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Resumo

A Bioprospeccdo é definida como a busca por organismos, genes, enzimas, Compostos,
processos e partes provenientes de seres vivos, que possam ter potencial econdmico e
eventualmente, levar ao desenvolvimento de um produto. Nesse ambito, as enzimas,
catalisadores bioldgicos de natureza proteica, tém despertado o interesse de industrias
pelo seu modo de conversdo de biomassa especifico, de baixo custo energético e que
ndo produz residuos tdxicos. As quitinases sdo enzimas que catalisam a quebra da
quitina (biopolimero composto por mondémeros de N-acetilglicosamina), possuindo
assim, diversas aplicacGes, dentre as quais: a obtencdo de mondmeros de N-
acetilglicosamina, usados na producdo de pré-bidticos; a degradacdo de residuos
quitinosos oriundos da pesca e do consumo de crustaceos; e uso no combate de fungos e
insetos. O presente trabalho teve como objetivo bioprospectar bactérias produtoras de
quitinase a partir de amostras de solo e caracterizar a enzima do melhor isolado
bacteriano quanto aos padrBes de atividade enzimatica. Para tal, foi realizada uma
triagem com 17 amostras de solo coletadas nos estados de Minas Gerais, Santa Catarina
e Rio Grande do Sul, utilizando meio de cultura com quitina coloidal. Foram obtidas 13
colbnias bacterianas produtoras de quitinase, dentre elas, o isolado Q1 (identificado
como Paenibacillus illinoisensis), que se mostrou bom produtor da enzima e foi
selecionado para testes de determinacdo e otimizacao da atividade enzimatica quanto ao
tempo de reacdo, temperatura e pH. A quitinase produzida pelo isolado apresentou
atividade de 0,098 U, sendo melhorada posteriormente para 0,66 U quando testada nas
condicBes 6timas de 1 hora de reacdo, a 37 °C e em pH 4, um aumento de 573% em
relacdo ao valor inicial. Os valores obtidos da atividade da qutininase produzida pela P.
illinoisensis sdo proximos aos encontrados em outras pesquisas, que destacam também,
0 potencial de aplicacdo da enzima, principalmente no combate de pragas
fitopatogénicas. A bioprospeccdo de bactérias produtoras de quitinase € possivel e
promissora.

Palavras-chave: Bioprospecc¢do, quitina, quitinase, bacteriologia ambiental.



Abstract

Bioprospecting is defined as the search for organisms, genes, enzymes, compounds,
processes and any pieces from living beings, that could have economic potential and
eventually lead to a product development. Thus, enzymes, protein catalysts, have
aroused the interest of industries for its conversion mode specific biomass, low energy
cost and not production of toxic waste. Chitinases are enzymes that catalyze the lysis of
chitin (biopolymer composed of N-acetylglucosamine monomers), and thus have
several applications, among them: obtaining N-acetylglucosamine monomers, used in
the production of prebiotics; degradation of chitinous waste from fishing activities; and
the use in control of fungi and insects. The present work aimed to bioprospect chitinase
producing bacteria from soil samples and to characterize the enzymatic activity patterns
of the best bacterial isolate. To do so, a screening with 17 soil samples collected in the
states of Minas Gerais, Santa Catarina and Rio Grande do Sul, was carried out using a
culture medium with colloidal chitin. Thirteen chitinase producing bacteria were
obtained, among them, the isolate Q1 (identified as Paenibacillus illinoisensis),
demonstrated to be a good producer of the enzyme and thus was selected for
determination and optimization of its chitinase activity evaluating reaction time,
temperature and pH. The chitinase produced by the isolate showed 0.098 U of activity,
which was subsequently improved to 0.66 U when tested under the optimal conditions
of 1 hour of reaction at 37 °C and pH 4, an increase of 573% over the initial value. The
values of chitinase activity from the isolate P. illinoisensis are close to those found in
other studies, which also emphasize the potential application of the enzyme, mainly in
the control of phytopathogenic pests. Bioprospecting of chitinase producing bacteria is
possible and promising.

Keywords: Bioprospecting, chitin, chitinase, environmental bacteriology.
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1. Introducéo
1.1. Bioeconomia e bioprospeccao

“Um mundo em que a biotecnologia contribui significantemente para a producao
econbmica”. Foi assim que Organizacdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento
Econdmico (OECD, do inglés Organisation for Economic Co-operation and
Development) definiu a bioeconomia em portfélio sobre o tema, publicado no ano de
2009 (OECD, 2009). Ainda nesse documento, a OECD estimou um fluxo monetario de
US$ 1 trilhdo por ano até 2030 atribuidos & bioeconomia, e categorizou também, a
agricultura, a satde e a inddstria como 0s principais setores em que a biotecnologia
pode atuar contribuindo para a bioeconomia. Uma préatica que acessa todos esses setores
e € uma ferramenta fundamental da biotecnologia, é a bioprospeccdo (OECD, 2009;
DIAS; CARVALHO FILHO, 2017).

Saccaro Junior (2011) define a bioprospec¢do como a “busca por organismos,
genes, enzimas, compostos, processos e partes provenientes de seres vivos, que possam
ter potencial econdmico e eventualmente, levar ao desenvolvimento de um produto”.
Desse modo, a préatica da bioprospeccao ja proporcionou o desenvolvimento de diversos
produtos que estdo presentes atualmente no mercado (Tabela 1).

A bioprospeccdo é uma das maneiras de se atribuir valor econdmico a
biodiversidade de um pais (HARVEY; GERICKE, 2011). Desta forma, o Brasil,
detentor de 13% de toda a biodiversidade do planeta, tem grande potencial para se
beneficiar da atividade bioprospectiva e se inserir na bioeconomia (LEWINSOHN;
PRADO, 2006). Especialmente apds a Convencédo sobre Diversidade Bidlogica (CDB),
um tratado internacional criado na Conferéncia das Nacgdes Unidas sobre Meio
Ambiente e Desenvolvimento, em 1992, que dentre as medidas apresentadas,
reconheceu a soberania de cada pais sobre os recursos naturais localizados em seu
territorio (SACCARO JUNIOR, 2011b).



Tabela 1. Produtos oriundos da bioprospeccéo presentes no mercado.

Produto Descrigéo Origem Referéncias
Antibiotico citotoxico Streptomyces Barreiro e
utilizado no tratamento verticullus Bolzani (2009)
Blenoxano® . . .
de neoplasias (Actinobactéria)
Analgésico utilizado no Conus magus Barreiro e
Ziconotide® tratqm_ento de dor (Caracol marinho)  Bolzani (2009)
cronica severa
Medicamento utilizado ~ Taxus brevefolia Barreiro e
no tratamento de (Arvore Teixo do Bolzani (2009)
Taxol® - e
tumores solidos Pacifico)
Biofungicida formulado Trichoderma Woo et al.,
. a partir do fungo atroviride (2014)
Esquive®WP Trichoderma atroviride (Fungo)
Biofertilizante Azotobacter sp. Fendrihan
Bio ‘N’ More® dlre(:|ona_do ao cultivo (Bactéria) (2016)
de vegetais formulado a
partir da bactéria
Azotobacter sp.
Biolacta® Enzima B-galactosidase  Bacillus circulans Geiger et al.,
(Bactéria) (2016)

O governo brasileiro, porém, mesmo apos instituicdo da CDB, precisou lidar
com préticas ilicitas de contrabando dos recursos naturais do Pais, como por exemplo, o
registro da marca “cupuagu” pela empresa japonesa Asahi Foods e a exploragdo do acali,
copaiba e andiroba por outras empresas estrangeiras (MARQUES, 2014). Para evitar
tais casos de biopirataria foram criadas medidas legislativas objetivando a protecdo do
patrimbnio genético brasileiro, 0 que consequentemente dificultou a prética de
bioprospeccdo no Pais, tanto para estrangeiros como também para pesquisadores
brasileiros (BERLINCK, 2012). A principal legislacdo a esse respeito foi a Medida
Proviséria 2186-16/2001, que burocratizou 0 acesso ao patrimonio genético brasileiro,

sendo necessaria a autorizacdo prévia da Unido para pesquisas com a biodiversidade do

Pais (SACCARO JUNIOR, 2011).



Nos ultimos anos, contudo, melhorias em processos burocraticos e no acesso do
patriménio genético do Pais, estabelecidas pela lei 13.123/2015, progrediram o cenario
da bioprospeccéao no Brasil (BOFF, 2015). Ja sendo possivel reconhecer nacionalmente,
produtos como o Acheflan®, farmaco anti-inflamatdrio obtido a partir da erva Cordia
verbenacia, e empresas atuantes na area, como a Natura; a Extracta Moléculas Naturais
S/A; e a Phytobios, que para suas aplicacbes em cosmética e farmacéutica, prospectem
principalmente metabolitos secundarios e enzimas (BARREIRO, 2009; MARQUES,
2014).

1.2. Enzimas
Para que uma reacdo quimica ocorra, € necessario gque 0S componentes

envolvidos obtenham uma quantidade minima de energia que 0s permitam entrar em
estado reativo, tal energia denominada energia de ativacdo, é a barreira que separa 0s
reagentes dos produtos (ILLANES; ALTAMIRANO; WILSON, 2008). Quanto menor a
energia de ativacdo, maior sera a velocidade de uma reacdo, algo que pode ser
alcancado utilizando-se catalisadores, substancias que diminuem a energia de ativacdo
sem alterar o equilibrio entre reagentes e produtos e sem serem consumidos durante o
processo (RIBEIRO; SOUZA, 2011).

