cellulans 191 em fermentador de 5 L em meio de cultivo A contendo 1% de parede celular
de levedura em tampao fosfato pH 0,2 M, 7,5 a 30°C, 200 rpm, provoca um aumento de
aproximadamente 2,12 vezes na atividade enzimatica. No estudo com aeragdo de 1,5 vvm
foi obtido 0,34 U/mL de B-1,3 glucanase apés 24 h de fermenta¢do do microrganismo C.
cellulans 191, indicando uma produ¢do aproximadamente 3,1 vezes maior que a obtida nos
estudos descritos por Ferro'’; enquanto que no estudo de produgdo com aeragdo de 3 vvm,
foi obtida uma produgdo 5 vezes maior que a obtida por Ferro'.

A produgéo de B-1,3 glucanase de Bacillus sp. utilizando uma linhagem de E. coli
recombinante foi 1,03 vezes menor em fermentador de 3 L, quando comparado com o
estudo de producdo da enzima em frascos agitados apds 28 h de fermentagdo em meio de
cultivo otimizado'".

No estudo da produgdo de B-1,3 glucanase pela linhagem C. Cellulans 191 em
frascos agitados, utilizando planejamento experimental, a maior atividade obtida foi de 0,64
U/mL apds 24 h de fermentacdo, enquanto que a produgdo da enzima em frascos agitados
aletados foi 1,14 U/mL apds 24 h de fermentagdo. No presente estudo em fermentador de 5
L a 3 vvm, a produgio de B-1,3 glucanase pela mesma linhagem utilizando 0 mesmo meio
de cultivo foi de 0,72 U/mL apds 24 h de fermentacio; ou seja, uma produgdo 1,12 vezes
maior em fermentador de 5 L do que em frascos agitados e 1,58 vezes menor em

fermentador de 5 L do que em frascos agitados aletados.

Estudo da producao de protease

A producdo de protease pela linhagem C. cellulans 191 em meio de cultivo B
contendo 8% de levedura seca em tampao fosfato 0,15 M, pH 6,5, em fermentador de 5 L.
foi estudada em diferentes tempos de fermentac¢do; a 30°C, 150 rpm e 1,5 ¢ 3 vvm de
aeracgdo.

A Tabela 1y 3 e a Figura iy 3 ilustram a producdo de protease pela linhagem C.
cellulans 191 em fermentador de 5 L em meio de cultivo B contendo 8% de levedura seca

em tampao fosfato 0,15 M, pH 6,5 a 30°C, 150 rpm e 1,5 vvm de aeragio. Foi detectado um
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pico de atividade de protease na fase exponencial de crescimento atingindo atividade de
2,34 U/mL de protease apos 6 h de fermentagdo. O segundo pico de protease foi verificado
na fase estaciondria de crescimento atingindo atividade maxima de 1,87 U/mL de protease
apo6s 30 h de fermentac@o. O pH do meio de cultivo variou de 6,33 no inicio da fermentacao

para 5,41 no final da fermentacdo (Tabela 11 3).

Tabela m 3. Estudo da producdo de protease pela linhagem C. cellulans 191, em
fermentador de 5 L, em meio de cultivo B contendo 8% de parede celular de levedura em
tamp@o fosfato 0,15 M, pH 6,5 a 30°C, 150 rpm e 1,5 vvm

Tempo de U/mL de U/mL de U/mL de pH Massa celular
Fermentacdo (h) B-1,3 protease quitinase [Absorbancia
glucanase (660 nm)]
0 0 0 0 6,33 0,364
3 0 0,02 0 6,18 0,386
6 0 2,34 0 6,16 0,8
9 0 1,70 0 6,07 1,233
24 0 1,29 0 5,82 1,581
27 0 0,96 0 5,81 1,662
30 0 1,87 0 5,76 1,53
33 0 1,76 0 5,75 1,535
48 0 0,06 0 5,65 0,615
72 0 0,06 0 5,41 0,62
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Figura i 3. Estudo da producdo de protease pela linhagem C. cellulans 191, em
fermentador de 5 L, em meio de cultivo B contendo 8% de levedura seca em tampao
fosfato 0,15 M, pH 6,5 a 30°C, 150 rpm e 1,5 vvm

A Tabela 11 4 e a Figura py 4 ilustram que na fermentacdo da linhagem C. cellulans
191 em fermentador de 5 L em meio de cultivo B contendo 8% de levedura seca em tampao
fosfato 0,15 M, pH 6,5, a 30°C, 150 rpm e 3 vvm de aeracdo, a protease foi produzida
também em dois momentos. O primeiro pico de protease foi observado na fase exponencial
de crescimento atingindo atividade de 4,89 U/mL de protease apds 6 h de fermentagcdo. O
segundo pico de protease foi observado no final da fase estaciondria de crescimento
atingindo atividade méxima de 6,14 U/mL de protease ap6s 33 h de fermentacdo. O
aparecimento de picos de atividade enzimadtica sugere, provavelmente, a existéncia de
isoformas de protease. Néo foi detectada nenhuma atividade de B-1,3 glucanase e quitinase
nos sobrenadantes do meio de cultivo B para a produgdo de protease em fermentador de 5
L. O pH do meio de cultura variou de 6,35 no inicio da fermentacdo para 5,13 no final da

fermentacdo (Tabela ;1 4).
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Tabela 1y 4. Estudo da producdo de protease pela linhagem C. cellulans 191, em
fermentador de 5 L, em meio de cultivo B contendo 8% de levedura seca em tampao
fosfato 0,15 M, pH 6,5 a 30°C, 150 rpm e 3,0 vvm

Tempo de U/mL de U/mL de U/mL de pH Massa celular
Fermentac@o (h) [3 1.3 protease quitinase [Absorbancia
glucanase (660 nm)]

0 0 0,14 0 6,35 0,39

3 0 3,67 0 6,25 0,92

6 0 4,89 0 6,18 1,2

9 0 3,46 0 6,12 1,83

24 0 3,48 0 5,81 3,57

27 0 3,39 0 5,79 3,54

30 0 3,86 0 5,76 3,6

33 0 6,14 0 5,77 3,6

48 0 3,13 0 5,59 2,56

72 0 2,28 0 5,14 1,28

Atividade de protease (U/mL)
Massa Celular [Absorbancia (660 nm)]

0 T T T T T T T T T T 0
0 3 6 9 24 27 30 33 48 72
Tempo (h)
—l— Massa celular [Absorbéncia (660 nm)] —&— Atividade de protease (U/mL) —&— pH

Figura m 4. Estudo da produgcdo de protease pela linhagem C. cellulans 191, em
fermentador de 5 L, em meio de cultivo B contendo 8% de levedura seca em tampao
fosfato 0,15 M, pH 6,5 a 30°C, 150 rpm e 3,0 vvm
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Na fermentacdo da linhagem C. cellulans 191 em fermentador de 5 L, a utilizacdo
de aeracdo de 3 vvm, resultou em atividade 2 vezes maior para a protease produzida na fase
exponencial (1° pico) e 3,3 vezes maior para a protease produzida na fase estaciondria (2°
pico) em relagdo a fermentacdo com aeracdo de 1,5 vvm. Nao foi detectada nenhuma
atividade de B-1,3 glucanase e quitinase nos sobrenadantes do meio de cultivo B para a
producdo de protease em fermentador de 5 L.

Rowley e Bull® verificaram que o complexo enzimdtico de Arthrobacter continha
atividade de PB-1,3 glucanase e de protease. A produgido das enzimas foi dependente do
crescimento celular e coincidiu com a fase de crescimento exponencial do microrganismo.

A produgdo de uma protease extracelular de Bacillus subtilis AS1 398 em biorreator
de 11,5 L foi cerca de 9% maior que a média de atividade obtida em frascos agitados apds
32 hde fermentagﬁog.

A producdo de protease por Beauveria bassiana foi estudada em frascos agitados e
em fermentadores de 5 e 30 L. A produgdo de protease em frascos agitados foi similar a
produgdo em fermentador de 30 L e menor em relagdo a produgdo em fermentador de 5 L.

No estudo de produgdo de protease pela linhagem C. Cellulans 191 em frascos
agitados, utilizando planejamento experimental, a maior atividade obtida foi de 4,25 U/mL
apo6s 30 h de fermentacdo. No presente estudo em fermentador de 5 L e 3 vvm, a producio
de protease pela mesma linhagem utilizando o mesmo meio de cultivo foi de 4,89 U/mL

apo6s 6 h de fermentacgdo e 6,14 U/mL apds 33 h de fermentacao.
Estudo da producio de quitinase
A produgdo de quitinase pela linhagem C. cellulans 191 em meio de cultivo C

contendo 1,5% de quitina neutralizada em fermentador de 5 L, foi estudada em diferentes

tempos de fermentagio; a 25°C, 200 rpm e 1,5 e 3 vvm de aeracio.
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Tabela 1y S. Estudo da produgdo de quitinase pela linhagem C. cellulans 191, em
fermentador de 5 L, em meio de cultivo C contendo 1,5% de quitina neutralizada a 25°C,

200 rpme 1,5 vvm

Tempo de U/mL de U/mL de U/mL de pH Massa celular
Fermentac@o (h) B 413 protease quitinase [Absorbancia
glucanase (660 nm)]
0 0 0 0,07 6,44 0,036
24 0 0 0,44 6,69 0,093
31 0 0 0,33 6,71 0,228
48 0 0 0,15 6,67 0,396
72 0 0 0,18 6,67 0,616
96 0 0 0,31 6,45 0,7455
120 0 0 1,65 6,80 0,759
144 0 0 2,94 6,92 0,7713
168 0 0 4,19 6,97 0,78
192 0 0 2,72 7,02 0,75

A Tabela 1 5 e a Figura iy 5 ilustram que na fermentacdo da linhagem

Cellulosimicrobium cellulans 191 em fermentador de 5 L em meio de cultivo C contendo

1,5% de quitina neutralizada a 25°C, 200 rpm e 1,5 vvm de aeracdo, a maior producdo de

quitinase foi produzida apds 168 h de fermentagdo (4,19 U/mL de quitinase), no final da

fase estaciondria. O pH do meio de cultivo apresentou oscilacdes na faixa de pH

compreendida entre 6,44 a 7,02 durante a fermentacao (Tabela 11 5).
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Atividade de quitinase (U/mL)
Massa celular [Absorbancia (660 nm)]

0 24 48 72 96 120 144 168 192
Tempo (h)
—4&— Atividade de quitinase (U/mL) —&— pH —— Massa celular [Absorbancia (660 nm)]

Figura yy 5. Estudo da producdo de quitinase pela linhagem C. cellulans 191, em
fermentador de 5 L, em meio de cultivo C contendo 1,5% de quitina neutralizada a 25°C,
200 rpme 1,5 vvm

A Tabela 1 6 e a Figura 1y 6 ilustram que na fermentagdo da linhagem C. cellulans
191 em fermentador de 5 L contendo meio de cultivo C com 1,5 % de quitina neutralizada a
25°C, 200 rpm e 3 vvm de aerag@o, a quitinase foi majoritariamente produzida apds 144 h
de fermentacdo, coincidindo com a faixa de declinio ou morte do microrganismo. Foi
obtido 4,38 U/mL de quitinase e nédo foi detectada atividade de -1,3 glucanase e protease
apos 144 h de fermentacdo. O pH do meio de cultivo apresentou oscilagdes na faixa de pH

compreendida entre 6,58 a 7,30 durante a fermentacdo (Tabela 1 6).
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Tabela 1y 6. Estudo da producdo de quitinase pela linhagem C. cellulans 191, em
fermentador de 5 L, em meio de cultivo C contendo 1,5% de quitina neutralizada a 25°C,
200 rpm e 3,0 vvim

Tempo de U/mL de U/mL de U/mL de pH Massa celular
Fermentagdo (h) B 13 protease quitinase [Absorbancia
glucanase (660 nm)]
0 0 0 0 6,58 0,15
24 0 0 0 7,02 0,23
31 0 0 0,14 7,18 0,27
48 0 0 0,72 7,30 0,435
72 0 0 0,88 6,76 0,56
96 0 0 1,01 6,76 0,84
120 0 0 1,83 6,72 0,784
144 0 0 4,38 6,62 0,54
168 0 0 2,64 6,73 0,48
192 0 0 2,32 6,84 0,31

Atividade de quitinase (U/mL)
Massa celular [Absorbancia (660 nm)]

0 24 48 72 96 120 144 168 192
Tempo (h)
—&— Atividade de quitinase (U/mL) —&—pH —— Massa celular [Absorbancia (660 nm)]

Figura m 6. Estudo da produgdo de quitinase pela linhagem C. cellulans 191, em
fermentador de 5 L, em meio de cultivo C contendo 1,5% de quitina neutralizada a 25°C,
200 rpm e 3,0 vvm
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O aumento da aeracdo de 1,5 vvm para 3 vvm no cultivo da linhagem C. cellulans
191 em fermentador de 5 L, resultou em diminui¢io do tempo para a obtencdo da atividade
maxima de quitinase. Utilizando-se aerac¢do de 1,5 vvm e 3 vvm de aerac¢do foram obtidos,
respectivamente 4,19 U/mL e 4, 38 U/mL, ap6s 168 h e 144 h de incubacio.

No estudo de producdo da quitinase por Verticillium lecanii em frascos agitados e
biorreatores de 5 e 30 L, os autores verificaram que agitacdo e a aeracdo afetaram a
concentracdo de oxigénio dissolvido e influenciaram positivamente no crescimento do
microrganismo e na producido da enzima, uma vez que o aumento da aeracdo implicou na
producdo de maior quantidade da enzima de interesse'”.

No estudo de producdo de quitinase em frascos agitados foi obtido 7,06 U/mL apds
72 h de fermentacdo, enquanto que em fermentador de 5 L utilizando-se aeragdo de 3 vvm

foi obtido 4,38 U/mL da enzima apds 144 h de incubacdo, indicando uma producgado 1,61

vezes maior em frascos agitados quando comparada a produgdo em fermentador de 5 L.
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CONCLUSOES

Em fermentador de 5 L a maior producgdo de B-1,3 glucanase (0,72 U/mL) foi
obtida apds 24 h de fermentacdo pela C. cellulans 191 em meio de cultivo A composto por
2,0 g/ de (NH4)2S04. 0,2 g/LL de MgS0O4.7H>0 e 10 g/L de parede celular de levedura em
tamp@o fosfato 0,2 M, 7,5; a 30°C, 200 rpm e aeragio de 3 vvm.

