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RESUMO

O uso de enzimas quitosanases para producdo de quito-oligossacarideos a partir da quitosana, reduz o desgaste ambiental causado pelas
hidroélises acida e alcalina deste biopolimero, além de proporcionar maior especificidade do material produzido. Os quito-oligossacarideos,
derivados da hidrélise da quitina e quitosana, podem possuir propriedades antioxidantes e antibacterianas, o que os torna materiais de
grande interesse e com uma variada gama de aplicagdes. O presente estudo visou a producdo de quito-oligossacarideos utilizando as enzimas
quitosanases secretadas pelo fungo Trichoderma virens e devidamente caracterizadas quanto as suas condi¢des o6timas de aplicacdo. O tempo
de melhor produgdo enzimatica foi o de 144 horas com atividade de 0,043 U/mL. O pH 6timo encontrado da quitosanase foi pH 3, enquanto
a temperatura 6tima foi de 60 °C . A enzima apresentou boa estabilidade térmica, alcangando 63,1 horas como tempo de meia vida, quando
pré-incubada a 40 °C. Para a hidrélise enzimatica de quitosana, o tempo de maior produgdo de aglicares redutores foi de 24 horas, com
482,63 micromols de aglicar produzidos. Por fim, a analise de viscosidade apresentou uma redugdo de massa molar viscosimétrica de 121,7
Kd da quitosana comercial para 6,1 Kd apos sua hidrolise enzimatica.
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Introducao
A quitina € o segundo polimero natural mais abundante e é

formado por unidades de N-acetil-D-glicosamina. Sua desacetilagdo
gera a quitosana, um polimero formado de N-acetil-D-glicosamina e
D-glicosamina. Estes polimeros sdo encontrados em exoesqueletos
de crustaceos e insetos, parede celular de fungos, entre outros (1). O
grau de desacetilagdo da quitosana influencia diretamente nas suas
propriedades e pode ser determinado pelo numero de
D-glicosaminas presentes na cadeia polimérica (2). Por ser
biocompativel e apresentar potencial antioxidante ¢ antibacteriano,
diversos estudos vém sendo realizados para aplica-la na industria
alimenticia, farmacéutica e biomédica (3,4). Fungos como o
Fusarium oxysporum, tém sido relatados na literatura como

produtores de quitosanases, enquanto o Trichoderma virens foi

identificado como produtor de quitinases (5,6).

Experimental
Producgdo enzimatica

A produgao foi realizada por fermentagdo submersa. Para
preparo do meio mineral foram pesados 7 g de KH,PO,, 2,0 g de
K,HPO,, 0,1 g de MgSO,.7H,0, 1,0 g de (NH,),SO, e dissolvidos

em 1 L de 4gua destilada. 50 ml dessa solucdo foi adicionada a

Erlenmeyers contendo 0,5 g de fonte de carbono, sendo sacarose
para crescimento do micélio e 0,25 g de quitina coloidal e 0,25 g
de farelo de trigo para produgo enzimatica. O micélio foi crescido
utilizando os esporos do fungo Trichoderma virens e o0s
sobrenadantes foram recolhidos nos tempos de 2 a 15 dias e testado

para atividade de quitosanase.

Atividade de quitosanase
A atividade enzimatica de quitosanase foi

avaliada
incubando 200 puL de extrato enzimatico, 50 pL de tampao acetato
de sédio (300 mmol/L, pH 5,0) e 250 pL de quitosana 0,5 % (p/v)
com grau de desacetilagdo >90, por 60 min em banho maria a 40 °C.
Apds este intervalo foi adicionado 0,5 mL do reagente acido
dinitrossalicilico (DNS) para quantificacdo dos agticares redutores,
incubando a rea¢do em banho fervente por 5 min. A absorbancia foi
medida em 540 nm e convertida em unidades de enzima utilizando
curva padrdo. Uma unidade de enzima (U) foi considerada a
quantidade de micromoles de acucar redutor liberado por minuto de
reagao.
Caracterizacdo enzimdatica

Para determinagdo dos parametros Otimos de uso da
enzima, a atividade foi testada na faixa de pH de 2 a 8 para

determinag@o do pH 6timo. Ja para a temperatura 6tima, a atividade



enzimatica foi testada na faixa de temperatura de 20 a 90 °C, no pH
otimo determinado.

Para a determinacdo da termoestabilidade e tempo de meia
vida da enzima, o extrato foi pré-incubado a 40 °C e a atividade
enzimatica foi testada até que seu percentual fosse inferior a 50%
Hidrolise da quitosana

Para a hidrolise enzimatica, foram adicionados em um
erlenmeyer, 5 U de enzima por grama de quitosana em meio
tamponado com tampdo Mcllvaine pH 3. As triplicatas foram
incubadas em shaker a 40 °C e 150 rpm, e aliquotas foram retiradas
nos tempos de 0, 4, 12, 24, 48 ¢ 72 h, para quantificacdo de
agucares redutores. Foi determinado o grau de desacetilacdo da
quitosana por titulagdo potenciométrica e a viscosidade foi medida

com auxilio de um viscosimetro.

Resultados e Discussao

Producgdo enzimatica

A producdo enzimatica de quitosanase utilizando esporos
do T. virens apresentou baixa atividade (0,017 U/mL) em seu ponto
maximo e longo periodo de producdo (216 hrs). J4 a produgdo
enzimatica com micélio, se mostrou mais eficiente, alcangando
atividade 2,5 vezes maior (0,043 U/mL) em um tempo menor (144
hrs), como mostra a figura 1.
Figura 1. Produgdo enzimatica de quitosanase
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Figura 2. A- Producdo enzimatica com esporos; B-Producdo
enzimatica de quitosanase com micélio.
Caracterizag¢do enzimdtica e hidrolise da quitosana

A enzima apresentou alta atividade em pHs acidos,
possuindo maior atividade em pH 3. Sua temperatura 6tima no pH
de maior atividade foi de 60 °C, como mostrado na figura 3.
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Figura 3. A- pH 6timo para atividade de quitosanase (A Britton

Robinson, || Mcllvaine); B- Temperatura otima para atividade de

quitosanase

A quitosanase apresentou tempo de meia vida de 63,1
horas (figura 4) e foi possivel determinar o tempo de hidrélise com
maior producdo de agticar redutor, sendo o tempo de 24 horas
(figura 5)
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Figura 4. Termoestabilidade da quitosanase incubada a 40°C
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Figura 5. Hidrolise enzimatica da quitosana a 40°C
e 150 rpm
A tabela a seguir apresenta o grau de desacetilacdo obtido
para a quitosana antes ¢ depois da hidrélise, o que indica a auséncia
de uma quitosana desacetilase.
Tabela 1. Grau de desacetilagdo da quitosana comercial

Pré-hidrolise enzimatica 88,28 %

Po6s hidrolise enzimatica 88,28 %

A massa molar viscosimétrica encontrada foi de 121,7 Kd
para a quitosana comercial e 6,1 Kd apos a hidrélise enzimatica.

Conclusoes

Neste estudo, foi possivel encontrar e caracterizar
bioquimicamente, quitosanases do fungo Trichoderma virens e
determinar seus parametros Otimos de utilizagdo. Também foi
realizada hidrélise enzimatica da quitosana, com reducao expressiva
de sua massa molar viscosimétrica.
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