Do mesmo modo, as reagdes bioquimicas também estdo sujeitas a acdo de
catalisadores. De fato, a ampla escala de reac6es bioquimicas que ocorrem a todo o
momento nos seres vivos sO sdo possiveis gracas a acdo de catalisadores bioldgicos, as
enzimas. Se ndo fosse pela acdo de catélise das enzimas, reacBes de metabolismo
celulares que normalmente duram minutos, demorariam horas, dias ou até anos para
completarem, algo inviavel principalmente para microrganismos, que necessitam de

reacOes rapidas para se dividirem em curto espaco de tempo (BORZANI et al., 2001).

As enzimas sdo estruturas complexas, a maioria de origem proteica, que
apresentam elevada velocidade e especificidade para a reacdo que catalisam (Figura 1)
(OLIVEIRA; MANTOVANI, 2009).



Produtos
[-Sﬁlo ativo

%@@~

Enzima Complexo enzima-substrato

Substra o

Figura 1. Acdo enzimatica. Durante uma reacdo, as enzimas se ligam especificamente
ao substrato através de uma regido chamada sitio ativo (1), formando o complexo
enzima-substrato (2). Devido a tal ligacdo, a conformacdo espacial da enzima sofre
alteracOes. A reacdo procede catalisada pela enzima (3), quando terminada, 0os produtos
formados séo liberados (4) e a enzima volta a sua conformagdo original (5). Fonte:
adaptado de Tortora, Funke e Case (2010).

Desta forma, as enzimas tém despertado o interesse de uma variedade de
industrias e ja sdo utilizadas em muitas delas (Tabela 2). A velocidade e especificidade
pela reagdo que catalisam, permitem a conversdo de substratos especificos em produtos
especificos, além de evitar a producdo de residuos toxicos normalmente gerados em
processos quimicos (PAQUES; MACEDO, 2006; ZHANG; SUN; MA, 2016). As
condi¢des amenas e compativeis a vida, em que ocorrem as biocatalises, fazem com que
0S processos enzimaticos sejam de baixo custo energético (POSORSKE, 1984). E a
existéncia de uma variedade de enzimas possibilita a criacdo e simplificacdo de diversos
processos industriais. Todas essas caracteristicas tornam os biocatalisadores uma
alternativa aos catalisadores e processos quimicos classicos (PAQUES; MACEDO,
2006).



Tabela 2. Enzimas e suas aplica¢Ges em industrias.

Enzima Industria Aplicacao Referéncias
Melhora da nutricéo Campestrini,
Fitase Alimentacio animal de avinos e suinosa  Silva e Appelt,
¢ partir da quebra de (2005)
acido fitico
Nitrila hidratase Quimica Producdo de Gavrilescu e

Bromelina Farmacéutica
Lacase Teéxtil
Celulase Papel
Lipase Alimenticia
Amilase Detergente
Peroxidase Cosmética

acrilamida a partir
de acrilonitrila

Auxilio na digestao
e em processos anti-
inflamatdrios pela
acdo fibrinolitica

Oxidacao fibras de
algodédo para
alvejamento

Amaciamento do
papel pela hidrdlise
de fibras de
celulose

Confere sabor e
aroma ao queijo
pela quebra da
gordura do leite

Remocéo de
machas de
carboidrato

Acdo
antienvelhecimento
pela eliminagdo de

peroxido de
hidrogénio

Chisti (2005)

Monteiro e Silva
(2009)

Monteiro e Silva
(2009)

Lietal., (2012)

Lietal., (2012)

Singh et al.,
(2016)

Singh et al.,
(2016)

Com demandas e aplicagbes crescentes,

empresas como Novozymes

(Dinamarca), DuPont (Estados Unidos) e Roche (Suiga) investem cada vez mais em

pesquisa, producdo e comercializacdo de enzimas, fazendo assim, parte de um mercado

gue movimentara até 2024 um valor estimado de US$ 17,5 bilhdes (LI et al., 2012;

RODRIGUES et al., 2017).



Dentro do contexto comercial de enzimas, os microrganismos ganham destaque
por serem o0s principais produtores dos biocatalisadores comerciais, apresentando
caracteristicas como: rapido desenvolvimento em meio de cultura; grande quantidade de
produto em tempo relativamente curto; possibilidade de producdo em larga escala;
baixos custos de producéo, devido ao uso de substratos baratos; producdo independente
de fatores sazonais; e possibilidades de manipulacfes genéticas para melhor rendimento
produtivo (SOARES et al., 2012; LUZ et al., 2016). As enzimas fitase, celulase e
amilase, por exemplo, para seus usos industriais, podem ser produzidas por Aspergillus

niger, Bacillus sp. e Bacillus subtilis, respectivamente (SINGH et al., 2016).

A quitinase, enzima abordada neste trabalho também possui suas aplicacdes e

interesses industriais, conferidos pela capacidade de hidrolise da quitina.

1.3. Quitina
Encontrada na parede celular de fungos, exoesqueleto de artropodes e no

tegumento de nematdides e moluscos, a quitina € depois da celulose o composto
organico natural de maior abundancia no planeta, com a vantagem de apresentar uma
taxa de reposicdo duas vezes maior que a celulose (GOHEL et al., 2006; BATTISTI,
CAMPANA-FILHO, 2008). Trata-se de um polissacarideo composto por mondémeros
de N-acetilglicosamina (GlcNAc) unidos por ligacdes glicosidicas p(1—4) (Figura 2)
(RINAUDO, 2006).
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Figura 2. Estrutura molecular da quitina. Fonte: Borgognoni, Polakiewicz e
Pitombo (2006).

A estrutura como um todo, possui uma extremidade redutora (carbono 1 néo
participante da ligacdo glicosidica) e outra ndo redutora (carbono 4 ndo participante da

ligagéo glicosidica). A presenga da extremidade redutora, porém, coloca a quitina na



classificacdo de acucar redutor (CAMPANA-FILHO et al., 2007). Dependendo da
disposicdo de suas cadeias, o bioplimero apresenta trés diferentes estruturas
polimorficas: a-quitina, B-quitina e y-quitina (Figura 3) (SOUZA; FERREIRA,
BARBOSA, 2015).

a=QUITINA B-QUITINA v=QUITINA

N F W W W A b | A

Yiy Y

Figura 3. Estruturas polimérficas da quitina. A a-quitina € composta por cadeias
poliméricas de N-acetilglicosamina dispostas de forma antiparalela. Enquanto que a -
quitina é composta por cadeias poliméricas de N-acetilglicosamina dispostas
paralelamente. Ja a y-quitina é composta por cadeias poliméricas de N-acetilglicosamina
paralelas intercaladas por uma cadeia antiparalela. Fonte: Campana-Filho et al., (2007).

A a-quitina, forma mais abundante e comercial da quitina, caracteriza-se por ser
uma estrutura mais densa, podendo ser encontrada na parede celular de fungos,
carapacas de caranguejos, lagostas e camardes e na cuticula de insetos. A disposicao
antiparalela de suas cadeias poliméricas favorece a existéncia de ligagdes hidrogénio
inter e intra-cadeias. Algo que ndo ocorre na B-quitina, forma mais rara da quitina, é
encontrada em gladios de cefalopodes e caracteriza-se como estrutura menos densa. Ja a
y-quitina, ainda pouco estudada, pode ser encontrada em casulos de insetos
(RINAUDO, 2006; CAMPANA-FILHO et al., 2007; BATTISTI; CAMPANA-FILHO,
2008).

Em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, a quitina é altamente hidrofébica,
sendo insoltvel também na maioria dos acidos organicos (KUMAR, 2000). Porém, por
mais lenta que seja, sua dissolucdo pode ser alcancada em solu¢Bes concentradas de
acidos fortes, como em &cido cloridrico ou em acido tricloroacético (PILLAI; PAUL;
SHARMA, 2009).



A biocompatilidade e biodegradabilidade séo outras importantes caracteristicas
da quitina, tornando-a aplicavel em &reas farmacéuticas e médicas. Contudo, sdo 0s
derivados da quitina, especialmente a quitosana, que tém despertado interesses
tecnoldgicos e econdmicos. Esses por sua vez, podem ser obtidos por acdo enzimatica
de quitinases (AZEVEDO et al., 2007).

1.4. Quitinase
As quitinases sdo enzimas que catalisam a quebra da quitina. Possuem peso

molecular variado de 20 a 90 kilodaltons (kDa) e sdo produzidas por diferentes
organismos, incluindo bactérias, fungos, nematoides, insetos, plantas, peixes e humanos
(GOHEL et al., 2006; HAMID et al., 2013).

Para que a total degradacédo enzimatica da quitina ocorra, as quitinases agem como
sinergético e consecutivo (PATIL; GHORMADE;

DESHPANDE, 2000). Desse modo, existem diversos tipos da enzima, que sao

um sistema quitinolitico

classificadas quanto ao mecanismo catalitico e estrutura molecular (HAMID et al.,
2013).

Dois grandes grupos envolvem as quitinases de mecanismos cataliticos

diferentes: as endoquitinases e as exoquitinases (Figura 4).