Em fermentador de 5 L a maior producdo de protease foi obtida através da
fermentacdo da linhagem C. cellulans 191 em meio de cultivo B composto por 2,0 g/L. de
(NH4)2SOy4, 0,2 g/L. de MgS0O4.7H,0 e 80 g/L de levedura seca utilizada como indutor em
tampdo fosfato 0,15 M, 6,5; a 30°C, 150 rpm e aera¢do de 3 vvm. Foram obtidos na fase
exponencial 4,89 U/mL de protease I e na fase estaciondria 6,14 U/mL de protease II, ap0s,
respectivamente, 6 e 33 h de incubacio.

Em fermentador de 5 L a maior producdo de quitinase (4,38 U/mL) foi obtida apds
144 h de fermentacdo da linhagem C. cellulans 191 em meio de cultivo C composto por 4,0
g/L. de extrato de levedura; 2,0 g/LL de triptona; 4,0 g/ de MgS04.7H,0; 1,2 g/L de
KH,POy4; 2,8 g/l de K;HPO4 e 15 g/ de quitina neutralizada utilizada como indutor a
25°C, 200 rpm e aeragdo de 3 vvm.
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CAPITULO IV: PRODUCAO E PURIFICACAO DE B-1,3 GLUCANASES,
PROTEASES E QUITINASES DA LINHAGEM Cellulosimicrobium cellulans 191

RESUMO

O presente trabalho visou a produgdo das enzimas B-1,3 glucanases, proteases e
quitinases da linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191 em frascos agitados e a
purificagdo parcial das enzimas em colunas de troca idnica e filtracio em gel. Na
fermentacdo do microrganismo em meios de cultivo A, B e C, em frascos agitados, foram
obtidos respectivamente, 1,12 U/mL de B-1,3 glucanase; 4,2 U/mL de protease € 6,9 U/mL
de quitinase. A B-1,3 glucanase foi purificada 11,83 vezes com rendimento de 25% em
resina de troca idbnica DEAE-Sephadex A50. A [B-1,3 glucanase apresentou massa
molecular de 45 KDa em eletroforese SDS-PAGE. Na purificacdo das proteases em resina
de troca idnica DEAE-Sephadex A50 foram obtidas trés fracdes de proteases denominadas
P1, P2 e P3. A fracdo P3 apresentou duas bandas de massas moleculares de 14 e 16 KDa
em eletroforese SDS-PAGE. A quitinase foi purificada cerca de 6,65 vezes com rendimento
de 46,61% em resina de filtracio em gel Sepharose CL4B200 e apresentou massa

molecular de 61 KDa em eletroforese SDS-PAGE.
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SUMMARY

The aim of this work was to study the production of B-1,3 glucanases, proteases and
chitinases by Cellulosimicrobium cellulans 191 in shaken flasks, and the partial purification
of the enzymes using ion-exchange columns and gel filtration. In the fermentation of the
microorganism in shaken flasks using culture media A, B and C, 1.12 U/mL of B-1,3
glucanase; 4.2 U/mL of protease and 6.9 U/mL of chitinase were obtained, respectively.
The B-1,3 glucanase was purified 11.83 times with a yield of 25% using a DEAE-Sephadex
AS50 ion-exchange resin. The B-1,3 glucanase presented a molecular mass of 45 KDa in
SDS-PAGE electrophoresis. In the purification of the proteases using a DEAE-Sephadex
AS50 ion-exchange resin, three protease fractions were obtained, namely P1, P2 and P3.
Fraction P3 presented two proteins with molecular weights of 14 and 16 KDa in SDS-
PAGE electrophoresis. The chitinase was purified about 6.65 times with a yield of 46.61%
using a Sepharose CL4B200 gel filtration resin, and presented a molecular mass of 61 KDa

in SDS-PAGE electrophoresis.
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INTRODUCAO

As enzimas celulares sdo encontradas na forma de misturas complexas onde estao
presentes em um grande nimero e sob diferentes formas. Além das enzimas, encontram-se
inimeras proteinas sem funcdo catalitica e outros produtos celulares. Para um estudo
aprofundado deve-se purificar a enzima a ser estudada. Enzimas em estado impuro podem
ser aplicadas para finalidades especificas € em muitos casos sdo requeridas por serem de
facil obtencado e de baixo custo. As enzimas purificadas apresentam a vantagem de estarem
livres de outras enzimas e substancias que interferem nos substratos desviando as reacdes
especificas. Além disso, comercialmente sdo muito mais valorizadas. As preparagdes
enzimaticas comerciais como a Lyticase de Arthrobacter luteus e Lyticase recombinante
expressa em Escherichia coli para a lise de leveduras e para obten¢do de protoplastos sdo
encontradas na forma bruta e na forma parcialmente purificada'.

Shimoi et al.? purificaram enzimas liticas produzidas por Rarobacter faecitabidus,
uma bactéria capaz de lisar células de leveduras isolada de sistema de tratamento de dgua.
O complexo de enzimas liticas era composto de uma [B-1,3 glucanase e duas proteases. A
massa molecular das duas proteases e da 3-1,3 glucanase foram estimadas em 35, 33 e 82
KDa, respectivamente, por eletroforese em gel poliacrilamida SDS. Estas proteases podiam
reduzir a turbidez de suspensdes de levedura. Por este tratamento, quase todas as células
testadas perderam sua viabilidade, enquanto que o nimero de células de leveduras ndo
diminuiu sob observa¢do ao microscépio. A B-1,3 glucanase sozinha ndo diminuiu a
turbidez da suspensdo de leveduras nem afetou a viabilidade das células, mas a -1,3
glucanase combinada com as duas proteases lisaram completamente as células de levedura.

Ventom e Asenjo3 estudaram as caracteristicas bioquimicas da B-1,3 glucanase
excretada por Oerskovia xanthineolytica LL-G109. A massa molecular da enzima foi
estimada em 12 KDa através de filtragdo em gel. A B-1,3 glucanase purificada mostrou
atividade litica limitada em levedura, mas foi estimulada duas e cinco vezes,
respectivamente pelas duas proteases.

A B-1,3 glucanase de Oerskovia xanthineolytica TK-1 foi purificada em coluna de

DEAE-Sephacel, DEAE-Toyopearl 650M e Bio-Gel P-2 e caracterizada. A enzima
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apresentou massa molecular estimada em 40 KDa. A B-1,3 glucanase atuou sobre o
substrato como uma endoenzima.

A B-1,3 glucanase de Oerskovia xanthineolytica LL-G109 foi purificada através de
eletroforese em gel SDS-poliacrilamida, apresentando massa molecular de
aproximadamente 27,19 KDa>*.

Uma B-1,3 glucanase da linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191 de massa
molecular de 17,1 KDa foi purificada e caracterizada por Ferro’. A B-1,3 glucanase foi
purificada do sobrenadante do meio de cultivo através de ultrafiltracdo e cromatografia em
coluna de CM-Sepharose CL-6B. A enzima purificada apresentou atividade 6tima a 55°C e
pH 6timo na faixa de pH entre 4,5 — 6,5. A B-1,3 glucanase purificada apresentou-se estavel
na faixa de pH 5,5-6,5 e foi inativada a temperaturas superiores a 55°C. A enzima foi capaz
de hidrolisar as ligacdes glicosidicas da laminarina atuando como uma endoenzima. A -
1,3 glucanase purificada mostrou-se capaz de lisar a parede celular de Saccharomyces
cerevisiae ATCC26602 sem a necessidade de protease. Através da microscopia eletronica
de varredura, observou-se que as enzimas liticas da linhagem C. cellulans 191 foram
capazes de alterar a superficie celular de leveduras.

Uma B-1,3 glucanase da linhagem C. cellulans 191 de massa molecular de 57 KDa
foi purificada do sobrenadante do meio de cultivo através de ultrafiltracdo (membrana de
exclusdo de 10 KDa) e cromatografia de troca i6nica em coluna de DEAE-Sepharose
equilibrada em pH 5,5°.

A B-1,3 glucanase alcalina produzida por Bacillus clausii NM1 foi purificada por
precipitacdo com sulfato de amonio, cromatografia de troca i6nica com DEAE-Sepharose
FF e filtracdo em gel com Sephacryl S-200HR. A massa molecular da enzima purificada foi
estimada em 71 KDa por eletroforese em gel de SDS-PAGE’.

Entre os fungos a [-1,3 glucanase € principalmente produzida pelo género
Trichoderma. Thrane et al.'° purificou uma endo-1,3-f glucanase do filtrado de uma
cultura de Trichoderma harzanium por filtracdo em gel utilizando coluna Sephacryl S-300R
e focalizacdo isoelétrica, para aplicar no controle do fitopatégeno Pythium spp. A enzima
apresentou uma pequena massa molecular em torno de 17 KDa. Noronha e Ulhoa''
purificaram uma PB-1,3 glucanase de Trichoderma harzianum através de vérias etapas

cromatograficas realizadas subseqiientemente. As amostras concentradas da enzima foram
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purificadas em coluna Sephacryl S-200. As fragdes que apresentaram [-1,3 glucanases
foram aplicadas em coluna Fenil-Sepharose e as fra¢des que continham atividade de B-1,3
glucanase foram aplicadas em coluna CM-Sepharose. A enzima foi purificada 65 vezes e
foi obtido 0,32% de rendimento. Através de SDS-PAGE a massa molecular foi estimada
em aproximadamente 29 KDa. Bara er al.'’ verificaram que o fungo Thichoderma
asperellum produz pelo menos duas B-1,3 glucanases extracelulares na presenca de parede
celular de Rhizoctonia solani como indutor. A B-1,3 glucanase foi purificada por filtragdo
em gel e cromatografia de troca idnica. A massa molecular da exo-f-1,3 glucanase
purificada foi estimada em 83,1 KDa utilizando eletroforese SDS-PAGE. A enzima foi
ativa somente sobre glucanas contendo ligagdes glicosidicas P-1,3, atuando sobre a
laminarina como uma exoenzima para formar glicose.

Diversas proteases e quitinases microbianas tem sido descritas na literatura.

A protease e a quitinase da linhagem Cellulosimicrobium cellulans foram
purificadas em colunas de troca idnica, respectivamente, por Santos'~ e Yamaguchi'®.

A quitinase de Cellulomonas flavigena NTOU foi concentrada e purificada através
de colunas Q-Cartridge e Superdex 75 HR. As massas moleculares da quitinase estimada
por filtragdo em gel e SDS-PAGE foram respectivamente; 34,2 KDa e 32,5 KDa'®. Trés
linhagens de Bacillus foram isoladas e trés isoformas de endoquitinases (L, M e S) foram
purificadas e caracterizadas. As isoformas L, M e S apresentaram diferentes massas
moleculares (71, 62 e 53 KDa), temperaturas 6timas de atividade (75, 65 e 75°C), pH
6timos de atividade (6,5; 5,5; 5,5) e pl (5,3; 4,8 ¢ 4,7)16.

A quitinase do microrganismo Bacillus cereus YQ-308 foi purificada através de
cromatografia em coluna DEAE-Sepharose CL-6B seguido por Sephacryl S-200. A
quitinase apresentou massa molecular de 48 KDa em SDS-PAGE e foi capaz de inibir a
extensdo da hifa do fungo Fusarium oxysporyum e Pythium ultimum'’. A quitinase de
Bacillus sp. 13.26 foi purificada por meio de precipitacdo com sulfato de amonio e coluna
de DEAE-Sepharose CL-6B e apresentou massa molecular de 60 KDa em SDS-PAGE'®. A
quitinase de Streptomyces sp. NK1057 foi purificada por meio de cromatografia em coluna
contendo resina de filtracdo em gel Sephadex G-100".

Quitinases sdo produzidas por fungos na presenca de quitina. A quitinase

proveniente do filtrado da cultura de Metarhizium anisopliae foi purificada por precipitagdao

131



com sulfato de amonio seguido de cromatografia de troca idnica em DEAE- Sephacel. A
enzima purificada de massa molecular de 30 KDa foi capaz de hidrolisar o p-nitrofenil-p3-
N—diacetilquitobiosezo.

Uma enzima quitinolitica foi purificada do filtrado da cultura de Trichoderma
harzianum T198 por precipitacdo com sulfato de amdnio seguido por cromatografia de
afinidade com quitina e liberacdo com acido acético 10%. A massa molecular da enzima foi
estimada em 28 KDa através de cromatografia de filtragcdo em gel e 27,5 KDa em SDS-
PAGE. A enzima apresentou atividade sobre uma grande variedade de quitina com mais de
duas unidades de N-acetilglicosamina. Andlises em HPLC dos produtos de hidrolise
demonstraram que a enzima € uma exoquitinase ¢ que libera somente unidades de N-
acetilglicosamina21

O fungo filamentoso Paecilomyces lilacinus € utilizado como agente de biocontrole
contra nematdides parasitas de plantas. Ovos de nematdides e cuticulas sdo os sitios de
infeccdo para os agentes de biocontrole que penetram através da producdo de enzimas
liticas. P. lilacinus foi cultivado em meio liquido e a producdo de proteases e quitinases
foram induzidas pela presenca de gema de ovo e quitina, respectivamente. A serina
protease foi purificada do meio de cultivo usando coluna de afinidade com Sepharose-
bacitracina. Foram verificadas trés formas de protease, das quais duas apresentavam a
extremidade C-terminal truncada. Atividade de quitinase também foi verificada no
sobrenadante do meio de cultivo, e apds separacdo por focalizagdo isoelétrica, seis
proteinas apresentaram atividade. A atividade de quitinase foi confirmada sobre gel ndo
desnaturante de uma e duas dimensdes usando quitina glicol como substrato. Duas das
proteinas apresentaram similaridade com endoquitinases através de experimentos com a
seqiiéncia de aminodcidos da regiio N-terminal®.

Este trabalho visou a producdo e purificagdo parcial de B-1,3 glucanase, protease e

quitinase da linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191.
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MATERIAL E METODOS

Producio de P-1,3 glucanases, proteases e quitinases pela linhagem
Cellulosimicrobium cellulans 191, respectivamente nos meios de cultivos A, B e C, em
frascos agitados, nas condicoes de pH, temperatura e agitacao estabelecidas

previamente através de planejamentos experimentais

A B-1,3 glucanase foi produzida, em frascos agitados aletados, em meio de cultivo
A composto por 2,0 g/L de (NH4)2SO4. 0,2 g/L. de MgS04.7H,0 e 10 g/L de parede celular
de levedura em tampao fosfato 0,2 M, pH 7,5. Os frascos foram incubados a 30°C, 200 rpm
durante 24 h.

A protease foi produzida, em frascos agitados, em meio de cultivo B composto por
2,0 g/ de (NH4)2S04. 0,2 g/L. de MgS04.7H,0 e 80 g/L. de levedura seca utilizada como
indutor em tampao fosfato 0,15 M, pH 6,5. Os frascos foram incubados a 30°C, 150 rpm
durante 30 h.

