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RESUMO

CARDOZO, F. A. Producdo enzimatica de N-acetil-glicosamina por Aeromonas sp.
isolada do ecossisterna marinho. 2017. 170 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2017.

N-acetil-glicosamina (GICNAc) ¢ um composto de importancia biotecnolégica com grande
potencial de aplicacio nas areas de farmacia, medicina e dermatologia. E atualmente
produzido por hidrélise quimica da quitina, o polissacarideo mais abundante no ambiente
marinho e o principal constituinte do exoesqueleto dos artropodes. No entanto, 0S processos
geralmente utilizados s&o prejudiciais a0 meio ambiente, tém baixo rendimento e alto custo.
Este estudo demonstra o potencial de producdo de GIcNAc a partir de a-quitina coloidal
utilizando um coquetel de proteinas (contendo quitinases) produzido por Aeromonas caviae
CHZ306, como uma alternativa sustentavel aos processos atuais. Dez estirpes (CH125,
CH129, CH147, CH149, CH150, CH151, CH286, CHZ52, CHZ113 e CHZ306) pertencentes
ao género Aeromonas foram avaliadas neste estudo. As estirpes foram caracterizadas por
Multilocus Sequence Analysis (MLSA) utilizando seis housekeeping genes (gltA, groL, gyrB,
metG, ppsA e recA) e quanto a presenca de nove potenciais genes (alt, act, ast, ahhl, aer,
aerA, hlyA, ascV e ascFG) associados a viruléncia. A capacidade das estirpes produzirem
hemolise em Agar sangue também foi verificada. A estirpe com melhor perfil de produgéo de
GIcNAc em funcdo do tempo foi selecionada para os estudos de producdo de quitinases e
GIcNAc. Adicionalmente, a estirpe selecionada teve seu genoma sequenciado. Como
resultado, as estirpes foram caracterizadas como pertencentes a espécie Aeromonas caviae e
nenhum gene de viruléncia foi detectado por PCR. No entanto, todas apresentaram hemolise
em placas de Agar sangue. A. caviae CHZ306 foi a estirpe selecionada para os estudos de
producédo de quitinases e GICNAc e o sequenciamento do gemoma revelou a presenga de
multiplos genes envolvidos na codificacdo de fatores associados a viruléncia e enzimas
envolvidas na hidrolise de quitina. Um meio de cultivo contendo corn-steep liquor e peptona
A como fontes adicionais de carbono e nitrogénio foi selecionado, aumentando a biossintese
de quitinases por A. caviae CHZ306. As condigdes de temperatura (34 °C), pH (8,0),
concentracdo de a-quitina coloidal (5%) e k.a 55 h™ (250 rpm de agitacdo e 1,75 vvm de
aeracao) determinadas em biorreator possibilitaram a producdo de um coquetel de proteinas
com 12 h de cultivo, produzindo 56 U.L™ de endoquitinases, 64 U.L™ de quitobiosidases e
170 U.L™" de N-acetil-glicosaminidases. As condicdes de temperatura (46 °C), pH (6,0),
concentracdo de protefnas (1,5 g.L ™) e a-quitina coloidal (5%) determinadas para a produco
de GlcNACc possibilitaram a conversdo maxima de 67% de a-quitina e produtividade maxima
de 0,31 g.L".h? de GIcNAc. Este estudo demonstra um dos mais eficientes processos de
hidrolise enzimética de quitina e isolados de A. caviae com grande potencial para producao de
quitinases, GICNACc e outros derivados de quitina.

Palavras-chave: Aeromonas. Quitina. Quitinase. N-acetil-glicosamina.  Bactérias
Quitinoliticas.



ABSTRACT

CARDOZO, F. A. Enzymatic production of N-acetyl-glucosamine by Aeromonas sp.
isolated from the marine ecosystem. 2017. 170 f. Ph. D thesis (Biotechnology) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2017.

N-acetyl-glucosamine (GIcNAc) is a compound of biotechnological importance with great
potential of application in the areas of pharmacy, medicine and dermatology. It is currently
produced by chemical hydrolysis of chitin, the most abundant polysaccharide in the marine
environment and the main constituent of the exoskeleton of arthropods. However, the used
processes are harmful to the environment, have low yield and high cost. This study
demonstrates the potential for production of GlcNAc from colloidal a-chitin using a protein
cocktail (containing chitinases) produced by Aeromonas caviae CHZ306, as a sustainable
alternative to current processes. Ten strains (CH125, CH129, CH147, CH149, CH150,
CH151, CH286, CHZ52, CHZ113 and CHZ306) belonging to the Aeromonas genus were
evaluated in this study. The strains were characterized by Multilocus Sequence Analysis
(MLSA) using six housekeeping genes (gltA, groL, gyrB, metG, ppsA and recA) and the
presence of nine potential genes (alt, act, ast, ahhl, aer, aerA, hlyA , AscV and ascFG)
associated with virulence. The ability of the strains to produce hemolysis in blood agar was
also verified. The strain with the best GICNAc production profile as a function of time was
selected for the studies of chitinases and GICNAc production. In addition, the selected strain
had its genome sequenced. According the results, the strains were characterized as belonging
to the Aeromonas caviae species and no virulence genes were detected by PCR. However, all
strains showed hemolysis on blood agar plates. A. caviae CHZ306 was the selected strain for
the studies of chitinases and GIcNAc production and, the genome sequencing revealed the
presence of multiple genes encoding virulence associated factors and enzymes involved on
chitin hydrolysis in this strain. A culture medium containing corn-steep liquor and peptone A
as additional carbon and nitrogen sources was selected, increasing the chitinase biosynthesis
by A. caviae CHZ306. The determined conditions of temperature (34 °C), pH (8.0), colloidal
a-chitin concentration (5%) and k.a 55 h™ (250 rpm of agitation and 1.75 vvm of aeration) in
bioreactor produced a protein cocktail in 12 h of culture, with 56 U.L™ of endochitinases, 64
U.L™ of chitobiosidases and 170 U.L™ of N-acetyl-glucosaminidases. The determined
conditions of temperature (46 °C), pH (6.0), protein cocktail concentration (1.5 g.L™) and
colloidal a-chitin concentration (5%) for GICNAc production presented maximum conversion
of 67% of o-chitin and maximum productivity of 0.31 gL h? of GIcNAc. This study
demonstrates one of the most efficient processes of chitin enzymatic hydrolysis and strains of
A. caviae with great potential for chitinases, GICNAc and other chitin derivatives production.

Keywords: Aeromonas. Chitin. Chitinase. N-acetyl-glucosamine. Chitinolytic Bacteria.
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CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

1.1 INTRODUCAO

Bactérias quitinoliticas estdo amplamente distribuidas no ambiente marinho e
desempenham um papel extremamente importante e eficiente na degradagdo de quitina nos
oceanos. A degradacdo de quitina é realizada por enzimas denominadas quitinases, as quais
possuem diversas funcbes na natureza e podem ser aplicadas em diversas Areas,
principalmente na producdo de derivados de quitina. A producdo de N-acetil-glicosamina
(GIcNAC), derivado da quitina, tem despertado interesse nos ultimos anos devido as suas
funcionalidades. GIcNAc é um valioso agente farmacolégico para o tratamento da osteoartrite
e doencas inflamatorias intestinais, incluindo colite ulcerativa e a doenca de Crohn. Além
disso, mostra grande potencial para ser utilizado como componente de cosméticos e producao
de bioetanol. GIcNAc tem sido tradicionalmente produzida pela hidrdlise acida da quitina,
extraida das carapacas de crustaceos originadas do processamento industrial de frutos do mar,
mas os procedimentos geralmente utilizados apresentam custos elevados, baixos rendimentos
e geram grandes quantidades de residuos quimicos que podem afetar o meio ambiente. A
aplicacdo de quitinases bacterianas como uma alternativa sustentavel a hidrolise quimica da
quitina é muito atrativa (Figura 1), pois bactérias sdo faceis de manipular, possuem menores
custos de producdo e sdo susceptiveis a engenharia genética. Além disso, a utilizagdo dessas
enzimas no processo produtivo evitaria a utilizacdo de produtos quimicos que podem vir a
causar danos ambientais.

Diante disso e dos conhecimentos adquiridos com bactérias quitinoliticas desde 2005,
em nosso grupo de pesquisa, tornou-se imprescindivel explorar a capacidade de bactérias
quitinoliticas, do género Aeromonas, para a producdo enzimatica de GIcNAc. Dessa maneira,
este estudo teve como objetivo avaliar a producdo de quitinases e GICNAc por uma estirpe
selecionada do género Aeromonas, derivada do ecossistema marinho. A estirpe foi
caracterizada por Multilocus Sequence Analysis e quanto a presenca de fatores associados a

viruléncia. Adicionalmente, a estirpe teve seu genoma sequenciado.



Figura 1 - Fluxograma da producdo de N-acetil-glicosamina a partir de residuos do processamento de frutos do mar.
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1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Definicdo da estrutura quimica da quitina e método de extracéo

A quitina é um biopolimero insoltvel de estrutura cristalina formado por cadeias nao
ramificadas de N-acetil-D-glicosamina (GIcNAc), unidos por ligagdes glicosidicas do tipo -
1,4 (Figura 2) (HACKMAN; GOLDBERG, 1965). Apoés a celulose, é a segunda substancia
organica encontrada em maior quantidade na natureza e a mais abundante no ambiente
marinho. E o principal constituinte do exoesqueleto dos artropodes e da parede celular dos
fungos e algas e pode ser encontrada associada a lipideos, proteinas, pigmentos e acUcares
(GOODAY, 1990).

Figura 2 - Representacdo da estrutura quimica da quitina.

B CHs |
OH 0 <
o NH
HO O
NH
O:< OH
CH5
L —In

FONTE: Cardozo, 2017.

A quitina pode ser encontrada na natureza em trés estruturas polimorficas distintas
denominadas: alfa-quitina (o-quitina), beta-quitina (B-quitina) e gama-quitina (y-quitina)
(Figura 3) (HACKMAN; GOLDBERG, 1965; RUDALL; KENCHING, 1973). A forma mais
comum ¢ a o-quitina, a qual é constituida por cadeias organizadas de forma antiparalela
(CARLSTROM, 1957). Esse tipo de quitina é encontrada fortemente associada a proteinas,
materiais inorganicos e esta presente em estruturas rigidas e resistentes como a cuticula de
artropodes (RUDALL; KENCHING, 1973). A B-quitina pode ser encontrada em espinhos e
cerdas de alguns anelideos, em tubos de poliquetos, na concha interna de lulas, na carapaca de
algumas diatomaceas (BLACKWELL et al., 1967; BLACKWELL; WEIH, 1984; HERTH et
al., 1986) e, é constituida por cadeias organizadas de forma paralela, o que possibilita a

formacéo de ligacdes intermoleculares mais fracas e uma menor estabilidade dessa molécula
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em comparagdo a a-quitina (KURITA, 2001). Ja a y-quitina, € a forma mais rara presente na
natureza e ¢ constituida por uma mistura de a e B-quitina, ou seja, duas de trés cadeias sdo
organizadas de forma paralela e a terceira aparece na direcdo oposta. (RUDALL;
KENCHING, 1973). Essa forma de quitina pode ser encontrada em casulos de dois géneros
de besouros e no revestimento do estdmago de lulas (MUZZARELLI, 1977).

Figura 3 - Representacdo grafica da organizacdo das cadeias poliméricas das trés formas de
quitina.
Al A| A AAAAA AA| AA

vYIiv v
a-quitina B-quitina y-quitina

FONTE: Adaptada de Einbu (2007).

A quitina pode ser obtida a partir de uma variedade de organismos marinhos, insetos e
fungos, mas as principais matérias-primas para producéo industrial de quitina séo as carapacas
de crustaceos originadas do processamento industrial de frutos do mar (ABRAM; HIGUERA,
2004; ROBERTS, 1992). O Japdo, os EUA e a China sdo os responsaveis pela maior
producdo de quitina em nivel mundial, mas esse polimero também é produzido em menores
escalas na India, Noruega, Canada, Italia, Polonia, Chile e Brasil (ABRAM; HIGUERA,
2004).

A extracdo de quitina a partir da biomassa envolve a execugdo de tratamentos
quimicos sequenciais destinados a eliminar as substancias que a acompanham. Nos
crustaceos, a quitina encontra-se firmemente associada aos demais constituintes do
exoesqueleto. Portanto, trés etapas sdo requeridas para isolar esse polissacarideo:
desproteinizacdo, desmineralizacdo e despigmentacdo (ABRAM; HIGUERA, 2004,
ROBERTS, 1992).

A eliminacdo das proteinas pode ser realizada utilizando um grande numero de
solventes, sendo 0 NaOH o mais utilizado. A desmineralizacdo pode ser obtida realizando um
tratamento com diferentes tipos de &cidos, como HCI, HNO3; e H,SOs; sendo o HCI,
geralmente, o acido mais utilizado para essa etapa (ANTONINO, 2007). Os exoesqueletos de

crustaceos contém pigmentos que ndo parecem estar complexados com materiais inorganicos
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ou proteinas, pois ndo sdo eliminados durante a desproteinizacdo e desmineralizacdo. Esses
pigmentos podem ser eliminados pela extracdo com etanol ou acetona, depois do tratamento
de desmineralizacdo ou por branqueamento com uso de KMnO,4, NaClO, SO,, NaHSOs,
Na;S;03 ou H,O, (ANTONINO, 2007).

1.2.2 Classificacao, ecologia e aplicacdes biotecnoldgicas das quitinases

As quitinases sdo enzimas responsaveis pela despolimerizacdo da quitina. Elas
hidrolisam as liga¢des glicosidicas entre as unidades de agucares e estdo classificadas no
grupo das glicosil-hidrolases (GHs). As glicosil-hidrolases sdo classificadas através do banco
de dados enziméatico CAZy (Carbohydrate-Active EnZYymes) (CANTAREL et al., 2009;
DAVIES; HENRISSAT, 1995; HENRISSAT; BAIROCH, 1996), o qual fornece uma lista
continuamente atualizada das familias de glicosil-hidrolases e, que ha alguns anos, também
fornece uma lista de outras familias de enzimas que atuam sobre carboidratos, tais como
polissacarideo-liases (PLs), glicosil-transferases (GTs) e carboidrato-esterases (CES)
(CANTAREL et al., 2009).

De acordo com o sistema de classificacdo das glicosil-hidrolases, as quitinases estéo
agrupadas dentro das familias GH18 e GH19 e podem ser encontradas em bactérias, fungos,
leveduras, virus, plantas e animais (HENRISSAT, 1991; HENRISSAT; BAIROCH, 1993;
OHNO et al., 1996; SUZUKI et al., 1999). Essas enzimas tém a exclusiva capacidade de
hidrolisar ligagdes glicosidicas f-1,4 entre as unidades de N-acetil-D-glicosamina
(FUKAMIZO et al., 1994; MASSON et al., 1994) e podem ser classificadas em duas grandes
categorias baseando-se na forma com que atuam na despolimerizacdo da quitina: as
exoquitinases e endoquitinases. As exoquitinases podem ser divididas em duas subcategorias,
as quitobiosidases e N-acetil-glicosaminidases (COHEN-KUPIEC; CHET, 1998; DEANE et
al., 1998). As endoquitinases clivam aleatoriamente a molécula de quitina liberando
oligossacarideos como quitotetrose, quitotriose e quitobiose. As quitobiosidases liberam
somente  diacetilquitobioses (dimeros de N-acetil-glicosamina), ja as N-acetil-
glicosaminidases clivam o0s oligossacarideos produzidos pelas endoquitinases e
quitobiosidades, gerando mondmeros de N-acetil-glicosamina (GIcNAc) (COHEN-KUPIEC;
CHET, 1998; HARMAN et al., 1993; SAHAI; MANOCHA, 1993).

Outra classe de quitinases denominada quitina deacetilase (CE 3.5.1.41) foi descoberta

a partir de extratos do fungo Mucor rouxii (ARAKI; ITO, 1975), a qual hidrolisa o grupo
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acetil nas unidades de N-acetil-glicosamina da quitina gerando unidades de glicosamina e
acido acético. Ela é um dos membros da familia 4 das carboidrato-esterases (CE-4s), tal como
definido no banco de dados CAZy (COUTINHO; HENRISSAT, 1999) e, apds o crescente
interesse nas suas fungdes, varios estudos detectaram sua presenca em fungos (ARAKI; ITO,
1975), insetos (DIXIT et al., 2008) e bactérias (LI et al., 2007; ROSEMAN, 1957; ZHOU et
al., 2010).

Um grande ndmero de enzimas com capacidade de hidrolisar a quitina tem sido
descrito na literatura (BASSLER et al.,, 1991a; HOWARD et al., 2003; KEYHANI;
ROSEMAN, 1996; KEYHANI; ROSEMAN, 1999; LAN et al., 2004; MEHMOOD et al.,
2010). No entanto, endoquitinases, quitobiosidases e N-acetil-glicosaminidases sdo aquelas
nas quais as formas de atuacdo, na hidrdlise da quitina, estio mais bem caracterizadas
(DAHIYA et al., 2006; SAHAI; MANOCHA, 1993).

Quitinases sdo enzimas de grande importancia ecoldgica e possuem diversas func¢des
na natureza, tais como a associagdo aos mecanismos de defesa, nutricdo e morfogénese numa
ampla diversidade de organismos (KEYHANI; ROSEMAN, 1999; SUGINTA et al., 2009).
As bactérias quitinoliticas empregam as quitinases no processo de hidrolise de quitina,
permitindo sua reciclagem na natureza (SVITIL et al., 1997; WANG et al., 1997; ZOBELL;
RITTENBERG, 1938). Nos artropodes, elas estdo envolvidas nas etapas de crescimento
denominado ecdise, atuando na quebra das moléculas de quitina que unem o exoesqueleto aos
musculos possibilitando que estes organismos liberem essa carapaca “apertada” e forme uma
nova (MERZENDORFER; ZIMOCH, 2003). Nas plantas, estdo envolvidas nos mecanismos
de resisténcia a fungos, insetos e outros fitopatdgenos, evitando assim o surgimento de
doengas (AJIT et al., 2006; TANAKA et al., 1970; ZHANG et al., 2001). Nos fungos, as
quitinases sdo utilizadas nos processos nutricionais, autoliticos e morfogenéticos (ADAMS,
2004) e, no caso de alguns tipos de virus, como por exemplo, os baculovirus, as quitinases
ajudam na penetracdo da membrana peritréfica dos insetos e na liberacdo dos virus apos a
morte do inseto hospedeiro (GOODAY, 1995). J& em mamiferos, incluindo seres humanos,
quitinases tém sido encontradas em macrofagos, acreditando-se que estejam envolvidas nos
mecanismos de defesa contra agentes patogénicos (BOOT et al., 2001; TIOELKER et al.,
2000), uma vez que niveis elevados de quitinases foram encontrados tanto no sangue como
em tecidos de cobaias infectadas por Aspergillus fumigatus (OVERDIJK et al., 1996, 1999).

Com o passar dos anos, as quitinases foram ganhando uma ampla variedade de
aplicacdes biotecnoldgicas (Figura 4), as quais foram impulsionadas por dois principais

motivos: 1) Reduzir o uso de pesticidas quimicos por alternativas mais seguras e ecologicas e;
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2) Reduzir a quantidade de residuos gerados no processamento de frutos do mar.
Essas possibilidades, junto com o potencial biotecnolégico da quitina e seus derivados
nas areas biomédica, farmacéutica e de biomateriais, tiveram grande influéncia no aumento do

interesse das aplicacdes de enzimas quitinoliticas.

Figura 4 - Aplicacdes biotecnoldgicas de enzimas quitinoliticas.

- Tratamento de residuos da
industria de frutos do mar;

- Preparagdo de proteinas a
partir de biomassa;

- Controle  biolégico de
fungos fitopatogénicos;
- Biopesticida contra insetos

e pestes;

- Produ¢do de derivados de
quitina;

Agente  antifungico no
tratamento de asma;

FONTE: Adaptada de Rathore e Gupta (2015).

A preocupacdo com os efeitos nocivos dos pesticidas quimicos ao meio ambiente e ao
ser humano, por exemplo, aumentou o interesse na busca de alternativas mais seguras e
ecoldgicas para o controle de pragas. Como a parede celular de alguns fungos e a cuticula de
insetos fitopatogénicos sdo ricas em quitina, o potencial de utilizacdo de quitinases como
agente de biocontrole de pragas e, para o desenvolvimento de plantas trangénicas tem sido
promissor. O antagonismo de quitinases de fungos e bactérias exibido contra fungos e insetos
fitopatogenicos, bem como a inibicdo do crescimento de fungos pela expressdo de quitinases
de plantas (HOWELL, 2003; SABA et al., 2012) também tem sido caracteristicas de extrema
importancia nos estudos. Outro ponto a ser destacado é o potencial de utilizacdo de fungos
patdgenos de insetos para producdo de quitinases e controle biologico. Esses fungos

apresentam grande potencial de aplicacdo, pois sdo capazes de superar as barreiras fisicas do
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hospedeiro produzindo multiplas enzimas extracelulares, incluindo enzimas quitinoliticas, que
ajudam a penetrar a cuticula e facilitar a infeccdo (RATHORE; GUPTA, 2015).