1-4-B-glicosaminidase
(liberagdo de N-acetilglicosamina)

Endoquitinase
(liberagdo de multimeros de N-acetilglicosamina)

CH20H CH-OH CH.O0H CH;OH CH:OH

0 0 0 O 0 _OH
OH 0 OH 0| ¢ OH 0 OH Oy OH

OH
H 1|~u| ]T“ TJH l“il
COCH;3 COCH3 COCH; COCH; COCHa
Quitobiosidase
(liberagdo de diacetilquitobiose) Quitina

Figura 4. Agédo de endoquitinases e exoquitinases. As endoquitinases atuam clivando
aleatoriamente sitios internos da quitina, produzindo multimeros de N-acetilglicosamina
de baixo peso molecular. As exoquitinases por sua vez, sdo divididas em dois
subgrupos: quitobiosidases, que clivam a quitina a partir da extremidade né&o redutora
liberando diacetilquitobiose (dimero de N-acetilglicosamina); e 1-4-B-glicosaminidase,
que clivam os oligbmeros da quitina liberados pelas endoquitinases e quitobiosidases
produzindo monémeros GIcNAc. Fonte: adaptado de Stoykov et al., (2014).



Quanto a estrutura molecular, as quitinases sdo agrupadas em familias de acordo
com a sequéncia de amino&cidos, integrando assim, as familias 18, 19 e 20 das glicosil
hidrolases. Quitinases de familias diferentes apresentam sequéncias de aminoacidos
diferentes e consequentemente estruturas tridimensionais diferentes (PATIL;
GHORMADE; DESHPANDE, 2000). As quitinases da familia 18, por exemplo,
possuem um dominio catalitico organizado em 8 a-hélices e 8 folhas-p, enquanto que as
quitinases da familia 19 possuem um dominio catalitico com alto contetido de a-hélices
(STOYKOV etal., 2014).

Dentro das familias 18 e 19 existem ainda 5 classes de quitinases (Figura 5),
classes I, 1l e IV pertencentes a familia 19 e classes 11 e V pertencentes a familia 18. As
classes se diferem principalmente quanto ao sitio de ligacdo a quitina e quanto ao
dominio catalitico (HAMID et al., 2013).

-~

Classe | [ (NN F =c
() {
{
Familia 19 < = — —
Classe ll -
| E3 f 3
| Classe V . 1 | | —
Classelll . ! ‘
3 | ]
Familia 18 -« :
ClasseV ] S ;
¥ { [
\.
O Peptideo sinal ) pominio catalitico familia 19
I pominio rico em cisteina  [*IDominio catalitico classe 111
[] Regido de ligagdo ™ Dominio catalitico classe V

w Extens3o carboxiterminal [JDominio de ligac3o a quitina

Figura 5. Classificagdo de quitinases quanto a sequéncia de aminoacidos. As
quitinases que integram as familias enzimaticas 18 e 19 das glicosil hidrolases sdo
subclassificadas em cinco classes. Fonte: Galante (2008).
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Quitinases de virus, fungos, bactérias, insetos e de algumas plantas compdem a
familia 18 das glicosil hidrolases (DAHIYA; TEWARI; HOONDAL, 2006; HAMID et
al., 2013) Enquanto que quitinases de plantas e de bactérias Streptomyces compdem a
familia 19 (DAHIYA; TEWARI; HOONDAL, 2006; HAMID et al., 2013). J& a familia
20 é composta por quitinases de humanos, do ameboide Dictyostelium discoideum e da
bactéria Vibrio harveyi (PATIL; GHORMADE; DESHPANDE, 2000).

1.4.1. Quitinases bacterianas

Enquanto plantas produzem quitinases para defesa contra patdgenos, e artropodes
para o processo de degradacdo da cuticula em seus diferentes estagios larvais, as
bactérias produzem quitinases para obtencdo de nutrientes a partir da molécula de
quitina (GOHEL et al., 2006).

Uma vez que a degradacdo enzimética da quitina € realizada por um sistema
quitinolitico sinérgico e consecutivo, as bactérias utilizam diferentes tipos de quitinases,
que atuam em diferentes locais no espaco celular para poderem catalisar a quebra

completa do polissacarideo (Figura 6).



11

.-- .‘ " .L ’N .‘ '.‘ “- .\ '\ ." ..— ..V.>“;‘:
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Figura 6. Degradacdo da quitina por bactérias e fungos. A reacdo se inicia com
quitina depolimerases (classificadas como endoquitinases) que agem extracelularmente
sobre a quitina, convertendo-a em GIcNAc, quitobiose e quito-oligossacarideos. Esses
componentes entram entdo no espaco periplasmatico celular, onde quitodextrinases e N-
acetilglucosaminidases (ambas classificadas como 1-4-B-glicosaminidase), agem
convertendo produtos da quitina depolimerase em GIcNAc’s. Algumas bactérias e
fungos também produzem quitina deacetilases, que catalisam a reacdo de desacetilacdo
da quitina por meio do rompimento de ligagcbes N-acetil, convertendo-a em quitosana.
ME e MI representam a bicamada lipidica da membrana citoplasmatica. Sendo, ME a
membrana externa em contato com o meio extracelular e Ml a membrana interna em
contato com o citoplasma celular. Fonte: adaptado de Howard et al., (2003).

Diversas espécies bacterianas foram relatadas como produtoras de quitinases.
Bactérias do género Bacillus, como B. alvei, B. brevi, B. laterosporus, B. licheniformis,
B. macerans e B. thuringiensis por Cody (1989); Vibrio furnissii por Bassler et al.,
(1991); Enterobacter agglomerans por Chernin et al., (1995); Pseudomonas aeruginosa
por Gupta et al., (2006); Paenibacillus illinoisensis por Jung et al., (2008); Aeromonas
hydrophila por Halder et al., (2012). Outros géneros bacterianos como Serratia e
Streptomyces também ja foram relatadas como quitinoliticas (BHATTACHARYA;
NAGPURA; GUPTA, 2007).



12

1.4.2. Métodos de bioprospeccéo de bactérias quitinoliticas

A primeira etapa na execucdo de uma atividade bioprospectiva é a busca pelos
locais de encontro da biomolécula ou do organismo desejado. As bactérias estdo
presentes nos mais diversos ambientes, sendo eles, aquaticos, terrestres e até mesmo
ambientes com condi¢cdes extremas de temperatura, pH e salinidade (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2010). Assim, especificamente para o encontro de bactérias produtoras
de quitinase, locais de depdsito de quitina sdo os mais promissores (Tabela 3).
Rizosferas de plantas e regides litoraneas, por exemplo, sdao bons ambientes a serem
explorados devido a presenca de insetos e crustaceos, respectivamente (STOYKOV et
al., 2014).

Tabela 3. Locais de encontro de bactérias produtoras de quitinase.

Ambientes Espécies quitinoliticas Referéncias
encontradas
Rizosfera de videira Enterobacter agglomerans Chernin et al., (1995)
Solo de dunas litoraneas Pseudomonas sp. Boer et al., (1998)

Streptomyces sp.

Agua do mar Vibrio mimicus Souza et al., (2009)
Deposito de casca de Streptomyces sp. Kumaran et al., (2012)
camarao

Coletas de amostras ambientais séo entdo realizadas nos locais designados para a
prospeccao e a partir delas é feito uma triagem em busca de bactérias produtoras da
enzima de interesse. Para bactérias cultivaveis, a triagem é efetuada em meios de cultura
solidos e no caso das bactérias produtoras de quitinase, os meios de cultura sdo
acrescidos com quitina, substrato da enzima, permitindo a identificacdo e selecdo dos
microrganismos de interesse (HOWARD et al., 2003). Diferentes formas do substrato
podem ser utilizadas no meio de cultura, as mais comuns séo a quitina coloidal, a
quitina azure (quitina coloidal acrescida com o corante Violeta Brilhante 5R Remazol) e
a etileno glicol quitina (ECG) (THOMPSON et al., 2001).



13

As quitinases secretadas pelas bactérias durante o cultivo se difundem pelo meio de
cultura e degradam a quitina, formando halos transparentes ao redor das colonias
produtoras da enzima. Na triagem em meios de cultura solidos é a presenca desses halos
que indicam bactérias como sendo quitinoliticas. Para facilitar a visualizacdo dos halos,
a quitina coloidal pode ser corada com Calcofluor White M2R, um corante fluorescente
que se liga a quitina, enquanto a ECG pode ser corada tanto com o Calcofluor quanto
com azul de tripan (HOWARD et al., 2003, VAIDYA et al., 2003).

Uma vez selecionadas, as bactérias sdo devidamente estocadas e suas quitinases
podem ser caracterizadas quanto ao tamanho, por eletroforese com gel de poliacrilamida
em condigOes desnaturantes ou ndo-desnaturantes, ou por zimografia (TRUDEL;
ASSELIN, 1989). A atividade enzimatica por sua vez, pode ser avaliada pela deteccao
dos produtos enzimaticos, empregando metodologias como as descritas por Miller
(1959) e Sandhu, Wadhwa e Bagga (1989), que utilizam respectivamente, 0s reagentes
colorimétricos dinitrosalicilico (DNS) e dimetilaminobenzaldeido (DMAB). Aplicacdes
desejadas sé@o entdo realizadas em ensaios utilizando tanto as enzimas quanto 0s

microrganismos produtores.

1.4.3. Aplicagdes das quitinases

Enzimas que despertam interesses industriais sdo principalmente aquelas que
hidrolisam polimeros insoltveis (MANDIGAN et al., 2012). As quitinases estdo entre
essas enzimas, possuindo uma gama de aplicagdes que vao desde a degradacao eficiente
e ndo poluente de residuos quitinosos (grandes poluidores de regides costeiras), até o
combate de fitopatdgenos, sendo esses, fungos (por possuirem quitina na parede
celular), ou insetos (por possuirem quitina no exoesqueleto) (KUMAR, 2000;
DAHIYA; TEWARI; HOONDAL, 2006; GOHEL et al., 2006).