A quitinase foi produzida, em frascos agitados, em meio de cultivo C composto por
4,0 g/L de extrato de levedura; 2,0 g/L de triptona; 4,0 g/LL de MgS04.7H,0; 1,2 g/L de
KH,POy; 2,8 g/l de K;HPO, e 15 g/L de quitina neutralizada utilizada como indutor. Os
frascos foram incubados a 25°C, 200 rpm durante 72 h.

Para a preparacdo do pré-indculo, uma alcada da cultura de 24 h do microrganismo
em tubo inclinado de meio TYM foi inoculada separadamente em frascos Erlenmeyers de
500 mL contendo 100 mL do meio de cultivo a ser utilizado. Aliquotas de 10 mL de pré-
in6culo foram transferidas assepticamente para frascos Erlenmeyers de 500 mL contendo
90 mL do mesmo meio de cultivo. Os frascos foram incubados sob condi¢gdes especificas
para a producdo de cada enzima. Apds incubagdo, os meios de cultivo obtidos no item
anterior, foram centrifugados a 7.840 g durante 10 min a 5°C e os sobrenadantes utilizados
como preparacgdo enzimdtica bruta.

As atividades de B-1,3 glucanases, proteases e quitinases nos sobrenadantes dos

meios de cultivo foram determinadas como descrito no capitulo anterior.
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Purificacdo parcial das enzimas B-1,3 glucanase, protease e quitinase da

linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191

Purificaciio parcial de B-1,3 glucanase através de cromatografia em coluna de

troca ionica DEAE-Sephadex A50

A preparagdo bruta (20 mL) de B-1,3 glucanase (1,12 U/mL) foi aplicada em
coluna de DEAE-Sephadex AS50 de 2,5 cm de didmetro e 40 cm de comprimento,
equilibrada em tampao fosfato de sédio 0,01 M, pH 6,5. As proteinas adsorvidas foram
eluidas pela aplicagdo de 250 mL do mesmo tampao usando-se gradiente de sal (de 0 a 1 M

de NaCl). As fragdes de 5 mL foram coletadas a cada 12,5 min.

Purificacdo parcial de protease através de cromatografia em coluna de troca

ionica DEAE-Sephadex AS0

A preparagdo bruta (20 mL) de protease (4,2 U/mL) foi aplicada em coluna de
DEAE-Sephadex A50 de 2,5 cm de didmetro e 40 cm de comprimento, equilibrada em
tampdo fosfato de soédio 0,01 M, pH 7,0. As proteinas adsorvidas foram eluidas pela
aplicacdo de 250 mL do mesmo tampao usando-se gradiente de sal (de 0 a 1 M de NaCl).

As fracdes de 5 mL foram coletadas a cada 12,5 min.

Purificacdo parcial de quitinase através de cromatografia em coluna de

filtracao em gel Sepharose CL4B200

A preparacdo bruta (5,0 mL) de quitinase (6,9 U/mL) foi aplicada em coluna de
Sepharose CL4B200 de 1,5 cm de diametro e 30 cm de comprimento, equilibrada em
tampdo fosfato de sodio 0,01 M, pH 7,0. As proteinas adsorvidas foram eluidas pela
aplicacdo de 50 mL do mesmo tampdo. As fragdes de 1,5 mL foram coletadas a cada 3,5
min.

O curso de elui¢dao das proteinas foi acompanhado pela medida da absorbancia a
280 nm. As fracdes contendo atividades enzimadticas de interesse foram reunidas, dialisadas

contra dgua destilada e liofilizadas. As atividades de PB-1,3 glucanases, proteases e
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quitinases foram determinadas como descrito no capitulo anterior. A concentra¢do de
) ~ . 4. . . . 23
proteina das solugdes enzimdticas foi determinada com o método de Lowry™, usando

ovoalbumina como padrao.

Eletroforese da f-1,3 glucanase, protease e quitinase em gel SDS-

poliacrilamida

As fragdes G1 com atividade de B-1,3 glucanase , P3 com atividade de protease e Q1
com atividade de quitinase, foram concentradas por liofilizacdo, ressuspendidas e aplicadas
em gel de dodecil sulfato de sédio-poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE), como descrito por
Laemmli**. A eletroforese foi desenvolvida em duas etapas: a 80 V por aproximadamente
30 min e a 120 V por aproximadamente 2 h.

Ap6s o desenvolvimento da eletroforese, os géis foram lavados trés vezes por 20 min
com uma solu¢d@o fixadora de etanol (30%) e acido acético (10%) em &dgua destilada. Em
seguida, o gel foi corado com Coomassie Blue R250.

A mistura padrdo de proteinas continha fosforilase b (94,0 KDa), albumina bovina (67
KDa), ovoalbumina (43,0 KDa), anidrase carbonica (30,0 KDa), inibidor de tripsina de soja
(20,1 KDa) e a-lactoalbumina (14,0 KDa).

135



RESULTADOS E DISCUSSAO

Producio de p-1,3 glucanase, protease e quitinase pela linhagem
Cellulosimicrobium cellulans 191, respectivamente em meios de cultivos A, B e C, em
frascos agitados, nas condicoes de pH, temperatura e agitacao estabelecidas nos

planejamentos experimentais

Foi obtido 1,12 U/mL de B-1,3 glucanase através da fermentagdo da linhagem 191,
em frascos agitados aletados, em meio de cultivo A com tampao fosfato 0,2 M, pH 7.5, a
30°C e 200 rpm, ap6s 24 h de incubagdo.

Foi obtido 4,2 U/mL de protease através da fermentacdo da linhagem 191, em
frascos agitados, em meio de cultivo B com tampao fosfato 0,15 M, pH 6,5, a 30°C e 150
rpm, ap6s 30 h de incubacio.

Foi obtido 6,9 U/mL de quitinase através da fermentacdo da linhagem 191, em
frascos agitados, em meio de cultivo C com pH inicial 6,5, a 25°C e 200 rpm, ap6s 72 h de

incubacao.

Purificacdo parcial das enzimas [B-1,3 glucanase, protease e quitinase da

linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191

Purificaciio parcial de B-1,3 glucanase através de cromatografia em coluna de

troca ionica DEAE-Sephadex A50 e eletroforese em SDS-PAGE

Na etapa preliminar foi testado o fracionamento enzimatico por precipitagdo com
sulfato de amonio (40, 60 e 80% de saturagdo) do extrato bruto de B-1,3 glucanase.

Procedimentos de purificagdo sdo onerosos e, por isso, para que se justifique seu uso
devem ser obtidos bons resultados. Foi verificado que na etapa de concentracdo com sulfato
de amdnio a atividade especifica da preparacio obtida era inferior a atividade especifica da
preparagdo enzimdtica bruta. Dessa forma, para a purificagdo da B-1,3 glucanase, o extrato
enzimatico bruto foi aplicado diretamente na coluna de troca idnica.

A Figura v 1 ilustra a purificacdo da B-1,3 glucanase em coluna de DEAE-

Sephadex A50 equilibrada em tampao fosfato 0,01 M, pH 6,5. A enzima foi eluida da
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resina utilizando-se o tampdo contendo 0,6 M de NaCl. Foi obtido um pico de B-1,3
glucanase, o qual foi denominado de G1 (Figura v 1). A B-1,3 glucanase foi purificada

11,92 vezes e o rendimento da enzima foi de 25% (Tabela v 1).

Absorbéncia (280 nm)
NaCl (M)
U/mL de beta-1,3 glucanase

1 21 41 61 81 101 121 141 161 181 201 221

Fracoes (SmL)

—&— Absorbancia (280 nm) NaCl (M) =*=U/mL de beta-1,3 glucanase

Figura v 1. Purificagdo da B-1,3 glucanase da linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191
através de cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-Sephadex A50

Tabela v 1. Purifica¢do da B-1,3 glucanase da linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191
em coluna de DEAE-Sephadex A50

U/mL de U total de . Proteina Atv. Espec. Rendimento de
Volume Proteina de B-1,3
Extratos B-1,3 B-1,3 Total B-1,3 glucanase Fator de
(mL) lucanase glucanase (mg/mL) (mg) glucanase (%) Purificagdo
8 * & (U/mg)
Bruto 20 1,12 224 9,18 183,6 0,12 100 1
G1 50 0,112 5,6 0,078 3,9 1,43 25 11,92
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A Figura v 2 ilustra a eletroforese da -1,3 glucanase purificada em gel SDS-
PAGE, indicando a presen¢a de uma tinica banda de proteina. A B-1,3 glucanase purificada

apresentou massa molecular de 45 KDa (Figura v 3).
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Padroes p-1,3 glucanase
Padrdes: a- fosforilase b (94,0 KDa); b- albumina bovina (67,0 KDa); c- ovoalbumina (43,0 KDa); d- anidrase
carbonica (30,0 KDa); e- inibidor de tripsina de soja (20,1 KDa); f- o-lactoalbumina (14,0 KDa)

Figura 1y 2. Eletroforese da 3-1,3 glucanase purificada em gel SDS-poliacrilamida

09 - y = 1,1056x - 4,4407
R* =0,9937

0 T T T T 1
4 42 44 46 48 5

Log da Massa Molecular

Figura 1v 3. Relacdo entre o Rf e o log da massa molecular das proteinas em gel SDS-
poliacrilamida para a determinacéo da massa molecular da 3-1,3 glucanase purificada

Diferentes métodos de purificagdo de P-1,3 glucanases tém sido relatados na

literatura. A B-1,3 glucanase de Oerskovia xanthineolytica TK-1 foi purificada em coluna
de DEAE-Sephacel, DEAE-Toyopearl 650M e Bio-Gel P-2 e caracterizada. A enzima foi

purificada 21 vezes e apresentou massa molecular estimada em 40 KDa”.
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A B-1,3 glucanase de Oerskovia xanthineolytica LL-G109 foi purificada em coluna
HR 16/10 Q-Sepharose FF. Em eletroforese em gel SDS, a enzima apresentou massa
molecular de aproximadamente 27,19 KDa’. Ferrer et al.’ prosseguiram os procedimentos
de purificacdo desta enzima através de ultrafiltracdo e duas colunas consecutivas de HR
16/10 Q-Sepharose FF em diferentes valores de pH (pH 8,5 e 5,0).

Uma B-1,3 glucanase da linhagem Cellulomonas cellulans 191 (Cellulosimicrobium
cellulans) de 17,1 KDa foi purificada e caracterizada. A B-1,3 glucanase foi purificada do
sobrenadante do meio de cultura através de ultrafiltracdo e cromatografia em coluna de
CM-Sepharose CL6B (purificagdo de 78,2 vezes e rendimento de 5,53%). A B-1,3
glucanase purificada mostrou-se capaz de lisar a parede celular de Saccharomyces
cerevisiae ATCC26602 sem a necessidade de protease. Através da microscopia eletronica
de varredura, observou-se que as enzimas liticas da linhagem C. cellulans 191 foram
capazes de alterar a superficie celular de leveduras’.

Uma f-1,3 glucanase de massa molecular de 57 KDa da linhagem
Cellulosimicrobium cellulans 191 foi purificada do sobrenadante no meio de cultura através
de ultrafiltracdo (membrana de exclusdo de 10 KDa) e cromatografia de troca idnica em
coluna de DEAE-Sepharose equilibrada em pH 5,5. A enzima foi purificada 1,18 vezes
quanto a atividade de B-1,3 glucanase e 5,1 vezes quanto a atividade de liticase®.

A B-1,3 glucanase alcalina produzida por Bacillus clausii NM1 foi purificada 124
vezes por precipitacdo com sulfato de amodnio, cromatografia de troca idnica com DEAE-
Sepharose FF e filtracdo em gel com Sephacryl S-200HR com rendimento de 41,8%. A
massa molecular da enzima purificada foi estimada em 71 KDa por eletroforese em gel de
SDS-PAGE’.

Thrane et al.' purificou uma endo-f-1,3glucanase do filtrado de uma cultura de
Trichoderma harzanium através de filtragdao em gel utilizando coluna Sephacryl S-300R e
focalizacdo isoelétrica, sendo obtido fator de purificacdo de 12,5 vezes e rendimento de
13%. Em eletroforese em gel SDS, a enzima apresentou massa molecular em torno de 17
KDa. Os autores relataram que a [-1,3glucanase pode ser aplicada no controle do
fitopatégeno Pythium spp.

Noronha e Ulhoa'' purificaram uma B-1,3 glucanase de Trichoderma harzianum

através de vdrias etapas cromatogréficas. As amostras concentradas da enzima foram
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purificadas em coluna Sephacryl S-200. As fragdes que apresentaram [-1,3 glucanases
foram aplicadas em coluna Fenil-Sepharose e as fra¢des que continham atividade de B-1,3
glucanase foram aplicadas em coluna CM-Sepharose. A enzima foi purificada 65 vezes e
foi obtido 0,32% de rendimento. Através de SDS-PAGE a massa molecular foi estimada
em aproximadamente 29 KDa.

Thichoderma asperellum produz pelo menos duas (-1,3 glucanases extracelulares
na presenga de parede celular de Rhizoctonia solani como indutor. A B-1,3 glucanase foi
purificada por filtragcdo em gel em coluna Sephacryl S-100 e cromatografia de troca idnica
em coluna de Q-Sepharose Fast Flow, sendo obtido fator de purificacdo de 35,7 vezes e
rendimento de 9,5%. A massa molecular da exo-f3-1,3 glucanase purificada foi estimada em

83,1 KDa utilizando eletroforese SDS-PAGE'.

Purificacdo da protease através de cromatografia em coluna de troca ionica

DEAE- Sephadex A50 e eletroforese em SDS-PAGE

O fracionamento do extrato enzimdtico bruto de protease com sulfato de amonio
(40, 60 e 80% de saturagcdo) ndo resultou em boa recuperacdo da enzima, desta forma o
sobrenadante do meio de cultivo foi utilizado como preparacdo bruta para a etapa de

purificacdo.