O comercio global de frutos do mar tem vivenciado um periodo importante de
desenvolvimento nos Gltimos tempos, com producBes médias de aproximadamente 100
milhoes de toneladas anuais (FAO, 2016). No entanto, na medida em que se processam
maiores quantidades de pescados, existem também maiores quantidades de rejeitos, tais como
cabecas de camardo, carapacas de crustaceos, conchas de ostras e mariscos. Anualmente,
entre 6-8 milhdes de toneladas de rejeitos de carapacas de caranguejo, camaréo e lagosta séo
produzidas globalmente (FAO, 2014). Esses rejeitos séo potencialmente valiosos caso sejam
transformados em produtos para o consumo humano, mas ndo recebem o tratamento adequado
na maioria das vezes, sendo frequentemente despejados no mar nos paises em
desenvolvimento. Nos paises desenvolvidos como, por exemplo, na Australia, o tratamento é
oneroso, sendo de aproximadamente US$ 150 por tonelada (YAN; CHEN, 2015). O uso de
quitinases visando 0 manejo desses rejeitos € uma das principais aplicacdes dessas enzimas,
que podem ser aplicadas para converter a biomassa quitinolitica, ou seja, os residuos de
organismos marinhos em compostos de elevado valor biotecnoldgico, tais como derivados de
quitina (quitosana, quitooligossacarideos e N-acetil-glicosamina), proteinas (single cell
protein) e pigmentos (astaxantina), reduzindo assim, a poluicdo ambiental.

Outras aplicacGes das quitinases incluem o isolamento de protoplastos de fungos e
leveduras (YANO et al., 2004) e tratamento da asma (SHUHUI et al., 2009; ZHU et al.,
2004). No isolamento de protoplastos de fungos, tais como basidiomicetos, devido a
complexa estrutura da parede celular desses fungos, enzimas liticas comerciais usadas
individualmente mostram baixa atividade na formacdo de protoplastos. Preparagdes
enzimaticas contendo quitinases aumentaram significativamente a formacédo de protoplastos
(YANO et al., 2004). J& com relacdo a utilizacdo dessas enzimas no tratamento de asma,
elevados niveis de quitinases foram observados nas células epiteliais e macrofagos de
pacientes com asma (ZHU et al., 2004), sugerindo que quitinases podem ser utilizadas para

monitorar a eficacia do tratamento inflamatario dessa doenca (SHUHUI et al., 2009).

1.2.3 Aplicacdes biotecnologicas e producgdo de N-acetil-glicosamina

A quitina foi descoberta em 1811, pelo cientista francés Henri Braconnot, mas a falta

de conhecimento basico sobre suas propriedades, incluindo a reatividade quimica, limitou
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severamente suas aplicacBes industriais até o inicio dos anos 1970 (ROBERTS, 1992). A
partir de entdo, o interesse progressivo na quimica da quitina resultou no desenvolvimento de
muitos estudos que visaram aumentar o conhecimento sobre as estruturas e propriedades deste
polimero e seus derivados. Os derivados da quitina como, por exemplo, a N-acetil-
glicosamina (GIcNAc) possuem caracteristicas adequadas a sua aplicacdo em diversas areas
em funcdo de sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, atoxicidade, capacidade de
adsorcdo e atividade antitumoral (AAM et al., 2010; CHEN et al., 2010a; JUNG; PARK,
2014,

A GIcNACc é a unidade monomérica da quitina e que também estd presente no corpo
humano. E um componente do &cido hialurénico, de glicoproteinas, proteoglicanos,
glicosaminoglicanos e outras estruturas do tecido conjuntivo (LEVIN et al., 1961) e, pode ser
encontrada até mesmo no leite materno humano (KOBATA,; GINSBURG, 1969; MILLER et
al., 1994). Estudos tém indicado que GIcNAc é um componente importante da sintese
biomacromolecular no corpo humano (HEIM et al., 1989; SHOJI et al., 1999), é atdxico e ndo
altera os niveis glicémicos no sangue (LEVIN et al., 1961; LIU et al., 2008). Dessa maneira,
GIcNAc mostra ser um valioso agente farmacoldgico com inUmeras aplicacOes
biotecnologicas (CHEN et al., 2010a).

GIcNAc tem mostrado grande potencial para o tratamento de lesGes articulares e
doengas como a osteoartrite, um tipo de doenca que causa a degeneracédo da cartilagem e dos
0ss0s subjacentes. Preparacdes contendo GIcNAc foram administradas por administracao
parenteral, oral, transmucosa e topica em pacientes com desordens articulares, incluindo
osteoartrite, artrite reumatoide, danos na cartilagem, lesGes articulares e doenga degenerativas
articulares. Os resultados desses testes indicaram que GIcNAc aumentou significativamente o
reparo de lesdes articulares, promovendo a proliferacdo do tecido cartilaginoso e de
condroblastos, células precursoras dos condrocitos (CHRISOPE; ROSE, 1999; MARCUM,;
SEANOR, 2007; ROVATI et al., 1972; TALENT; GRACY, 1996;; TAMAI et al., 2003;
WILKIE, 2005).

A aplicacdo de GIcNAc para o tratamento de doencas inflamatérias intestinais,
incluindo colite ulcerativa e doenca de Crohn também tem recebido muita atencdo. Essas
doengas podem atacar o revestimento interno do intestino grosso causando inflamagéo,
ulceracdo e hemorragia (colite ulcerativa) ou causar uma inflamagdo que atravessa toda a
espessura da parede intestinal e que pode ocorrer em qualquer parte do tubo digestivo, desde a
boca até o anus (doenca de Crohn). Durante o tratamento dessas doencas, GIcNAc foi capaz

de estimular o aumento da producdo de glicosaminoglicanos pelos fibroblastos e restaurar a
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formacdo da estrutura protetora do trato gastrointestinal. Além disso, influenciar no aumento
da elasticidade do tecido perivascular e aumento do fluxo sanguineo no arteriocapilar
(BURTAN, 1998; BURTAN; FREEMAN, 1993; KARZED; DOMENJOZ, 1971). Em um
ensaio clinico piloto, por exemplo, para identificar o efeito terapéutico da GICNAc no
tratamento de doengas inflamatdrias intestinais, criancas com doenca sintomatica de Crohn
mostraram clara melhora apds administracdo oral ou retal de GIcNAc (SALVATORE et al.,
2000). Assim, GICNAc mostra ser um promissor e barato agente para tratamento de doencas
inflamatdrias intestinais.

Devido as funcgdes versateis da GICNAc, considera-se que este composto seja um
ingrediente essencial na formulagdo de cosméticos para o tratamento de rugas e reducdo da
hiperpigmentacdo da pele. Sayo e colaboradores (2004), por exemplo, avaliaram o efeito de
GIcNAc na producdo de acido hialurénico por queratindcitos em humanos. O acido
hialurdnico é um importante ingrediente em cosméticos e sdo importantes para a manutencédo
da umidade da pele. No entanto, o acido hialurénico ndo é eficientemente absorvido através
do uso tépico ou oral devido ao seu elevado peso molecular. Nesse estudo, 0s pesquisadores
observaram que GICNAc aumentou a producdo de acido hialurdnico nos queratinécitos e que
ndo mostrou nenhum efeito na producdo de acido hialurdnico nos fibroblastos, mas que
provoca a proliferacdo e expressdo de coladgeno dos fibroblastos (CHEN et al., 2008), o qual é
responsavel pela resiliéncia, resisténcia, elasticidade, suavidade e aparéncia saudavel da pele.
Ja os efeitos da GIcNAc na reducdo da hiperpigmentacdo da pele foram observados por
Bissett e colaboradores (2007), mostraram que GICNAc atua na regulacao de varios genes, tais
como os genes envolvidos na antioxidacdo, rotatividade epidérmica e no transporte do
melanossoma no citoesqueleto, acreditando assim que a regulagdo desses genes promovam a
reducdo dos pigmentos na pele.

GIcNAc é também um importante substrato na producdo de &cido sidlico e, mais
recentemente, tem sido descrita como uma potencial via para producdo de bioetanol, como
alternativa a utilizacdo de glicose como fonte de carbono. Estudos tém mostrado a producdo
de bioetanol por Saccharomyces cerevisiae mutante (ROSEMAN et al., 2010), estirpes do
género Mucor (INOKUMA et al., 2013) e estirpes de Scheffersomyces stipitis (INOKUMA et
al., 2016).

A producdo de GIcNAc tem sido histéricamente realizada por métodos baseados na
hidrdlise quimica da quitina. Os métodos geralmente aplicados fazem uso de &cidos fortes, tal
como HCI (15 a 36%), e temperaturas (40 a 80 °C) cuidadosamente selecionadas, para que 0s

parametros utilizados sejam suficientes para hidrolisar a quitina, mas ndo para causar a
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destruicdo do produto. No entanto, parece haver varios problemas durante o processo
produtivo, ndo somente devido as razdes técnicas como o custo elevado e o baixo rendimento
(abaixo de 65%), mas também com relacdo as grandes quantidades de residuos quimicos
resultantes da producdo (CHEN et al., 2010a).

De acordo com o problemas da producdo quimica de GICNAc e da busca por
alternativas sustentaveis aos processos atuais, iniciou-se um crescente interesse na utilizacdo
de quitinases para producdo de derivados de quitina. Dentre os organismos produtores de
quitinases, bactérias quitinoliticas marinhas apresentam grande potencial para producao
dessas enzimas devido ao eficiente papel que desempenham na degradacdo de quitina nos
oceanos. Essas bactérias estdo amplamente distribuidas no ambiente marinho e atuam
degradando as formas insoliveis de quitina na coluna d’agua através da expressdo de
diferentes quitinases (KIRCHNER, 1995; ZOBELL; RITTENBERG, 1938). O processo de
degradacdo de quitina por essas bactérias é tdo eficiente que apesar das toneladas de quitina
produzidas anualmente nas formas de carapagas de zooplancton, caranguejos, camardes,
lagostas e outras espécies marinhas (JEUNIAUX; VOSS-FOUCART, 1991; JOHNSTONE,
1908), apenas vestigios desse polissacarideo sdo encontrados nos sedimentos oceanicos.

Aeromonas € um género representante de bactérias quitinoliticas marinhas e, um dos
grupos de bactérias mais eficientes na degradacdo da quitina. Sdo fenotipicamente diversas
(HSU et al., 1981; JANDA, 1985, HANNINEN, 1994; WALTMAN et al., 1982) e mostram
habilidade para expressar diferentes quitinases. Para a producdo de GIcNAc, diferentes
quitinases, purificadas ou presentes em extratos brutos de proteinas, podem ser utilizadas. No
entanto, para que ocorra a despolimeriagdo completa da quitina, com formacédo final de
GIcNAc, trés quitinases s@o fundamentais: endoquitinases, quitobiosidases e N-acetil-
glicosaminidases. Um exemplo da possibilidade de se utilizar quitinases para producédo de
GIcNAc e da necessidade de quitinases especificas na reacdo de hidrolise pode ser observado
no estudo realizado por Sashiwa e colaboradores (2002). Nesse estudo, os autores descrevem
a producdo eficaz de GIcNAc a partir de a-quitina utilizando extrato bruto de proteinas
produzido por Aeromonas hydrophila H2330. O extrato bruto de proteinas continha endo e
exoquitinases (quitobiosidases e N-acetil-glicosaminidases) e possibilitou a obtencdo de um
rendimento de aproximadamente 77% de GIcNAc, com producdo insignificante de
oligbmeros de GIcNAc. Como maiores atividades de exoquitinases foram observadas nesse
estudo, os autores sugerem que a acdo conjunta de endoquitinases e exoquitinases presentes
no extrato bruto de proteinas € essencial para a producédo seletiva de GICNAc e, que maiores

niveis de N-acetil-glicosaminidases geram maiores quantidades de GIcNAc. Assim, para
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obtengdo de maiores rendimentos de GIcNAc durante a hidrolise enzimatica da quitina, deve-
se levar em consideracdo as concentracdes dos diferentes tipos de quitinases presentes nas

preparacdes proteicas.

1.2.4 Taxonomia e caracterizacdo de estirpes do género Aeromonas

Por mais que bactérias do género Aeromonas possam ser encontradas praticamente em
todos os ambientes, hoje esse género é considerado quase sinbnimo de ambientes aquéaticos e
podem ser isoladas de rios, lagos, oceanos, aguas subterraneas e esgotos (JANDA; ABBOTT,
2010).

O género foi criado em 1943 (STANIER, 1943) e compreende bacilos gram-negativos
moveis e ndo moveis capazes de fermentar glicose e outros carboidratos (JANDA; ABBOTT,
2010). Sofreu diversas modifica¢fes taxondmicas devido a sua complexidade genética, sendo
primeiramente agrupado a familia Pseudomonadaceae e, posteriormente a familia
Vibrionaceae, até ser agrupado em uma familia a parte (COLWELL, MACDONELL,; LEY,
1986).

A identificacdo de Aeromonas ao nivel de espécie sempre foi uma tarefa desafiadora
(JANDA; ABBOTT, 2010), pois apresenta dificuldades que incluem uma taxonomia
complicada, grupos de espécies com alta similaridade e auséncia de marcadores fenotipicos
(ABBOTT; CHEUNG; JANDA, 2003; JANDA, 1991). Até meados de 1970, Aeromonas era
dividido basicamente em dois grandes grupos com base em suas caracteristicas de
crescimento e outras caracteristicas bioquimicas (JANDA; DUFFEY, 1988). O primeiro
grupo (mesofilos), descrito como Aeromonas hydrophila, era constituido por cepas moveis
que cresciam entre 35 e 37 °C e foram associadas a uma variedade de infecgfes em humanos.
O segundo grupo (psicrofilos), descrito como Aeromonas salmonicida, era constituido por
cepas ndo moveis com crescimento 6timo entre 22 e 25 °C e associadas com doengas em
peixes.

A classificacdo de Aeromonas com base em métodos microbiolédgicos tradicionais
(morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos) ndo fornecia uma designacao de confianca de seu
status taxondmico. Assim, entre 1970 a 1980, iniciou-se um grande esfor¢o de varios grupos
de pesquisa para redefinir o grupo dos mesofilos, revelando ao final, a existéncia de multiplos

grupos de hibridizacdo (HGs) com mais de 70% de homologia dentro de cada uma das
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espécies conhecidas (Aeromonas hydrophila, Aeromonas sobria e Aeromonas caviae)
(JANDA, 1991).

Varios métodos moleculares para distinguir espécies de Aeromonas foram aplicados
nas ultimas décadas, tais como, hibridizagdo DNA-DNA, ribotipagem, RAPD (Randomly
amplified polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), (RFLP)
(Restriction Fragment Length Polymorphism), PFGE (Pulsed field gel electrophoresis) e
multiplex PCR. No entanto, a maioria destes métodos sdo trabalhosos, ndo sdo reproduziveis,
e na maioria dos casos ndo fornecem resultados satisfatorios (JANDA; ABBOTT, 2010).

A caracterizagdo bacteriana pelo sequenciamento do gene 16S rRNA ainda tem sido
muito utilizada. No entanto, o gene 16S rRNA possui uma heterogeneidade intragenémica
limitada entre as espécies de Aeromonas, sugerindo que identificacBes baseadas em um unico
gene podem ndo ser apropriadas para a caracterizacdo deste género (MORANDI et al., 2005).
Além disso, analises do gene 16S rRNA de Aeromonas revelam a existencia de trés
complexos que dificultam a distincdo de espécies: 0 Complexo Aeromonas hydrophila, que
contém as espécies A. hydrophila, A. bestiarum e A. salmonicida, o Complexo A. caviae,
constituido por A. caviae, A. media e A. eucrenophila, e Complexo Aeromonas sébria,
constituido por A. Veronii HG8, A. jandaei, A. schubertii e A. trota (ABBOTT; CHEUNG;
JANDA, 2003; HORNEMAN, ALI; ABBOTT, 2007, JANDA; ABBOTT, 2010).

Devido as dificuldades de identificacdo de espécies como as do género Aeromonas,
Multilocus sequence analysis (MLSA) de housekeeping genes tornou-se uma ferramenta
amplamente aplicada na investigacdo das relacbes taxondmicas (NASER et al., 2005;
THOMPSON et al., 2005; STACKEBRANDT et al., 2002). Essa metodologia pode predizer
as relagbes taxondmicas entre genomas estreitamente relacionados sem a necessidade de
comparar os genomas completos (GEVERS et al., 2005). Para poder caracterizar uma estirpe
bacteriana por MLSA, o comité de reavaliacdo de definicdo de espécies considera necessario
0 sequenciamento de no minimo cinco housekeeping genes bem selecionados, universalmente
distribuidos, presentes como copias Unicas e localizados em diferentes cromossomos
(STACKEBRANDT et al.,, 2002). Com isso, a principal dificuldade do MLSA esta
relacionada a dependencia da escolha dos housekeeping genes ideais para comparacdo de
espeécies diferentes (CHAN et al., 2012). Um exemplo dessa dificuldade pode ser observado
no estudo realizado por Lerat et al., (2003). Nesse estudo, durante analises in silico de
genomas completos realizadas para identificar Gammaproteobacterias, identificou-se um
conjunto de 203 potenciais genes que poderiam ser utilizados para inferir a filogenia

bacteriana. De acordo com Gevers et al., (2004), 135 destes genes ndo eram conservados fora
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das Gammaproteobactérias, ndo sendo assim, apropriados para estudos filogenéticos numa
escala taxondémica mais ampla.

Como pode ser observada, a caracterizacdo de estirpes bacterianas pela metodologia
de MLSA é dependente do levantamento prévio de grandes nimeros de sequéncias génicas,
analises comparativas exaustivas entre diferentes espécies, para posterior aplicacdo. No
entanto, com o0 avanco das técnicas de sequenciamento, de bioinformética e publicacGes
relacionadas, esse trabalho tem sido minimizado, pois € possivel encontrar hoje bancos de
dados online contendo um grande numero de sequéncias que podem ser utilizadas como
referéncias e, que facilitam a escolha dos genes. Além disso, é possivel encontrar bancos de
dados especialmemte criados para analises de MLSA ou MLST (Multilocus sequence typing)
de alguns géneros e espécies especificas, com diferentes housekeeping genes estudados e
validados. Assim, a aplicacdo da metodogia de MLSA reprensenta uma 6tima ferramenta para

caracterizacdo de espécies do género Aeromonas.

1.2.5 Nutricdo, crescimento e producdo de quitinases por estirpes do género

Aeromonas

Durante o cultivo de microrganismos em laboratério, é preciso fornecer a eles todos 0s
nutrientes necessarios ao crescimento e manutencdo celular. Assim, o conhecimento dos
principios da nutricdo microbiana é de extrema importancia e auxilia na obtengdo de bons
resultados no cultivo e producdo de compostos bioldgicos.

As necessidades nutricionais variam amplamente entre 0s microrganismos e nem todos
0S nutrientes sdo necessarios nas mesmas quantidades. Na Figura 5, é possivel observar 0s
principais elementos requeridos pelos microrganismos e, basicamente, existem duas classes
de nutrientes que sdo indispensaveis as bactérias: os macronutrientes e 0os micronutrientes. Os
macronutrientes (hidrogénio, oxigénio, carbono, nitrogénio, fésforo, enxofre e selénio) sdo
requeridos em maiores quantidades. Enquanto que os micronutrientes (ferro, zinco, manganés,
calcio, potassio, sodio, cobre, cloro, cobalto, molibdénio, magnésio, entre tantos outros) sdo
requeridos em menores quantidades. Além disso, devido a incapacidade de sintetizar alguns
compostos, muitos microrganismos podem requerer fatores de crescimento, tais como

vitaminas, aminoacidos e outros elementos (MADIGAN et al., 2015).
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Figura 5 - Representagédo das necessidades nutricionais dos microrganimos, de acordo com a
tabela periodica de elementos.
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FONTE: Adaptada de Madigan et al., (2015).

Os meios de cultivo para producdo de compostos biologicos devem conter 0s
nutrientes essenciais em concentracdes tais que resultem na atividade méaxima do
microrganismo. A escolha dos nutrientes adequados a geracdo do produto de interesse esta
relacionada a atividade metabdlica desenvolvida pelo microrganismo. Nesse ponto, destaca-se
a importancia das informacdes obtidas sobre as exigéncias nutricionais do microrganismo
estudado. Com relacdo ao suprimento de nutrientes, conhecendo-se a composi¢do elementar
das células microbianas (Tabela 1), pode-se determinar a sua formula minina e estimar
estequiometricamente suas necessidades nutricionais (PEREIRA; BON; FERRARA, 2008).

Tabela 1- Composicdo elementar de células microbianas.

Elementos Bactérias Leveduras Bolores
Carbono 46-52 46-52 45-55
Hidrogénio 8-12 8-12 8-12
Oxigénio 18-24 18-24 18-24
Nitrogénio 10-14 5-9 3-7
Magnésio 0,1-0,5 0,1-0,5 0,1-0,3
Fosforo 2-3 0,8-2,5 0,4-4,5
Enxofre 0,1-1,0 0,01-0,25 0,1-0,5
Calcio 0,01-1,0 0,1-0,3 0,1-1,4
Potdssio 1,0-4,5 1-4 0,2,2,5
Ferro 0,02-0,2 0,01-0,5 0,1-0,2
Outros <0,01 <0,01 <0,01

Compostos
Proteinas 50-60 35-45 25-40
Carboidratos 6-15 30-45 40-55
Lipidios 5-10 5-10 5-10
Acidos Nucléicos 15-25 5-15 2-10
Cinzas 4-10 4-10 4-10

FONTE: Pereira; Bon; Ferrara, 2008.
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Atender as necessidades nutricionais das células ou compor adequadamente um meio
de cultivo em laboratério pode ser facil, empregando-se nutrientes puros e caros. No entanto,
para compor um meio de cultivo industrial do bioprocesso, visando a obtencdo de
bioprodutos, alguns nutrientes deverdo ser selecionados de acordo com suas caracteristicas
ndo s6 nutricionais, mas também econémicas (PEREIRA; BON; FERRARA, 2008). A
escolha das fontes organicas ou inorganicas de carbono e nitrogénio é muito importante, pois
estas podem influenciar significativamente na produtividade do produto de interesse. As
fontes de carbono geralmente aplicadas sdo carboidratos, mas aminoacidos, acidos graxos,
acidos organicos e compostos aromaticos também podem ser utilizados. Entre as fontes de
nitrogénio, o sulfato de aménio é o sal mais utilizado devido ao seu baixo custo, sendo
também empregado o nitrato de sodio. Existe também uma grande disponibilidade de fontes
organicas de nitrogénio de grande aplicacdo em bioprocessos, tais como extrato de leveduras,
Corn steep licor e farinha de soja (EUROPEAN COMISSION, 2002).