Os produtos da acdo enzimatica sobre a quitina também possuem aplicacGes. Os
mondmeros GIcNAc, por exemplo, sdo utilizados em produtos alimenticios como pre-
biodticos, promovendo o crescimento de bifidobactérias (KUMAR, 2000). Alguns quito-
oligossacarideos, por sua vez, podem ser utilizados em curativos, mimetizando a
estrutura ordenada do tecido e facilitando a agregacgéo de plaquetas (OKAMOTO et al.,
2003). Ja a quitosana, assim como a quitina, possui propriedades de biodegradabilidade
e biocompatibilidade, além de ser um 6timo agente adsortivo, podendo ser integrado a
biomateriais, compor sistemas nanoestruturados carreadores de farmacos e até ser

utilizada como agente de remedia¢do ambiental (KUMAR, 2000).
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Aplicacbes de quitinases bacterianas sdo amplamente descritas na literatura,

principalmente para o biocontrole fungos (Tabela 4) e insetos fitopatdégénicos.

Tabela 4. Exemplos de bactérias quitinolicas usadas no biocontrole de fungos
fitopatogénicos.

Espécie bacteriana Fungo fitopatdgeno Planta hospedeira
quitinolitica
Pseudomonas fluorescens Pythium ultimum Lotus corniculatus
V061
Bacillus subtilis BACT-D  Pythium aphanidermatum Tomate
Paenibacillus sp. 300 Fusarium oxysporum Pepino
Pseudomonas Pythium spp. Milho doce

aureofaciens AB244

Pseudomonas fluorescens Fusarium oxysporum Linho
WCS358
Pseudomonas putida Pythium aphanidermatum Pepino
BTP1
Serratia plymuthica Pythium ultimum Pepino
Bacillus brevis Fusarium udum Ervilha-de-pombo

Fonte: adaptado de Gohel et al., (2006).

Boer et al.,, (1998) relataram Pseudomonas, Xanthomonas e Streptomyces
produtores de quitinase que inibiram o crescimento dos fungos Fusarium culmorum,
Mucor hiemalis e Phoma exigua. Enquanto Yan et al., (2011) relataram uma quitinase
produzida por Bacillus subtilis SL-13 que causou a morte de células de uma coldnia do

fungo Rhizoctonia solani (Figura 7).

Em relagéo ao biocontrole de insetos, Nurdebyandaru, Mubbarik e Prawasti (2010)

isolaram uma bactéria gram-positiva, cuja quitinase foi capaz de degradar a quitina do
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exoesqueleto do piolho-do-algoddo, Aphis gossypii. E Chandrasekaran et al., (2012),
estudando uma quitinase de Bacillus subtilis, observaram que a enzima era capaz de
causar a morte de larvas de Spodoptera litura (Figura 7).
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Figura 7. Aplicacdes de quitinases bacterianas em fungos e insetos fitopatogénicos.
(A): Quitinase produzida por Bacillus subtilis SL-13, representada por SL-13 na figura,
usada no combate do fungo Rhizoctonia solani no trabalho de Yan et al., (2011). (B):
Quitinase produzida por Bacillus subtilis utilizada no combate de diferentes estagios de
desenvolvimento das larvas Spodoptera litura no trabalho de Chandrasekaran et al.,
(2012). As larvas néo tratadas com a enzima estdo indicadas pela letra C, enquanto as
larvas tratadas com a enzima estéo indicadas pela letra T.

Observa-se desse modo, o potencial de aplicacdo das quitinases, sendo

promissora a bioprospec¢do da enzima e de seus produtores.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral
Bioprospectar bactérias quitinoliticas em solos brasileiros e caracterizar a
enzima quitinase produzida pelo melhor isolado bacteriano quanto aos padrdes de

atividade enzimética.

2.2 Objetivos especificos
e Selecionar e isolar bactérias produtoras de quitinase em amostras de solo

coletadas de rizosferas e regides litoraneas;
e (Caracterizar os isolados quanto a morfologia e coloracdo de Gram;

e Determinar o indice enzimatico dos isolados bacterianos e selecionar o melhor

dentre esses;
e Avaliar a atividade enzimatica do melhor isolado bacteriano;

e Determinar as condi¢cdes 6timas de tempo de atividade, temperatura e pH da

quitinase produzida pelo melhor isolado bacteriano.
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3. Metodologia
3.1. Selecédo e isolamento de bactérias produtoras de quitinase

A primeira etapa da pesquisa foi direcionada na prospeccdo e obtencdo das
bactérias quitinoliticas. As amostras de solo foram coletadas e inoculadas em meio de
cultura solido contendo quitina coloidal, em seguida, as bactérias que cresceram

formando halos de degradacéo de quitina foram selecionadas e isoladas.

3.1.1. Coleta das amostras de solo
As amostras de solo utilizadas no estudo foram coletadas em rizosferas de

plantas, na cidade de Correntinho (Minas Gerais), e em solos que continham restos
de caranguejo e camardo, nas cidades de Capédo da Canoa (Rio Grande do Sul) e
Laguna (Santa Catarina). A coleta ocorreu com cerca de 10 cm de profundidade em
relacdo a superficie e as amostras foram armazenadas a temperatura ambiente em

tubos do tipo Falcon esterilizados.

Foram coletadas 17 amostras, as quais foram codificadas em funcdo dos

locais de coleta e estdo apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1. Locais de coleta das amostras de solo.

Coordenadas geogréficas
Amostras de solo Regiéo

Latitude Longitude

MG-RZ 1 Rizosfera de 18°40°32” Sul 42°46°28” QOeste
plantas,
Correntinho, MG

MG-RZ 2 Rizosfera de 18°40°32” Sul 42°46°28” Oeste
plantas,
Correntinho, MG

RS-PC 1 Praia do Curumim, 29°37'25” Sul 49°56'7” Oeste
Capéo da Canoa,
RS

RS-PC 2 Praia do Curumim, 29°3728” Sul 49°56'3” Oeste
Capédo da Canoa,
RS

RS-PC 3 Praia do Curumim, 29°38'0” Sul 49°5624” Oeste
Capao da Canoa,
RS

SC-PT 1 Praia da Teresa, 28°29'45” Sul 48°45'44” Oeste
Laguna, SC
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SC-PT 2 Praia da Teresa, 28°29'42” Sul 48°45'49” Oeste
Laguna, SC
SC-PT 3 Praia da Teresa, 28°28'55” Sul 48°45'56 Oeste
Laguna, SC
SC-LAG 3 Laguna, SC 28°29°30” Sul 48°46°49” QOeste
SC-LAG 4 Laguna, SC 28°36°30” Sul 48°51°37” Qeste
SC-LAG5 Laguna, SC 28°36°29” Sul 48°51°36” Oeste
SC-LAG 6 Laguna, SC 28°29°51” Sul 48°45°15” Qeste
SC-LAG 7 Laguna, SC 28°29°41” Sul 48°44°60” Oeste
SC-LAG 8 Laguna, SC 28°31°22” Sul 48°46°22” Oeste
SC-LAG 9 Laguna, SC 28°31°50” Sul 48°46°45” Qeste
SC-LAG 10 Laguna, SC 28°31°27” Sul 48°45°48” Qeste
SC-LAG 11 Laguna, SC 28°31°28” Sul 48°45°47” Qeste

3.1.2. Quitina coloidal
A quitina coloidal, preparada de acordo com o protocolo descrito por Souza

et al., (2009), foi o tipo de substrato escolhido para ser incrementado ao meio de
cultura nas etapas de selecdo das bactérias quitinoliticas e producdo enzimatica. Para
sua obtencdo, 5 g de quitina em p6 (Sigma-Aldrich®) foram adicionados & 60 mL de
acido cloridrico 37% (HCI) e mantidos a temperatura ambiente sob agitagdo vigorosa
durante uma hora. A preparacéo foi entdo filtrada em 1a de vidro para reter fragdes da
quitina que ndo foram dissolvidas, sendo adicionada depois a 200 mL de etanol 50%,
tambeém sob agitagdo vigorosa. Por fim, adicionou-se 1 L de agua destilada para a
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lavagem da quitina. Apds a decantacdo da quitina, a agua destilada foi trocada

constantemente até atingir um pH proximo a 7. A quitina coloidal foi estocada a 4 °C.

3.1.3. Meio de cultura
O meio de cultura so6lido (Figura 8), utilizado na selecdo e isolamento de

bactérias produtoras de quitinase, foi preparado segundo Kamil et al., (2007) com
modificacdes, sendo composto em m/v por: 0,6% de fosfato dissédico (Na,HPOy);
0,3% de fosfato de potéssio dibasico (K;HPQO,); 0,1% de cloreto de aménio (NH4CI);
0,05% de cloreto de sédio (NaCl); 0,005% de extrato de levedura; 1,5% de &gar; 1% de
quitina coloidal; e 0,001% do corante Calcofluor White M2R (1 g/L; Sigma-Aldrich®).
O meio de cultura foi esterilizado em autoclave a 120 °C por 15 minutos e vertido em

placas de Petri esterilizadas.

Figura 8. Meio de cultura corado com calcofluor. (A): em luz ambiente. (B): em luz
ultra-violeta (UV). A fluorescéncia indica a presenca de quitina.

3.1.4. Preparo e inoculacdo das amostras de solo

As dezessete amostras de solo foram primeiro processadas em solucdo aquosa
para entdo serem inoculadas no meio de cultura. Para isto, 1 g de cada amostra foi
adicionado a 10 mL de agua destilada, homogeneizado em vortex por 1 minuto e
deixado em repouso & temperatura ambiente por 45 minutos. Em seguida, as solucGes
foram submetidas a temperatura de 80 °C em banho-maria por 10 minutos, seguido por
uma breve homogeneizagdo em voértex. Um volume de 100 pL das amostras
processadas foi entdo inoculado no meio de cultura contendo quitina coloidal, e
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espalhado com o auxilio de pérolas de vidro esterilizadas. O cultivo dos in6culos

ocorreu em estufa a 30°C por 72 horas.