A Figura v 4 ilustra a purificacdo da protease da linhagem C. cellulans 191 em
coluna de DEAE-Sephadex AS50 equilibrada em tampao fosfato 0,01 M, pH 7,0. As
proteases foram adsorvidas na resina e eluidas com a solu¢do tampao contendo 0,8 M de
NaCl. Foram obtidos trés picos de proteases, os quais foram denominados de P1, P2 e P3.
Os picos P1, P2 e P3 apresentaram os seguintes fatores de purificacdo e rendimentos,

respectivamente: 10,24 e 1,78%; 18,20 € 2,45% e 12,92 e 8,52% (Tabela v 2).
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Absorbancia (280 nm)
NaCl (M)
U/mL de protease

Sada QA A WA DDA QDDA
VRN BTV NN A AL A A A R el ol

Fracoes (SmL)

—&— Absorbancia (280 nm) NaCl (M) == U/mL de protease

Figura v 4. Purificacdo da protease da linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191 através
de cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-Sephadex A50

Tabela v 2. Purificacdo da protease da linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191 em
coluna de DEAE-Sephadex A50

Proteine Ativ. Espec. .
rotemna 1V. Bspec Rendimento de

Volume U/mL de U total de Proteina
Extratos (mL) Protease  Protease (mg/mL) Total Protease Protease (%) Fator de
& (mg) (U/mg) S Purificacao
20 4,2 84 7,88 157,6 0,53 100 1
Bruto
P1 5 0,299 1,495 0,055 0,275 543 1,78 10,24
P2 5 0,413 2,065 0,043 0,214 9,65 2,45 18,20
P3 25 0,286 7,15 0,042 1,05 6,81 8,52 12,85

Para a continuidade dos estudos foi escolhido a fragdo de protease P3, que
apresentou maior rendimento e fator de purificagdao de 12,85 dentre as fra¢des ativas.
A Figura v 5 ilustra a eletroforese da fracdo de protease P3, que foi selecionada

para a aplicacdo na lise de leveduras e na f ormagdo de compostos antioxidantes. Em gel
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SDS-PAGE a fra¢do P3 apresentou duas bandas de proteinas. A banda 1 apresentou massa

molecular de 16 KDa; enquanto a banda 2 apresentou massa molecular de 14 KDa (Figura

v 0).
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Padroes Proteases

Padrdes: a- fosforilase b (94,0 KDa); b- albumina bovina (67,0 KDa); c- ovoalbumina (43,0 KDa); d- anidrase
carbdnica (30,0 KDa); e- inibidor de tripsina de soja (20,1 KDa); f- a-lactoalbumina (14,0 KDa)

Figura v 5. Eletroforese da fracdao de protease P3 em gel SDS-poliacrilamida
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Figura 1v 6. Relacdo entre o Rf e o log da massa molecular das proteinas em gel SDS-
poliacrilamida para a determinacdo da massa molecular da fracio de protease P3
parcialmente purificada

Sacki et al.* purificaram e caracterizaram uma protease alcalina de Oerskovia
xanthineolytica TK-1. A enzima foi purificada cerca de 39,6 vezes através de ultrafiltracao,
coluna de Fenil-Sepharose CL 4B e DEAE-Sephacel com rendimento de 19%. A massa

molecular da enzima em eletroforese em gel de poliacrilamida SDS foi de 20 KDa.
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Santos' purificou uma protease alcalina da linhagem Cellulosimicrobium cellulans
191 através de precipitacdo com sulfato de amonio 40% de saturacdo, coluna de troca
ionica DEAE-Sepharose e Q-Sepharose e obteve um fator de purificagdao de 16,8 vezes e
rendimento de 7,8%. A protease alcalina apresentou massa molecular 55 KDa, estimada por
filtracdo em gel Sephacryl S-200.

O fungo filamentoso Paecilomyces lilacinus foi cultivado em meio liquido e a
producdo de proteases e quitinases foram induzidas pela presenga de gema de ovo e quitina,
respectivamente. A serina protease foi purificada do meio de cultivo usando coluna de
afinidade com Sepharose-bacitracina, enquanto que a quitinase foi purificada em coluna de

DEAE—Sephaceln.

Purificacdo parcial de quitinase através de cromatografia em coluna de

filtracao em gel Sepharose CL4B200 e eletroforese em SDS-PAGE

Foram realizados varios estudos de purificacdo parcial de quitinase em resinas de
troca i6nica. No primeiro estudo de purificagdo do extrato bruto de quitinase da linhagem
C. cellulans 191 em coluna de DEAE-Sephadex A50 equilibrada em tampao fosfato 0,02
M, pH 7.0, a quitinase ndo foi adsorvida na coluna e a recupera¢@o da enzima foi baixa. Em
seguida, foi testada a purificagdo da quitinase em coluna de DEAE-Sephacel DCL6B
equilibrada em tampao fosfato 0,01 M, pH 6,5. Nessas condi¢des a quitinase ndo foi
adsorvida na resina e foi eluida com o mesmo tampao, sendo obtido um fator de purificacio
de cerca de 3,5 vezes e um rendimento de 12,38%. Em coluna de DEAE-Sephacel DCL6B
equilibrada em tampao fosfato 0,01 M, pH 8,0, a quitinase foi inativada, uma vez que nao
foi detectada atividade de quitinase nas fracdes eluidas. A quitinase foi purificada 6,65
vezes com recuperacdo de 46,62% utilizando-se coluna de filtracio em gel Sepharose
CL4B200 equilibrada em tampao fosfato 0,01 M, pH 7,0 (Figura v 7 e Tabela 1y 3).

A Figura v 7 ilustra a purificacdo da quitinase da linhagem C. cellulans 191 em
coluna de Sepharose CL4B200 equilibrada em tampao fosfato 0,01 M, pH 7,0 em que foi

obtido um pico de quitinase, o qual foi denominado de fragdo Q1.
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Absorbancia (280 nm)
U/mL de quitinase

1 11 21 31 41 51 61 71
Fracoes (1,5 mL)

=& Absorbancia (280 nm) == U/mL de quitinase

Figura v 7. Purificagdo da quitinase da linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191 em
coluna de Sepharose CLL4B200

Tabela 1y 3. Purificacdo da quitinase da linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191 em
coluna de Sepharose CL4B200

Volume U/mLde U total de Proteinas Proteinas Ativ. Espec.  Rendimento de
Extratos (mL) uitinase uitinase (mg) Total de quitinase uitinase (%)
q ) q ) & (mg) d ) d e Purificacdo
Bruto 5 6,9 34,5 16,63 83,15 0,41 100 1
Q1 6 2,68 16,08 0,98 5,88 2,73 46,61 6,65
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A Figura 1v 8 ilustra a eletroforese da quitinase purificada em gel SDS-PAGE,
indicando a presenca de uma unica banda de proteina. A quitinase purificada apresentou

massa molecular de 61 KDa em gel SDS-poliacrilamida (Figura v 9).

61 KDa

-

Padroes Quitinase
Padrdes: a- fosforilase b (94,0 KDa); b- albumina bovina (67,0 KDa); c- ovoalbumina (43,0 KDa); d- anidrase
carbonica (30,0 KDa); e- inibidor de tripsina de soja (20,1 KDa); f- a-lactoalbumina (14,0 KDa)

Figura 1v 8. Eletroforese da quitinase purificada em gel SDS-poliacrilamida

0.9 7 y =0,9262x - 3,5766

0.8 R* =0,992
07 -

0,6 1

04 -
03 -
02 -
0,1 -
0 T T T T 1
4 42 44 46 48 5

Log da Massa Molecular

Figura 1v 9. Relacdo entre o Rf e o log da massa molecular das proteinas em gel SDS-
poliacrilamida para a determinacdo da massa molecular da quitinase purificada

Yamaguchi14 purificou a quitinase de Cellulomonas cellulans Fxx por
fracionamento do sobrenadante do meio de cultivo com sulfato de amoOnio 80% de

saturacdo e adsor¢cdo em coluna DEAE-Sepharose em tampao fosfato 0,02 M, pH 7,0
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através de um sistema de FPLC. Foram obtidas duas fracdes, sendo que a fracdo de maior
atividade foi purificada 6,29 vezes com rendimento de 12,01%.

A quitinase de Cellulomonas flavigena NTOU foi concentrada e purificada cerca de
20 vezes através de coluna Q-Cartridge, cromatografia de intera¢do hidrofébica e coluna
Superdex 75-HR com rendimento de 5,64%. As massas moleculares das quitinases
estimadas por filtragdo em gel e SDS-PAGE foram respectivamente; 34,2 KDa e 32,5
KDa".

Trés isoformas de endoquitinases (L, M e S) foram purificadas do meio de cultivo
da linhagem Bacillus sp. MH-1 por cromatografia de afinidade com quitina e coluna Mono
P. As isoformas L, M e N foram purificadas 20, 18 e 24 vezes com recuperacio de 2,2%,
0,67% e 1,1%, respectivamente. As enzimas L, M e N apresentaram, em SDS-PAGE,
respectivamente, massas moleculares de 71, 62 e 53 KDa',

A quitinase de Metarhizium anisopliae foi purificada por precipitagdo com sulfato
de amoOnio seguido de cromatografia de troca idnica em DEAE-Sephacel. A enzima
purificada apresentou massa molecular de 30 KDa em SDS-PAGE™.

Uma enzima quitinolitica foi purificada do filtrado da cultura de Trichoderma
harzianum T198 por precipitacdo com sulfato de amodnio seguida por cromatografia de
afinidade com quitina, sendo obtido fator de purificacdo de 12,8 vezes e rendimento de
18%. A massa molecular da enzima foi estimada em 28,0 KDa através de cromatografia de

filtracdo em gel e 27,5 KDa em SDS-PAGE”".
As preparagdes de B-1,3 glucanase, fracdo de protease P3 e quitinase parcialmente

purificadas serdo utilizadas nos experimentos de aplicacdo das enzimas e referidas como

preparacdes purificadas.
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CONCLUSOES

Na fermentacdo da linhagem C. cellulans 191, em frascos agitados aletados, em
meio de cultivo A composto por 2,0 g/LL de (NH4)>SO4. 0,2 g/LL de MgS0O.4.7H,0 e 10 g/L.
de parede celular de levedura em tampdo fosfato 0,2 M, pH 7,5, a 30°C e 200 rpm, foi
obtido 1,12 U/mL de B-1,3 glucanase apds 24 h de fermentagdo. A B-1,3 glucanase foi
purificada em coluna de DEAE-Sephadex AS0 equilibrada em tampao fosfato 0,01M, pH
6,5. A enzima foi eluida no mesmo tampao contendo 0,6 M de NaCl e foi purificada 11,83
vezes com rendimento de 25%. A B-1,3 glucanase apresentou massa molecular de 45 KDa
em eletroforese SDS-PAGE.

Na fermentacdo da linhagem C. cellulans 191, em frascos agitados, em meio de
cultivo B composto por 2,0 g/L de (NH4),SO4, 0,2 g/ de MgS0O4.7H,O e 80 g/L de
levedura seca utilizada como indutor em tampao fosfato 0,15 M, pH 6,5, a 30°C e 150 rpm,
foi obtido 4,2 U/mL de protease apds 30 h de fermentagdo. As proteases foram purificadas
em coluna de DEAE-Sephadex AS50 equilibrada em tampao fosfato 0,01M, pH 7,0. As
proteases foram eluidas no mesmo tampdo contendo 0,8 M de NaCl. Foram obtidas trés
fracdes de proteases denominadas P1, P2 e P3 que apresentaram os seguintes fatores de
purificacdo e rendimentos, respectivamente: 10,24 e 1,78; 18,20 e 2,45% e 12,92% e
8,52%. A fracdo 3 apresentou duas bandas de massas moleculares de 14 e 16 KDa em
eletroforese SDS-PAGE.

Na fermentacdo da linhagem C. cellulans 191, em frascos agitados, em meio de
cultivo C composto por 4,0 g/LL de extrato de levedura; 2,0 g/L. de triptona; 4,0 g/L. de
MgS04.7H,0; 1,2 g/l de KH,POq; 2,8 g/l de KoHPO4 e 15 g/ de quitina neutralizada
utilizada como indutor de pH 6,5, a 25°C e 200 rpm, foi obtido 6,9 U/mL de quitinase apds
72 h de fermentacdo. A quitinase foi purificada 6,65 vezes em coluna de filtracdo em gel
Sepharose CL4B200 equilibrada em tampao fosfato 0,01 M, pH 7,0, com rendimento de
46,61%. A quitinase purificada apresentou massa molecular de 61 KDa em eletroforese

SDS-PAGE.
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CAPITULO V: APLICACOES DE B-1,3 GLUCANASE, PROTEASE E
QUITINASE DA LINHAGEM Cellulosimicrobium cellulans 191

RESUMO

O presente trabalho visou a aplicagdo das preparacdes purificadas de B-1,3
glucanase e protease da linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191 e das preparacdes bruta
e purificada da quitinase da linhagem C. cellulans 191. A B-1,3 glucanase purificada da
linhagem C. cellulans 191 apresentou atividade de lise de diversas leveduras e foi capaz de
formar protoplastos da levedura Saccharomyces cerevisiae KL-88. O pré-tratamento das
leveduras com protease P3 purificada ndo aumentou a lise das leveduras com a B-1,3
glucanase. A quitinase purificada foi capaz de lisar algumas espécies de fungos sob
observacdo em microscopio Optico, mas nao foi capaz de inibir, em placas de dgar batata
dextrose, o crescimento dos fungos testados. A preparacdo bruta de quitinase apresentou
halo de inibicdo do crescimento de alguns fungos estudados em placas de dgar batata
dextrose. Os produtos formados pela reacdo da [B-1,3 glucanase purificada sobre a

laminarina e da protease purificada sobre a levedura seca apresentaram poder antioxidante.
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SUMMARY

The aim of this work was the application of purified preparations of B-1,3 glucanase
and protease and of crude and partially purified preparations of chitinase, all obtained from
Cellulosimicrobium cellulans strain 191. The purified B-1,3 glucanase presented lysis
activity against several yeasts and was able to form protoplasts from the Saccharomyces
cerevisiae KL-88 yeast. The purified protease P3 from C. cellulans strain 191 showed no
yeast cell lysis activity. The purified chitinase from C. cellulans strain 191 was able to lyse
some fungal species under observation in an optical microscope, but was unable to inhibit
the growth of the fungi tested in potato dextrose agar plates. The crude chitinase
preparation presented growth inhibition halos in potato dextrose agar plates with some of
the fungi studied. The products formed from the reaction between the purified B-1,3
glucanase and laminarin and between the purified protease and the dry yeast presented

antioxidant power.
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INTRODUCAO

As enzimas [-1,3 glucanases, proteases e quitinases na forma bruta e parcialmente
purificadas apresentam diversas aplicagdes biotecnoldgicas.

Uma grande quantidade de produtos podem ser isolados e purificados da célula
microbiana com o auxilio da lise enzimética'*® como, por exemplo: peptideos,
polissacarideos, proteinas recombinantes, dcidos nucléicos, pigmentos, enzimas, lipideos,
entre outros. Além do potencial de aplicacido na preparacdo de protoplastos, fusdo celular e
transformacdo de leveduras, pode-se ressaltar sua aplicacdo na obtencdo de enzimas
intracelulares, preparacdo do polissacarideo glucana, extracdo alcalina de proteinas de
leveduras, pré-tratamento para lise mecanica de células em Dyno-Mill, producdo de extrato
de levedura, extracdo de pigmentos de leveduras vermelhas como por exemplo extracdo do
pigmento vermelho astaxantina de Phaffia rhodozyma® e lise de microrganismos que
provocam a cérie dentdria’. A lise de células de leveduras com enzimas permite
seletividade na liberacdo de produtos, independe da escala e pode ser realizada em
condicdes de pH e temperatura que nao implicam na desnaturacdo de produtos celulares de
interesse’.