E evidente que quanto maior o atendimento das necessidades nutricionais, mais apta a
célula estard a responder aos estimulos externos. Consequentemente, mais eficiente serad a
conversao do produto de interesse e maior a produtividade. No entanto, ndo basta suprirmos
apenas as necessidades nutricionais do microrganimo. E necessario também, fornecer todas as
condic@es fisicas, tais como temperatura, pH e oxigénio, necessarias para que eles possam
atingir a atividade maxima.

Com isso, é possivel notar que a otimizacdo da composicdo de um meio de cultivo,
bem como das condigdes fisicas para producdo de produtos bioldgicos, ndo é uma tarefa facil,
pois envolve a avaliacdo de um grande nimero de varidveis e condi¢cBes que, por sua vez,
resultam num grande nimero de experimentos e demanda de tempo. Para resolver esse
problema, procedimentos baseados em metodologias estatisticas, tais como as de superficie de
resposta, podem ser utilizadas para otimizar a producdo do composto de interesse. Esse tipo
de metodologia é muito util para o desenvolvimento, melhora e otimizagdo de processos e,
utiliza um conjunto de técnicas avancadas de planejamento de experimentos que ajudam a
entender e otimizar melhor a resposta (BEZERRA et al., 2008; PEREIRA; BON; FERRARA,
2008). Para aplicacao dessa metodologia, primeiramente é realizada a escolha dos fatores (ou
variaveis independentes) e niveis (valores das variaveis) que afetam os rendimentos e
produtividade do determinado produto (varidavel resposta). Posteriomente efetua-se a
combinacdo dos mesmos de acordo com uma metodologia estatistica para criar um
planejamento fatorial, o qual permitird avaliar simultaneamente os efeitos de varios

componentes e identificar uma direcdo promissora para melhorar os pardmetros de interesse
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(BOX etal., 1978).

Uma vez que os fundamentos e ferramentas de otimizacdo de cultivo e producdo de
compostos microbianos sdo conhecidos, torna-se extremamente importante realizar o
levantamento das informacgdes do microrganismo e produto de interesse. No caso de
Aeromonas, sabe-se que bactérias desse género sdo anaerdbias facultativas que apresentam
crescimento 6timo numa ampla faixa de temperatura (22-37 °C), pH (4,5-9,0) e NaCl (0-4%)
(HANNINEN, 1994; PALUMBO et al., 1985). S&o bactérias fenotipicamente diversas com
capacidade de produzir diferentes enzimas hidroliticas, tais como quitinases (HSU et al.,
1981, WALTMAN et al., 1982, JANDA, 1985, HANNINEN, 1994). A biossintese de
quitinases por Aeromonas (e demais bactérias quitinolicas) é dependente de indutores. A
quitina, nos seus diferentes tipos (a, B ou y) e formas (p6, flocos ou coloidal) e seus produtos
de hidrolise (quitooligassacarideos e N-acetil-glicosamina) sdo os indutores da biossintese de
quitinases. A a-quitina é o tipo mais comum utilizado no cultivo e producdo de quitinases por
bactérias quitinoliticas e, dentre as formas a-quitina mais utilizadas, a quitina coloidal é
aquela considerada como o indutor mais forte da biossintese de quitinases
(ANDRONOPOULOU; VORGIAS, 2004; STOYKQV et al., 2015).

A escolha do tipo de cultivo para producdo de quitinases € uma etapa que determina
muitas caracteristicas subsequentes. Quitinases sdo em grande maioria enzimas extracelulares
secretadas em baixas concentragdes no meio de cultivo. O cultivo em meios liquidos pode
complicar as etapas de purificacdo, pois € necessario trabalhar com grandes volumes de
liquidos para obter altas concentracfes de enzimas. No entanto, o cultivo em meio liquido
permite um alto controle dos processos e aumento da transferéncia de massa e oxigénio,
facilitando assim, a otimizacao das condi¢des de producdo de quitinases.

Varios tipos de biorreatores tém sido utilizados no cultivo de bactérias quitinoliticas
em meio liquido, tais como biorreatores agitados mecanicamente e pneumaticamente (CHEN
et al., 2010b; FENICE et al., 1998; GREEN et al., 2005; KAO et al., 2007). No cultivo em
biorreatores agitados mecanicamente, além das condi¢cGes de pH e temperatura, pode-se
controlar outras duas variaveis extremamente importantes no processo: a agitacao e a aeracao.
Essas duas varidveis, expressas em funcdo do coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio (k.a), ttm como objetivo central transferir o oxigénio da fase gasosa para o liquido,
fazendo com que esse oxigénio dissolvido chegue as células suspensas, penetre nestas células
e, finalmente, seja consumido na reacdo (PEREIRA; BON; FERRARA, 2008; SCHMIDELL,
2001). Essas variaveis tém mostrado grande influéncia no aumento dos rendimentos e

produtividade de quitinases. No entanto, elevadas velocidades de agitacdo e taxas de aeracdo
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podem causar danos as celulas bacterianas e reprimir a biossintese de quitinases (KAO et al.,
2007). Assim, a determiminacdo das condi¢des 6timas de agitacdo e aeracdo é importante para

0 aumento da produtividade de quitinases.

1.2.6 Fatores associados a viruléncia em Aeromonas

O papel de Aeromonas como um agente causador de infeccdes em peixes e humanos
tem sido conhecido ha décadas (AUSTIN; ADAMS, 1996; VON GRAEVENIT; MENSCH,
1968) e vérios estudos buscam estabelecer uma relagdo inequivoca entre as espécies desse
género, pois apenas um pequeno subconjunto de cepas contendo genes de viruléncia parece
causar infeccdo em humanos (JANDA; ABBOTT, 2010). Além disso, apesar do potencial
enterotoxico de algumas estirpes, existe ainda um debate sobre sua consideragdo como um
agente etioldgico, pois ndo ocorreram grandes surtos epidémicos de gastroenterite causados
por Aeromonas (TOMAS, 2012). Assim, o esclarecimento das relacdes entre as espécies desse
género é de extrema importancia para saude publica e pode auxiliar em pesquisas que tem
como objetivo a aplicagdo de estirpes de Aeromonas em processos biotecnoldgicos.

Estirpes do género Aeromonas sdo predominantemente patogénicas de animais
poiquilotérmicos, incluindo amfibios, peixes e répteis, podendo promover desde inapeténcia,
melanose, letargia e exoftalmia a uma septicemia com hemorragias nos musculos e 6rgaos
(AUSTIN; ADAMS, 1996). Em peixes, Aeromonas tém sido relacionadas a casos de
septicemia hemorrégica que frequentemente levam a uma elevada taxa de mortalidade, sendo
a principal causa de perdas econdmicas na aquicultura. A. salmonicida, uma espécie
psicrofila, é considerada um importante patdgeno entre uma variedade de peixes, provocando
furunculose em Salmonidae (JANDA, 1991). Espécies mesdfilas, tais como A. hydrophila e
A. veronii também podem causar doencas similares em peixes como carpas, tilapia, bagre e
salmédo (JOSEPH; CARNAHAN, 1994) e, infec¢des por A. hydrophila tém sido relacionadas
as principais causas de mortalidade de peixes na tltima década (TOMAS, 2012).

Embora pensava-se que estirpes de Aeromonas eram patdgenos oportunistas em seres
humanos imunocomprometidos, sabe-se hoje que estipes desse género podem causar
infeccdes, independentemente das condi¢Ges do sistema imune do individuo (FIGUERAS,
2005). As infeccBes por Aeromonas podem levar desde uma gastroenterite aguda nao

complicada a uma septicemia (JANDA; ABBOTT, 1996) e lesdes de pele que podem
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apresentar necrose de extensdo variada, ou até progredir para Ulceras que acometem
geralmente o tecido muscular (ADAMSKI et al., 2006; MONAGHAN et al., 2008).

As infeccdes causadas por Aeromonas em humanos estdo geralmente associadas a
meios de veiculagdo hidrica, tais como a ingestdo de &guas contaminadas e traumas
ocasionados durante atividades recreativas (mergulho, pesca, etc.). Embora casos de
contaminacdo de Aeromonas por consumo de peixes e frutos do mar sejam mais frequentes,
bactérias desse género foram isoladas de diferentes alimentos como, por exemplo, aves, ovos,
carnes bovinas e suinas, saladas, sorvetes e leites (ARAUJO et al., 2002; CARNEIRO;
ROSSI JUNIOR, 2006; EVANGELISTA-BARRETO et al., 2006; MARTINS, MARQUEZ;
YANO, 2002).

As patogenias causadas por Aeromonas envolvem mecanismos complexos e podem
conter varios fatores de viruléncia (Figura 6), tais como polissacarideos de superficie,
sistemas de aquisicdo de ferro, exotoxinas, enzimas extracelulares, sistemas de secregéo,

adesinas, flagelos, entre outras toxinas (TOMAS, 2012).

Figura 6 - Representacao grafica das diferentes estruturas geralmente associadas no processo
de patogénese por estirpes de Aeromonas.
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Polissacarideos de superficie, tais como capsula e lipopolissacarideos, sdo

componentes estruturais da membrana externa de bactérias Gram-negativas que conferem



39

protecdo e auxiliam na fixacdo de superficies. No entanto, essas estruturas também podem
causar efeitos toxicos ao hospedeiro. A capsula, por exemplo, é uma estrutura composta por
polissacarideos que usualmente cobrem a membrana externa. E altamente hidratada (aprox.
95% de agua) e considerada como um dos principais fatores de viruléncia em Aeromonas,
tendo como fungdo proteger a célula contra a fagocitose, favorecer a permanéncia e interagdo
com outras bactérias e tecidos do hospedeiro e atuar como barreira contra toxinas
hidrofdbicas. Os lipopolissacarideos sdo estruturas que auxiliam na ligacdo das células as
supeficies, tais como os tecidos do hospedeiro. Sdo endotoxinas constituidas por trés
subunidades ligadas covalentemente a célula (lipidio A, polissacarideo O e polissacérido
interno). A interacdo da célula bacteriana com a do hospedeiro pode desencadear varios
efeitos no organismo, causando febre, diarreia, diminuicdo do numero de linfdcitos e
plaquetas até uma infeccdo generalizada (TOMAS, 2012; MADIGAN et al., 2015).

Sistemas de aquisicdo de ferro em Aeromonas podem estar envolvidos na
patogenicidade de uma estirpe. O ferro € um elemento muito importante para o crescimento e
metabolismo bacteriano, mas algumas bactérias utilizam esse elemento como ativador de
outros fatores de viruléncia, tais como toxinas, adesinas e invasinas. Dois mecanismos de
aquisicdo de ferro sdo conhecidos em Aeromonas: sidererdfilo dependente e independente. Os
siderofilos sdo proteinas com grande afinidade pelo ion ferro e capazes de remover esse
elemento de glicoproteinas, hemoglobinas, transferrinas, lactoferrinas ou ferritinas (TOMAS,
2012).

Aeromonas tem sido descrito como um género de bactérias contendo estirpes capazes
de produzir uma variedade de exotoxinas. Dentre as exotoxinas produzidas por Aeromonas, as
enterotoxinas citotdxica e citotdnica sdo consideradas como 0s dois principais tipos
envolvidos na patogenicidade (ABBOTT et al., 2010).

A enterotoxina citotoxica (act), também conhecida como enterotoxina citolitica, é uma
toxina que provoca a degeneragédo das criptas e vilosidades do intestino delgado e apresenta
atividade hemolitica, citotoxica e enterotoxica. E um dos fatores de viruléncia mais potentes
de Aeromonas, é letal para camundongos quando injetada via intravenosa e, estirpes com
capacidade de expressa-las sdo geralmente isoladas de pacientes com diarreia (CHOPRA,;
HOUSTON, 1999; FERGUSON et al., 1997; GALINDO et al., 2006; SHA et al., 2005). E
denominada beta-hemolisina e/ou aerolisina por alguns autores (CHOPRA; HOUSTON 1999;
CHOPRA et al., 2000) causando consideravel confusdo na literatura e, embora o gene act
apresente similaridade (79-93%) com dois genes de aerolisina (CHOPRA; HOUSTON,

1999), existem diferencas significativas entre seus produtos, como na composicdo de
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aminodacidos, diferencas funcionais e em relacdo a neutralizacdo por anticorpos e
incapacidade de Act em ligar-se ao receptor da aerolisina (FERGUSON et al., 1997).

Com relacdo as enterotoxinas citotonicas, estas ndo provocam a degeneracdo das
criptas e vilosidades do intestino e, possuem mecanismos de ac¢ao similares aqueles da toxina
colérica, uma vez que aumentam os niveis de adenosina monofosfato ciclico (CAMP) e
prostaglandinas nas células do epitélio intestinal. Espécies de Aeromonas produzem
enterotoxinas citoténicas com diferentes pesos moleculares e reacdes variaveis a antitoxina
colérica. Estas enterotoxinas sdo divididas em dois grupos: a enterotoxina citotdnica
termolabil (alt) e enterotoxina citotdnica termoestavel (ast). A enterotoxina citotonica
termol&bil (alt) causa secrecdo de fluidos no intestino, ndo reage com a antitoxina da célera e
é inativada pela exposi¢do a 56 °C por 20 minutos. Ja enterotoxina citotbnica termoestavel
(ast), causa acumulo de fluidos no intestino, reage com a antitoxina da coélera e é inativada
pela exposicdo 100 °C por 30 minutos (CHAKRABORTY et al., 1984; POTOMSKI et al.,
1987).

Adicionalmente, estirpes de Aeromonas podem produzir pelo menos duas classes de
hemolosinas: a-hemolisinas e B-hemolisinas. A o-hemolisina é produzida durante a fase
estacionaria do crescimento bacteriano, causando um efeito citotoxico reversivel e
provocando a lise incompleta dos eritrécitos. Ja a B-hemolisina, € produzida na fase do
crescimento bacteriano, causando a lise completa e consequentemente a destruigdo completa
dos eritrocitos (KIROV et al., 1993; THELESTAM; LIUNGH, 1981).

Nas infeccbes por Aeromonas, sistemas de secrecdo sdo fundamentais para a
viruléncia, sendo responsaveis pela translocacdo de moléculas para o meio extracelular e/ou
interior de células-alvo. Diferentes sistemas de secre¢do (TSS), tais como tipo I, 11, I11, IV e
VI podem ser encontrados em estirpes de Aeromonas, cada um com suas funcdes especificas
(TOMAS, 2012). Sistemas de secrecdo de tipo | (T1SS) podem ser encontrados num grande
nimero de bactérias Gram-negativas e, estdo relacionados ao transporte de substratos,
enzimas digestivas, tais como proteases e lipases, bem como adesinas e toxinas RTX (repeat-
in-toxins). T2SS sdo responsaveis pela secrecdo de varios fatores de viruléncia, tais como
aerolisinas, proteases, hemolisinas e DNases. T4SS sdo responsaveis pelo processo de
conjugacdo de DNA bacteriano, podem secretar uma variedade de substratos e/ou exercer
papel essencial na viruléncia em vérias espécies de bactéria. JA os T3SS e T6SS tém sido
frequentemente envolvidos na patogenicidade de estirpes de Aeromonas, atuando na secregédo
de fatores de viruléncia no meio externo ou diretamente no citoplasma de células eucarioticas
(GREEN: MECSAS, 2016).
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Varios outros fatores de viruléncia, tais como enzimas extracelulares (ex. proteases,
lipases, enolases), adesinas (fimbrias e pili) e flagelos (polares e laterais) podem estar
presentes em Aeromonas. Além disso, profagos e outras toxinas, tais como RTX (Repeats-in-
toxin) e Zot (Zonula occludens toxin), pouco verificadas na caracterizacdo de estirpes de
Aeromonas, podem contribuir para patogenicidade. Por essa razdo, a caracterizacdo de
estirpes do género Aeromonas, bem como a identificacdo de fatores associdos a viruléncia é
de extrema importancia para a satde publica e estudos que visam a utilizacdo dessas bactérias

em aplicagdes biotecnoldgicas.
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CAPITULO 2 - SELECAO DE UMA ESTIRPE DO GENERO Aeromonas PARA
ESTUDOS DE PRODUCAO DE QUITINASES E N-ACETIL-GLICOSAMINA

2.1 INTRODUCAO

Quitinases sdo enzimas que catalisam a hidrdlise de quitina, um biopolimero de
relevante interesse cientifico e comercial, encontrado na natureza como principal constituinte
do exoesqueleto dos artropodes e paredes celulares de fungos e algas (GOODAY, 1990).
Essas enzimas podem ser encontradas numa ampla variedade de organismos (KEYHANI,
ROSEMAN, 1999; SUGINTA et al., 2009) e possuem uma ampla gama de aplicagdes
biotecnoldgicas, tais como a preparacdo de derivados de quitina (CHEN et al., 2010a;
RATHORE; GUPTA, 2015; STOYKQV et al., 2015).

O interesse na producdo de N-acetil-glicosamina (GIcNAc), derivado da quitina, tem
crecido nos ultimos anos, especialmente para aplicacdo nas areas de medicina e farmécia. Este
derivado é um valioso agente farmacoldgico para o tratamento de osteoartrite e doencas
inflamatorias intestinais, incluindo colite ulcerativa e doenca de Crohn (CHEN et al., 2010a).
Tem sido tradicionalmente produzido por processos que envolvem a hidrolise acida da
quitina, no entanto, os processos geralmente aplicados sdo prejudiciais ao ambiente,
apresentam baixos rendimentos (abaixo de 65%) e custos elevados (SHASHIWA et al., 2001,
CHEN et al., 2010a). Dessa maneira, a producdo enzimatica de GICNAc representa uma
alternativa sustentavel aos processos atuais (JUNG e PARK, 2014).

A producdo de GIcNAc utilizando quitinases microbianas tem atraido uma crescente
atencdo devido a busca por alternativas sustentaveis aos processos quimicos atuais (LIU et al.,
2013; JUNG e PARK, 2014). Para producdo enzimatica de GICNAc, sdo necessarios coquetéis
de proteinas contendo quantidades adequadas de endo e exoquitinases e, entre 0S
microrganismos, bactérias quitinoliticas derivadas do ambiente marinho apresentam grande
potencial para a producdo desses coquetéis, uma vez que essas desempenham um papel de
extrema importancia na degradacdo da quitina nos oceanos (ZOBELL e RITTENBERG,
1938).

Aeromonas € um género representante de bactérias quitinoliticas marinhas e, um dos
grupos de bactérias mais eficientes na degradacdo da quitina. Sdo fenotipicamente diversas
(HSU et al., 1981, WALTMAN et al., 1982, JANDA, 1985, HANNINEN, 1994) e mostram
habilidade para expressar diferentes quitinases ao longo do cultivo em laboratorio

(CARDOZO, 2012). No entanto, membros desse género sd@o conhecidos por causar infeccdes
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em invertebrados e vertebrados, como ras, aves e animais domésticos (GOSLING, 1996;
GRAY, 1984). Além disso, embora pensava-se que Aeromonas spp. eram patdgenos
oportunistas em seres humanos imunocomprometidos, sabe-se hoje que estipes desse género
podem causar infecgOes, independentemente das condi¢fes do sistema imune (FIGUERAS,
2005). Assim, a caracterizacdo de estirpes do género Aeromonas, bem como a identificacdo
de fatores associdos a viruléncia € de extrema importancia para a satde publica e estudos que
visam a utilizacdo dessas bactérias em aplicacbes biotecnolédgicas. Além disso, como essas
bactérias possuem a capacidade de expressar diferentes quitinases, torna-se necessario avaliar
a composicao de coquetéis de proteinas contendo quitinases para producdo de GICNAC.

Dessa maneira, essa etapa do estudo teve como objetivo selecionar uma estirpe do
género Aeromonas para estudos de producao de quitinases e GICNAc. Para isso, dez estirpes
do género Aeromonas foram caracterizadas por Multilocus Sequence Analysis e quanto a
presenca de fatores associados a viruléncia. A quantidade apropriada de endoquitinases e
exoquitinases (quitobiosidases e N-acetil-glicosaminidases) em coquetéis de proteinas, para
producdo de GIcNAc, foi determinada e, os coquetéis das dez estirpes de Aeromonas foram
avaliados quanto a capacidade de converter a-quitina coloidal em GIcNAc. Adicionalmente, a

estirpe selecionada teve seu genoma sequenciado.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo geral

Selecionar uma estirpe do género Aeromonas para estudos de producdo de quitinases e

N-acetil-glicosamina.