3.1.5. Selecdo e repique de bactérias quitinoliticas
As colbnias bacterianas que cresceram formando halos transparentes no meio

de cultura, indicando a degradagdo de quitina e por meio da producdo de quitinase
(Figura 9), foram selecionadas e repicadas em novas placas de Petri contendo o meio

de cultura.

Figura 9. Repiques de colbnias bacterianas em meio de cultura contendo quitina
coloidal. As areas transparentes indicam a degradacdo de quitina pela quitinase
produzida pelas col6nias bacterianas.

Os repiques, realizados com a técnica de esgotamento em estrias multiplas,
ocorreram sucessivamente até a obtencdo de coldnias bacterianas isoladas. As
bactérias repicadas foram cultivadas em estufa a 30 °C por 72 horas, enquanto que as
isoladas foram dissolvidas em 200 pL de agua destilada esterilizada e adicionadas em 1

g de solo esterilizado (contido em tubos do tipo Eppendorf) para estocagem.

3.2. Caracterizacdo morfo-tintorial
A caracterizacdo morfo-tintorial das bactérias isoladas foi realizada por anélise

morfolégica das células e pela coloracdo de Gram. Para corar as coldnias, amostras de
cada isolado foram primeiro, fixadas em ladminas de vidro. Em seguida foram
adicionados sobre as laminas, em ordem: cristal violeta, por 1 minuto; lugol, por 1

minuto; solucdo descorante; e fucsina fenicada, por 30 segundos. Entre a adigdo de cada
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um dos reagentes citados, as laminas foram lavadas suavemente com 4&gua. A
visualizagdo das células bacterianas foi realizada por microscopia 6ptica com captura de
imagens em microscopio Leica ICC50 HD.

3.3. Indice enzimatico
O indice enzimatico (IE), que indica preliminarmente a capacidade de produgéo

enzimatica pelos isolados bacterianos, foi calculado pela relacdo entre o didmetro do

halo de degradacéo da quitina e o diametro das col6nias bacterianas.

Para tal, utilizando o multi-inoculador de Steer (Figura 10), inoculou-se 25 pL
das bactérias isoladas crescidas em caldo Brain Heart Infusion (BHI), em placas de
Petri contendo o meio de cultura com quitina coloidal. O cultivo ocorreu em estufa a 30
°C por 72 horas, medindo-se os diametros dos halos de degradacdo de quitina e das

col6nias apos o periodo.

Figura 10. Multi-inoculador de Steer. O instrumento foi utilizado na inoculacdo dos
isolados bacterianos em meio de cultura com quitina coloidal para os testes de indice
enzimatico.

3.4. Caracterizacdo enzimatica
A caracterizacdo enzimatica foi realizada para a quitinase produzida e

secretada pelo melhor isolado bacteriano, selecionado a partir dos resultados de
indice enzimético. Assim, a producdo enzimética foi realizada para obtengdo da
enzima quitinolitica, que por sua vez, foi caracterizada quanto aos padrbes de
atividade enzimatica.
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3.4.1. Producéo enzimatica
Antes da caracterizacdo enzimatica, foi realizada a producdo enzimatica para

obtengdo da quitinase produzida pelo isolado bacteriano selecionado. A produgéo foi
realizada em meio de cultura liquido descrito por Yamaguchi (2003), que apresenta
composicao diferente em relacdo ao meio de cultura descrito por Kamil et al., (2007),
utilizado na etapa de selegcdo e isolamento das bactérias quitinoliticas (Tabela 5). O
meio descrito por Yamaguchi (2003) é composto em m/v por: 0,4% de extrato de
levedura; 0,2% de triptona; 0,5% de sulfato de magnésio (MgSQ,); 0,12% de fosfato
monobasico de potassio (KH,PO,); 0,28% de fosfato dibasico de potassio (K;HPO,); e
1,5% de quitina coloidal.

Tabela 5. Composi¢cdo dos meios de cultura descritos por Kamil et al., (2007) e
Yamauchi (2003).

Meio de cultura descrito por Kamil et Meio de cultura descrito por
al., (2007) Yamaguchi (2003)
0,6% de fosfato dissodico (Na;HPO,) 0,2% de triptona
0,1% de cloreto de aménio (NH,4CI) 0,5% de sulfato de magnésio (MgSQ,)
0,05% de cloreto de sodio (NaCl) 0,12% de fosfato monobasico de potassio
(KH2POy)

0,3% de fosfato bibasico de potassio
(K2HPO,) 0,28% de fosfato bibasico de potassio

0,005% de extrato de levedura (K2HPO,)

1% de quitina coloidal 0,4% de extrato de levedura

1,5% de quitina coloidal

Desse modo, o isolado estocado em solo, foi primeiramente reativado em 10 mL
de caldo BHI para posteriormente ser inoculado e cultivado em meio de cultura de
Yamaguchi (2003), acrescido com 1,5% (m/v) de agar. O cultivo no meio solido foi
realizado por 24 horas em estufa a 30 °C. Apds esse periodo, uma algada da coldnia
bacteriana crescida foi inoculada em 10 mL do meio de cultura Yamaguchi liquido e
incubada por 24 horas em shaker a 30 °C e 150 rpm (rotacdes por minuto). Esse pre-
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inoculo foi entdo vertido em 90 mL do meio de cultura liquido contido em frasco do

tipo Erlenmeyer de 500 mL, dando inicio a produgdo enzimética em si.

A producdo ocorreu em shaker a 30 °C, 150 rpm por 120 horas. O sobrenadante
da cultura (extrato bruto), foi coletado a cada 24 horas, centrifugando-se 5 mL do
cultivo a 10.000 x g, 4 °C, por 15 minutos. O volume de 5 mL coletados diariamente
foram repostos com meio de cultura esterilizado. Todos os procedimentos dessa etapa
foram conduzidos em camara de fluxo laminar com materiais esterilizados em autoclave

a 120 °C por 15 minutos. A Figura 11 esquematiza a etapa de producgdo enzimatica.

Meio Yamaguchi

Eﬂtuque das — — liquide (10 mL).
bactérias em solo Cultive em

esterilizado Shaker a 30°C,

2
Caldo BHI (10 mL) Meio Yamaouchi 150 I’II::;;;DI’ 24
Cultivo em solido. Cultivo em
Shaker a 30 °C, 150 rpm estufa a 30 °C por 24
por 24 horas horas
Meio Y: hi liquid
Coleta do extrato bruto [:TE'D r?]]rﬂljagléfﬂm D'Zl;lnﬂ
€ reposigio Ccom meio Shaker 230°C, 150 tpm
de u:tﬂmgir :qcada 24 por 120 s

Figura 11. Producdo enzimatica. O isolado bacteriano utilizado nessa etapa foi
primeiramente reativado em caldo Brain Hearted Infusion (BHI), para depois ser
empregado nas etapas de producdo com o meio de cultura descrito por Yamaguchi
(2003). Os extratos brutos foram coletados por centrifugacdo e o volume foi reposto
com meio de cultura esterilizado.

3.4.2. Atividade enzimatica
A atividade enzimatica foi determinada de acordo com o protocolo descrito por

Miller (1959), utilizando o reagente colorimétrico dinitrosalicilico (DNS) na detecgdo
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dos acgucares redutores produzidos pela acdo da quitinase sobre a quitina coloidal. Para a
reagdo enzimatica, foram utilizados os extratos brutos coletados diariamente durante a

producdo, com a finalidade de verificar o periodo de maior atividade enzimatica.

3.4.2.1. Preparo do reagente dinitrosalicilico
Para o preparo do reagente DNS, 10 g de acido dinitrosalicilico foram

dissolvidos em 200 mL de hidréxido de sodio 2M (NaOH), a solucéo foi misturada sob
aquecimento a 70 °C. Outra solucéo foi preparada dissolvendo-se 300 g de tartarato de
sodio e potéssio (Sal de Rochelle) em 500 mL de &gua destilada. Por fim, a solugéo de
acido dinitrosalicilico foi adicionada lentamente & solucdo de tartarato de sodio e

potassio e 0 volume final foi completado para 1000 mL com agua destilada.

3.4.2.2. Reacdo enzimatica

A reacdo enzima-substrato foi realizada seguindo protocolo de Lima et al., (2001).
Para tal, 1 mL dos extratos brutos coletados foram misturados com 1 mL de quitina
coloidal 0,5% em tampé&o fosfato 50 mM, pH 7,4. A reacgdo foi incubada a 37 °C em

banho-maria por seis horas.

Apdbs esse periodo, foram retiradas aliquotas de 200 pL das reacdes, as quais
foram adicionados 1mL do reagente DNS. A mistura foi entdo aquecida em banho-
maria fervente por 10 minutos para proporcionar a mudanca de cor, cuja absorbancia foi
medida em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 550 nm. O branco para
medida de absorbancia foi realizado a partir da mistura da solu¢do de quitina coloidal
0,5%, descrita anteriormente, com o sobrenadante do meio de cultura de Yamaguchi
(2003) esterilizado.

Para quantificar a atividade enzimética, uma curva padrdo de N-
acetilglicosamina (Sigma-Aldrich®), foi construida com o reagente DNS nos mesmos
moldes da reacdo enzimatica. As concentracfes de GICNAc utilizadas na curva foram:
50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL, 300 pg/mL e 400 pg/mL do agucar. Os valores da
atividade foram expressos em Unidades (U), em que uma Unidade representa 1pumol de

acucar redutor liberado por hora na reacéo.