As enzimas liticas podem ser utilizadas para a lise da parede celular de leveduras
para diferentes finalidades, como: preparacdo de extrato de levedura’; aumento da
eficiéncia de desintegrador mecanico para extracdo de compostos intracelulares e ligados a
célula®; aumento da digestibilidade de racdo animal®’; preservagcdo de alimentos'*'";
obtencdo de fonte de proteina unicelular para animais e humanos'?; aumento do valor
alimenticio de cereais quando se utilizam altas propor¢des de polissacarideos sem amido'’;
obtencdo de mananas de diferentes fontes que apresentam atividade antioxidante e
antimutagénicaM; melhoramento da clarificacdo e filtragdo de vinhos'®; sintese de novos
substratos para B-1,3 e B-1,4 glucanases por meio de reacdes de transglicosilagdo
catalisadas por B-1,3 glucanases'®; reducdo da viscosidade do produto final no processo de
fabricacdo de Cervejag; elucidagdo da estrutura, composi¢do e mecanismo da sintese da
parede celular de leveduras'’ .

As enzimas quitinoliticas apresentam indmeras aplicacdes no ramo da industria e

agricultura. As quitinases podem ser utilizadas no controle de fungos patégenos de plantas
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e insetos. H4 também, um crescente interesse na producdo de quitinooligossacarideos
biologicamente ativos através da utilizacdo das quitinases. Essas enzimas podem ainda ser
aplicadas na producdo de fonte de proteina unicelular, preparacdo de enzimas micoliticas e
na formacio de protoplastos fingicos®.

Alguns trabalhos relatam as aplicagdes de quitinases e B-1,3 glucanases no setor
agrotecnolégico. Wiwat er al.”’ produziram quitinase a partir de Bacillus circulans 41 para
uso como suplemento de bioinseticida de B. thuringiensis para o controle de larvas de
lepidopteras. Zhang e Yuen®® utilizaram um sistema litico composto por quitinase, protease,
B-1,3 glucanase e lipase para o controle de manchas nas folhas de centeio causadas por
Biopolaris sorokiniana.

B-1,3 glucanases e quitinases produzidas por plantas em resposta as infecgdes
causadas por microrganismos patogénicos tém sido purificadas e utilizadas para testes de
atividade antifingica. Sela-Buurlage er al.” verificaram a atividade antifingica de
diferentes isoformas de quitinases e 3-1,3 glucanases do tabaco contra esporos de Fusarium
solani. Ji e Kuc* observaram a atividade fungicida de B-1,3 glucanase e quitinase de
pepino (Cucumis sativus L.) sobre Colleotrichum lagenarium. Beffa et al.>! verificaram que
B-1,3 glucanases de plantas com atividade antifiingica apresentam fungéo na patogénese
viral, atuando sobre o virus do tabaco de Havana 425 e sobre Nicotiniana sylvestris (virus
que causa necrose no tabaco). Kim e Hwang3 ? utilizaram uma B-1,3 glucanase purificada de
raiz de pimenta para inibir o crescimento das hifas do fungo Phytophthora capsici. O efeito
sinérgico da B-1,3 glucanase e de uma quitinase também produzida pela pimenta ocasionou
inibicdo do crescimento das hifas de F. oxysporum var. cucumerinum e P. capsici. O
mecanismo de resposta de plantas infectadas induz a produg¢do de B-1,3 glucanases e
quitinases. Essas enzimas estdo relacionadas a patogénese e sdo indicadoras do sistema de
resisténcia da planta. Em geral, sdo encontradas em compartimentos onde héd as lesdes
causadas por fungos e virus infectantes™*.

As enzimas liticas, principalmente [-1,3 glucanases e quitinases, também séo
produzidas por microrganismos que exercem fungdo antagdnica aos fitopatégenos. A essas
enzimas se atribuiu o efeito de fungitoxicidade sobre o patogeno e a eficicia do biocontrole

. RN
de organismos antagonistas .
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Este trabalho visou a aplica¢do das preparacdes purificadas de B-1,3 glucanase,
protease e das preparagdes bruta e purificada da quitinase da linhagem Cellulosimicrobium
cellulans 191, no estudo da lise e formag@o de protoplastos de leveduras, lise e inibi¢do de

fungos e obtencio de compostos antioxidantes.
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MATERIAL E METODOS
Aplicacoes das enzimas purificadas
Aplicacio da B-1,3 glucanase e protease purificadas na lise de leveduras

A capacidade das prepara¢des enzimaticas purificadas de -1,3 glucanase e protease
P3 de lisar a parede celular de leveduras foi testada com células vidveis de Saccharomyces
cerevisiae KL-88, Saccharomyces capensis, Debaromyces vanriji, Pachysolen
tannophillus, Kluyveromyces drosophilarum, Candida glabrata, Hansenula mrakii e Pichia

membranaefaciens.

Obtencao das suspensdes de células de leveduras

Para a obtencdo de células de leveduras, uma al¢ada das culturas de leveduras
crescidas em tubos inclinados de meio YEPD composto de 1% de extrato de levedura, 2%
de peptona, 2% de glicose e 2% de dgar, foi transferida para frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 mL de meio YEPD liquido. Os frascos foram incubados em agitador rotatério
a 30°C, 100 rpm por 20 h. As células foram coletadas por centrifugacdo a 7.840 g por 10
min a 5°C e lavadas duas vezes com dgua destilada. Estas células foram ressuspendidas em
tampao fosfato 0,1 M, pH 6,5 até obter-se uma suspensdo com densidade Gtica igual a 1,68
a 660 nm. As suspensdes de células de leveduras foram utilizadas para o teste de lise
enzimética da parede celular pelas enzimas 3-1,3 glucanase e protease P3 purificadas, como

descrito a seguir.

Determinacao da atividade litica

A atividade de lise foi determinada segundo o método de Ventom e Asenjo>
modificado. A mistura para lise enzimdtica de células de leveduras continha 1 mL de
suspensao celular, enzima (s) purificada (s) e tampao fosfato 0,1 M, pH 6,5 para completar
o volume para 2 mL*. Para a lise de leveduras com B-1,3 glucanase purificada, a mistura

de reacdo contendo 0,1 U da enzima purificada/mL de suspensdo, foi incubada a 30°C por
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1,2 e 3 h, sob agitacdo em tempos regulares. Para a lise de leveduras com protease P3 e 3-
1,3 glucanase purificadas, a mistura de reagdo contendo 0,15 U de protease P3
purificada/mL de suspensio foi pré-tratada a 30°C por 1 h e em seguida adicionado 0,1 U
de B-1,3 glucanase purificada/mL de suspensdo, e incubada a 30°C por 1, 2 € 3 h, sob
agitacdo em tempos regulares.

Simultaneamente, foi preparado, como referéncia, um tubo branco onde no lugar da
solucdo enzimdtica purificada foi acrescentado tampao fosfato 0,1 M, pH 6,5.

A atividade litica foi determinada pela diminuicdo da turbidez da suspensdo de
levedura e calculada por modificacio do método descrito por Obata et al.®® através das
equagoes:

DO Branco TO’ - DO Branco T60” = X

DO Amostra TO’ - DO Amostra T60’ =Y

Absorbanciaobtida = Y - X

Uma unidade de liticase foi definida como a diminuicdo de 0,1 unidades de

absorbancia nas condicdes de ensaio a 660 nm.

Aplicacio da B-1,3 glucanase purificada na lise de leveduras - Observacio em

microscopio optico

As leveduras foram incubadas com P-1,3 glucanase purificada (0,1 U/mL de
suspensdo) a 30°C por 3 h e a lise foi observada em microscépio 6ptico com aumento de
1000 vezes (imersdo). Como controle utilizou-se leveduras em tampao sem adicdo da

enzima, incubadas no mesmo tempo e temperatura.

Aplicacdo da B-1,3 glucanase purificada na formacdo de protoplastos -

Observacao em microscopio éptico

As células da levedura Saccharomyces cerevisiae KL-88, obtidas como descrito
anteriormente, foram coletadas por centrifugacdo e ressuspendidas em solug@o isotonica de
KCI 0,7 M em tampao fosfato 0,2 M, pH 6,5. A mistura de reacdo contendo 1 mL da
suspensdo de levedura com densidade ética igual a 1,68 a 660 nm e 0,1 U de B-1,3

glucanase purificada/mL de suspensdo, foi incubada a 30°C por 2 h, e a formagdo de
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protoplastos foi observada em microscépio 6ptico com aumento de 1000 vezes (imersdo).
Como controle foi utilizada mistura de reacdo contendo as leveduras em solugdo isotdonica

sem a adi¢do da enzima, incubada no mesmo tempo e temperatura.

Aplicacdo da quitinase purificada na lise de fungos - Observacao em

microscopio optico
Obtencao de células fiingicas

Os fungos Rhizopus oligosporus, Mucor miehei, Penicillium sp., Aspergillus oryzae,
Streptomyces phaerochromogenes, Aspergillus niger, Paecylomyces sp. e Trichoderma
viride foram utilizados para o estudo de lise. Os fungos foram crescidos em placas
contendo meio de cultivo dgar batata dextrose por 10 dias a 28°C. Uma al¢ada de cada
fungo foi transferida assepticamente para frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL
do meio de cultivo composto por 10 g/l de amido soluvel; 0,3 g/L. de caseina livre de
vitaminas; 2,0 g/l de KNOs; 2,0 g/L de NaCl; 0,05 g/ de MgSQO,. 7 H,O; 0,01 g/L de
FeSO,. 7 H,0 e 0,02 g/ de CaCOs e incubados a 28°C a 150 rpm por 20 h. Esse
procedimento foi realizado para promover a germinagdo dos esporos. Apds a germinacao, o
material foi centrifugado a 2.822 g por 6min a 5°C. O micélio foi lavado 3 vezes com dgua

destilada e ressuspendido em tampao fosfato 0,2 M, pH 5,8.

Aplicacio da quitinase purificada na lise de fungos

A mistura de reacdo contendo 0,5 mL de suspensio flingica em tampao fosfato 0,2
M, pH 5,8 € 0,5 U de quitinase purificada/mL de suspensdo do fungo, foi incubada a 30°C
por 2 h, sob agitacdo em tempos regulares. A lise celular foi observada em microscopio
optico com aumento de 1000 vezes (imersdo). Como controle foi utilizada mistura de
reacdo contendo a suspensdo fingica sem a adi¢do da enzima, incubada no mesmo tempo e

temperatura.

166



Aplicacdo das preparacoes bruta e purificada de quitinase na inibicao de

fungos

Para a deteccdo da atividade inibitéria das preparacdes bruta e purificada de
quitinase sobre fungos, uma aliquota de 0,5 mL de suspensdo de fungo foi adicionada em
pogo de 0,25 cm de didmetro na parte central de placas de dgar batata dextrose. No 1° e 2°
dia foi aplicado 0,5 U de preparacdo bruta ou purificada no poco central das placas. As
placas foram incubadas a 28°C por 10 dias. A atividade inibitéria da quitinase purificada
sobre fungos foi determinada pela medida do didmetro do halo de inibi¢do como descrito

por Roberts et al.”’.

Aplicacao das enzimas f-1,3 glucanase, protease P3 e quitinase purificadas na

formacao de compostos antioxidantes

Foram utilizados diferentes substratos para a atuagdo das enzimas purificadas. Apds
incubacdo das enzimas com os substratos, foi determinada a atividade antioxidante na
mistura de reacao.

A laminarina (Sigma), a glucana insoldvel™ e a parede celular de levedura (Prodesa)
foram utilizadas como substrato para -1,3 glucanase purificada. A mananaprotel’na3 ° a
levedura seca (Fleischmann) e a levedura autoclavada®® foram utilizadas como substrato
para a protease purificada; enquanto que a quitina coloidal™®, a quitina neutralizada™, e a
swollen quitina®, foram utilizadas como substrato para a quitinase purificada.

A mistura de reagdo contendo 0,5% do substrato em tampao fosfato 0,5 M, pH 6,0 e
a enzima parcialmente purificada (0,1 U de -1,3 glucanase purificada/mL de suspensdo ou
0,15 U de protease purificada/mL de suspensdo ou 0,5 U de quitinase purificada/mL de
suspenso) foram incubadas a 50°C por 30 e 60 min. Apds o tempo de reagdo, a mistura foi
centrifugada por 3 mim a 6.000 rpm a temperatura ambiente. A atividade antioxidante no

sobrenadante da mistura de reacdo, foi determinada pelo método do DPPH.
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Atividade seqiiestrante do radical DPPH pelos produtos formados pela acao

das enzimas purificadas sobre diferentes substratos

A medida da atividade seqiiestrante de radicais DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil)
foi realizada de acordo com metodologia descrita por Zhu et al.*' e Chen et al.**. O DPPH é
um radical livre estdvel que aceita um elétron ou radical hidrogénio para tornar-se uma
molécula diamagnética e desta forma, € reduzida na presenca de um antioxidante. Na forma
de radical, o DPPH possui uma absor¢do caracteristica a 517 nm, a qual desaparece apds a
reduc@o pelo hidrogénio cedido de um composto antioxidante. Adicionou-se 2,5 mL da
solucdo do radical DPPH (0,1 mg/100mL) a mistura de 0,5 mL do sobrenadante da mistura
de reacdo enzimdtica e a diminui¢do da absorbancia foi medida a 517 nm apds 30 min. As
amostras que apresentaram atividade antioxidante foram monitoradas até 120 min. A
atividade anti-radical foi determinada em termos de porcentagem de inibi¢do (PI), a qual foi
calculada através da taxa de declinio da absorcdo da solucdo de DPPH dos produtos
formados, apds o tempo de reagdo, com a absor¢do da solucio controle, de acordo com a
férmula:

PI (% de inibi¢ao)= [A(0)-A(t)/A(0)] x 100

Onde A (0)= Abs da solugdo referéncia de DPPH-etanol (80%)

A (t)= Abs da solu¢cao DPPH-produto ap6s diferentes tempos de reagao
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Aplicacio da B-1,3 glucanase e protease P3 purificadas na lise de leveduras

A Tabela v 1 e a Figura y 1 ilustram a atividade de lise de leveduras das preparacdes
purificadas de B-1,3 glucanase e protease P3. A lise das leveduras Saccharomyces
cerevisiae KL-88, Saccharomyces capensis, Debaromyces vanriji, Pachysolen
tannophillus, Kluyveromyces drosophilarum, Candida glabrata, Hansenula mrakii e Pichia
membranaefaciens, utilizando 0,1 U de B-1,3 glucanase purificada/mL. de suspensio
celular, aumentou gradativamente com o aumento do tempo de exposi¢do da levedura a
enzima.