2.2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar dez estirpes do género Aeromonas por Multilocus Sequence Analysis (MLSA);

e Verificar a presenca de fatores associados a viruléncia em dez estirpes do género
Aeromonas;

e Determinar o tempo necessario para cultivo de dez estirpes do género Aeromonas para
obtencdo de coquetéis de proteinas, contendo quitinases, com capacidade de conversao de
a-quitina coloidal em N-acetil-glicosamina;

e Selecionar uma estirpe do género Aeromonas capaz de produzir um coquetel de proteinas,
contendo quitinases, com maior capacidade de conversdo de a-quitina coloidal em N-
acetil-glicosamina;

e Sequenciar o genoma da estirpe selecionada do género Aeromonas para a identificacdo de

genes que codificam fatores associados a viruléncia e enzimas quitinoliticas;
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2.3 MATERIAL E METODOS

Dez isolados (CH125, CH129, CH147, CH149, CH150, CH151, CH286, CHZ52,
CHZ113 and CHZ306) caracterizados como Aeromonas sp. pelo sequenciamento do gene 16S
rRNA foram avaliados neste estudo. Os mesmos foram isolados de amostras de agua do mar e
plancton da regido costeira do estado de So Paulo, selecionados por serem aqueles que
apresentaram maior atividade quitinolitica (SOUZA, 2009) e material de estudo de uma
Dissertacdo de Mestrado (CARDOZO, 2012).

A relacdo dos isolados, de acordo com a origem, os parametros fisico-quimicos das
amostras durante as coletas e, a atividade quitinolitica em placas de Agar com quitina coloidal

pode ser observada na Tabela 2.

Tabela 2 - Relacdo de estirpes do género Aeromonas isoladas do ambiente marinho, de
acordo com a origem, parametros fisico-quimicos das amostras durante as
coletas e, atividade quitinolitica em placas de Agar com a-quitina coloidal.

Parametros Fisico-Quimicos da Amostra Halo de Hidrélise
Isolado Origem s
Tempetarura (°C) pH Condutividade (ms)  Salinidade (%) de Quitina (mm)
CH125 Santos 25 8,0 43 2,8 51
CH129 Santos 25 8,0 43 2,8 4,8
CH147 Santos 24 7,5 42 2,7 3,5
CH149 Santos 24 7,5 42 2,7 3,4
CH150 Santos 24 7,5 42 2,7 3,2
CH151 Santos 24 7,5 42 2,7 3,8
CH286 Santos 24 7,0 37 2,3 4,9
CHZ113  S&o Sebastido 23 7,0 48 3,1 3,1
CHZ306 Santos 24 7,5 34 2,1 6,3
CHZ52 Santos 23 8,0 49 3,1 6,2

FONTE: Cardozo, 2017.

2.3.1 Reisolamento dos isolados

Os isolados foram semeados em placas de Petri contendo Agar mineral com quitina
coloidal preparado com a seguinte composicdo por litro: (NH4),SO0,, 1,0 g.L™"; KH,PO,, 0,2
g.L% KoHPO4, 1,6 gL MgS04.7H,0, 0,2 g.L™: NaCl, 0,1 g.L"; FeSO4.7H,0, 0,01 g.LY;
CaCl,.2H,0, 0,02 g.L"; Agar, 15,0 g.L™"; quitina coloidal, 10,0 g.L™, pH 7,0. As placas foram

incubadas a 28 °C durante 96 horas para verificar a pureza e viabilidade dos isolados.
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A quitina coloidal foi preparada de acordo com o método descrito por Souza et al.
(2009). Cinco gramas de a-quitina extraida a partir da carapaga de carangueijos (C7170 -
Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) foram adicionadas em frasco Erlenmeyer de 250
mL contendo 60 mL de &cido cloridrico fumegante 37% (100307 - Merck Millipore,
Hayward, CA, EUA) e mantido sob agitacdo (170 rpm) durante 1 h a temperatura ambiente. A
mistura foi adicionada em frasco Schott de 500 mL contendo 200 mL de etanol absoluto a
50% (107017 - Merck Millipore) e agitada vigorosamente para formar o coldide. A quitina
coloidal foi transferida para um funil de vidro contendo papel de filtro de 80 g (50 cm x 50
cm) e lavada com 5 L de &gua Milli-Q estéril para atingir o pH proximo a 7,0. A quitina

coloidal retida no papel de filtro foi removida e armazenada na auséncia da luz a 4 °C.

2.3.2 Caracterizacdo de estirpes do género Aeromonas por Multilocus Sequence
Analysis (MLSA).

Multilocus Sequence Analysis (MLSA) foi utilizado para caracterizagdo molecular de
Aeromonas sp., utilizando seis housekeeping genes (gltA, groL, gyrB, metG, ppsA e recA).

Os isolados foram primeiramente semeados em placas de Petri contendo Agar mineral
com quitina coloidal, como descrito no item 2.3.1. Cinco coldnias bacterianas foram crescidas
overnight em tubos de 15 mL contendo 3 mL de caldo Luria Bertani (LB) a 28 °C e separadas
por centrifugacdo a 3.000 g por 5 minutos. A extracdo do DNA gendmico foi realizada
utilizando o Kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Madison, WI, Estados
Unidos), de acordo com as instrucdes do fabricante.

As reagdes de PCR (Polymerase Chain Reaction) foram realizadas em um volume
final de 50 pL utilizando os seguintes reagentes: solu¢do tampéo a 1X (Invitrogen, Carlshad,
CA, Estados Unidos), MgCl, a 50 mM (Invitrogen), solucdo mix de dNTPs a 2,5 mM
(Invitrogen), iniciadores a 0,3 uM (Invitrogen) (Tabela 3), 1 U da enzima Taq polimerase
(Invitrogen) e DNA a 50 ng/puL.

Todas as reacdes de amplificagdo foram realizadas em termociclador Mastercycler ep
Gradient S (Eppendorf, Nova York, NY, Estados Unidos) com as seguintes condi¢bes de
amplificacdo: desnaturacdo inicial a 94 °C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 2
minutos, e uma extensdo final a 72 °C por 3 minutos. As temperaturas de anelamento

empregadas nas amplificagdes dos diferentes genes podem ser observadas na Tabela 3.
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Os fragmentos amplificados de DNA foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% (m/v), utilizando o marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen). Os géis foram corados em solucdo de brometo de etidio (0,5 pg/mL) e
fotografados no sistema de fotodocumentagdo Gel Doc XR (Bio-Rad, Hercules, CA, Estados
Unidos).

Os produtos das reag6es de PCR foram purificados utilizando o Kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega), de acordo com as instrucdes do fabricante e
submetidos ao sequenciamento utilizando os iniciadores “Reverse” descritos na Tabela 3. O
sequenciamento foi realizado utilizando o sequenciador ABI 3730 DNA Analyser (Life
Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos), de acordo com o protocolo utilizado pelo
Centro de Estudos do Genoma Humano da Universidade de S&o Paulo.

As sequéncias nucleotidicas dos seis housekeeping genes foram analisadas, editadas,
concatenadas e comparadas no programa BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.9.0 com as
sequéncias de 18 espécies caracterizadas de Aeromonas, disponibilizadas no Aeromonas
MLST Databases. As arvores filogenéticas com as sequéncias de cada housekeeping gene e
concatenadas foram construidas com auxilio do programa MEGA 7.0, utilizando o método
estatistico de Neighbour-joining e 0 modelo de Jukes-Cantor. O método de bootstrap com
1000 repeticdes foi utilizado como teste de filogenia.

Aeromonas hydrophila 93C, cedida pelo grupo de pesquisa do Departamento de
Patologia Médica da Universidade Federal do Parana foi incluida como controle positivo em

todos 0s ensaios.

2.3.3 Verificacdo de fatores associados a viruléncia em estirpes do género Aeromonas

2.3.3.1 Verificacdo de genes associados a viruléncia

A presenca de nove potenciais genes (alt, act, ast, ahhl, aer, aerA, hlyA, ascV e
ascFG) associados a viruléncia em estirpes do género Aeromonas foi avaliada por PCR,
utilizando o DNA gendémico obtido como descrito no item 2.3.2.

As reagdes de PCR foram realizadas em um volume final de 50 pL utilizando os
seguintes reagentes: solucdo tampdo a 1X (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos), MgCl,
a 50 mM (Invitrogen), solu¢gdo mix de dNTPs a 2,5 mM (Invitrogen), iniciadores a 0,3 uM
(Invitrogen) (Tabela 3), 1 U da enzima Tag polimerase (Invitrogen) e DNA a 50 ng/uL.
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Todas as reacdes de amplificagdo foram realizadas em termociclador Mastercycler ep
Gradient S (Eppendorf, Nova York, NY, Estados Unidos) com as seguintes condi¢cdes de
amplificacdo: desnaturacdo inicial a 94 °C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 2
minutos, e uma extensdo final a 72 °C por 3 minutos. As temperaturas de anelamento
empregadas nas amplificagdes dos diferentes genes podem ser observadas na Tabela 3.

Os fragmentos amplificados de DNA foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% (m/v), utilizando o marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen). Os g¢is foram corados em solucdo de brometo de etidio (0,5 pg/mL) e
fotografados no sistema de fotodocumentacdo Gel Doc XR (Bio-Rad, Hercules, CA, Estados
Unidos).

Aeromonas hydrophila 93C, cedida pelo grupo de pesquisa do Departamento de
Patologia Médica da Universidade Federal do Parana foi incluida como controle positivo nos

ensaios de PCR.

2.3.3.2 Verificacado de atividade hemolitica

Para verificagdo da atividade hemolitica de Aeromonas sp., o0s isolados foram
primeiramente semeados em placas de Petri contendo Agar mineral com quitina coloidal,
como descrito no item 2.3.1. Cinco coldnias foram semeadas em tubos de 15 mL contendo 3
mL de caldo LB e cultivadas overnight a 28 °C. Cinco microlitros de cada cultura foram
inoculados em placas de Agar Triptona de Soja (TSA) contendo 5 % de sangue de carneiro
desfibrinado. Os ensaios foram realizados a 37 °C e incubados por 48 horas.

Aeromonas hydrophila 93C, cedida pelo grupo de pesquisa do Departamento de
Patologia Médica da Universidade Federal do Parana foi incluida como controle positivo nos

atividade hemolitica.
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Tabela 3 - Iniciadores, tamanho dos amplicons e temperaturas de anelamento utilizadas para
amplificacdo dos housekeeping genes e genes de viruléncia em estirpes do

género Aeromonas isoladas do ambiente marinho.

. e A .. Amplicon Temp. de .
Primer Sequencia (5'-3') Produto Génico (pb) Anelamento (°C) Referéncias
gltA_F TTCCGTCTGCTCTCCAAGAT

Citrato sintase | 626 58 Martino et al., 2011
gltA_R TTCATGATGATGCCGGAGTA
grol_F CAAGGAAGTTGCTTCCAAGG
Chaperonina GroEL 782 56 Martino et al., 2011
grol_R CATCGATGATGGTGGTGTTC
gyrB_F GGGGTCTACTGCTTCACCAA DNA gi
NA girase, 699 59 Martino et al., 2011
gyrB_R CTTGTCCGGGTTGTACTCGT subunidade B
metG_F TGGCAACTGATCCTCGTACA ionil-
B Met.'on" tRNA 657 57 Martino et al., 2011
metG_R TCTTGTTGGCCATCTCTTCC sintetase
ppsA_F AGTCCAACGAGTACGCCAAC i
Fosfoenolpiruvato 619 60 Martino et al., 2011
ppsA_R TCGGCCAGATAGAGCCAGGT sintetase
recA_F AGAACAAACAGAAGGCACTGG
Recombinase A 700 57 Martino et al., 2011
recA_R AACTTGAGCGCGTTACCAC
alt_F AAAGCGTCTGACAGCGAAGT Enterotoxina 320 61 Aguilera-Arreola
alt R AGCGCATAGGCGTTCTCYT Citotdnica Termolabil et al., 2005
act_F AGAAGGTGACCACCAAGAACA ;
- Ent.ero’to.xma 232 56 Kingombe et al., 1999
act_R AACTGACATCGGCCTTGAACTC Citotoxica
ast_F TCTCCATGCTTCCCTTCCACT Enterotoxina
Citotoxica 331 56 Sen e Rodgers, 2004
ast_R GTGTAGGGATTGAAGAAGCCG temoestavel
ahhl_F GCCGAGCGCCCAGAAGGTGAGTT i
- Hemolisina 130 60 Wang et al., 2003
ahh1 R GAGCGGCTGGATGCGGTTGT Extracelular
aer_F CCGGAAGATGAACCAGAATAAGAG Enterotoxina Chopra et al., 1993;
oo 451 57 ’ !
aer_R CTTGTCGCCACATACCTCCTGGCCC Citolitica Granum etal., 1998
aerA F GCCTGAGCGAGAAGGT
_ Aerolisina 418 53,5 Heuzenroeder et al.,
aerA_R CAGTCCCACCCACTTC 1999
hiyA_F GGCCGGTGGCCCGAAGATACGGG Heuzenroeder et al.
B-hemolisina 595 57 !
hlyA_R GGCGGCGCCGGACGAGACGGG 1999
ascV_F CTCGAACTGGAAGAGCAGAATG ; 5
- Sistema de secrecdo 577 55 Yamamoto et al., 2000
ascV_R GAACATCTGGCTCTCCTTCTCGATG Tipo lll
ascFG_F ATGAGGTCATCTGCTCGCGC Sistema de secre¢do 620 55 Chacon et al.,
ascFG_R GGAGCACAACCATGGCTGAT Tipo Il 2004

FONTE: Cardozo, 2017.

2.3.4 Determinacdo do tempo de cultivo para obtencdo de coquetéis de proteinas,

contendo quitinases, por estirpes do género Aeromonas

Aeromonas sp. CH125, CH129 e CHZ306 foram utilizadas para determinar o tempo

necessario de cultivo das estirpes para obtencdo dos coquetéis de proteinas (contendo

quitinases) com capacidade de produzir GIcNAc. Coquetéis de proteinas obtidos nas etapas

iniciais (24 h) e finais (96 h) do cultivo dessas estirpes foram utilizados para avaliacao.
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As atividades de endoquitinases e exoquitinases (quitobiosidases e N-acetil-
glicosaminidases) e teor de proteinas totais dos coquetéis foram determinadas e utilizadas

para comparagéo.

2.3.4.1 Preparacdo do inéculo

Os isolados foram semeados em placas de Petri contendo Agar mineral com quitina
coloidal, como descrito no item 2.3.1. Cinco col6nias bacterianas foram inoculadas em tubos
de 50 mL contendo 20 mL de caldo mineral com 1% de quitina coloidal e incubados a 28 °C
por 96 horas sob agitacdo constante a 180 rpm. Dois mL da suspensdo bacteriana foram
inoculados em Erlenmeyers de 500 mL contendo 200 mL de caldo mineral com 2% de quitina

coloidal, pH 7,0 e incubados a 28 °C sob agitacdo constante a 180 rpm durante 96 horas.

2.3.4.2 Recuperacdo de proteinas do sobrenadante

Apobs 24 e 96 horas de cultivo (Item 2.3.4.1), as culturas de Aeromonas sp. CH125,
CH129 e CHZ306 foram centrifugadas a 3.000 g por 5 minutos a 4 °C para separacdo das
células. O sobrenadante foi precipitado com 80% de sulfato de amonio em agitacdo por 30
minutos a 4 °C e centrifugado a 10.000 g por 20 minutos a 4 °C. O precipitado foi eluido em
02 mL de solugéo tampéao de KH,PO, 50 mM (pH 5,0) e dialisado overnight com membrana
de celulose regenerada de 10 kDa MWCO (Spectrum, Rancho Rodriguez, CA, Estados
Unidos) em solugdo tampdo de KH,PO, 50 mM (pH 5,0). Posteriormente, a solugdo tampéo
foi trocada trés vezes a cada duas horas para remocdo completa dos sais.

Os coquetéis de proteinas foram armazenados em freezer a -20 °C e utilizados nos

experimentos.

2.3.4.3 Quantificacdo de quitinases e proteinas totais

As atividades de endoquitinases e exoquitinases (quitobiosidases e N-acetil-
glicosaminidases) foram determinadas utilizando o Kit Chitinase Assay (Sigma-Aldrich), de
acordo com as instrugdes do fabricante. Os substratos p-nitrofenol-triacetilquitotriose [pNP-
(GIcNAC)3], p-nitrofenol-diacetilquitobiose  [pNP-(GIcNAc);] e p-nitrofenol-N-acetil-

glicosamina (pNP-(GIcNAc) (Sigma-Aldrich) foram utilizados como substratos para
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quitinases. Uma unidade foi definida como a quantidade de enzima necesséria para liberar 1,0
umol de p-nitrofenol do substrato apropriado por minuto.
O teor de proteinas totais foi quantificado utilizando o kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-

Rad). A curva padréo foi obtida com albumina sérica bovina (Bio-Rad).

2.3.4.4 Reacdo de hidrolise enzimatica de o-quitina e quantificacdo de N-acetil-
glicosamina

As reacdes de hidrolise enzimatica de a-quitina foram realizadas em um volume final
de 1 mL, contendo 2% de a-quitina coloidal (m/v) em solucdo tampao de KH,PO, 50 mM
(pH 5,0) e coquetel de proteinas. Os coquetéis obtidos nas etapas iniciais de cultivo (24 h)
foram adicionados na proporcdo 1:10 e, foram constituidos de aprox. 155 U.L™ de
endoquitinases, 145 U.L™ de quitobiosidases e 65 U.L™ de N-acetil-glicosaminidases.
Coquetéis de proteinas obtidos nas etapas finais de cultivo (96 h) foram constituidos de aprox.
90 U.L* de endoquitinases, 65 U.L™ de quitobiosidases e 140 U.L" de N-acetil-
glicosaminidases.

As reacOes foram realizadas em triplicata e incubadas em termomixer a 37 °C com
agitacdo constante a 1.000 rpm por 12 h. Apds esse periodo, as amostras foram aquecidas a
100 °C por 5 minutos para desnaturacdo das enzimas e, transferidas para vials com
capacidade de 2,0 mL (Allcrom, Séo Paulo, SP, Brasil) através de unidades filtrantes de 13
mm de diametro. As unidades filtrantes foram constituidas de membranas de Nylon com poro
de 0,22 uM (Allcrom).

A quantificacdo de GIcCNAc das amostras foi realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC), utilizando o sistema de HPLC Ultimate 3000 (Dionex, Sunnyvale,
CA, Estados Unidos) com espectrofotdmetro UV Ultimate 3000 Diode Array Detector
(Dionex) a 190 nm. A coluna utilizada foi a Aminex HPX-87H de 300 x 7,8 mm (Bio-Rad), a
fase movel constituida de H,SO4, 5 mM com fluxo de 0,8 mL/min e o volume de injecédo de
amostra foi de 10 uL. Solucdes padrdes de GIcNAc (Sigma-Aldrich) foram utilizadas para

identificacdo do tempo de retencdo e construgdo das curvas padroes.
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2.3.5 Selecdo de uma estirpe do género Aeromonas para estudos de producgdo de

quitinases e N-acetil-glicosamina

Apobs definicdo do tempo necessario para obtencdo dos coquetéis de proteinas
contendo quitinases, as estirpes do género Aeromonas foram cultivadas em caldo mineral com
quitina coloidal, como descrito no item 2.3.1 por 96 horas e, 0s sobrenadantes foram
utilizados para recuperacdo das proteinas (item 2.3.4.2). As atividades de endo e
exoquitinases (quitobiosidases e N-acetil-glicosaminidases) e teor de proteinas totais foram
determinados (item 2.3.4.3) e, os coquetéis foram utilizados para os experimentos de hidrélise
enzimatica de a-quitina.

As reagOes de hidrolise enzimatica de a-quitina foram realizadas em um volume final
de 1 mL, contendo 2% de a-quitina coloidal (m/v) em solucdo tampéo de KH,PO, 50 mM
(pH 5,0) e coquetel de proteinas. Os coquetéis foram adicionados na proporcdo de 1:10 e
foram constituidos de aprox. 90 U.L™* de endoquitinases, 65 U.L™ de quitobiosidases e 140
U.L" de N-acetil-glicosaminidases.

As reacOes de hidrolise foram realizadas em triplicata como descrito no item 2.3.4.4 e,
avaliadas nos tempos 0, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 h. A quantificacdo de GIcNAc das amostras foi
realizada como descrito no item 2.3.4.4.

A massa seca da a-quitina coloidal foi verificada e utilizada para os célculos de
conversao de quitina em GIcNAc, de acordo com Nguyen-Thi e Doucet (2016). Os célculos
consideraram que 1 mg de quitina é capaz de produzir um rendimento tedrico maximo de 1,08
mg de GIcNAc (Equacéo 1).

GIcNACc liberada (mg) x 100

. 0n Y =
Rendimento de GlcNAc (%) Conc. inicial de a-quitina (mg) x 1.08

1)

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia de um fator (ANOVA)
seguida pelo Pds-Teste de Tukey para determinar as diferencas significativas entre 0s

rendimentos e produtividades. Diferencas significativas foram definidas como p <0,05.
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2.3.6 Sequenciamento do genoma da estirpe selecionada para producgéao de quitinases

e N-acetil-glicosamina

O genoma da estirpe selecionada para os estudos de producdo de quitinases e N-acetil-
glicosamina foi sequenciado para a identificacdo dos genes que codificam fatores associados a
viruléncia e enzimas quitinoliticas.