3.4.2.3. Quantificacéo proteica
O contetdo proteico dos extratos brutos utilizados nas reacfes de atividade
enzimatica foi quantificado pelo método colorimétrico de Bradford (1976), medindo-se

a absorbancia em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 595 nm. Para o branco
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da absorbancia foi utilizado o sobrenadante do meio de cultura de Yamaguchi (2003)
esterilizado. Os valores foram obtidos utilizando como referéncia, uma curva padréo
construida com albumina nas concentragdes de: 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL,
0,125 mg/mL, 0,062 mg/mL e 0,031 mg/mL. Os valores da quantificacdo proteica

foram expressos em mg/mL.

3.4.3. Determinacéo das condigdes 6timas de atividade enzimatica
As condicbes Otimas de atividade enzimatica foram testadas quanto ao tempo,
temperatura e pH, utilizando o extrato bruto coletado no periodo de maior atividade

enzimatica.

3.4.3.1. Tempo
O tempo de melhor atividade enzimatica foi verificado realizando o ensaio
descrito no topico de reacdo enzimatica (topico 3.4.2.2), nos tempos: 1 hora, 2 horas, 3

horas, 4 horas, 5 horas e 6 horas.

3.4.3.2. Temperatura

A temperatura de melhor atividade enzimatica foi verificada realizando o ensaio
descrito no topico de reacdo enzimatica (topico 3.4.2.2), nas temperaturas: 30 °C, 37 °C,
40 °C, 50 °C e 60 °C.

3.4.3.3. pH

O pH de melhor atividade enzimatica foi verificado realizando o ensaio descrito
no topico de reacdo enzimatica (topico 3.4.2.2), com solucdes de quitina coloidal 0,5%
preparadas nos tampdes: citrato de sodio pH 3, pH 4, pH 5 e pH 6; fosfato pH 6, pH 7,4
e pH 8; e glicina-NaOH pH 8, pH 9 e pH 10. Todos os tamp&es foram preparados na
concentracdo de 50 mM. Curvas padrdes com N-acetilglicosamina foram construidas

para os diferentes tampdes.

3.5. Anélises estatisticas
Os experimentos de indice enzimatico e atividade enzimatica foram realizados

em triplicata. Assim, as diferencas estatisticas para até dois grupos amostrais foram
calculadas com o Teste T considerando-se p < 0,05. Enquanto que as diferencas
estatisticas para mais de trés grupos amostrais foram calculadas com o teste ANOVA,
considerando-se p < 0,05. Ambos os testes foram realizados com o software Microsoft
Office Excel 2010.
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4. Resultados

4.1. Selecéo e isolamento de bactérias produtoras de quitinase e caracterizacdo
morfo-tintorial
A partir das amostras de solo analisadas, foram obtidos 13 isolados bacterianos

produtores de quitinase, nomeados como Q1, Q2, Q3, Q4, Q5, Q6, Q7, Q8, Q9, Q11,
Q12, Q13 e Q14.

A caracterizacdo morfo-tintorial, verificada em microscopia optica, revelou que
todos os isolados possuem morfologia de bacilo e sdo bactérias gram-positivas, estando

coradas em roxo (Figura 12).

o

Figura 12. Isolados bacterianos produtores de quitinase visualizados em
microscopia 6ptica com aumento de 400x. (A): isolado Q11. (B): isolado Q8.

Na Tabela 6 estdo apresentados os isolados bacterianos assim como suas
amostras origem e caracterizacdo morfo-tintorial. Nota-se que as bactérias conseguidas
foram isoladas de oito das dezessete amostras de solo coletadas. Sendo essas: MG-RZ 2
(trés isolados); RS-PC 1 (um isolado); RS-PC 2 (um isolado); RS-PC 3 (um isolado);
SC-PT 1 (um isolado); SC-LAG 5 (dois isolados); SC-LAG 10 (um isolado); e SC-LAG

11 (trés isolados).



27

Tabela 6. Amostra origem dos isolados bacterianos produtores de quitinase e
caracterizacdo morfo-tintorial.

Isolados bacterianos ~ Amostra origem Morfologia SO el

Gram
Q1 RS-PC 1 Bacilo gram +
Q2 RS-PC 2 Bacilo gram +
Q3 RS-PC 3 Bacilo gram +
Q4 SC-PT1 Bacilo gram +
Q5 SC-LAG 5 Bacilo gram +
Q6 SC-LAG 5 Bacilo gram +
Q7 MG-RZ 2 Bacilo gram +
Q8 MG-RZ 2 Bacilo gram +
Q9 MG-RZ 2 Bacilo gram +
Q11 SC-LAG 10 Bacilo gram +
Q12 SC-LAG 11 Bacilo gram +
Q13 SC-LAG 11 Bacilo gram +
Q14 SC-LAG 11 Bacilo gram +

4.2. Indice enzimatico
Nomeadas e caracterizadas quanto a morfologia e coloracdo de Gram, 0s

isolados foram entdo avaliados quanto ao indice enzimatico. A partir da Figura 13,
observa-se a diferenca na capacidade produtiva de quitinase entre algumas das colonias
bacterianas.

Os resultados de indice enzimatico de cada um dos isolados bacterianos se

encontram no grafico da Figura 14.
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Figura 13. Experimento de indice enzimatico com os isolados Q11, Q12, Q13 e
Q14. As areas transparentes indicam a degradacdo da quitina pela quitinase produzida
pelos isolados bacterianos.

2,17 2,25

= N
& N 3

Indice enzimatico

[

o
[

Q1 Q2 03 Q04 05 06 Q7 Q8 Q9 Q11 Q12 Q13 Ql4
Isolados bacterianos

Figura 14. Indice enzimatico dos isolados bacterianos em 72 horas de cultivo. Os
valores sdo referentes a média da triplicata do experimento. As barras de erros
representam os desvios padrdes.

Como pode ser observado, quatro isolados bacterianos se destacaram dentre 0s

demais apresentando maiores valores de indice enzimatico, esses sdo: Q1 (RS-PC 1),
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Q3 (RS-PC 3), Q11 (SC-LAG 10) e Q12 (SC-LAG 11). Os isolados Q1 e Q12, porém,
foram os que obtiveram indices enzimaticos mais altos e bastante proximos, ndo
havendo diferencga estatistica entre eles ao considerar o Teste T. Ambos os isolados
foram cogitados para a caracterizacdo enzimatica, mas como Q1 foi identificado quanto

sua espécie no trabalho de Soares (2016), foi entdo escolhido para 0s proximos passos.

4.3. Caracterizagdo enzimatica
O isolado bacteriano Q1, previamente identificado como Paenibacillus

illinoisensis, foi selecionado para os testes de caracterizagdo de sua quitinase quanto aos
padrbes de atividade enzimética. Para fins de confirmagdo dos dados, o isolado foi
testado novamente quanto ao indice enzimatico, mas dessa vez no meio de cultura de
Yamaguchi (2003), utilizado na etapa de producdo enzimatica. O valor do indice
enzimatico foi de 2,67, valor maior do que o verificado no meio de cultura de Kamil et
al. (2007).

4.3.1. Atividade enziméatica

Os valores de atividade enzimatica da quitinase produzida pela P. illinoisensis
ao longo do tempo de producdo, assim como os valores de quantidade de proteina dos
extratos brutos utilizados, encontram-se representados na Tabela 7. A curva padrédo de
N-acetilglicosamina usada como referéncia para os valores de atividade enzimética
apresentou R%= 0,997. Enquanto que a curva padrdo de albumina usada como referéncia

para os valores de quantificacdo proteica apresentou R?= 0,991,

Tabela 7. Atividade enzimatica e quantificacdo proteica ao longo do periodo de
producado enzimética com o isolado Paenibacillus illinoisensis.

Isolado Parametros 24 48 72 96 120
bacteriano horas horas horas horas horas

Atividade 0,07 U 0,07U 0,098U 008U 0,0/8U
01 enzimatica

(P. illinoisensis) ]
Quantidade 0,134 0,280 0,195 0,280 0,382

de proteina  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

1U =1 pmol de agucar redutor liberado por hora na reagédo quitinase-quitina coloidal.
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Com excecdo do periodo de 48 horas, a quantidade de proteina analisada
aumentou gradativamente ao longo da producéo enzimética. Entretanto, pode-se inferir
que os valores de proteina obtidos ndo necessariamente referem-se a quitinase, ja que
ndo acompanharam os valores de atividade enzimatica. Em relacdo a esses, observa-se
que o periodo de maior atividade enzimatica ocorreu em 72 horas de producdo, dentro
do intervalo de tempo analisado. Para melhor comparacdo dos dados de atividade,
considerando os desvios padr@es, os resultados sdo também apresentados no grafico da

Figura 15.
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0,098

0,1 -

0,08 -
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Atividade enzimatica (U)

0,02 -

24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
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Figura 15. Atividade enzimatica ao longo do tempo de producdo com o isolado
Paenibacillus illinoisensis. Os valores sdo referentes a média da triplicata do
experimento e estdo expressos em Unidade (U), em que uma Unidade representa 1 pmol
de acucar redutor liberado por hora na reacdo quitinase-quitina coloidal. As barras de
erros representam os desvios padrdes.