Apés 3 h de incubagdo com a B-1,3 glucanase purificada, as linhagens D. vanriji
(52,96% de lise relativa), P. tannophillus (100% de lise relativa) e H. mrakii (81,15% de
lise relativa) mostraram-se mais sensiveis a agdo da B-1,3 glucanase purificada, enquanto
que as linhagens S. cerevisiae KL-88 (15,12% de lise relativa), S. capensis (10,87% de lise
relativa) e C. glabrata (8,43% de lise relativa) mostraram-se mais resistentes a acdo da
enzima. As linhagens K. drosophilarum e P. membranaefaciens apresentaram porcentagem
relativa de lise de 20,64% e 21,93%, respectivamente.

A utilizagdo de 0,15 U de protease P3 purificada/mL de suspensdo celular como
pré-tratamento seguido da adi¢do de 0,1 U de B-1,3 glucanase purificada/mL de suspensdo
celular, resultou, em geral, na diminui¢cdo da porcentagem de lise celular das leveduras. Em
alguns casos ndo houve lise na presenca de protease P3 (S. capensis, D. vanriji e C.

glabrata).
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Tabela v 1. Estudo da lise de Saccharomyces cerevisiae KLL-88, Saccharomyces capensis,
Debaromyces vanriji, Pachysolen tannophillus, Kluyveromyces drosophilarum, Candida
glabrata, Hansenula mrakii e Pichia membranaefaciens utilizando as preparagdes de -1,3
glucanase e protease P3 purificadas

% Atividade Relativa de Lise
Enzima (tempo de reacao)
Protease P3 (1h) + | Protease P3 (1h) + | Protease P3 (1h) +
B-1,3 glucanase B-1,3 glucanase B-1,3 glucanase
Leveduras B-1,3 glucanase B-1,3 glucanase B-1,3 glucanase
(1h) (2h) (3h)
(1h) (2h) (3h)

S. cerevisiae KL-88 3,76 8,37 15,12 3,03 3,55 3,77
S. capensis 4,96 8,16 10,87 0,00 0,00 0,00
D. vanriji 28,62 28,14 52,96 0,00 0,00 0,00
P. tannophillus 89,97 91,35 100,00 40,95 58,86 62,16
K. drosophilarum 16,91 17,02 20,64 3,88 8,56 8,76
C. glabrata 5,67 6,37 8,43 0,00 0,00 0,00
H. mrakii 24,13 46,96 81,15 2,37 10,08 16,25
P. membranaefaciens 10,67 17,7 21,93 6,28 20,21 20,56

A parede celular de Saccharomyces cerevisiae € composta por 48 a 60% de glucana,

20 a 23% de mananaproteinas e 0,6 a 2,7% de quitinas’m’11

. A parede celular de outras
leveduras sdo pouco estudadas. A composi¢io da parede celular varia conforme a espécie e
género de levedura e de acordo com as condicdes de cultivo'’. Segundo Osumi?', a parede
celular de Saccharomyces pombe € composta principalmente de [-glucana e o-
galactomanana. Aguilar-Uscanga® relatou a variabilidade da composicdo da parede celular
de S. cerevisiae devido as diferentes condi¢gdes de crescimento. Neste trabalho a B-1,3
glucanase purificada da linhagem C. cellulans 191 atuou diferentemente na lise das
leveduras, provavelmente devido a diferenca na composi¢do da parede celular das
leveduras.

O pré-tratamento com protease seguido do tratamento com B-1,3 glucanase resultou
em menor lise em relacdo ao tratamento somente com a [B-1,3 glucanase. Diversos
pesquisadores relataram que para a lise da parede celular, a protease deve atuar pﬁmeiro3 6
ou que as enzimas liticas (proteases e -1,3 glucanases) devem agir sinergicamente na lise

da parede celular, sendo que as proteases degradam a camada externa de mananaproteina e

as B-1,3 glucanases degradam a camada interna de glucanas’“. Neste estudo foi verificado
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que a B-1,3 glucanase purificada de C. cellulans 191 lisou a parede celular de diferentes
leveduras sem a necessidade de protease litica. O pré-tratamento das leveduras com a
protease purificada P3 seguido de tratamento com a B-1,3 glucanase purificada, resultou em
menor lise das leveduras, provavelmente porque a protease hidrolisou a -1,3 glucanase
diminuindo a atividade da mesma. A protease purificada P3 sozinha ndo apresentou

capacidade de lisar a parede celular das leveduras estudadas.
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Figura v 1. Estudo da lise de Saccharomyces cerevisiae KL-88, Saccharomyces capensis,
Debaromyces vanriji, Pachysolen tannophillus, Kluyveromyces drosophilarum, Candida
glabrata, Hansenula mrakii e Pichia membranaefaciens utilizando as preparagdes de 3-1,3
glucanase e protease P3 purificadas

Em estudo anterior’® verificou-se que a preparagdo bruta de B-1,3 glucanase da
linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191 fracionada com sulfato de amoénio 60% de
saturacdo, apresentou atividade de lise das leveduras Kluyveromyces lodderi,

Saccharomyces cerevisiae (levedura de panificagdo Fleischmann), Saccharomyces
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cerevisiae (levedura de panificacdo Itaiquara) e sobre as linhagens killer Saccharomyces
cerevisiae KIL-88, Saccharomyces diastaticus NCYC 713, Saccharomyces cerevisiae
NCYC 1001, Candida glabrata NCYC 388, Kluyveromyces marxianus NCYC 587 e
Hansenula mrakii NCYC 500. As linhagens Kluyveromyces marxianus NCYC 587 e
Hansenula mrakii NCYC 500 mostraram-se mais sensiveis a a¢do das -1,3 glucanases e as
linhagens de levedura Itaiquara e Candida glabrata NCYC 388 mostraram-se mais
resistentes a agdo das B-1,3 glucanases, quando comparada com a susceptibilidade das
células da linhagem de S. cerevisiae KL-88 a preparacdo enzimdtica. O pré-tratamento das
suspensdoes das leveduras com a preparacdio bruta de protease da linhagem
Cellulosimicrobium cellulans 191, fracionada com sulfato de amodnio 60% de saturacao,
diminuiu a lise das leveduras principalmente quando utilizada em altas concentragdes.
Guilloux-benatier et al.' estudaram a atividade de lise da B-1,3 glucanase produzida
pela bactéria Oenococcus oeni sobre células de Saccharomyces cerevisiae em diferentes
fases de crescimento. Os autores verificaram que a B-1,3 glucanase foi capaz de lisar
células vidveis e mortas de S. cerevisiae, sendo que as células nas fases de crescimento
exponencial e na fase estaciondria, foram lisadas mais facilmente. Kaneko et al?
verificaram que as células de leveduras sdo mais susceptiveis a lise enzimdtica quando
tratadas com 2-mercaptoetanol ou cisteina. O 2-mercaptoetanol exerce o papel de uma
protease litica, destruindo a camada externa de mananaproteina da parede celular e
permitindo o acesso da B-1,3 glucanase a camada de glucana. A fragdo A da preparagio
comercial Zymolyase, composta por uma [3-1,3 glucanase, é capaz de causar lise da parede
celular de leveduras somente na presenca de 2-mercaptoetanol. As glucanases de alta massa
molecular (maiores que 50 KDa) necessitam de uma protease para degradar a parede
celular de leveduras, enquanto que as glucanases de baixa massa molecular (entre 12 e 29
KDa) podem lisar células de leveduras sem a presenca de protease. Atravessando a camada
externa de mananaproteina, as glucanases de baixa massa molecular conseguem ter acesso
a camada interna de glucana. Além da massa molecular, a estrutura tercidria das glucanases
também € um fator importante, pois dependendo do arranjo, a enzima pode ou ndo
atravessar a camada de mananaproteina e atingir a camada de glucana para provocar a lise

celular’,
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A Tabela v 1 ilustra que a PB-1,3 glucanase purificada da linhagem
Cellulosimicrobium cellulans 191 de 45 KDa em SDS-PAGE, foi capaz de lisar
extensivamente células vidveis das leveduras Debaromyces vanriji, Pachysolen
tannophillus e Hansenula mrakii, sem a presenca de protease.

A enzima lisou, em menor propor¢do as leveduras Saccharomyces cerevisiae KL-
88, Saccharomyces capensis, Kluyveromyces drosophilarum, Candida glabrata e Pichia
membranaefaciens.

A adi¢do de protease P3 purificada da linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191

prejudicou a agdo de lise da B-1,3 glucanase, sobre as leveduras testadas.

Aplicacio da B-1,3 glucanase purificada na lise de leveduras - Observacio em

microscopio optico

As Figuras v 2a, v 2c, v 2e, v 2g, v 2i, v 2k, v 2m e v 20 ilustram as células de
leveduras em tampdo fosfato 0,2 M, pH 6,5 sem tratamento com [3-1,3 glucanase
purificada; enquanto que as Figuras v 2b, v 2d, v 2f, v 2h, v 2j, v 21, v 2n e v 2p ilustram as
células de leveduras em tampdo fosfato 0,1 M, pH 6,5 tratadas com 0,1 U de B-1,3

glucanase purificada/ mL de suspensao.
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Observagdo em microscopio 6ptico com aumento de 1000 vezes (imersdo), sendo: a- Controle S. cerevisiae
KL88; b- S. cerevisiae KL88 tratada com [B-1,3 glucanase purificada; c- Controle S. capensis; d- S. capensis
tratada com B-1,3 glucanase purificada; e- Controle K. drosophilarum; f- K. drosophilarum tratada com -1,3
glucanase purificada; g- Controle P. tannophillus; h- P. tannophillus tratada com B-1,3 glucanase purificada;

Figura v 2. Lise de leveduras com B-1,3 glucanase purificada
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Observagdo em microscopio Optico com aumento de 1000 vezes (imersdo), sendo: i- Controle P.
membranaefaciens; j- P. membranaefaciens tratada com B-1,3 glucanase purificada; k- Controle C. glabrata;
1- C. glabrata tratada com B-1,3 glucanase purificada; m- Controle H. mrakii; n- H. mrakii tratada com B-1,3
glucanase purificada; o- Controle D. vanriji e p- D. vanriji tratada com B-1,3 glucanase purificada

Figura v 2. Lise de leveduras com B-1,3 glucanase purificada
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Verificou-se diminui¢do no nimero de células de leveduras, quando as leveduras
foram tratadas com a 3-1,3 glucanase purificada da linhagem Cellulosimicrobium cellulans
191, a 30°C por 3 h.

Estes resultados somados aos descritos anteriormente indicam que a 3-1,3 glucanase
purificada da linhagem C. cellulans 191 é capaz de lisar sozinha vérios géneros e espécies
de leveduras, sem a presenca de protease.

Shimoi er al.* purificaram enzimas liticas produzidas por Rarobacter faecitabidus,
uma bactéria capaz de lisar células de leveduras. As enzimas consistiram de uma [B-1,3
glucanase (82 KDa em SDS-PAGE) e duas proteases (35 e 33 KDa em SDS-PAGE). As
proteases foram capazes de reduzir a turbidez de suspensdes de leveduras, entretanto o
nimero de células de leveduras ndo diminuiu sob observagdo ao microscépio. A B-1,3
glucanase ndo diminuiu a turbidez das suspensdes de leveduras, mas combinada com as
duas proteases lisaram as células de levedura completamente.

No presente estudo, a -1,3 glucanase purificada (45 KDa em SDS-PAGE) da
linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191, foi capaz de diminuir a turbidez de suspensdes

de células de leveduras e diminuir o nimero de células sob observagdo ao microscépio.

Aplicacdo da B-1,3 glucanase purificada na formacido de protoplastos -

Observacao em microscopio éptico

A B-1,3 glucanase purificada da linhagem C. cellulans 191 foi utilizada para a
formacdo de protoplastos de S. cerevisiae KLL88. A Figura vy 3 ilustra a formacdo de
protoplastos da levedura em microscopio Optico com aumento de 1000 vezes (imersdo),
ap6s a incubagdo das suspensdes de leveduras a 30°C por 2 h com 0,1 U de B-1,3 glucanase

purificada /mL de suspensao.
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Figura v 3. Protoplastos obtidos a partir de células de Saccharomyces cerevisiae KL-88
apoés agdo da B-1,3 glucanase purificada da linhagem C. cellulans 191 — Observagdo em
microscépio 6ptico com aumento de 1000 vezes (imersao)

Assim como a preparacdo comercial Novozym 234 (Figura v 4), a B-1,3 glucanase
purificada da linhagem C. cellulans 191 foi capaz de formar protoplastos de

Saccharomyces cerevisiae KL-88 (Figura v 3).

Figura v 4. Protoplastos obtidos a partir de células de Saccharomyces cerevisiae ATCC
26602 apds agdo da Novozym 234 (preparagdo comercial) — Observacdo em microscopio
optico com aumento de 1000 vezes (imersﬁo)44
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Aplicacdo da quitinase purificada na lise de fungos - Observacao em

microscopio optico

A quitinase purificada da linhagem C. cellulans 191 foi utilizada para o estudo da
lise dos fungos Rhizopus oligosporus, Mucor miehei, Penicillium sp., Aspergillus oryzae,
Streptomyces phaerochromogenes, Aspergillus niger, Paecylomyces sp. e Trichoderma
viride; através da observacdo em microscopio Optico com aumento de 1000 vezes
(imerséo).

A Figura v 5 ilustra a lise dos fungos R. oligosporus, M. miehei, Penicillium sp., S.
phaerochromogenes e T. viride pela quitinase purificada, em relacdo aos seus respectivos
controles.

Os fungos A. oryzae, A. niger e Paecylomyces sp. ndo apresentaram nenhuma
alteracdo na estrutura celular apds tratamento com a 0,5 U de quitinase purificada/mL de
suspensao , em relacdo aos seus respectivos controles.