A estirpe selecionada foi semeada em placas de Petri contendo Agar mineral com
quitina coloidal para verificar sua pureza e viabilidade, como descrito no item 2.3.1. Cinco
colbnias bacterianas foram crescidas overnight em tubos de 50 mL, contendo 20 mL de caldo
Luria Bertani (LB) a 28 °C e, separadas por centrifugacéo a 3.000 g por 5 minutos. A extracdo
do DNA genbémico foi realizada utilizando o Kit Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega, Madison, WI, Estados Unidos), de acordo com as instrugdes do fabricante. O DNA
gendmico foi quantificado usando o Qubit fluorometer (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) e enviado para sequenciamento no Centro de Instrumentagdo em Gendmica Funcional
Aplicado a Agropecudria e Agroenergia da Escola Superior de Agricultura “Luiz Queiroz”
(ESALQ-USP).

Para o sequenciamento, bibliotecas paired-end and mate-pair foram preparadas
utilizando os kits Nextera XT DNA library preparation (lllumina, San Diego, CA, USA) e
Nextera mate-pair library preparation (lllumina), respectivamente, e sequenciados com a
plataforma MiSeq (lllumina), usando o kit 600-cycle MiSeq reagent version 3 (lllumina),
segundo as instrucdes do fabricante.

O processamento e analise dos dados do sequenciamento foram realizados em parceria
com os Drs. Genivaldo Gueiros e Rob Edwards do Rob Edwards’ bioinformatics lab da San
Diego State University, California.

A montagem do genoma (De novo genome assembly) foi realizada usando o pipeline
A5-MiSeq version 20150522 (COIL; JOSPIN; DARLIN, 2015) e, os contigs foram anotados
no RAST (Rapid Annotations using Subsystems Technology) (AZIZ et al., 2008; OVERBEEK
et al., 2014) e PGAP (NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline) (TATUSOVA et al.,
2013). A presenca de genes de profagos no genoma da estirpe selecionada foi verificada
utilizando o banco de dados PhAnToMe (Phage Annotation Tools and Methods)
(http://www.phantome.org/). Adicionalmente, os genomas de 28 espécies do género
Aeromonas também foram anotados no RAST e utilizados para uma analise comparativa de

fatores associados a viruléncia em Aeromonas.
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2.4 RESULTADOS

2.4.1 Caracterizagdo de estirpes do género Aeromonas por Multilocus Sequence
Analysis e verificacdo de fatores associados a viruléncia

Todas as reacOes de PCR realizadas para caracterizagdo de Aeromonas sp. por MLSA
e verificacdo de genes associados a viruléncia foram padronizadas, obtendo resultados

satisfatorios na amplificacdo dos genes estudados (Figura 7).

Figura 7 - Produtos das reacdes de PCR obtidos pela amplificacdo dos housekeeping genes e
genes de viruléncia em Aeromonas Hydrophila 93C, utilizada como controle nos
estudos.
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FONTE: Cardozo, 2017.

As sequéncias obtidas pelo sequenciamento dos seis housekeeping genes (gltA, groL,
gyrB, metG, ppsA e recA) foram comparadas com as sequéncias de 18 espécies caracterizadas
do género Aeromonas, disponibilizadas no Aeromonas MLST Databases. As sequéncias
variaram entre 372 e 486 pb e foram utilizadas para construcdo de arvores filogenéticas
baseadas em cada gene e concatenadas.

De acordo com a matriz de similaridade, observou-se que todos os isolados estdo mais
relacionados com a espécie Aeromonas caviae. Os valores de similaridade das estirpes com A.
caviae CET5241 foram maiores que 97,6% (gltA), 98,7% (groeL), 97,7% (gyrB), 97,7%
(metG), 97,6% (ppsA), 97,9% (recA) e 97,9% (concatenados). Os valores de substituicdo
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intraespécies (diferentes estirpes da mesma espécie) e interespécies (estirpes pertencentes a
espécies diferentes) foram menores que 2,4% e maiores que 3,1%, respectivamente (Tabela
4).

As arvores filogenéticas construidas com base nas sequéncias de cada housekeeping
gene e concatenadas podem ser observadas nas Figuras 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14.

Tabela 4 - Similaridade nucleotidica das sequéncias dos genes gltA, groL, gyrB, metG, ppsA e
recA de dez estirpes do género Aeromonas isoladas do ambiente marinho

Gene Fragmento N‘j de G+C (%) Similarid'ade com Taxade Su'bsttituicﬁo Taxa de Su,bs:tituigéo
(pb) estirpes A. caviae (%) Intraespécies (%) Interespécies (%)

gltA 456 10 61 >97,6 <2,4 >3,3

groEL 399 10 61 >98,7 <2,3 >3,2

gyrB 372 10 63 >97,7 <2,3 >3,1

metG 410 10 59 >97,7 <2,3 >3,3

ppsA 477 10 64 >97,6 <2,4 >3,4

recA 486 10 59 >97,9 <2,1 >3,3
Concatenados 2600 10 61 >97,9 <2,1 >3,3

FONTE: Cardozo, 2017.
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Figura 8 - Arvore filogenética baseada nas sequéncias do gene gltA de dez em estirpes do
género Aeromonas isoladas do ambiente marinho.
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Nota: Os numeros dos nés indicam os valores de bootstrap em porcentagens de 1000 repeticBes. Valores de

bootstrap < 50 foram retirados da figura acima. Bacillus subtilis foi utilizado como raiz da arvore.

Legenda: A filogenia foi realizada utilizando sequéncias de nucleotideos de estirpes Tipo de trés colecBes de
culturas: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSM), Coleccion Espafiola de Cultivos
Tipo (CECT) e National Collections of Industrial Food and Marine Bacteria (NCIMB). ID numbers correspond

to accession numbers in Aeromonas MLST Database.

FONTE: Cardozo, 2017.
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Figura 9 - Arvore filogenética baseada nas sequéncias do gene groL de dez em estirpes do
género Aeromonas isoladas do ambiente marinho.
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Nota: Os numeros dos noés indicam os valores de bootstrap em porcentagens de 1000 repeticBes. Valores de
bootstrap < 50 foram retirados da figura acima. Bacillus subtilis foi utilizado como raiz da arvore.

Legenda: A filogenia foi realizada utilizando sequéncias de nucleotideos de estirpes Tipo de trés colecdes de
culturas: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSM), Coleccion Espafiola de Cultivos
Tipo (CECT) e National Collections of Industrial Food and Marine Bacteria (NCIMB). ID numbers correspond
to accession numbers in Aeromonas MLST Database.

FONTE: Cardozo, 2017.
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Figura 10 - Arvore filogenética baseada nas sequéncias do gene gyrB de dez em estirpes do
género Aeromonas isoladas do ambiente marinho.
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Nota: Os nimeros dos nés indicam os valores de bootstrap em porcentagens de 1000 repeti¢des. Valores de
bootstrap < 50 foram retirados da figura acima. Bacillus subtilis foi utilizado como raiz da arvore.

Legenda: A filogenia foi realizada utilizando sequéncias de nucleotideos de estirpes Tipo de trés colecBes de
culturas: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSM), Coleccién Espafiola de Cultivos
Tipo (CECT) e National Collections of Industrial Food and Marine Bacteria (NCIMB). 1D numbers correspond
to accession numbers in Aeromonas MLST Database.

FONTE: Cardozo, 2017.
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Figura 11 - Arvore filogenética baseada nas sequéncias do gene metG de dez em estirpes do
género Aeromonas isoladas do ambiente marinho.
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Nota: Os nimeros dos nés indicam os valores de bootstrap em porcentagens de 1000 repeti¢des. Valores de
bootstrap < 50 foram retirados da figura acima. Bacillus subtilis foi utilizado como raiz da arvore.

Legenda: A filogenia foi realizada utilizando sequéncias de nucleotideos de estirpes Tipo de trés colecBes de
culturas: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSM), Coleccién Espafiola de Cultivos
Tipo (CECT) e National Collections of Industrial Food and Marine Bacteria (NCIMB). 1D numbers correspond
to accession numbers in Aeromonas MLST Database.

FONTE: Cardozo, 2017.
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Figura 12 - Arvore filogenética baseada nas sequéncias do gene ppsA de dez em estirpes do
género Aeromonas isoladas do ambiente marinho.
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Nota: Os nimeros dos nés indicam os valores de bootstrap em porcentagens de 1000 repetigdes. Valores de
bootstrap < 50 foram retirados da figura acima. Bacillus subtilis foi utilizado como raiz da arvore.

Legenda: A filogenia foi realizada utilizando sequéncias de nucleotideos de estirpes Tipo de trés colecdes de
culturas: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSM), Coleccién Espafiola de Cultivos
Tipo (CECT) e National Collections of Industrial Food and Marine Bacteria (NCIMB). 1D numbers correspond
to accession numbers in Aeromonas MLST Database.

FONTE: Cardozo, 2017.
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Figura 13 - Arvore filogenética baseada nas sequéncias do gene recA de dez em estirpes do
género Aeromonas isoladas do ambiente marinho.
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Nota: Os nimeros dos nés indicam os valores de bootstrap em porcentagens de 1000 repetigdes. Valores de
bootstrap < 50 foram retirados da figura acima. Bacillus subtilis foi utilizado como raiz da arvore.

Legenda: A filogenia foi realizada utilizando sequéncias de nucleotideos de estirpes Tipo de trés colecBes de
culturas: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSM), Coleccidn Espafiola de Cultivos
Tipo (CECT) e National Collections of Industrial Food and Marine Bacteria (NCIMB). 1D numbers correspond
to accession numbers in Aeromonas MLST Database.

FONTE: Cardozo, 2017.
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Figura 14 - Arvore filogenética baseada nas sequéncias concatenadas dos genes gltA, grolL,
gyrB, metG, ppsA e recA de dez em estirpes do género Aeromonas isoladas do

ambiente marinho.
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Legenda: A filogenia foi realizada utilizando sequéncias de nucleotideos de estirpes Tipo de trés cole¢des de
culturas: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSM), Coleccién Espafiola de Cultivos
Tipo (CECT) e National Collections of Industrial Food and Marine Bacteria (NCIMB). ID numbers correspond
to accession numbers in Aeromonas MLST Database.

FONTE: Cardozo, 2017.
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Observou-se que todas as estirpes foram negativas para 0s nove genes de viruléncia
verificados (alt, act, ast, ahhl, aer, aerA, hlyA, ascV e ascFG). No entanto, todas
apresentaram atividade hemolitica em placas de Agar sangue de carneiro. Na Figura 15, pode-

se observar um dos experimentos de atividade hemolitica realizados neste estudo.

Figura 15 - Demonstragdo experimental da atividade hemolitica em placas de Agar sangue de
carneiro por Aeromonas caviae CH125, isolada do ambiente marinho.

FONTE: Cardozo, 2017.

2.4.2 Determinacdo do tempo de cultivo para obtencdo de coquetéis de proteinas,
contendo quitinases, por estirpes do género Aeromonas

Aeromonas caviae CH125, CH129 e CHZ306 foram utilizadas para determinar o
tempo necessario de cultivo para obtencdo dos coquetéis de proteinas (contendo quitinases)
por estirpes do género Aeromonas.

De acordo com os resultados observados na Figura 16, os coquetéis de proteinas
obtidos nas etapas iniciais (24 h) de cultivo das estirpes foram compostos por maiores
concentracfes de endoquitinases e quitobiosidases que N-acetil-glicosaminidases e, 0s
coquetéis de proteinas obtidos nas etapas finais (96 h) do cultivo, foram compostos por
menores concentra¢des de endoquitinases e quitobiosidases que N-acetil-glicosaminidases.

Essas diferencas fizeram com que os coquetéis de proteinas obtidos nas etapas finais

do cultivo proporcionassem maior taxa de conversao de a-quitina em GIcNAc (aprox. 0,65
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g.L™"), em comparacio aos coquetéis obtidos nas etapas iniciais do cultivo (aprox. 0,08 g.L™).
Dessa maneira, coquetéis de proteinas obtidos nas etapas finais de cultivo apresentaram o
perfil mais adequado para conversdo de a-quitina em GICNACc e, foram selecionados para

nossos estudos de producéo de quitinases e GICNAC.

Figura 16 - Conversdo de a-quitina coloidal em N-acetil-glicosamina utilizando coquetéis de
quitinases obtidos nas etapas iniciais (24 h) (A) e finais (96 h) (B) do cultivo de
Aeromonas caviae CH125, CH129 e CHZ306, isoladas do ambiente marinho.
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FONTE: Cardozo, 2017
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2.4.3 Selecdo de uma estirpe do género Aeromonas para estudos de producgdo de

quitinases e N-acetil-glicosamina

Um procedimento de hidrolise enzimética da a-quitina foi padronizado neste estudo. O
método de HPLC utilizado foi eficaz e detectou GIcNAc com 8,9 min de retencdo. O peso
seco da quitina coloidal (0,74 g.L™) foi obtido e utilizado para os célculos de conversdo de a-
quitina em GIcNAc.

A producéo seletiva de GICNAc a partir de a-quitina foi obtida utilizando o coquetel
de proteinas (contendo quitinases) de todas as estirpes de A. caviae (Tabela 5) e, dois
comportamentos foram observados durante as 96 h de reacdo enzimatica (Figura 17): 1)
Aumento progressivo da concentracdo de GICNAc nas primeiras 24 h, estabilizando-se até 96
h (CH147, CH150, CH286, CHZ306 e CHZ52) e; 2) Aumento progressivo da concentracdo
de GIcNAc nas primeiras 24 h com um declinio ap6s 24, 48 ou 72 h (CH151, CH125, CH129,
CH149 e CHZ113).

Tabela 5 - Concentracdo de proteinas e atividade de quitinases dos coquetéis de proteinas
avaliados durante a selecdo da estirpe de Aeromonas caviae com maior
capacidade de converter a-quitina cloidal em N-acetil-glicosamina.

Atividade Especifica de Quitinases (U.mg'1 de

. . . aae -1
Proteinas Atividade de Quitinases (U.L™) proteinas)

Estirpe Totais

(mg.L'l) Endoquitinase Quitobiosidase N-acetil- N-acetil-

. .. Endoquitinase Quitobiosidase . ..
glicosaminidase glicosaminidase

CH125 2433 87 69 142 0,0358 0,0285 0,0582
CH129 785 91 66 138 0,1159 0,0841 0,1758
CH147 912 92 63 141 0,1009 0,0691 0,1546
CH149 2199 89 69 141 0,0405 0,0314 0,0641
CH150 561 96 65 139 0,1711 0,1150 0,2484
CH151 2158 87 68 141 0,0403 0,0316 0,0654
CH286 1133 94 71 141 0,0830 0,0627 0,1246
CHZ113 1793 93 67 139 0,0519 0,0374 0,0775
CHZ306 633 85 61 136 0,1343 0,0965 0,2145
CHzZ52 354 88 61 137 0,2486 0,1727 0,3857

FONTE: Cardozo, 2017.
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Figura 17 - Rendimentos de N-acetil-glicosamina obtidos a partir da hidrélise de a-quitina
coloidal utilizando coquetéis de proteinas de Aeromonas caviae isoladas do
ambiente marinho.
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FONTE: Cardozo, 2017.

Com relacdo aos rendimentos observados nessa etapa, 0s rendimentos minimo e
méaximo de GIcNAc foram de 10 a 93% durante 96 h de reacdo enzimatica e, diferentes
isolados mostraram altos rendimentos nas primeiras 24 h. As 6 h de reaco, por exemplo, 0s
rendimentos foram de 14 a 85% e seis isolados (CH125, CH129, CH149, CH151, CHZ113 e
CHZ306) mostraram rendimentos de 60-85% de GIcNAc (Figura 17). Apdés 12 h, os
rendimentos foram de 17 a 89% e, sete isolados (CH125, CH129, CH149, CH151, CHZ113,
CHZ306 e CHZ52) mostraram rendimentos de 81-89% (Figura 17). Excepto para A. caviae
CH147 (19% de rendimento), todos os isolados apresentaram rendimentos entre 84-93% de
GIcNAc apo6s 24 h de reacdo (Figura 17). Os maiores rendimentos de GIcNAc foram
observados por A. caviae CH129 (93% a 24 h) e A. caviae CHZ306 (92% a 48 h). A. caviae
CH147 apresentou 0s menores rendimentos (<20%) ao longo do tempo de reacéo.

Em relacdo a produtividade, todos os isolados apresentaram maior produtividade as 6
h de reacdo, com diminuicdo progressiva ao longo de 96 h (Figura 18). O CH151 isolado
atingiu a produtividade méxima de 112,5 mg.L™*.h™.
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Figura 18 - Produtividades de N-acetil-glicosamina obtidas a partir da hidrdlise de a-quitina
coloidal utilizando coquetéis de proteinas de Aeromonas caviae isoladas do
ambiente marinho.
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FONTE: Cardozo, 2017.

De acordo com nossos resultados e informac6es da literatura, utilizamos como critério
de selecéo da estirpe a ser avaliada nos estudos de producéo de quitinases e GICNAc, o perfil
de producédo de GIcNAc em funcéo do tempo de reacdo. Embora, A. caviae CH151 tenha sido
a estirpe que produziu um coquetel de proteinas capaz de atingir maior produtividade de
GIcNACc, as concentragfes de GIcNAc diminuiram ao longo do tempo de hidrdlise, ndo sendo
assim, adequada para nossos estudos. Como a segunda estirpe com maior produtividade
também apresentou o mesmo perfil de diminuicdo das concentragdes de GICNAc ao longo do
tempo, A. caviae CHZ306, terceira estirpe com maior produtividade, foi selecionada para os

estudos de producdo de quitinases e GICNAc.
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2.4.4 Sequenciamento do genoma de Aeromonas caviae CHZ306

O genoma de Aeromonas caviae CHZ306, estirpe selecionada para os estudos de
producéo de quitinases e N-acetil-glicosamina, foi sequenciado para a identificacdo de genes
que condificam fatores associados a viruléncia e enzimas quitinoliticas.

Um total de 22.918.174 reads obtidos com o sequenciamento foram montados em 65
scaffolds, resultando num genoma com tamanho de aproximadamente 4,78 Mb e com 60,8%
de G+C. A anotagéo resultou num total de 4.329 coding sequences (CDSs) e 150 RNAs (32
rRNAs, 113 tRNAs, e 5 noncoding RNAs [ncRNAs]). Na Figura 19, pode-se observar todas
as caracteristicas identificadas com o sequenciamento do genoma de A. caviae CHZ306.

O genoma (draft) de A. caviae CHZ306 foi depositado no DDBJ/ENA/GenBank com
ndmero de acesso MDSC01000000 (CARDOZO et al., 2016).

Figura 19 - Caracteristicas genéticas identificadas com o sequenciamento do genoma de
Aeromonas caviae CHZ306.
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Metabolismo do fésforo (50)

Carboidratos (397)

Legenda: Os nimeros entre parénteses representam a quantidade de genes identificados em cada funcéo.
FONTE: Cardozo, 2017.

A anotacdo realizada no RAST (Rapid Annotations using Subsystems Technology)
revelou que o genoma de A. caviae CHZ306 contém genes envolvidos na codificacdo de

diferentes fatores associados a viruléncia (Tabela 6), tais como polissacarideos de superficie,
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proteinas de membrana, enzimas extracelulares, sistemas de secrecdo, sistemas de aquisicao
de ferro, fimbrias/pili, fragelos, exotoxinas com atividade hemolitica e a toxina RTX.
Observou-se também que 0 genoma ndo contém genes envolvidos na formacédo da capsula e
dos sistemas de secrecdo Tipo Il e VI, os quais tém sido frequentemente envolvidos na
patogenicidade de estirpes de Aeromonas. No entanto, observou-se a presenca de genes
envolvidos no sistema de secre¢do Tipo IV, o qual é associado aos eventos de conjugacéo
bacteriana. As anotacdes também mostraram que o genoma de A. caviae CHZ306 é integrado
por cinco profagos.

A anélise comparativa dos fatores associados a viruléncia entre A. caviae CHZ306 e
28 espécies do género (Tabela 6) revelou que nem todas as espécies de Aeromonas contém
genes envolvidos na formacao da capsula, bem como os sistemas de secrecdo Tipo IlI, IV e
VI. A toxina RTX (Repeats-in-toxin) esteve presente em todos 0s genomas, enquanto a toxina
zot (Zonula occludens toxin) foi observada em apenas sete espécies. A. caviae CHZ306
mostrou o mesmo perfil de fatores associados a viruléncia que A. caviae 4221.

A anotacao também nos revelou que o genoma de A. caviae CHZ306 contém os genes
necessarios para conversao completa da quitina a frutose-6-fostato (Figura 20), a qual pode
ser posteriormente utilizada na via glicolitica. As enzimas detectadas incluem a endoquitinase
(3.2.1.14), quitodextrinase (3.2.1.14), quitobiosidase (3.2.1.52), N-acetil-glicosaminidase
(3.2.1.52), N-acetil-glicosamina quinase (2.7.1.59), glicosamina 6-fosfato desaminase
(3.5.99.6), glicosamina quinase (2.7.1.8), glicosamina frutose-6-fosfato aminotransferase
(2.6.1.16) e N-acetil-glicosamina fosfotransferase (2.7.1.193). Com relacdo as enzimas
envolvidas na conversdo de quitina em N-acetil-glicosamina, extremamente importantes para
nosso estudo, observou-se que A. caviae CHZ306 contém genes que condificam sete
diferentes enzimas quitinoliticas, sendo quatro endoquitinases, uma quitobiosidase, duas N-
acetil-glicosaminidases e uma quitodextrinase. A enzima quitodextrinase ndo é considerada

uma quitinase, mas apresenta atividade com oligossacarideos de quitina.