A atividade enzimatica se manteve praticamente constante nos periodos de 24 e
48 horas, para depois alcancar seu auge em 72 horas de producdo. Enquanto que nos
periodos de 96 e 120 horas a reducéo da atividade foi observada. O tempo de producéo
de 72 horas de fato confirmou-se como o periodo de maior atividade, havendo diferenca

estatistica entre os tempos analisados ao considerar o teste ANOVA.
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4.3.2. Atividade enzimatica em condigfes 6timas
Considerando que o isolado P. illinoisensis apresentou maior atividade

enzimética da quitinase em 72 horas de producdo, os extratos brutos coletados nesse

periodo foram utilizados para os testes de condi¢6es étimas de atividade.

4.3.2.1. Tempo
Os tempos de atividade enzimatica analisados no ensaio foram 1, 2, 3, 4,5¢e 6

horas. No grafico da Figura 16, observa-se que com o passar do tempo, a quantidade de
pumol de agucar redutor liberado nas reacdes aumentou: 0,43 umol em 1 hora; 0,45 pmol
em 2 horas; 0,47 pmol em 3 horas; 0,56 pmol em 4 horas; 0,59 umol em 5 horas; e 0,59

pmol em 6 horas.

0,7 -
0,59 0,59

0,56

0,6 -

0,5 -

04 -

0,3 -

0,2 -

pumol de Acucar Redutor

0,1 -

1 hora 2 horas 3 horas 4 horas 5 horas 6 horas

Tempo

Figura 16. Quantidade de acUcar redutor liberado em diferentes tempos da reacgao
quitinase-quitina coloidal. Os valores sdo referentes a média da triplicata do
experimento. As barras de erros representam os desvios padrdes.

Entretanto, como os resultados de atividade enzimatica sdo expressos em
Unidades, o tempo de reacdo é levado em consideragdo. Desse modo, como mostrado
no grafico da Figura 17, verifica-se que com o aumento do tempo de reagdo os valores
de atividade enzimética diminuem. Sendo esses: 0,43 U em 1 hora; 0,225 U em 2 horas;
0,156 U em 3 horas; 0,141 U em 4 horas; 0,118 U em 5 horas; e 0,098 U em 6 horas. O
tempo de melhor atividade enzimatica foi determinado como sendo 1 hora de reagéo.



32

0,5 -
0,43
0,45 -

o

w o

a
1 1

o
w
1

0,25 -

o
N
1

0,15 -

Atividade enzimatica (U)

o
JEEN
1

0,05 -

1 hora 2 horas 3 horas 4 horas 5 horas 6 horas
Tempo

Figura 17. Atividade enzimética em diferentes tempos da reacdo quitinase-quitina
coloidal. Os valores sdo referentes a média da triplicata do experimento e estdo
expressos em Unidades (U), em que uma Unidade representa 1umol de agucar redutor
liberado por hora na reagéo quitinase-quitina coloidal. As barras de erros representam 0s
desvios padrdes.

4.3.2.2. Temperatura
Os valores de atividade enzimatica obtidos em diferentes temperaturas,

representados no grafico da Figura 18, foram de: 0,087 U em 30 °C; 0,096 U em 37 °C;
0,071 U em 40 °C; 0,061 U em 50 °C; e 0,032 U em 60 °C.

A quitinase secretada pela P. illinoisensis, apresentou as melhores atividades
quando sujeita as temperaturas de 30 °C e 37 °C. Porém, foi em 37 °C, temperatura
escolhida para o inicio dos ensaios, que o maior valor foi obtido (havendo diferenca
estatistica entre as atividades enziméticas obtidas em 30 °C e 37 °C ao se considerar 0
Teste T). Ja a partir de 40 °C, notou-se uma diminui¢do gradual na atividade, que caiu

bastante, em relacdo a tempertaura 6tima, quando testada a 60 °C.
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Figura 18. Atividade enzimatica em diferentes temperaturas. Os valores s&o
referentes a média da triplicata do experimento e estdo expressos em Unidades (U), em
que uma Unidade representa 1umol de aclcar redutor liberado por hora na reacdo
quitinase-quitina coloidal. As barras de erros representam os desvios padroes.

4.3.2.3. pH
Os valores de atividade enzimética em diferentes pHs, assim como os tampdes

utilizados, encontram-se representados no grafico da Figura 19. As curvas padrdes de
N-acetilglicosamina preparadas com os tampdes citrato de sodio, fosfato e glicina-
NaOH apresentaram respectivamente, R?= 0,999, R?= 0,997 e R*= 0,995.

A quitinase produzida pela P. illinoisensis apresentou maior atividade
enzimética em pH 4, com destaque também para a reacdo em pH 5. Ambos os valores
foram consideravelmente superiores ao valor da atividade enzimética em pH 7,4,
escolhido para o inicio dos ensaios. As atividades avaliadas em pH 3 e nos pHs basicos
8, 9 e 10, apresentaram os menores valores. E importante destacar, que além do pH, os
tampBes também interferiram na atividade enzimatica. A reacdo em pH 8 com tampao
fosfato por exemplo, apresentou atividade significantemente maior do que a reagdo em

pH 8 com tampao glicina-NaOH.
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Figura 19. Atividade enzimética em diferentes pHs. Os valores sdo referentes a
média da triplicata do experimento e estdo expressos em Unidades (U), em que uma
Unidade representa 1pumol de aglcar redutor liberado por hora na reagdo quitinase-
quitina coloidal. As barras de erros representam os desvios padrdes.

4.4. Atividade enzimatica otimizada
Um ensaio de atividade enzimatica foi realizado testando-se as condi¢fes 6timas

estabelecidas. Desse modo, a reacdo enzimatica, com a quitinase do isolado P.

illinoisensis ocorreu por 1 hora, 37°C e em pH 4, com tampdo citrato de sédio.

A atividade obtida foi de 0,66 U, um valor 573% maior que a atividade
enzimatica inicial de 0,098 U averiguada em 6 horas, 37°C e em pH 7,4, com tampao
fosfato (Figura 20).
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Figura 20. Atividades enzimaticas obtidas no inicio dos ensaios e em condicgdes
Otimas de reacdo. A reacdo enzimatica inicial foi realizada por 6 horas, a 37 °C e em
pH 7,4 com tampdo fosfato. Enquanto que a reacdo enzimatica otimizada foi realizada
por 1 hora, a 37 °C e em pH 4 com tampdo citrato de sédio. Os valores séo referentes a
média da triplicata do experimento e estdo expressos em Unidades (U), em que uma
Unidade representa 1umol de acglcar redutor liberado por hora na reagdo quitinase-
quitina coloidal. As barras de erros representam os desvios padrdes.
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5. Discussao
Com a prética da bioprospeccéo, a biodiversidade brasileira pode ser explorada

de modo sustentavel para o crescimento econdmico do Pais. Desse modo, investigando
solos de rizosferas de plantas, coletados no interior de Minas Gerais, e solos com restos
de frutos do mar, coletados em regibes litoraneas do sul do Pais, foram obtidos 13
isolados bacterianos produtores de quitinase.

Apesar de terem sido obtidos um bom ndmero de isolados, em mais da metade
das amostras de solo analisadas ndo foi detectada a presenca de bactérias quitinoliticas.
Isso provavelmente, por causa da metodologia de processamento das amostras, em que
ao aquecé-las a temperatura de 80 °C, podem ter sido eliminadas as formas vegetativas
de células bacterianas, proporcionando o crescimento apenas das formas esporuladas
(MORIYA; MODENA, 2008). Ja em contraste, em amostras como MG-RZ 2 e SC-
LAG 11, foram isoladas até trés col6nias bacterianas produtoras de quitinase, as quais
acredita-se que sejam cepas ou espécies diferentes. Isso porque durante as fases de

selecdo e isolamento, foi observado que as coldnias possuem formas e cores diferentes.

Por meio da caracterizagdo morfo-tintorial, foi possivel classificar todos os
isolados como sendo bacilos gram-positivos. Bactérias quitinoliticas em morfologia de
bacilos também foram predominantes nas atividades prospectivas de Kamil et al.,
(2007) e Mubarik et al.,(2010), que isolaram respectivamente, 5 e 25 bacilos
quitinoliticos.

Dentre as 13 colbnias bacterianas isoladas no presente trabalho, Q1 (RS-PC 1) e
Q12 (SC-LAG 11) se destacaram quanto aos indices enzimaticos, apresentando valores
superiores a 2. Segundo Oliveira et al., (2006), o indice enziméatico consiste em um
parametro semi-quantitativo comumente utilizado nas triagens de bactérias de solo,
sendo que os valores iguais ou acima de 2, podem indicar que um microrganismo possui
boa capacidade de producdo enzimatica. O isolado Q1, identificado como Paenibacillus
illinoisensis, que j& havia apresentado um bom indice enzimatico de 2,17 no meio de
cultura descrito por Kamil et al., (2007), apresentou um valor ainda maior, de 2,67,

guando testado no meio de cultura descrito por Yamaguchi (2003).

Inicialmente, a produgdo enzimaética havia sido realizada com o meio de cultura
de Kamil et al., (2007), utilizado na etapa de prospeccdo das bactérias quitinoliticas.