Com excecao dos fungos Penicillium sp. (Figura v S5c e v 5d ) e R. oligosporus
(Figura v 5e e vy 5f), os outros fungos foram altamente lisados, uma vez que foi verificado
somente a presenca de fragmentos nas laminas analisadas em microscopio Optico em

1mersao.
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Observagdo em microscépio 6ptico com aumento de 1000 vezes (imersdo), sendo: a- Controle M. miehei; b-
M. miehei tratado com quitinase purificada; c- Controle Penicillium; d- Penicillium tratado com quitinase
purificada; e- Controle R. oligosporus; - R. oligosporus tratado com quitinase purificada; g- Controle S.
phaerochromogenes; h- S. phaerochromogenes tratado com quitinase purificada; i- Controle T. viride; j- T.
viride tratado com quitinase purificada

Figura v 5. Lise de fungos com quitinase purificada
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Aplicacao das preparacoes bruta e purificada de quitinase na inibicao de

fungos

O crescimento dos fungos R. oligosporus, M. miehei, S. phaerochromogenes,
Paecylomyces sp. e T. viride em placas de dgar batata dextrose foi inibido pela preparagcdo
bruta de quitinase da linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191, sendo que foram
observados halos de inibi¢do de 1,2; 1,2; 1,1; 1,35 e 0,8 cm de diametro (Figura v 6). O
crescimento dos fungos Penicillium sp., A. oryzae e A. niger ndo foi inibido pela preparacao
bruta de quitinase da linhagem C. cellulans 191. A preparacdo purificada de quitinase nio
foi capaz de inibir o crescimento dos fungos estudados. Este resultado sugere que a inibi¢do
do crescimento de fungos ocorre pelo efeito sinérgico da quitinase com outras enzimas e/ou

pela presenca no extrato bruto de substancias de a¢do anti-fiingica.

Fungos: a- R. oligosporus, b- M. miehei, c- S. phaerochromogenes, d- Paecylomyces sp.; e- T. viride

Figura v 6. Inibicdo do crescimento de fungos em placas de dgar batata dextrose utilizando
a preparagdo bruta da quitinase da linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191

Sela-Buurlage et al.”’ verificaram a atividade antifingica de diferentes isoformas de

quitinases e [-1,3 glucanases do tabaco. Isoformas de quitinases e [-1,3 glucanases
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vacuolares apresentaram atividade contra esporos de Fusarium solani, resultando na lise de
hifas e inibi¢do do crescimento através de atuagdo sinérgica.

Ji e Kic™ descreveram a atividade antifiingica de B-1,3 glucanase e quitinase de
pepino (Cucumis sativus L.) sobre Colleotrichum lagenarium. Os autores estudaram uma 3-
1,3 glucanase 4cida e trés isoformas de quitinase, designadas A, B e C. A acdo individual
da B-1,3 glucanase e da quitinase C sobre o fungo provocou inibi¢do da germinagdo dos
esporos do microrganismo e do seu crescimento. A agdo conjunta da B-1,3 glucanase e
quitinase promoveu um efeito sinérgico na inibi¢cao do crescimento do fungo, além de lise
das hifas e crescimento anormal. As quitinases A e B ndo apresentaram atividade
antifingica sobre C. lagenarium.

Um mutante de 7. harzianum CECT 2413 produtor de quitinase e B-1,3 e B-1,6
glucanases inibiu o crescimento de Rhizoctonia solani e foi capaz de proteger videiras
contra o patégeno Botrytis cinerea’

Kim e Hwang” verificaram que uma quitinase e B-1,3 glucanase purificadas de
pimenta ocasionaram inibi¢do do crescimento das hifas de F. oxysporum var. cucumerinum

e P. capsici quando aplicadas conjuntamente.

Aplicacao das enzimas purificadas na formacao de compostos antioxidantes

A B-1,3 glucanase purificada foi utilizada para a hidrélise de laminarina, glucana
insolivel e parede celular de levedura. A protease P3 purificada foi utilizada para a
hidrdlise de mananaproteina, levedura seca e levedura autoclavada; enquanto que a
quitinase purificada foi utilizada para a hidrélise da quitina coloidal, quitina neutralizada e
swollen quitina. Os sobrenadantes das misturas de rea¢do contendo os produtos formados
foram testados quanto a atividade antioxidante.

Em experimento prévio a 50°C com 30 min de duragdo, foi verificado que os
sobrenadantes das misturas de reagdo contendo os produtos formados devido a atuacdo da
B-1,3 glucanase purificada sobre a laminarina e da protease purificada sobre a levedura

seca, apresentaram atividade antioxidante.
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O sobrenadante da mistura de rea¢do contendo o produto formado pela atuacdo da
B-1,3 glucanase sobre a parede celular de levedura apresentou diminui¢do na coloragio,
entretanto apresentou-se bastante turvo, o que impediu a leitura da amostra a 517 nm.

Os sobrenadantes das misturas de reacdo contendo quitinase purificada e seus
substratos ndo apresentaram atividade antioxidante a 50°C ap6s 30 min de incubagio.

Os experimentos de atividade antioxidante prosseguiram com os sobrenadantes das
misturas de reacdo contendo os produtos formados pela reagdio da PB-1,3 glucanase
purificada sobre a laminarina e da protease P3 purificada sobre a levedura seca, com
monitoramento continuo do declinio da absorbancia a 517 nm até 120 min para verificar a
capacidade antioxidante dos produtos formados sobre o seqiiestro do radical DPPH.

A Tabela v 2 e Figura v 7 ilustram a atividade antioxidante das misturas de reacdo
preparadas pela incubagio de laminarina e -1,3 glucanase purificada durante 30 e 60 min.
Na mistura de laminarina e -1,3 glucanase purificada incubada durante 30 min foram
produzidos compostos antioxidantes, sendo obtido 35,29% de atividade antioxidante no
teste com DPPH ap6s 120 min de reag@o. Utilizando-se a laminarina e B-1,3 glucanase
purificada incubada durante 60 min, foi obtido 53,87% de atividade antioxidante no teste

com DPPH ap6s 120 min de reacgao.

Tabela v 2. Atividade antioxidante do produto da reacdo da PB-1,3 glucanase sobre
laminarina

% Atividade Antioxidante

Amostra Omin | Smin | 10 min | 15 min | 30 min | 45 min | 60 min | 90 min

120 min

Laminarina + -1,3 glucanase
purificada incubada durante 30 0 2,54 6,9 9,92 16,64 22,0 26,31 315

min

35,29

Laminarina + -1,3 glucanase
purificada incubada durante 60 0 5,77 15,64 | 16,77 | 23,29 | 29,47 | 37,26 | 46,14

min

53,87
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Figura y 7. Atividade antioxidante dos produtos da reacdo da P-1,3 glucanase sobre

laminarina

A Tabela v 3 e Figura v 8 ilustram a atividade antioxidante das misturas de reacdo

preparadas pela incubacdo de levedura seca e protease P3 purificada durante 30 e 60 min.

Na mistura de levedura seca e protease P3 purificada incubada durante 30 min foram

produzidos compostos antioxidantes, sendo obtido 54,8% de atividade antioxidante no teste

com DPPH ap6s 15 min de reacdo. Utilizando-se a mistura de levedura seca e protease P3

purificada incubada durante 60 min, foi obtido 64,35% e 69,77% de atividade antioxidante

no teste com DPPH ap6s 15 e 30 min de reaco, respectivamente.

Tabela v 3. Atividade antioxidante do produto da reacdo da protease sobre levedura seca

% Atividade Antioxidante

Amostra

0 min

5 min

10 min

15 min

30 min

45 min

60 min

90 min

120 min

Levedura Seca + Protease
purificada incubada durante 30
min

47,25

52,04

54,84

54,82

54,72

54,8

54,8

54,81

Levedura Seca + Protease
purificada incubada durante 60
min

43,23

59,48

64,35

69,77

69,65

70,23

71,76

73,47
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Figura v 8. Atividade antioxidante dos produtos da reacdo da protease sobre levedura seca

Atividades antioxidantes e antimutagénicas foram atribuidas as mananas de
diferentes fontes, como a glucomanana de Candida utilis, manana de Saccharomyces
cerevisiae ¢ manana de Candida albicans. Esses componentes reduziram as alteracdes
induzidas por oflocaxina e acridina laranja em DNA de cloroplastos de Euglena gracilis. O
efeito antimutagénico dos tipos de manana estd baseado na habilidade de reaproveitar
radicais de oxigénio reativos. As caracteristicas importantes de mananas isoladas de parede
celular de leveduras, como a boa solubilidade em 4gua, massa molecular relativamente
pequena (15 ~30 kDa), e efeito antimutagénico, parecem ser boas promessas para 0 seu uso
como protetor natural'*,

Santos verificou que a protease alcalina de C. cellulans 191 foi capaz de aumentar a
atividade antioxidante da manana-proteina purificada da parede celular de S. cerevisiae. No
presente estudo a protease P3 purificada da linhagem C. cellulans 191 formou compostos

. 39
com poder antioxidante atuando sobre levedura seca™.
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CONCLUSOES

A B-1,3 glucanase purificada da linhagem C. cellulans 191 apresentou atividade de
lise das leveduras Saccharomyces cerevisiae KIL-88, Saccharomyces capensis,
Debaromyces vanriji, Pachysolen tannophillus, Kluyveromyces drosophilarum, Candida
glabrata, Hansenula mrakii e Pichia membranaefaciens. As linhagens D. vanriji, P.
tannophillus e H. mrakii mostraram-se mais sensiveis a agdo da [3-1,3 glucanase purificada,
enquanto que as linhagens S. cerevisiae KL-88, S. capensis e C. glabrata mostraram-se
mais resistentes a agdo da enzima.

O tratamento preliminar das leveduras com protease P3 purificada da linhagem C.
cellulans 191 ndo aumentou a lise das leveduras com a B-1,3 glucanase, ao contrdrio,
diminuiu, em geral, a porcentagem de atividade litica.

A B-1,3 glucanase purificada da linhagem C. cellulans 191 foi capaz de formar
protoplastos da levedura Saccharomyces cerevisiae KL-88.

A quitinase purificada da linhagem C. cellulans 191 foi capaz de lisar as hifas dos
fungos  Rhizopus oligosporus, Mucor miehei, Penicillium sp., Streptomyces
phaerochromogenes e Trichoderma viride, entretanto, ndo provocou nenhuma alteragdo na
estrutura celular dos fungos Aspergillus oryzae, Aspergillus niger e Paecylomyces sp.

A preparagdo bruta de quitinase da linhagem C. cellulans 191 foi capaz de inibir o
crescimento dos fungos Rhizopus oligosporus, Mucor miehei, Penicillium sp., Streptomyces
phaerochromogenes e Trichoderma viride em placas de dgar batata dextrose, entretanto,
ndo inibiu o crescimento de Aspergillus oryzae, Aspergillus niger e Paecylomyces sp. A
quitinase purificada da linhagem C. cellulans 191 nao foi capaz de inibir o crescimento de
nenhum dos fungos estudados.

Os produtos formados pela reagdo da B-1,3 glucanase purificada sobre a laminarina
e da protease P3 purificada sobre a levedura seca apresentaram atividade antioxidante. O
maior poder antioxidante foi verificado com os compostos formados pela reacdo da

protease purificada sobre a levedura seca.
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CONCLUSOES FINAIS

No planejamento fatorial para a andlise das varidveis independentes (pH,
temperatura e agitagéio) na produgdo de -1,3 glucanase pela linhagem C. cellulans 191, em
meio de cultivo A contendo 1 % de parede celular de levedura, em frascos agitados, foi
observado que valores de pH acima de 6,5 e agitacdo dos frascos superior a 100 rpm sdo as
melhores condi¢des para a producdo da enzima, dentre os valores estabelecidos. A
temperatura na faixa estudada ndo influenciou a produ¢io da enzima. Para a produgio de -
1,3 glucanase pela linhagem C. cellulans 191 pode ser utilizado meio de cultivo A
composto por 2,0 g/L. de (NH4),SO.4. 0,2 g/ de MgS0O.4.7H,0 e 10 g/L de parede celular de
levedura em tamp@o fosfato 0,2 M, pH 7,5; temperatura de 30°C e 200 rpm para a agita¢do
dos frascos.

Utilizando-se frascos Erlenmeyers aletados para a producdo de -1,3 glucanase pela
linhagem 191 em tampdo fosfato 0,2 M, pH 7,5, 30°C e 200 rpm de agitac@o foi obtido 1,14
U/mL de B-1,3 glucanase e ndo foi detectada atividade de protease e quitinase apds 24 h de
fermentagdo.

No planejamento fatorial para a andlise das varidveis independentes (pH,
temperatura e agitacdo) na producio de protease pela linhagem B26, em meio de cultivo B
contendo 8 % de levedura seca, em frascos agitados, foi verificado que valores de pH
abaixo de 9,5, temperaturas abaixo de 40°C e agitacdo dos frascos superior a 100 rpm sdo
as melhores condi¢des para a producdo da enzima, dentre os valores estabelecidos. Para a
producdo de protease pela linhagem B26 pode ser utilizado meio de cultivo B composto por
2,0 g/LL de (NH4)>SO4. 0,2 g/l de MgS0O4.7H,0 e 80 g/L de levedura seca utilizada como
indutor em tampao fosfato 0,15 M, pH 6,5; temperatura de 25°C e agita¢do de 150 rpm.

No planejamento fatorial para a andlise das varidveis independentes (pH,
temperatura e agitacdo) na producdo de protease pela linhagem C. cellulans 191, em meio
de cultivo B contendo 8 % de levedura seca, em frascos agitados, foi verificado que
somente o pH influenciou positivamente a producido da enzima. Valores de pH abaixo de
9,5 sdo as melhores condicdes para a produgdo de protease pela linhagem C. cellulans 191.
Para a producdo de protease pela linhagem C. cellulans 191 pode ser utilizado meio de

cultivo B composto por 2,0 g/ de (NH4)2SO4. 0,2 g/ de MgS04.7H,0 e 80 g/L de
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levedura seca utilizada como indutor em tampao fosfato 0,15 M, pH 6,5; temperatura de
30°C e agita¢do de 150 rpm.

No planejamento fatorial para a andlise das varidveis independentes (pH,
temperatura e agitacdo) na producdo de quitinase pela linhagem C. cellulans 191, em meio
de cultivo C contendo 1,5 % de quitina neutralizada, em frascos agitados, foi verificado que
valores de pH abaixo de 7,5, temperaturas abaixo de 35°C e agitacdo dos frascos superior a
100 rpm sdo as melhores condi¢des para a producdo da enzima. Para a producdo de
quitinase pela linhagem C. cellulans 191 pode ser utilizado meio de cultivo C composto por
4,0 g/ de extrato de levedura; 2,0 g/L de triptona; 4,0 g/LL de MgS0O,4.7H,0; 1,2 g/L de
KH,POy4; 2,8 g/l de K;HPO,4 e 15 g/LL de quitina neutralizada utilizada como indutor, pH
6,5; temperatura de 25°C e 200 rpm de agitagdo.

Em fermentador de 5 L a maior producéo de B-1,3 glucanase (0,72 U/mL) foi
obtida apds 24 h de fementagdo pela C. cellulans 191, em meio de cultivo A composto por
2,0 g/ de (NH4)>SO.4. 0,2 g/l de MgS0O4.7H,0 e 10 g/L de parede celular de levedura em
tampdo fosfato 0,2 M, 7,5; a 30°C, 200 rpm e aera¢io de 3 vvm.