Tabela 6 - Analise comparativa de genes que codificam fatores associados a viruléncia em espécies do género Aeromonas. (Continua)

Genomas

Polissacarideos de Superficie

Capsula

Lipopolissacarideos

Glicosilagao

Proteinas da
membrana
externa (Omps)

Sistemas de
aquisicao de
ferro

Exotoxinas com
atividade hemolitica

Enzimas Extracelulares

Proteases

Lipases

Enolases

. caviae CHZ306

+

B

>>>>>>2>>>>>>2>2>>2X>X>22>2>22>2>X>X>>>>>D> D>

. allosaccharophila 4199
. aquatica AE235

. australiensis 8023
. bestiarum 4227

. bivalvium 7113.

. caviae 4221

. dhakensis 7289

. diversa 2478-85

. encheleia 4342

. enteropelogenes 4487
. eucrenophila

. finlandiensis 4287D
. fluvialis 24681

. hydrophila 7966

. jandaei 4228

. lacus AE122

. media WS

. molluscorum 848

. popoffii 105493

. rivuli 22539

. salmonicida A449

. sanarellii 24682

. schubertii WL1483
. simiae 107798

. sobria 4245

. taiwanensis 24683
. tecta 7082

. veronii B565
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Tabela 6 - Analise comparativa de genes que codificam fatores associados a viruléncia em espécies do género Aeromonas. (Concluséo)

Sistemas de Secre¢do Outras Toxinas

Genomas Fimbria/Pili Flagelo Polar -in-toxi Profagos
Tipo | Tipo Il Tipo Il Tipo IV Tipo VI & Rep e"(;sT;(") toxin Zon:)/)c:i:c(czlggens &

+ =

. caviae CHZ306
. allosaccharophila 4199
. aquatica AE235
. australiensis 8023
. bestiarum 4227
. bivalvium 7113.
. caviae 4221
. dhakensis 7289
. diversa 2478-85
. encheleia 4342
. enteropelogenes 4487
. eucrenophila
. finlandiensis 4287D
. fluvialis 24681
. hydrophila 7966
. jandaei 4228
. lacus AE122
media WS
. molluscorum 848
. popoffii 105493
. rivuli 22539
. salmonicida A449
. sanarellii 24682
. schubertii WL1483
. simiae 107798
. sobria 4245
. taiwanensis 24683
. tecta 7082
A. veronii B565 + + a + - + + + -
Legenda: (+) Contém genes envolvidos na codificagdo do fator de viruléncia; (-) Auséncia de genes envolvidos na codificacéo do fator de viruléncia; (a) Apenas “um” gene
envolvido na codificacdo do fator de viruléncia; (b) Proteinas hipotéticas.
FONTE: Cardozo, 2017
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Figura 20 - Representagédo das enzimas envolvidas na conversdo de quitina em frutose
6-fosfato, identificadas com o sequenciamento do genoma de Aeromonas
caviae CHZ306.

GlcNACc (extracelular)

EC 2.4.1.280
GleNAC GIcNAc-6P
auiina —FEFTETY 0"
Quitobiose T
EC3.5.1.41 EC3.5.1.33 EC 3.5.1.25 _
EC2.3.1.3 EC2.3.1.4
. Y D-Glicosamina 7| EC2.7.1.1 GlcN-6P
Quitosana EC32.1.132 (O— EC32.1.165 @
EC2.7.1.8
GlcN
GlcN (extracelular) O EC2.7.1.69

EC3.5.99.6

EC2.6.1.16

Via Glicolitica - -

Nota: O nimero EC representa a classificacdo numérica das enzimas, segundo a Enzyme Comission
Numbers.

Legenda: Os nimeros EC destacados em azul séo referentes as enzimas detectadas com o sequenciamento
do genoma de Aeromonas caviae CHZ306. As enzimas detectadas foram: endoquitinase (3.2.1.14),
quitodextrinase (3.2.1.14), quitobiosidase (3.2.1.52), N-acetil-glicosaminidase (3.2.1.52), N-acetil-
glicosamina quinase (2.7.1.59), glicosamina 6-fosfato desaminase (3.5.99.6), glicosamina quinase
(2.7.1.8), glicosamina frutose-6-fosfato aminotransferase (2.6.1.16) e N-acetil-glicosamina
fosfotransferase (2.7.1.193).

FONTE: Cardozo, 2017.
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2.5 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

2.5.1 Caracterizacao de estirpes do género Aeromonas por Multilocus Sequence

Analysis e verificacdo de fatores associados a viruléncia

Diferentes marcadores moleculares foram utilizados ao longo da histréria de
avaliacdo das relacBes filogenéticas entre espécies de Aeromonas. Estes marcadores
evolutivos incluiram principalmente os genes 16S rRNA, gyrB, rpoD, rpoB e DnaJ,
cujos os comprimentos de DNA sequenciado variaram de 934 a 1100 pb (KUPFER et
al., 2006; NHUNG et al., 2007; SAAVEDRA et al., 2006; SOLER et al., 2004; YANEZ
et al., 2003).

Os resultados desses estudos indicaram que existem menos diferengas nas
sequéncias do gene 16S rRNA (97,8-100%) (MARTIN CARNAHAN; JOSEPH, 2005)
que nas sequéncias dos housekeeping genes descritos acima (89-92%) (NHUNG et al.,
2007), mostrando que o poder discriminatério do uso de housekeeping genes é
relativamente maior em relacdo ao gene 16S rRNA. Como um exemplo, observamos
Aeromonas trota e A. caviae, que sdo distinguiveis por apenas um nucleotideo para o
gene 16S rRNA, enquanto que para o gene gyrB as diferencas estdo entre 57-69 pares de
bases, dependendo da estirpe avaliada (YANEZ et al., 2003).

Estudos filogenéticos usando diferentes housekeeping genes tém mostrado
resultados importantes para caracterizagdo de espécies de Aeromonas. Em um estudo
usando quatro genes (16S rRNA, recA, chiA e gyrB) em MLSA para verificar as
diferencas nucleotidicas de uma larga colecdo de 94 Aeromonas bem caracterizadas
(CARNAHAN, 2001), observou-se que as sequéncias do gene 16S rRNA apresentavam
menos de 1% de variabilidade entre as espécies, mostrando que o0 uso desse gene pode
definir claramente um isolado de Aeromonas somente até o nivel de género (MARTIN
CARNAHAN; JOSEPH, 2005). No entanto, ocorreram varios casos em que uma unica
estirpe que se relacionava com a sua mesma designacdo de espécie para 2 ou 3 dos
genes verificados, distinguia-se em uma espécie totalmente diferente para outro gene,
sugerindo que eventos de recombinagdo genética ou transferéncia lateral ocorreram
entre espécies de Aeromonas.

Estas observacOes e 0 uso de MLSA sdo importantes para definicdo de espécies

e sugerem fortemente que a analise de diferentes genes, sem duvida, deve ser realizada
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para caracterizagdo de espécies de Aeromonas. Com base nisso, selecionamos genes que
pudessem ser comparados em um banco de dados (Aeromonas MLST Databases) com 0
maior nimero de sequéncias possivel de Aeromonas e conhecer a identidade dos
isolados em estudo. Os genes selecionados apresentaram resultados satisfatorios e
possibilitaram caracterizar os isolados como pertencentes a espécie Aeromonas caviae.
Em uma anélise comparativa entre as sequéncias de diferentes espécies de Aeromonas
utilizadas como referéncia, observou-se que as sequéncias apresentaram medias entre 89
e 94% de similaridade entre elas, demonstrando um poder de discriminag&o superior ao
gene 16S rRNA. Esses resultados estdo de acordo com aqueles descritos por Nhung et
al., (2007), o qual mencionou que housekeeping genes apresentavam diferencas entre 89
e 92% e com Janda e Abbott (2010) que através de um levantamento de varios estudos
filogenéticos (KUPFER et al., 2006; NHUNG et al., 2007; SOLER et al., 2004; YANEZ
et al., 2003) observou que a maioria dos housekeeping genes apresentam taxas de
substituicdo intraespécies (diferentes estirpes da mesma espécie) de aproximadamente
2% enquanto que os valores interespecies (estirpes pertencentes a espécies diferentes)
sdo tipicamente maiores que 3%. Esses valores estdo de acordo com os resultados
observados neste estudo, onde taxas maiores que 3% foram observadas na maior parte
das comparacdes entre espécies e de aproximadamente 2% foram observadas em nossas
estirpes, caracterizadas como A. caviae.

A caracterizacdo de Aeromonas € de extrema importancia para a satde publica e
para estudos que visam a utilizacdo dessas bactérias em aplicacGes biotecnoldgicas, pois
apenas trés das mais de 15 espécies reconhecidas de Aeromonas (A. hydrophila, A.
caviae e A. veronii bv. Sobria) parece produzir a grande maioria das infecgOes
sisttmicas em humanos (JANDA et al., 1994; JANDA; ABBOTT, 1998). Essas
bactérias tém sido relacionadas a uma série de casos de septicemia, infeccBes de feridas,
pneumonia e gastroenterites (AL-BENWAN et al., 2007; AVOLIO et al., 2009;
BRAVO et al., 2003; CHOI et al., 2008; DWIVEDI et al., 2008; JANDA e ABBOTT
2010; NAGATA et al., 2011) e a maneira mais comum de verificar seu potencial de
patogenicidade tem sido através da identificacdo dos genes associados a viruléncia.

O processo de infecgdo por Aeromonas é multifatorial e de complexa interacao
entre a bactéria e o hospedeiro (JANDA, 1991; JANDA; ABBOTT, 2010, PABLOS et
al., 2010). A severidade das infeccdes esta relacionada aos fatores de viruléncia e ao
estado imunologico do paciente (ALBERT et al., 2000; DWIVEDI et al., 2008;
MOYER 1987; SOHN et al., 2007). Assim, a verificacdo da presenca de varios fatores
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de viruléncia é uma ferramenta de extrema importancia na identificagdo do risco e
compreensdo da patogénese de Aeromonas (AGUILERA-ARREOLA et al. 2005;
CHACON et al. 2003; SEN; RODGERS 2004).

No presente estudo, dez estirpes caracterizadas como A. caviae foram
verificadas quanto a presenga de nove genes associados a viruléncia (alt, act, ast, ahhl,
aer, aerA, hlyA, ascV e ascFG) que incluiram as principais enterotoxinas, hemolisinas e
sistemas de secrecdo descritos na literatura. Apesar de A. caviae estar incluida entre as
espécies mais relacionadas com infeccBes em peixes e humanos, as estirpes em estudo
foram negativas para os genes verificados. Esses resultados sdo de grande importancia
para nossos estudos futuros, que tem como objetivo a aplicacdo biotecnoldgica dessas
cepas. No entanto, A. caviae é uma espécie altamente diversificada (AGUILERA-
ARREOLA et al., 2007) e ndo se podem considerar apenas os resultados obtidos por
PCR, excluindo a possibilidade de que outros genes de viruléncia estejam presentes
nessas estirpes. Assim, os isolados foram submetidos a ensaios adicionais para verificar
a capacidade de expressarem hemolisinas em placas de Agar sangue de carneiro. Nossos
resultados mostraram que todas as estirpes possuem a capacidade de causar hemdlise
em placas de Agar sangue, contrariando nossos resultados obtidos por PCR. Resultados
similares tém sido observados em varios casos durante os estudos de viruléncia com
Aeromonas. Em um estudo realizado por Wolf (2012), por exemplo, A. caviae
apresentou baixa frequéncia de genes hemoliticos (10%). No entanto, a atividade
hemolitica foi detectada em aproximadamente 80% das estirpes quando ensaios in vitro
foram realizados. Em outro estudo, o gene responsavel pela enterotoxina citolitica (aer),
encontrado em 38% das Aeromonas analisadas em um estudo realizado Castilho et al.,
(2009), esteve presente em apenas uma estirpe de A. caviae. No entanto, foi observado
um fragmento ndo esperado de 400 pb em 78% das A. caviae durante as amplificagdes.
Este fragmento foi sequenciado e verificou-se que apresentava homologia com varios
genes de hemolisinas de Aeromonas.

Com base nessas informacgdes, 0 genoma de uma estirpe selecionada (A. caviae
CHZ306) foi sequenciado para a identificacdo dos genes que condificam fatores
associados a viruléncia. As analises mostraram que A. caviae CHZ306 ndo continha 0s
genes verificados anteriormente por PCR, mas apresentou varios outros genes
envolvidos na codificacdo de diferentes fatores associados a viruléncia, tais como

polissacarideos de superficie, proteinas de membrana, enzimas extracelulares, sistemas
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de secrecdo, sistemas de aquisicdo de ferro, fimbrias/pili, fragelos, exotoxinas com
atividade hemolitica, toxina RTX e profagos.

Esses resultados demonstram a importancia da realizacdo de testes adicionais
(ex. hemoliticos, fenotipicos, sequenciamento de genoma) para identificar o potencial
de patogenicidade de uma estirpe do género Aeromonas. Além disso, como poucos
estudos tém relatado a caracterizacdo molecular especifica para os genes de viruléncia
em A. caviae, primers desenhados para detectar genes em A. hydrophila tém sido
frequentemente utilizados nos estudos de viruléncia. Assim, o sequenciamento do
genoma € uma alternativa poderosa a verificacdo de genes por PCR e, forrnece maior

numero de informacdes que podem ser estudadas.

2.5.2 Selecdo de uma estirpe do género Aeromonas para estudos de producdo de

quitinases e N-acetil-glicosamina

O género Aeromonas € fenotipicamente diverso (HSU et al., 1981, WALTMAN
et al., 1982, JANDA, 1985, HANNINEN, 1994) e um dos grupos de bactérias mais
eficientes para a degradacgéo da quitina. No entanto, de acordo com a Tabela 7, existem
apenas alguns estudos sobre a producdo de GICNAc por quitinases de Aeromonas sp.
Por exemplo, Sashiwa et al. (2002), produziram GIcNAc a partir de diferentes a-
quitinas (flocos e pd) com rendimentos de 64-77% em 10 dias utilizando extratos de
enzima bruta de A. hydrophila H-2330. Kuk et al., (2005) produziram GICNAc a partir
de a-quitina coloidal utilizando Aeromonas sp. GJ-18 com 83 e 95% de rendimento
dentro de 5 e 9 dias, respectivamente. Jamialahmadi et al., (2011) produziram GIcNAc a
partir de a-quitina coloidal com um rendimento de 79% utilizando Aeromonas sp.
PTCC 1691 com extrato bruto de enzimas ap6s 24 h. Neste estudo, GIcNAc foi
produzida a partir de a-quitina coloidal utilizando coquetéis de proteinas de estirpes A.
caviae isoladas do ambiente marinho. As diferentes quitinases presentes nos coquetéis
de proteinas, tais como endoquitinases, quitobiosidases e N-acetil-glicosaminidases
resultaram na producéo eficiente de GIcNAc, com 85% de rendimento e produtividade
de 112,5 mg.L'1.h™ dentro de 6 h. O maior rendimento de GIcNAc foi obtido apés 24 h

(93%) e a producdo variou de 10 a 93% de rendimento durante 96 h de reacao.
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Tabela 7 - Comparativo de estudos de produgdo de N-acetil-glicosamina por enzimas

microbianas.
Organismo Quitina Preparagdo GIcNAc  Tempo de Referéncia
8 Tipo Forma Enzimatica (%) Produgao
. . Extrato Bruto de . Sashiwa et al.
A. hydrophyla H2330 a-quitina Flocos e pd Quitinases 64-77 10 dias 2002
. . Extrato Bruto de 83 5 dias
Aeromonas sp. GJ-18 a-quitina Coloidal Quitinases 949 9 dias Kuk et al. 2005
Aeromonas sp. - . Extrato Bruto de Jamialahmadi et
PTCC1691 a-quitina  Coloidal Quitinases I 24h al. 2011
Burkholderia cepacia a-quitina Po Extrato Bruto de 85 7 dias Pichyangkura et
TUO9 B-quitina Quitinases 90 1dia al. 2002
Bacillus licheniformis SK-  a-quitina Po Extrato Bruto de 41 6 dias Pichyangkura et
1 B-quitina Quitinases 75 al. 2002
Paenibacillus illinoisensis . . Extrato Bruto de
KIA-424 a-quitina Coloidal Quitinases 62.2 24 h Jung et al. 2007
Trichoderma reesei a-quitina Regenerada Celulases and B- 86 10 dias IlI'ina et al. 2004
glucanases
. - , Extrato Bruto de . Sashiwa et al.
T. viride a-quitina Po Quitinases 74 19 dias 2003
. N- .
Streptomyces coelicolor a-quitina Pé acetylhexosaminidase 90 8h Nguyen-Thi and
A3(2) . Doucet 2016
e Quitinase C
Extrato Bruto de 14-85 6h
A. caviae isolates a-quitina Coloidal X Quitinal;es 17-89 12h Este estudo
19-93 24h

FONTE: Cardozo, 2017.

Os resultados apresentados aqui mostram que é possivel produzir GICNAC a
partir de a-quitina utilizando coquetéis de proteinas (contendo quitinases) de estirpes de
A. caviae isoladas do ambiente marinho. Além disso, a capacidade de hidrolisar a-
quitina é uma caracteristica particularmente notavel para o desenvolvimento futuro de
processos biocataliticos para producdo de quitinases e derivados de quitina, uma vez
que esta forma de quitina é altamente resistente a degradacdo devido a sua estrutura
cristalina e & insolubilidade em &gua (CHEN et al., 2010; JUNG; PARK, 2014). E
importante mencionar que o uso de a-quitina coloidal (forma de quitina parcialmente
descristalinizada) bem como os tipos de quitinases presentes no coquetél de proteinas
também tem grande influéncia na producdo de GICNAc. Assim, um procedimento de
preparagdo de a-quitina coloidal que permite a obtencdo de maiores porcentagens de
particulas descristalinizadas e a utilizacdo de coquetéis de proteinas com quantidades
adequadas de endo e exoquitinases, como as determinadas nesse estudo, facilitam a
hidrolise enzimatica e a producdo de GIcNAc.

As mesmas observacbes foram realizadas por Chen et al., (2010a), avaliando
estudos com A. hydrophila H2330 (SASHIWA et al., 2002) e Bacillus licheniformis
SK-1 (PICHYANGKURA et al., 2002). Nesses estudos, quase 100% de GIcNAc foi

produzida usando extrato bruto de quitinases de A. hydrophila H2330, enquanto que
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20% de quitobiose foi produzida juntamente com 75% de GIcNAc utilizando um extrato
bruto com altas concentracfes de endoquitinases e baixas concentracdes de N-acetil-
glicosaminidases. Esses estudos reforcam nossos resultados e indicam que endo e
exoquitinases sdo necesséarias para completar a digestdo da quitina e, que maiores
concentrac0es de N-acetil-glicosaminidases resultam em maiores rendimentos de
GIcNAc. Assim, a estrutura cristalina da a-quitina e a composicdo enzimatica da reacdo
sdo dois fatores cruciais na producdo de GIcNAc por métodos enzimaticos (CHEN et
al., 2010a).

O declinio das concentragcbes de GICNAc em alguns ensaios foi uma
desvantagem dos coquetéis de proteinas e um ponto importante no controle da producéo
de GIcNAc. Os dados mostraram que diferentes quitinases dentre aquelas que foram
mais bem caracterizadas pela hidrélise da quitina (endoquitinases, quitobiosidases e N-
acetil-glicosaminidases) (SAHAI e MANOCHA, 1993, DAHIYA et al., 2006) podem
estar presentes em uma propor¢do relativamente alta em coquetéis de proteinas de
bactérias quitinoliticas e contribuir para reducdo da concentracdo final de GIcNAc
durante um longo periodo incubagdo. A enzima quitina deacetilase (ZHAO et al., 2010),
por exemplo, hidrolisa o grupo acetil das unidades de GIcCNAc em glicosamina e &cido
acetico e, pode diminuir a eficiéncia da produgdo de GIcNAc. Assim, o tempo de
incubacdo dos coquetéis de proteinas contendo quitinases € um parametro que requer
otimizacdo para maximizar os rendimentos de GICNAC.

Com base em nossos resultados e informacdes obtidas de estudos da literatura,
A. caviae CHZ306 foi a estirpe selecionada para os estudos de produgédo de quitinases e
GIcNAc. Essa estirpe foi selecionada por ser capaz de produzir um coquetel de
proteinas contendo quitinases que ndo afetaram as concentraces de GICNAc durante a
reacdo de hidrolise enzimatica. Além disso, foi aquela que apresentou a terceira maior
produtividade do estudo.

O sequenciamento do genoma de A. caviae CHZ306 nos mostrou também que
essa estirpe ndao contém genes que codificam a enzima quitina deacetilase, a qual
poderia influenciar negativamente na producdo de GIcNAc. Além disso, a anota¢do do
genoma mostrou que essa estirpe contém genes que condificam sete diferentes enzimas
quitinoliticas, sendo quatro endoquitinases, uma quitobiosidase, duas N-acetil-
glicosaminidases e uma quitodextrinase. Esses resultados sdo promissores, nos dando a
possibilidade de selecionar quitinases especificas para producdo de GIcNAc, bem como

outros derivados de quitina.
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CONCLUSOES

e Os housekeeping genes selecionados para Multilocus Sequence Analysis
possibilitaram caracterizar as dez estirpes como pertencentes a espécie Aeromonas
caviae e, mostraram caracteristicas apropriadas para identificacdo de espécies do género

Aeromonas.

e As dez estirpes de A. caviae foram negativas para 0s genes de viruléncia verificados
por PCR. No entanto, todas apresentaram atividade hemolitica em placas contendo Agar
sangue de carneiro, demonstrando assim, junto com analise do genoma de A. caviae
CHZ306, a importancia do uso de testes adicionais para identificar o potencial de

patogenicidade de estirpes do género Aeromonas.

e O tempo necessario de cultivo das estirpes para obtencdo de coquetéis de proteinas
capazes de converter a-quitina coloidal em GIcNAc foi determinado. Coquetéis de
proteinas obtidos nas etapas finais de cultivo (96 h) das estirpes de A. caviae
apresentaram maiores concentragcdes de N-acetil-glicosaminidases, em comparacdo a
endoquitinases e quitobiosidases e, possibilitaram a obtencdo de maiores rendimentos
de GIcNAc.