Porém, como ndo houve deteccdo de atividade enzimatica e nem de proteina nos
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extratos brutos coletados, o meio de cultura utilizado na producédo foi substituido pelo
descrito por Yamaguchi (2003). A composi¢do do meio, com sulfato de magnésio e
maior concentracédo de extrato de levedura (Tabela 5), foi 0 que provavelmente permitiu
as quantificacdes de atividade enzimética e de proteina. O fon Mg*?, liberado a partir do
sulfato de magnésio, pode ter atuado como co-fator enzimatico, possibilitando ndo s6 a
melhora na agdo catalitica enzimatica, mas também conferindo-a maior estabilidade
para se manter no meio extracelular (BORZANI et al., 2001). Gohel et al., (2006b) e
Lee et al., (2007), relataram em seus trabalhos a melhora na producéo de quitinase por
Pantoea dispersa e Bacillus sp., respectivamente, devido a presenca de MgSO,. O
extrato de levedura por sua vez, utilizado em meios de cultura de microrganismos
quitinoliticos como fonte de nitrogénio, exerce papel crucial nas etapas iniciais de
crescimento, ocasionando assim, em uma melhor de producdo enzimatica ao longo do
tempo. Monreal e Resse (1969), Nawani e Kapadnis (2005) e a propria Yamaguchi
(2003) descreveram uma melhor producédo de quitinase por suas cepas bacterianas com

0 incremento de extrato de levedura nos meios de cultura.

A quitinase secretada pelo isolado P. illinoisensis apresentou maior atividade em
72 horas de producéo, sendo notado apds esse periodo, o declinio de sua acéo. Felse e
Panda (1999) relatam que ndo s6 a quitina, mas também a N-aceilglicosamina atuam
como sinal indutor na producdo de quitinase. Desse modo, o desenvolvimento
bacteriano, a disponibilidade de quitina e também a maior concentracdo de N-
acetilglicosamina (oriunda da acdo da quitinase no meio), no periodo de 72 horas,
podem explicar o pico de atividade enzimatica ocorrido. Enzimas ja sintetizadas, porém,
ndo possuem atividade constante, estando sujeitas a inibicdes reguladas pelo proprio
microrganismo produtor (BORZANI et al., 2001). Com a reducdo na disponibilidade de
quitina ao longo do tempo de producdo enzimatica, o isolado pode ter liberado
substancias inibidoras para regular a atividade das quitinases produzidas, o que poderia
explicar a ndo relacdo entre atividade enzimatica e quantificacdo proteica nos dois
Gltimos dias de producdo. E também sugerido um sistema de feedback com enzimas
proteoliticas para cessar a acdo das quitinases produzidas, o que também explicaria ao

aumento de proteina e a reducdo da atividade enzimatica (FELSE; PANDA, 1999).

A atividade enzimatica da quitinase produzida pela P. illinoisensis apresentou
valor de 0,098 U, sendo otimizada depois para 0,66 U. Tais valores podem ser

considerados baixos se comparados com os verificados por Singh, Ghodke e Chhaptar
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(2009), que descreveram uma atividade enzimatica de 100 U da quitinase produzida por
Paenibacillus sp., e Chandrasekaran et al., (2012), que relataram uma quitinase
produzida por Bacillus subtilis com atividade de 2954 U. Possivelmente, os altos
valores de atividade enzimatica obtidos por esses isolados se deve a maior producéo de

quitinase, que pode ter sido alcancada pela composicao dos meios de cultura.

Contudo, a maior parte dos valores encontrados na literatura se mostram
proximos aos obtidos no presente trabalho. Wang e Hwang (2001) relataram a
atividades enziméticas de 1,34 U, 1,29 U e 0,68 U das bactérias Bacillus alvei, Bacillus
sphaericus e Pseudomonas aeruginosa, respectivamente. Enquanto Chang, Cheng e Jao
(2007) obtiveram uma atividade enzimatica de 1,1 U da quitinase produzida por
Bacillus cereus, que foi também, capaz de inibir o desenvolvimento de esporos dos
fungos Fusarium. oxysporum, Fusarium solani, e Pythium ultimum. J& Suryanto, Irawati
e Munir (2011), descreveram cinco isolados bacterianos, KR05, KR07, LK08, BKO07,
BKO08 e BK09, que apresentaram enzimas com atividade de 0,088 U, 0,036 U, 0,06 U,
0,092 U, 0,363 U e 0,726 U, respectivamente. Os isolados foram ainda capazes de inibir

o crescimento dos fungos Ganoderma boninense, F. oxysparum e Penicillium citrinum.

O tempo de reacdo enzimética foi provavelmente o pardmetro que mais
influenciou nos valores de atividade da quitinase, sendo sua otimizagao crucial para a
obtencdo de resultados melhores. Ao longo das seis horas de reacdo, ndo houve um
aumento consideravel na formacdo de produtos da atividade quitinolitica, e como a
medida de Unidade leva em consideracdo o tempo de reacdo, os valores de atividade
enzimatica obtidos inicialmente foram baixos. Foi definido assim, o tempo 6timo de

atividade enzimatica como sendo 1 hora.

A temperatura e o pH também foram outros parametros avaliados para
otimizacdo da atividade enzimatica. Ao aumentar a temperatura de uma reacgdo
enzimatica, a energia cinética dos componentes do sistema também aumenta,
possibilitando assim, maiores ocorréncias de interacdes enzima-substrato. Por outro
lado, o aumento de temperatura pode também, provocar a quebra de ligacGes quimicas
que mantém a estrutura enzimdtica, causando a diminuicdo de suas fungdes e
desnaturacdo (BORZANI et al., 2001). Desse modo, observa-se que o aumento de
temperatura, a partir de 40 °C, ocasionou na diminuicdo das fungdes da quitinase

produzida pelo isolado P. illinoisensis, que mesmo assim, ndo desnaturou, apresentando
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atividade até 60 °C. Porem, a temperatura em que se obteve o maior valor de atividade
enzimaética foi 37 °C, sendo essa, definida como a temperatura étima para atividade da
quitinase produzida pelo isolado P. illinoisensis.

A concentracdo de prétons (HY), a qual se refere a medida de pH, exerce
influéncia em uma atividade enzimatica pelas suas interacdes tanto com os aminoacidos
constituintes da enzima, quanto com o substrato. Dependendo de como ocorrem essas
interagOes, a atividade pode aumentar ou diminuir, estando as enzimas também, sujeitas
a desnaturacdo em pHs extremos (BORZANI et al., 2001). Os componentes dos
tampdes utilizados para a manutencdo do pH de uma reacdo também podem interagir
com as enzimas e exercer influéncia nos valores de atividade enzimatica (SASSA et al.,
2008). Desse modo, o pH 6timo é definido pelas interacdes entre pH, tampdo, enzima e
substrato. A quitinase produzida pela P. illinoisensis apresentou melhores atividades
quando sujeita a pHs mais baixos com tampéao citrato de sodio, no intervalo de 4 a 6.
Um melhor equilibrio nas interacdes entre os componentes do sistema pode ter ocorrido
nessas condi¢fes, onde nota-se uma vantagem do tampdo citrato de sédio sobre os
demais. E importante acrescentar também, que a interaco entre quitina e pH pode ter
exercido papel importante nos valores obtidos, visto que o substrato apresenta melhor
dissolucdo em pHs mais baixos. O pH 6timo de atividade enzimatica foi assim, definido

como sendo 4, em tampao citrato de sédio.

Diversos valores referentes a temperatura e pH 6timos de quitinases bacterianas
foram descritos na literatura. A quitinase produzida por Bacillus amyloliquefaciens
descrita no trabalho de Wang et al., (2002) apresentou maiores valores de atividade
enzimatica na temperatura de 40 °C e em pH 7. Suzuki et al., (2002) relataram
temperatura 6tima de 65 °C e pH 6timo de 4,5 para a quitinase produzida por Serratia
marcescens. Toharisman et al., (2005) verificaram uma quitinase produzida por Bacillus
licheniformis que apresentou melhor atividade em temperatura de 70 °C e em pH 6. E
Saima e Roohi (2013), relataram uma quitinase produzida por Aeromonas hydrophila

cuja temperatura e pH 6timos de atividade foram 37 °C e 8 respectivamente.

N&o é de agora que a bioprospeccdo de quitinases bacterianas ocorre. Diversas
pesquisas descreveram a pratica relatando o encontro de uma variedade de espécies
bacterianas produtoras da enzima, assim como uma variedade das enzimas produzidas

pelos microrganismos. A diferenca de quitinases entre as espécies bacterianas
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produtoras € notavel, assim como seus parametros de acéo e aplicacdes, que caminham

para um controle sustentavel de pragas fitopatogénicas.
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6. Concluséao
Por meio deste trabalho foram bioprospectadas 13 colbnias bacterianas

produtoras de quitinase. Os isolados foram obtidos de oito das dezessete amostras
coletadas, podendo inferir numa diversidade de bacterias quitinoliticas encontradas em

alguns dos ambientes analisados.

Os isolados Q1 e Q12, obtidos de solos com restos de frutos do mar, se
destacaram dentre as demais quanto ao indice enzimético, sendo o isolado Q1,
identificado como Paenibacillus illinoisensis, escolhido para as etapas seguintes do
trabalho.

A caracterizacdo da quitinase produzida pelo isolado P. illinoisensis quanto aos
padrdes de sua atividade foram de grande relevancia para a pesquisa, visto que houve
um aumento de 573% nos valores de atividade da enzima, que apresentou melhor agéo
em uma hora de reacdo, a 37°C e em pH 4. Demonstra-se assim, a importancia e as

possibilidades que o estudo de caracterizagcdo enzimatica pode proporcionar.

Para melhor caracterizacdo enzimatica foram também realizados experimentos
de eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢fes desnaturantes (SDS-PAGE) com
a finalidade de determinar o tamanho molecular da quitinase produzida pela P.

illinoisensis, porém até o momento, ndo se obteve resultados conclusivos.

Nota-se 0 potencial da bioprospeccdo de bactérias produtoras de quitinase em
solos brasileiros, visto que a biodiversidade e a bioprospeccao andam lado a lado e que

o Brasil é o maior detentor da biodiversidade mundial, hd muito que se explorar no Pais.
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