Em fermentador de 5 L a maior produg¢do de protease foi obtida através da
fermentacao da linhagem C. cellulans 191, em meio de cultivo B composto por 2,0 g/L. de
(NH4)2S04. 0,2 g/LL de MgS0.4.7H,0 e 80 g/L de levedura seca utilizada como indutor em
tampdo fosfato 0,15 M, 6,5; a 30°C, 150 rpm e aera¢do de 3 vvm. Foram obtidos na fase
exponencial 4,89 U/mL de protease I e na fase estaciondria 6,14 U/mL de protease II.

Em fermentador de 5 L a maior produgdo de quitinase (4,38 U/mL) foi obtida apos
144 h de fermentagdo da linhagem C. cellulans 191, em meio de cultivo C composto por
4,0 g/ de extrato de levedura; 2,0 g/L de triptona; 4,0 g/LL de MgS0,4.7H,0; 1,2 g/L de
KH,POy; 2,8 g/l de KoHPO4 e 15 g/L de quitina neutralizada utilizada como indutor a
25°C, 200 rpm e aerag@o de 3 vvm.

Na fermentacdo da linhagem C. cellulans 191, em frascos agitados aletados, em
meio de cultivo A composto por 2,0 g/LL de (NH4),SO4. 0,2 g/l de MgS0O,4.7H,0 e 10 g/L
de parede celular de levedura em tampdo fosfato 0,2 M, pH 7,5, a 30°C e 200 rpm, foi
obtido 1,12 U/mL de B-1,3 glucanase apds 24 h de fermentagdo. A B-1,3 glucanase foi
purificada em coluna de DEAE-Sephadex AS0 equilibrada em tampao fosfato 0,01M, pH

6,5. A enzima foi eluida no mesmo tampao contendo 0,6 M de NaCl e foi purificada 11,83
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vezes com rendimento de 25%. A B-1,3 glucanase apresentou massa molecular de 45 KDa
em eletroforese SDS-PAGE.

Na fermentacdo da linhagem C. cellulans 191, em frascos agitados, em meio de
cultivo B composto por 2,0 g/L de (NH4),SO4, 0,2 g/ de MgS0O4.7H,O e 80 g/L de
levedura seca utilizada como indutor em tampdo fosfato 0,15 M, pH 6,5, a 30°C e 150 rpm,
foi obtido 4,2 U/mL de protease apds 30 h de fermentagdo. As proteases foram purificadas
em coluna de DEAE-Sephadex AS50 equilibrada em tampao fosfato 0,01M, pH 7,0. As
proteases foram eluidas no mesmo tampdo contendo 0,8 M de NaCl. Foram obtidas trés
fracdes de proteases denominadas P1, P2 e P3 que apresentaram os seguintes fatores de
purificagdo e rendimentos, respectivamente: 10,24 e 1,78%; 18,20 e 2,45% e 12,92 e
8,52%. A fracdo P3 apresentou duas bandas de massas moleculares de 14 e 16 KDa em
eletroforese SDS-PAGE.

Na fermentacdo da linhagem C. cellulans 191, em frascos agitados, em meio de
cultivo C composto por 4,0 g/LL de extrato de levedura; 2,0 g/L. de triptona; 4,0 g/L. de
MgS04.7H,0; 1,2 g/l de KH,POy; 2,8 g/L de KoHPO4 e 15 g/ de quitina neutralizada
utilizada como indutor de pH 6,5, a 25°C e 200 rpm, foi obtido 6,9 U/mL de quitinase apds
72 h de fermentagdo. A quitinase foi purificada 6,65 vezes em coluna de filtracdo em gel
Sepharose CL4B200 equilibrada em tampao fosfato 0,01 M, pH 7,0, com rendimento de
46,61%. A quitinase purificada apresentou massa molecular de 61 KDa em eletroforese
SDS-PAGE.

A B-1,3 glucanase purificada da linhagem C. cellulans 191 apresentou atividade de
lise das leveduras Saccharomyces cerevisiae KIL-88, Saccharomyces capensis,
Debaromyces vanriji, Pachysolen tannophillus, Kluyveromyces drosophilarum, Candida
glabrata, Hansenula mrakii e Pichia membranaefaciens. As linhagens D. vanriji, P.
tannophillus e H. mrakii mostraram-se mais sensiveis a a¢do da B-1,3 glucanase purificada,
enquanto que as linhagens S. cerevisiae KL-88, S. capensis e C. glabrata mostraram-se
mais resistentes a a¢do da enzima.

O tratamento preliminar das leveduras com protease P3 purificada da linhagem C.
cellulans 191 nao aumentou a lise das leveduras com a B-1,3 glucanase, ao contrdrio,
diminuiu, em geral, a porcentagem de atividade litica.

A B-1,3 glucanase purificada da linhagem C. cellulans 191 foi capaz de formar
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protoplastos da levedura Saccharomyces cerevisiae KL-88.

A quitinase purificada da linhagem C. cellulans 191 foi capaz de lisar as hifas dos
fungos Rhizopus oligosporus, Mucor miehei, Penicillium sp., S. phaerochromogenes e
Trichoderma viride, entretanto, ndo provocou nenhuma alteracdo na estrutura celular dos
fungos Aspergillus oryzae, Aspergillus niger e Paecylomyces sp.

A preparagdo bruta de quitinase da linhagem C. cellulans 191 foi capaz de inibir o
crescimento dos fungos Rhizopus oligosporus, Mucor miehei, Penicillium sp., S.
phaerochromogenes e Trichoderma viride em placas de 4gar batata dextrose, entretanto,
ndo inibiu o crescimento de Aspergillus oryzae, Aspergillus niger e Paecylomyces sp. A
quitinase purificada da linhagem C. cellulans 191 nao foi capaz de inibir o crescimento de
nenhum dos fungos estudados.

Os produtos formados pela reacdo da B-1,3 glucanase purificada sobre a laminarina
e da protease P3 purificada sobre a levedura seca apresentaram atividade antioxidante. O
maior poder antioxidante foi verificado com o produto formado pela reagdao da protease P3

purificada sobre a levedura seca.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Clonagem dos genes que codificam a produgéo da B-1,3 glucanase, protease e
quitinase da linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191.

Estudo da producéo das enzimas -1,3 glucanase, protease e quitinase clonadas em
fermentadores.

Aplicagdo das enzimas -1,3 glucanase, protease e quitinase.
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ANEXO DO CAPITULO I1

Estudo do efeito do pH, temperatura e agitacio na producio de B-1,3
glucanases pelas linhagens B1 e C. cellulans 191 em meio de cultivo A contendo 1% de
parede celular como indutor, em frascos agitados, utilizando planejamento

experimental

A produgdo de B-1,3 glucanases pelas linhagens B1 e C. cellulans 191 foram
testadas, em frascos agitados, em meio de cultivo A contendo 1% de parede celular de
levedura. Foram analisadas as varidveis independentes (pH, temperatura e agitacdo) na
producdo de B-1,3 glucanases pelas linhagens bacterianas.

As varidveis independentes e seus respectivos niveis e valores reais do primeiro

estudo de planejamento fatorial estao ilustrados na Tabela ay 1.

Tabela sy 1.Varidveis independentes, niveis e valores reais utilizadas nos planejamentos

fatoriais para o estudo da produgio de B-1,3 glucanases pelas linhagens B1 e C. cellulans
191

Varidveis Niveis
Independentes -1 0 1
pH 6,5 8,0 9,5
Temperatura (°C) 20 30 40
Agitacdo (rpm) 100 150 200

Para os valores de pH 6,5 e 8,0 foi utilizado tampao fosfato 0,2 M; enquanto que
para o valor de pH 9,5 foi utilizado tampdo carbonato-bicarbonato 0,2 M.

A produgéo de B-1,3 glucanases pelas linhagens B1 e C. cellulans 191 do primeiro
estudo de planejamento fatorial realizado se restringiu a apenas os pontos centrais, cOmo
mostram as Tabela oy 2 € an 3.

A Tabela an 2 mostra o planejamento fatorial para a produgio de B-1,3 glucanase
pela linhagem B1, com seus valores reais e codificados para cada ensaio, assim como a

varidvel dependente: atividade de B-1,3 glucanase (U/mL).
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Tabela s 2. Estudo do efeito do pH, temperatura e agitacdo na produgdo de PB-1,3
glucanase pela linhagem B1, em diferentes tempos de fermentacdo, em frascos agitados

Tempo de Fermentacdo
24h 30h 36h
Ensaios pH Temperatura (°C) | Agita¢do (rpm)
Atividade de B-1,3 glucanase
(U/mL)
1 -1 (6,5) -1 (20) -1 (100) - - -
2 1(9,5) -1 (20) -1 (100) - - -
3 -1 (6,5) 1 (40) -1 (100) - - -
4 1(9,5 1 (40) -1 (100) - - -
5 -1 (6,5) -1 (20) 1 (200) - - -
6 1(9,5) -1 (20) 1 (200) - - -
7 -1 (6,5) 1 (40) 1 (200) - - -
8 1(9,5) 1 (40) 1 (200) - - -
9 0(8,0) 0(30) 0 (150) 0,26 0,25 0,23
10 08,0 0 (30) 0 (150) 0,27 0,25 0,24
11 0(8,0) 0 (30) 0 (150) 0,24 0,22 0,22

A Tabela s 3 mostra o planejamento fatorial para a producdo de -1,3 glucanase
pela linhagem C. cellulans 191, com seus valores reais e codificados para cada ensaio,

assim como a variavel dependente: atividade de B-1,3 glucanase (U/mL).
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Tabela ap 3. Estudo do efeito do pH, temperatura e agitacdo na produgdo de PB-1,3
glucanases pela linhagem C. cellulans 191, em diferentes tempos de fermentacdo, em
frascos agitados

Tempo de Fermentagdo
24h 30h 36h
Ensaios pH Temperatura (°C) | Agitagdo (rpm)
Atividade de B-1,3 glucanase
(U/mL)
1 -1(6,5) -1 (20) -1 (100) - - -
2 1(9,5) -1(20) -1 (100) - - -
3 -1 (6,5) 1 (40) -1 (100) - - -
4 1(9,5) 1 (40) -1 (100) - - -
5 -1 (6,5) -1 (20) 1 (200) - - -
6 1(9,5) -1 (20) 1 (200) - - -
7 -1(6,5) 1 (40) 1 (200) - - -
8 1(9,5) 1 (40) 1 (200) - - -
9 0 (8,0 0 (30) 0 (150) 0,38 0,35 0,35
10 0 (8,0 0 (30) 0 (150) 0,34 0,34 0,33
11 0 (8,0) 0 (30) 0 (150) 0,33 0,32 0,32

Como mostram as Tabela an 2 € an 3 somente foram obtidas atividades enzimaticas
nos pontos centrais dos planejamentos fatoriais para a producdo de -1,3 glucanases pelas
linhagens B1 e C. cellulans 191 (ensaios 9, 10, 11), ndo sendo possivel a andlise estatistica
dos resultados. Provavelmente as temperaturas utilizadas nos planejamentos referentes aos
niveis +1 e -1, respectivamente, 40 e 20°C, foram extremas para a produ¢io da enzima. A
linhagem B1 apresentou 0,27 U/mL de B-1,3 glucanase ap6s 24 h de fermentagdo (ensaio
10); enquanto que a linhagem C. cellulans 191 apresentou 0,38 U/mL de B-1,3 glucanase
ap0s 24 h de fermentacdo (ensaio 9). Nao foi detectada nenhuma atividade de protease e
quitinase no sobrenadante do meio de cultivo do extrato enzimdtico da linhagem B1 do
ensaio 10 apds 24 h de fermentacdo e do extrato enzimético da linhagem 191 do ensaio 9
apo6s 24 h de fermentacao.

A linhagem 191 apresentou, neste experimento, atividade de [B-1,3 glucanase
superior a da linhagem B1, sendo selecionada para a continuidade do estudo de producao

da enzima.
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ANEXO DO CAPITULO III

Estudo da produciao de proteases pela linhagem B26 em Fermentador New

Brunswick de 5 L, em diferentes condicoes de aeraciao

A producdo de protease pela linhagem B26 em meio de cultivo contendo 8% de
parede celular de levedura em tampao fosfato 0,15 M, pH 6,5 em fermentador de 5 L, foi

estudada em diferentes tempos de fermentagdo; a 25°C, 150 rpm e 3,0 vvm de aerag@o.

Tabela om 1. Estudo da producdo de protease pela linhagem B26, em fermentador de 5 L,
em meio de cultivo B contendo 8% de levedura seca em tampao fosfato 0,15 M, pH 6,5 a
25°C, 150 rpm € 3,0 vvm

Tempo de U/mL de U/mL de U/mL de pH Massa celular
Fermentag@o (h) B 13 protease quitinase [Absorbancia
glucanase (660 nm)]

0 0 0,05 0 6,45 0,68

3 0 0,09 0 6,45 0,99

6 0 0,09 0 6,46 1,035

9 0 0,11 0 6,46 1,185

24 0 1,97 0 6,22 1,76

27 0 2,12 0 6,20 1,84

30 0 1,78 0 6,19 2,2

33 0 1,85 0 6,18 2,485

48 0 0,14 0 6,11 1,562

72 0 0,07 0 6,08 1,42
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Figura am 1. Estudo da producdo de protease pela linhagem B26, em fermentador de 5 L,
em meio de cultivo B contendo 8% de levedura seca em tampao fosfato 0,15 M, pH 6,5 a
25°C, 150 rpm e 3,0 vvm

A Tabela am 1 e a Figura amp 1 ilustram que na fermentacio da linhagem B26 em
fermentador de 5 L contendo meio de cultivo B contendo 8% de levedura seca em tampao
fosfato 0,15M, pH 6,5 a 25°C, 150 rpm e 3 vvm de aeragdo, a protease foi produzida na
fase exponencial de crescimento atingindo atividade maxima de 2,12 U/mL de protease
ap6s 27 h de fermentagdo. Nao foi detectada atividade de B-1,3 glucanase e quitinase nos
sobrenadantes do meio de cultivo para a produgdo de protease em fermentador de 5 L. O
pH do meio de cultivo apresentou pouca variagdo no decorrer da fermentacdo (Tabela am
1).

A linhagem C. cellulans 191 apresentou maior atividade de protease em
fermentador de 5 L a 3 vvm em comparacdo com a linhagem B26. A fermentacdo das
linhagens bacterianas foram realizadas inicialmente com aerag@o de 3 vvm. Dessa forma, a
linhagem 191, boa produtora de -1,3 glucanase e quitinase, respectivamente em meios de

cultivo A e C, também foi selecionada para a producio de protease em meio de cultivo B.
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