¢ GIcNAc foi produzida a partir de a-quitina coloidal utilizando coquetéis de proteinas
das dez estirpes de A. caviae. No entanto, diferentes quitinases dentre aquelas mais bem
caracterizadas na hidrolise de quitina podem estar presentes em coquetéis brutos de
proteinas e, contribuir para a reducdo da concentracdo final de GIcNAc durante longos

periodos de incubagéo.

e A. caviae CHZ306 néo foi a estirpe que apresentou a maior capacidade de conversao
de a-quitina coloidal em GIcNAc. Entretanto, produziu um coquetel de proteinas que
ndo afetou as concentragdes de GIcNAc durante a reacdo de hidrolise enzimética, sendo

assim, a estirpe selecionada para os estudos de producdo de quitinases e GICNAC.

e A. caviae CHZ306 contém genes que codificam quitinases fundamentais para o
processo de conversdo de a-quitina em GIcNAc e, ndo contém genes que codificam a

enzima quitina deacetilase, uma enzima que pode influenciar negativamente na
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producéo de GIcNAc. Esses resultados séo promissores, nos dando a possibilidade de
selecionar quitinases especificas para producdo de GIcNAc, bem como outros derivados

de quitina.



81

CAPITULO 3 - CONDICOES DE CULTIVO EM BIORREATOR PARA
PRODUCAO DE QUITINASES POR Aeromonas caviae CHZ306

3.1 INTRODUCAO

A quitina é o biopolimero mais abundante no ambiente marinho e o principal
componente do exoesqueleto dos artropodes, paredes celulares de fungos e algas
(ZOBELL; RITTENBERG, 1938). N-acetil-glicosamina (GIcNAc), unidade
monomeérica da quitina, é biocompativel, biodegradavel e apresenta grande potencial de
aplicacdo nas areas de cosmeéticos, farmacéutica e biomateriais (CHEN et al., 2010a).
Este composto tem sido tradicionalmente produzido pela hidrélise acida da quitina, mas
os procedimentos utilizados sdo ambientalmente prejudiciais, tém baixo rendimento e
alto custo (CHEN et al., 2010a; LIU et al., 2013; JUNG; PARK, 2014). Uma alternativa
sustentavel a esse processo € a hidrdlise enzimatica da quitina, a qual evitaria a
utilizacdo de produtos quimicos e ndo geraria quantidades excessivas de residuos.

Para realizar a conversdao completa de quitina em GIcCNAc por via enzimatica,
sd0 necessarios coquetéis de enzimas quitinoliticas contendo concentracfes adequadas
de endoquitinases e exoquitinases (quitobiosidases e N-acetil-glicosaminidases) (CHEN
et al., 2010a). Experimentos realizados nos capitulo 2 mostraram a influéncia das
concentracOes de cada quitinase em um coquetel de enzimas para producdo de GICNAc
(Figura 21). Nesses experimentos, dois coquetéis de quitinases, obtidos nas etapas
iniciais (24 h) e finais (96 h) do cultivo de A. caviae CH125, CH129 e CHZ306 foram
utilizados para os ensaios de producdo de GIcNAc e, de acordo com os resultados,
extratos de quitinases contendo altas concentragdes de endoquitinases, quitobiosidases e
baixas concentracbes de N-acetil-glicosaminidases produzem baixos rendimentos de
GIcNAc (aprox. 0,08 g.L™Y), enquanto que extratos de quitinases contendo altas
concentracfes de N-acetil-glicosaminidases produzem altos rendimentos de GICNAc
(aprox. 0,65 g.L™).

Com base nessas observacdes, o objetivo desse estudo foi produzir um coquetel
de quitinases em biorreator por A. caviae CHZ306 contendo quantidades adequadas de
endoquitinases (25%), quitobiosidases (25%) e N-acetil-glicosaminidases (50%) para
producdo de GIcNAc. Esse estudo foi realizado em trés etapas que incluiram a: (1)

selecdo do meio de cultivo, (2) determinacdo das condicOes de temperatura, pH e
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concentracdo de quitina em shaker e (3) determinacdo das velocidades de agitacdo e

aeracdo em biorreator.

Figura 21 - Resumo dos experimentos realizados para determinacdo do perfil do
coquetel de quitinases para producgdo de N-acetil-glicosamina.

Producdo de
N-acetil-glicosamina

T

1.

Tipo de Quitinase Tipo de Quitinase

Perfil do coquetel de
quitinases

Atividade de Quitinases

Atividade de Quitinases

durante 96 horas

Perfil de produgdo de quitinases
Atividade de Quitinases

\4

Tempo de cultivo

- Endoquitinases D Quitobiosidases -N—acetiI—glicosaminidases

Legenda: EP, enzimas com expressdo precoce; ET, enzimas com expressdo tardia; C1, Coquetel de
quitinases obtido nas etapas iniciais do cultivo (24 h); C2, Coquetel de quitinases obtido nas etapas finais
do cultivo (96 h).

FONTE: Cardozo, 2017
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo geral

Estudar e definir as condicGes de cultivo para producdo de um coquetel de quitinases em

biorreator por A. caviae CHZ306.

3.2.2 Objetivos especificos

e Selecionar um meio de cultivo para producdo de um coquetel de quitinases por A.
caviae CHZ306, em shaker;

e Otimizar as condi¢cdes de temperatura, pH e concentragcdo de quitina para producao
de um coquetel de quitinases por A. caviae CHZ306, em shaker;

e Estudar a influéncia do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k.a)

sobre a producdo de um coquetel de quitinases por A. caviae CHZ306, em biorreator.
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3.3 MATERIAL E METODOS

Esta etapa do trabalho foi realizada no Laboratorio de Biotecnologia
Farmacéutica e no Setor de Fermentacdes do Departamento de Tecnologia Bioquimico-
Farmacéutica da FCF-USP. Os experimentos e analises estatisticas foram realizados em

colaboracdo com o doutorando Valker Feitosa.

3.3.1 Preparacéo do banco de trabalho

A. caviae CHZ306 foi semeada em placa de Petri contendo agar mineral com
quitina, como descrito no item 2.3.1. Cinco colonias bacterianas foram inoculadas em
Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de caldo mineral com 1% de quitina coloidal
e incubados a 28 °C por 24 horas sob agitacdo constante a 180 rpm. Tubos Eppendorf
de 1,7 mL contendo 1,0 mL da suspensdo bacteriana com 20% de glicerol foram
preparados e armazenados a -80 °C. A suspensdo bacteriana foi utilizada como pré-

indculo nos ensaios de producdo de quitinases em shaker e biorreator.

3.3.2 Meio de cultivo para producdo de um coquetel de quitinases em shaker

por Aeromonas caviae CHZ306

Doze meios de cultivo contendo diferentes fontes de nitrogénio (Tabela 8) foram
avaliados. Os meios de cultivo tiveram como base o caldo mineral com quitina,
preparado com a seguinte composicao por litro: KH,PO4, 0,2 g.LY; K,HPO,, 1,6 g.L7Y;
MgS0,.7H,0, 0,2 g.L™: NaCl, 0,1 g.L™"; FeSO,.7H,0, 0,01 g.L':; CaCl,.2H,0, 0,02
g.L'"; quitina coloidal, 10,0 g.L™", a concentracéo de nitrogénio foi fixada em 0,2 g.L ™, e
o0 pH inicial ajustado para 7,0.

As analises da composicdo elementar de carbono e nitrogénio foram realizadas
pela a Central Analitica do 1Q-USP. A técnica esta relacionada a combustdo da amostra
a 925 °C na presenca de oxigénio puro e medigdo dos produtos a partir de mudancas na
condutividade térmica. No caso dos compostos organicos, o carbono é convertido a
diéxido de carbono e o nitrogénio a gas nitrogénio. Ja para os substratos quimicamente
definidos, as concentracdes de C e N foram determinadas com base nas respectivas

estruturas quimicas e massas moleculares.
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Tabela 8 - Caracteristicas dos substratos utilizados como fonte de nitrogénio na
preparacdo dos meios de cultivo para producdo de quitinases por
Aeromonas caviae CHZ306.

Meio de " . T -
X Substrato Marca InformagGes Gerais Principais Constituintes
Cultivo
- Composto inorganico raro na natureza e preparado . -
M1 Sulfato de Amonio Carlos Erba p - 8 . - , p P Nitrogénio e enxofre
por reagdo da amdnia com o acido sulfurico.
Composto inorganico geralmente produzido pela
M2 Acetato de Aménio Synth neutralizagdo de acido acético com carbonato de Nitrogénio
amonio.
Composto inorganico geralmente produzido pela
m3 Nitrato de Amdnio Synth neutralizagdo de acido nitrico com hidréxido de Nitrogénio
amonio.
Composto  organico nitrogenado  sintetizado
M4 Uréia Synth industrialmente por desidratacdo do carbamato de Nitrogénio
amonia.
Produto da hidrdlise acida da caseina. O método
de produgdo provoca a hidrdlise quase completa
M5 Casaminodacidos BD da caseina, obtendo-se um produto com alto teor Aminoacidos
de aminodcidos e baixos teores de cloreto de sédio
e ferro.
. . , Proteinas, aminodacidos,
Extrato desidratado de carnes bovina. O método fracoes de
. de produgdo ndo utiliza um processo enzimatico ou , -
M6 Extrato de Carne Acumedia ,p X ¢ P nucleotideos, dcidos
quimico, obtendo-se um produto com uma fonte A s N
. - ; organicos, vitaminas e
indefinida de nutrientes. K K
minerais
Concentrado da porgdo soluvel das células ,
K - Peptideos,
autolisadas de Saccharomyces cerevisiae. O RO
Extrato de , o , . aminodcidos,
M7 BD método de produgdo é cuidadosamente .
Levedura « o carboidratos e
controlado para preservagdo das vitaminas do o
vitaminas
complexo B.
Produto da hidrélise enzimatica de proteina
animal. O método de produgdo possibilita a
[\ ] Bacto Peptona BD obtengdo de um produto com altos teores de Peptonae aminoacidos
peptona e aminodcidos e baixos teores de
proteoses e fontes mais complexas de nitrogénio.
Produto da hidrdlise enzimdtica de proteina
animal. O método de produgdo possibilita a
M9 Peptona A Acumedia obtengdo de um produto com altos teores de Peptonae aminodacidos
peptona e aminoacidos e baixos teores de
proteoses e fontes mais complexas de nitrogénio.
Produto da hidrélise enzimatica de gelatina. O
método aplicado extrai a gelatina por ebuligdo do ,
. . Peptideos e
M10 Peptona G Acumedia colageno e obtem um produto com altos teores de s
N K ) L aminoacidos
prolina e baixos teores de carboidratos, cistina,
metionina e triptofano apds a hidrdlise.
Proteinas, aminodacidos,
. . ) Sub-produto do processamento industrial do milho carboidratos, acidos
M11 Corn Steep Liquor  Sigma-Aldrich 'p P . o
obtido durante a etapa de moagem. organicos, vitaminas e
minerais
Produto da hidrélise enzimdtica da caseina. O
- método de produgdo provoca a hidrdlise Peptideos e
M12 Tripitona BD . P ,c P p (.
incompleta da caseina, obtendo-se um produto aminoacidos

com alguns oligopeptideos e rico em triptofano.

FONTE: Cardozo, 2017.

As concentracdes de carbono (C) e nitrogénio (N) assim como a relacdo C:N de

cada meio de cultivo podem ser observadas na Tabela 9. Adicionalmente, a quitina

coloidal também foi enviada para anélise elementar e apresentou 44 % de carbono e 6%

de nitrogénio.
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Tabela 9 - Andlise da composicdo elementar para carbono (C) e nitrogénio (N) e
relacdo C:N dos substratos utilizados como fonte de nitrogénio na
preparacdo dos meios de cultivo.

Quantidade no Relagdo C:N

“élj:;:oe Fonte de Nitrogénio Ca:‘l;’c))no Nitr(c;/f;‘énio Meio de Eultivo (Meio de

(g.L7) Cultivo)
M1 Sulfato de Aménio 0 21 1,00 0,7
M2 Acetato de Amonio 16 18 1,17 1,5
M3 Nitrato de Amonio 0 35 0,61 0,7
M4 Ureia 20 47 0,45 1,1
M5 Casaminoacidos 33 11 1,97 3,5
M6 Extrato de Carne 42 13 1,70 3,7
m7 Extrato de Levedura 39 11 1,94 3,9
M8 Bacto Peptona 43 15 1,42 3,3
M9 Peptona A 42 13 1,61 3,6
mM10 Peptona G 44 16 1,32 3,2
Mi11 Corn Steep Liquor 38 8 2,81 5,2
M12 Tripitona 44 13 1,67 3,8
M13 Corn Steep Liquor e Peptona A (1:1) 40 10 1,40; 0,80 4,2
mM14 Corn Steep Liquor e Peptona A (1:2) 40 11 0,94; 1,07 3,9
M15 Corn Steep Liquor e Peptona A (2:1) 40 9 1,87;0,54 4,4

Nota: *Os valores de relacdo C:N final no meio de cultivo foram calculados de acordo com as fontes de
carbono e nitrogénio (substratos + quitina coloidal) utilizadas para preparacdo dos meios de cultivo.
FONTE: Cardozo, 2017.

Para a realizagdo dos ensaios, 1,0 mL da suspenséo bacteriana (Item 3.3.1) foi
inoculada em Erlenmeyer de 100 mL contendo 50 mL de caldo mineral com 1% de
quitina coloidal e incubado a 28 °C sob agitacdo constante a 180 rpm. Apds 24 horas,
1,0 mL deste pré-indculo bacteriano (aprox. 5,0 x 10° UFC/mL) foi inoculado em
Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL do meio de cultivo e incubado a 28 °C por 96
horas sob agitagdo constante a 180 rpm. Os cultivos foram realizados em duplicata e
aliquotas de 500 pL foram coletadas nos tempos 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas
para avaliacdo do crescimento celular e atividade de endoquitinases e exoquitinases
(quitobiosidases e N-acetil-glicosaminidases).

O crescimento celular foi quantificado no citdmetro de fluxo Guava EasyCyte
Mini (Merck Millipore) apés tratamento das amostras com o kit Guava® ViaCount®
Assay (Merck Millipore), de acordo com as recomendacdes do fabricante. As atividades

de endoquitinases e exoquitinases foram determinadas como descrito no item 2.3.4.3.
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3.3.3 Determinacdo das condicdes de temperatura, pH e concentracdo de
quitina para producdo de um coquetel de quitinases por Aeromonas
caviae CHZ306

As variaveis temperatura, pH inicial e concentracdo de quitina foram avaliadas
para otimizacdo das condi¢bes de cultivo em shaker para producdo de coquetel de
quitinases por A. caviae CHZ306.

Foram realizados dois planejamentos fatoriais completos do tipo 2% (BOX et al.,
1978), constituidos por trés varidveis independentes, em trés niveis e cinco repeticdes
no ponto central; cada planejamento totalizou 13 experimentos. Foram utilizadas
analises de variancia (ANOVA) e graficos de Pareto para identificar os fatores (ou
variaveis independentes) que influenciaram significativamente a producdo de quitinases.
Adicionalmente, para confirmacdo das condi¢des otimizadas, foi realizado um terceiro
planejamento fatorial completo do tipo 3% (BOX; BEHNKEN, 1960), constituido por
duas variaveis independentes, em trés niveis e trés repeticbes no ponto central,
totalizando 11 experimentos. Os trés planejamentos experimentais contendo as variaveis
com seus niveis tanto em valores reais como codificados podem ser observados na
Tabela 10.

No primeiro planejamento, concentracdo de quitina coloidal (1, 2 e 3%), pH
inicial (6,0, 7,0 e 8,0) e temperatura (22, 28 e 34 °C) foram as variaveis independentes
avaliadas. No segundo planejamento, as variaveis independentes foram, concentracéo de
quitina coloidal (3, 4 e 5%), pH inicial (8,0, 9,0 e 10,0) e temperatura (34, 38 e 42 °C).
No terceiro planejamento, o pH inicial foi fixado em 8,0, e avaliaram-se a concentragéo
de quitina coloidal (5, 6 e 7%) e a temperatura (32, 34 e 36 °C).

Para realizagdo dos ensaios, 1,0 mL da suspensdo bacteriana (Item 3.3.1) foi
inoculado em Erlenmeyer de 100 mL contendo 50 mL do meio de cultivo definido
segundo o item 3.3.2, e incubado a 28 °C por 24 horas sob agitagdo constante a 180
rpm. Ap6s 24 horas, 1,0 mL deste pré-inculo bacteriano (aprox. 5,0 x 10°> UFC/mL) foi
inoculado em Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL do mesmo meio de cultivo,
determinado segundo o item 3.3.2 e incubado por 96 horas sob agitacdo constante a 180
rpm. Os cultivos foram realizados em duplicata e aliquotas de 500 puL foram coletadas
nos tempos 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas para quantificacdo do crescimento
celular e atividade de endoquitinases e exoquitinases (quitobiosidases e N-acetil-

glicosaminidases).
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A atividade de endoquitinases e exoquitinases foram as variaveis dependentes
dos planejamentos fatoriais e foram determinadas de acordo como descrito no item
2.3.4.3. O crescimento celular foi monitorado e quantificado de acordo como descrito

no item 3.3.2.

Tabela 10 - Variaveis e niveis (valores codificados e reais) utilizados nos
planejamentos experimentais para otimizacdo da producdo de
quitinases por Aeromonas caviae CHZ306, em shaker.

Niveis em valores reais e codificados

Fatores
Inferior (-1) Central (0) Superior (+1)

] .
s Quitina (%) 1 2 3
Q -
E5
T EN pH 6 7 8
c g
S o

x
o Temp. (°C) 22 28 34
] .
] Quitina (%) 3 4 5
@€
5
T £ pH 8 9 10
S o
S o

x
o Temp. (°C) 34 38 42
S _
g £ Quitina (%) 5 6 7
E5 -
TE®
S o
S o o
o x Temp. (°C) 32 34 36
o

FONTE: Cardozo, 2017.

3.3.4 Coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k,_a) para producao

de coquetel de quitinases por Aeromonas caviae CHZ306, em biorreator.

Para obtencdo da influéncia de diferentes coeficientes volumétricos de
transferéncia de oxigénio (ki a) na producdo de quitinases em biorreator, foi realizado
um quarto planejamento experimental, do tipo fatorial completo 3° (BOX-BEHNKEN,
1960). As velocidades de agitacdo (150, 250 e 350 rpm) e aeragéo (0,25, 1,00 e 1,75
vvm) foram as variaveis independentes estudadas para determinacdo das melhores
condigdes de k a para producdo do coquetel de quitinases por A. caviae CHZ306. O
planejamento experimental contendo as varidveis com seus niveis tanto em valores

codificados como reais podem ser observados na Tabela 11.
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Para realizagcdo dos ensaios, 1,0 mL da suspensdo bacteriana (Item 3.3.1) foi
inoculado em Erlenmeyer de 250 mL contendo 200 mL do meio de cultivo preparado
com a seguinte composicdo por litro: Peptona A, 0,54 g.L™"; Corn-Steep Liquor, 1,87
g.L™": KHyPO,, 0,2 g.L ™ KoHPO,, 1,6 gL MgS04.7H,0, 0,2 g.L%; NaCl, 0,1 g.L™;
FeS0,.7H,0, 0,01 g.L™"; CaCl,.2H,0, 0,02 g.L™"; quitina coloidal, 50,0 g.L™*, com pH
inicial ajustado para 8,0, e incubado a 34 °C sob agitacdo constante a 180 rpm. Apds 16
horas, os 200 mL deste pré-inculo bacteriano (aprox. 5,0 x 10° UFC.mL™) foram
vertidos assepticamente na dorna de 3 L do biorreator de bancada BioFlo 110 (New
Brunswick, Edison, NJ, Estados Unidos), contendo 1,8 L do mesmo meio de cultivo. A
dorna, contendo meio de cultivo, juntamente com os eletrodos de pH e oxigénio
dissolvido (dO;) foram previamente autoclavados a 121 °C durante 20 minutos.

Aliquotas de 3,0 mL foram coletadas nos tempos 0, 2, 4, 8, 12, 18, 24, 30 e 36 h
para quantificacdo do crescimento celular e atividade de endoquitinases e exoquitinases
(quitobiosidases e N-acetil-glicosaminidases).

A atividade de endoquitinases e exoquitinases foram as variaveis dependentes do
estudo comparativo e foram determinadas de acordo como descrito no item 2.3.4.3. O
crescimento celular foi monitorado e quantificado de acordo como descrito no item

3.3.2. O Oxigénio dissolvido (DO,) e pH também foram parametros monitorados.

Tabela 11 - Variaveis e niveis (valores codificados e reais) utilizados no planejamento
experimental para avaliacdo da influéncia do k a na producéao de quitinases
por Aeromonas caviae CHZ306, em biorreator de bancada BioFlo 110
(New Brunswick, Edison, NJ, Estados).

Variaveis com niveis em valores reais e codificados

F
atores Inferior (-1) Central (0) Superior (+1)
o) . o
£ g Velocidade de agita¢do 150 250 350
g5 (rpm)
.qc_). g
c 2 i a
= L%_ Velocidade de aeragao 0,25 1,00 1,75
o (vvm)

FONTE: Cardozo, 2017.

O k.a foi calculado com base na velocidade de dissolugdo do oxigénio em meio
aquoso em funcdo das condicOes de agitagdo e aeracdo (OZBEK; GAVIK, 2001;
YOUNG; COONEY, 1985). Para estas determinacfes utilizou-se uma sonda de
oxigénio dissolvido (Mettler Toledo) tipo célula polarografica. As medidas foram

realizadas no biorreator Bioflo 110 contendo 1 L de &gua destilada, a 25 °C, em
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determinadas condigdes de agitacdo (150, 250 e 350 rpm) e aeracdo (0,25, 1,0, 1,75 e
2,5 vvm). Inicialmente a concentracdo de oxigénio dissolvido no interior da dorna foi
reduzida a 0% através de injecdo de nitrogénio comprimido. Logo apos, o biorreator foi
rapidamente regulado para condic¢des definidas de agitacdo e aeragdo, e entdo foi
monitorada o aumento da concentracdo de oxigénio dissolvido em funcdo do tempo.
Nestas condi¢bes, o balanco de massa na fase liquida pode ser representado pela
seguinte expressao:

dC/dt = k,a.(Cs-C), com C S igual a concentracdo de oxigénio dissolvido na
saturacéo (100%).

Em que:

C = Concentragdo de oxigénio dissolvido na agua (%);

t = Tempo (h);

k.a = Coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (h™);

Cs = Concentracao de saturacdo do oxigénio dissolvido (%).

Integrando-se a equacdo acima e tracando-se a curva In(Cs-C) em funcdo do
tempo tém-se que o médulo do coeficiente angular da reta (inclinagdo) k.a, para cada

condicdo experimental. Os valores dos k,a estdo descritos na Tabela 12.

Tabela 12 - Coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (K a) determinado no
biorreator de bancada Bioflo 110 durante o estudo de producdo de
quitinases por Aeromonas caviae CHZ306.

Agitacdo (rpm) Aeragdo (vvm) K.a (h'l)
0,25 8
150 1,00 17
1,75 35
0,25 17
1,00 45
250 1,75 55
2,50 71
0,25 28
350 1,00 70
1,75 96

FONTE: Cardozo, 2017.
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3.4 RESULTADOS

A determinacdo das condi¢bes de cultivo para producdo de um coquetel de
quitinases em biorreator por A. caviae CHZ306 foi realizada em trés etapas: (1) selecdo
do meio de cultivo, (2) otimizacdo das condicdes de temperatura, pH e concentracéo de
quitina em shaker e (3) determinacdo das velocidades de agitagdo e aeracdo em
biorreator.

Os resultados de cada etapa estdo apresentados individualmente nos proximos
itens e, de um modo geral, pode-se observar que as condi¢fes determinadas apds
avaliacdo dessas trés etapas (Tabela 13) possibilitaram a diminuicdo do tempo de
obtengdo do coquetel de quitinases de 96 para 12 horas e proporcionaram
produtividades de 4,8, 5,5 e 14,5 U.L">.h™ de endoquitinases, quitobiosidases e N-acetil-
glicosaminidases, respectivamente (Tabela 14). O perfil das melhores condicbes de
producéo de quitinases determinadas em cada etapa, bem como o crescimento celular de

A. caviae CHZ306 ao longo do tempo podem ser observados na Figura 22.

Tabela 13 - Comparacgéo entre as condicGes iniciais e as determinadas ap6s avaliacdo
das condic¢des de cultivo para produgdo de quitinases por Aeromonas
caviae CHZ306, em biorreator.

Condigoes Iniciais Condigdes Determinadas

(NH,),50,, 1,0 gL™; KH,PO,, 0,2 gL Peptona A, 0,54 gL Corn-Steep Liguor,
K,HPO,, 1,6 g.L'; MgS0,.7H,0, 0,2 g.L'"; 1,87 gL KH,PO,, 0,2 g.L"; K,HPO,, 1,6 gL

Composigdo do Meio - "0 1”5 |4 'Fes0,7H,0, 0,01 gl: % MgS0.7H,0, 0.2 gL'’ NaCl, 0,1 g.L™;

de Cultivo

CaCl,.2H,0, 0,02 g.L™; Quitina Colidal, FeS0,.7H,0, 0,01 g.L'™; CaCl,.2H,0, 0,02 g.L’
10,0 g.L" ! Quitina Colidal, 50,0 g.L™
Fonte Primdria de Quitina Coloidal Quitina Coloidal
Carbono
Fonte g::;:::"a de - Corn-Steep Liquor e Peptona A
Fonte de Nitrogénio (NH,4),S0, Corn-Steep Liquor e Peptona A
Quitina Coloidal (%) 1,0 5,0
Relagao C:N 0,7 5,2
pH 7,0 8,0
Temperatura (°C) 28,0 34,0
ka (h™) - 55,2
Agitagdo (rpm) 180 250
Aeragdo (vvm) - 1,75
Tempo de Cultivo (h) 96 12
Tipo de Cultivo Shaker Biorreator

FONTE: Cardozo, 2017
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Tabela 14 - Comparacdo da produtividade de endoquitinases, quitobiosidases e N-
acetil-glicosaminidases entre as etapas de avaliacdo das condicbes de
cultivo para producdo do coquetel de quitinases por Aeromonas caviae

CHZ306.

Condigdes de

Produgdo de

Produtividade

Etapa de Cultivo Quitinases (U.LY) (u.Lth?
Avaliagdo Quitina Temp. Agitagdo Aeracdo Coquetel

% P (pm)  (wm) Ty ¥ @ @ @@ @
Inicial 1 7 180 - - 96 01 01 3,7 0,001 0001 0,039
Melo.de 7 180 - - 96 93 16,4 78,3 0,097 0,171 0,816
Cultivo
Shaker 5 8 180 - - 36 53,1 55,1 192,5 1,475 1,531 5,347
Biorreator 5 8 250 1,75 55 12 57,5 65,9 173,4 4,792 5,492 14,450

Legenda: Inicial, condi¢des iniciais de cultivo para producdo de quitinases; Meio de Cultivo, condicBes
determinadas na etapa de padronizacdo do meio de cultivo; Shaker, condi¢des determinadas na etapa de
avaliag8o das condicOes de temperatura pH e concentracdo de quitina em shaker; Biorreator, condi¢fes
determinadas na etapa de determinacéo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kLa) em
biorreator.Q1, endoquitinases; Q2, quitobiosidases e; Q3, N-acetil-glicosaminidases.

FONTE: Cardozo, 2017
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Figura 22 - Perfil de crescimento celular (A), producdo de endoquitinases (B),
quitobiosidases (C) e N-acetil-glicosaminidases (D) entre as etapas de
avaliacdo das condicBes de cultivo para producdo do coquetel de
quitinases por Aeromonas caviae CHZ306.
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Legenda: Inicial, condi¢des iniciais de cultivo para producéo de quitinases; Meio de Cultivo, condi¢Ges
determinadas na etapa de padronizacdo do meio de cultivo; Shaker, condi¢des determinadas na etapa de
avaliacdo das condicdes de temperatura pH e concentracdo de quitina em shaker; Biorreator, condi¢fes
determinadas na etapa de determinagdo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kLa) em
biorreator. As flechas indicam o tempo considerado para obtencdo do coquetel de quitinases, segundo as
etapas avaliadas.

FONTE: Cardozo, 2017.

3.4.1 Selecdo do meio de cultivo para producdo de coquetel de quitinases por

Aeromonas caviae CHZ306, em shaker.

A primeira etapa do estudo de producédo de quitinases foi a selecdo de um meio
de cultivo que possibilitasse a obtencdo de altas concentracdes dos trés tipos de
quitinases (endoquitinases, quitobiosidases e N-acetil-glicosaminidases) por A. caviae

CHZ306. O meio previamente utilizado (M1), contendo 1,0 g.L™* de sulfato de aménio,
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que fornece 0,2 g.L™* de nitrogénio, foi comparado com outros 11 meios de cultivo
preparados com fontes de nitrogénio como substrato.

De maneira geral, observou-se que todos os meios de cultivo proporcionaram o
crescimento celular e a producéo dos trés tipos de quitinases ao longo do tempo (Figura
23). A maior producdo de endoquitinases e quitobiosidases ocorreu nas primeiras 12 h
de cultivo, diminuindo ao longo do tempo. Por outro lado, foi observado maior
producdo de N-acetil-glicosaminidases apds 96 h de cultivo. O crescimento celular
variou de 10° UFC.mL"e 10" UFC.mL" entre os meios de cultivo.

Figura 23 - Perfil de crescimento celular (A), produgédo de endoquitinases (B),
quitobiosidases (C) e N-acetil-glicosaminidases (D) durante a selecéo
de um meio de cultivo para producdo de quitinases por A. caviae
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Legenda: As séries de dados destacadas em amarelo representam a producdo de quitinases obtidas com o
meio de cultivo previamente utilizado no estudo (M1). As destacadas em verde (M11) e vermelho (M9)
representam as melhores condicdes para producéo de quitinases.

FONTE: Cardozo, 2017.
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Observou-se que a producdo de quitinases com o meio previamente utilizado no
estudo (M1) esteve entre as mais baixas. A producdo de endoquitinases e
quitobiosidases foi de apenas 6 U.L™ (12 h de cultivo) e 4 U.L™ de N-acetil-
glicosaminidases (96 h). Para obtencdo de um coquetel com quantidades adequadas de
quitinases para producdo de N-acetil-glicosamina, seriam necessarias 96 h utilizando
esse meio de cultivo e, com uma baixa producdo de 0,1 U.L* (endoquitinases e
quitobiosidases) e 3,7 U.L™ (N-acetil-glicosaminidases) (Tabela 8). Assim, a avaliacéo
de outros meios de cultivo, compostos por diferentes fontes de nitrogénio, foi
importante para o0 aumento da producdo dos trés tipos de quitinases.

Maior producdo de quitinases foi obtida com os meios de cultivo M11 (Corn-
Steep Liquor) e M9 (Peptona A). No tempo de producdo maxima de cada tipo de
quitinase (Figura 24) e em comparagdo com o0 meio M1, o meio M11 possibilitou ao
maior aumento da producdo de endoquitinases (6 para 32 U.L™) e quitobiosidases (6
para 23 U.L™) e ao segundo maior aumento da producdo de N-acetil-glicosaminidases
(4 para 54 U.L™). J4 0 meio M9, possibilitou ao segundo maior aumento da producéo de
endoquitinases (6 para 23 U.L™) e quitobiosidases (6 para 21 U.L™") e ao maior aumento
da producéo de N-acetil-glicosaminidases (4 para 78 U.L™).

Com relagdo ao crescimento bacteriano, o meio M11 foi aquele que
proporcionou maior concentracdo celular, com médias de aproximadamente 10%°
UFC.mL™ ao longo das 96 h de cultivo, seguido de 10° UFC.mL™ no meio de cultivo
MO.
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Figura 24 - Producéo de quitinases por Aeromonas caviae CHZ306 utilizando meios de
cultivos preparados com diferentes fontes de nitrogénio.
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Legenda: As séries de dados destacadas em amarelo representam a producdo de quitinases obtidas com o
meio de cultivo previamente utilizado no estudo (M1). As destacadas em verde (M11) e vermelho (M9)
representam as melhores condi¢Bes para producdo de quitinases. (A) Atividade de endoquitinases no
tempo de producdo maxima (12 h); (B) Atividade de quitobiosidases no tempo de produ¢do maxima (12
h) e; (C) Atividade de N-acetil-glicosaminidases no tempo de producdo maxima (96 h)

FONTE: Cardozo, 2017.

Uma vez que os meios de cultivo M11 (Corn Steep Liquor) e M9 (Peptona A)
proporcionaram maior producdo de quitinases por A. caviae CHZ306, avaliou-se
também a combinacdo dessas duas fontes de nitrogénio na producdo de quitinases. Para
isso, trés meios de cultivo (M13, M14 e M15) com diferentes proporcdes de Corn-Steep
Liquor e Peptona A (1:1, 1:2 e 2:1) foram preparados e avaliados durante 96 h de
cultivo.

De acordo com os resultados observados (Figura 25 e Tabela 8), ndo foi
observado incremento na producdo de endoquitinases e quitobiosidases as 12 h e de N-
acetil-glicosaminidases apds 96 h de cultivo. Por outro lado, observou-se que a

interacdo dessas duas fontes de nitrogénio fez com que a producdo de N-acetil-
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glicosaminidases aumentasse a partir das 36 h de cultivo, enquanto que para 0s meios de
cultivo M11 e M9, a producdo era observada somente a partir das 60 h de cultivo.
Enquanto a producdo de N-acetil-glicosaminidases nos meios M1l e M9 foi
aproximadamente 10 U.L™, a producdo nos meios M13, M14 e M15 aumentou para 24,
32 e 33 U.L™, respectivamente, as 60 h de cultivo.

Figura 25 - Perfil de crescimento celular (A), producdo de endoquitinases (B),
quitobiosidases (C) e N-acetil-glicosaminidases (D) por Aeromonas
caviae CHZ306 em meios de cultivo com diferentes proporcbes de
Corn-Steep Liquor e Peptona A.
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Legenda: As séries de dados destacadas em verde (M11) e vermelho (M9) representam a maior produ¢édo
de quitinases da etapa anterior. As destacadas em azul (M15) representam a producdo obtida com o meio
de cultivo selecionado para os estudos de producdo de quitinases em shaker e biorreator. As flechas
indicam o tempo de producéo maxima de cada tipo de quitinase.

FONTE: Cardozo, 2017.

Com esses resultados, selecionamos o meio M15 [Corn-Steep Liquor + Peptona
A (2:1)] para os estudos de producao de quitinases em shaker e biorreator. Esse meio de
cultivo foi selecionado por ser aquele que apresentou maior producdo dos trés tipos de

quitinases e que proporcionou 0 aumento da producdo de N-acetil-glicosaminidases a
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partir das 36 h de cultivo. Por mais que para obtencdo do coquetel de quitinases
utilizando esse meio de cultivo também seriam necessarias 96 h, a producdo nesse
tempo foi superior aquelas observada no meio M1, atingindo 9,3 U.L™ (endoquitinases),
16,4 U.L™ (quitobiosidases) e 78,3 U.L™ (N-acetil-glicosaminidases) (Tabela 15).

A composicdo por litro do meio M15 foi a seguinte: Peptona A, 0,54 g.L™; Corn
Steep Liquor, 1,87 g.L™; KH,PO4, 0,2 g.L Y K;HPO,, 1,6 g.L™; MgS04.7H,0, 0,2 g.L°
1 NaCl, 0,1 g.L"; FeSO,.7H,0, 0,01 g.L":; CaCl,.2H,0, 0,02 g.L™"; quitina coloidal,
10,0 g.L™", pH 7,0.

Tabela 15 - Producéo de quitinases por Aeromonas caviae CHZ306 quando cultivadas
em meios de cultivo compostos por diferentes fontes de nitrogénio.

Atividade de Quitinases (U.L'l)

Experimento Meio de Cultivo Tempo de Cultivo (h)
0 12 24 36 48 60 72 84 96
M1 Sulfato de Aménio 0,0 5,7 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
M2 Acetato de Aménio 0,0 2,5 0,0 0,0 0,5 0,0 0,5 0,0 0,0
M3 Nitrato de Amonio 0,0 2,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
mMa Uréia 0,0 1,2 0,4 0,0 0,0 0,5 0,5 0,1 0,0
73 M5 Casaminoacidos 0,0 2,6 0,2 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0
z M6 Extrato de Carne 0,0 19,3 5,7 2,3 2,1 1,5 1,6 1,6 1,5
£ M7 Extrato de Levedura 0,0 5,3 0,1 0,1 0,6 0,1 0,1 0,5 0,7
= M8 Bacto Peptona 0,0 16,5 7,3 3,3 2,3 1,9 1,9 1,9 1,7
g M9 Peptona A 0,0 23,1 13,5 6,4 5,0 2,6 2,1 1,9 1,7
-g mMmi1o Peptona G 0,0 17,1 6,1 2,9 1,9 2,4 0,8 0,8 0,8
w M11 Steep-corn 0,0 32,1 24,0 16,4 17,6 15,2 16,9 15,0 13,9
M12 Tripitona 0,0 18,4 5,7 1,9 2,4 1,2 1,2 1,0 1,0
m13 Corn Steep Liquor + Peptona A (1:1) 0,0 16,7 10,7 6,5 6,9 4,6 3,7 4,1 3,6
mi4 Corn Steep Liquor + Peptona A (1:2) 0,0 23,0 14,4 8,3 6,3 4,8 4,0 4,2 3,5
M15 Corn Steep Liquor + Peptona A (2:1) 0,0 30,1 19,9 14,9 14,6 10,4 9,1 9,5 9,3
M1 Sulfato de Aménio 0,0 6,0 0,2 0,2 0,2 0,3 0,1 0,1 0,1
M2 Acetato de Aménio 0,0 2,4 0,1 0,0 0,1 1,1 0,0 0,3 0,3
M3 Nitrato de Aménio 0,0 2,9 0,4 0,0 0,0 1,2 0,0 0,0 0,0
L\ Uréia 0,0 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
P M5 Casaminoacidos 0,0 2,7 0,6 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0
8 mMé Extrato de Carne 0,0 21,0 10,9 8,0 6,5 7,1 4,7 7,7 8,0
% M7 Extrato de Levedura 0,0 5,5 1,7 0,9 1,2 1,4 0,6 1,8 2,0
:g M8 Bacto Peptona 0,0 19,3 11,4 6,2 4,9 4,7 54 5,2 53
3 M9 Peptona A 0,0 21,2 14,9 10,2 9,1 8,3 7,4 7,5 8,0
=3 mMmi1o Peptona G 0,0 18,4 10,3 6,8 6,1 6,9 3,3 4,9 5,2
o Mi1 Steep-corn 0,0 23,0 22,0 17,5 18,4 16,4 16,3 15,9 15,6
Mi12 Tripitona 0,0 16,9 6,8 3,7 3,2 2,8 1,8 2,3 2,3
Mi13 Corn Steep Liquor + Peptona A (1:1) 0,0 21,5 17,8 14,1 14,6 10,4 9,5 10,5 9,1
Mi4 Corn Steep Liquor + Peptona A (1:2) 0,0 21,2 20,8 16,2 15,1 11,5 10,4 11,2 10,6
M15 Corn Steep Liquor + Peptona A (2:1) 0,0 21,4 19,5 17,2 17,7 16,9 15,1 16,2 16,4
M1 Sulfato de Aménio 0,0 0,5 0,8 1,7 1,9 2,7 2,8 3,4 3,7
M2 Acetato de Aménio 0,0 1,4 2,8 2,9 4,3 4,2 4,6 53 6,3
() M3 Nitrato de Aménio 0,0 0,5 1,6 1,0 1,6 1,3 1,6 1,4 1,2
_§ M4 Uréia 0,0 1,1 0,2 1,2 2,1 2,6 4,5 5,1 5,6
‘c M5 Casaminoacidos 0,0 1,6 1,1 1,4 2,0 2,1 3,0 3,6 3,9
'E M6 Extrato de Carne 0,0 5,8 9,9 5,0 6,6 4,5 11,5 36,4 39,9
8 M7 Extrato de Levedura 0,0 2,6 7,1 5,6 3,1 6,5 13,2 25,9 31,9
g M8 Bacto Peptona 0,0 2,8 6,0 9,8 3,4 7,0 12,7 23,9 29,9
G M9 Peptona A 0,0 8,8 11,3 10,9 12,1 11,7 33,5 72,2 78,2
é mMio Peptona G 0,0 0,7 2,9 2,2 1,7 3,1 4,2 7,6 10,5
8 Mi1 Steep-corn 0,0 2,5 2,1 3,1 7,7 9,1 30,9 49,7 53,7
<| Mi12 Tripitona 0,0 0,7 4,1 3,2 1,6 3,9 51 8,6 12,7
= Mm13 Corn Steep Liquor + Peptona A (1:1) 0,0 4,1 6,6 9,9 20,9 23,9 30,1 40,2 46,0
Mmi4 Corn Steep Liquor + Peptona A (1:2) 0,0 7,6 12,7 15,7 25,4 31,9 44,4 52,1 57,7
M15 Corn Steep Liquor + Peptona A (2:1) 0,0 4,5 10,5 14,5 23,6 33,0 47,3 65,2 78,3

FONTE: Cardozo, 2017.
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3.4.2 Condicdes de temperatura, pH e concentracdo de quitina para producéo

de um coquetel de quitinases por Aeromonas caviae CHZ306

Trés planejamentos experimentais, avaliando trés variaveis (concentracdo de
quitina coloidal, pH inicial e temperatura), foram realizados para determinar as
melhores condicdes de cultivo para producdo de um coquetel de quitinases em shaker
por A. caviae CHZ306.

3.4.2.1 Avaliacdo do primeiro planejamento experimental aplicado para producao

de um coquetel de quitinases em shaker

De acordo com os resultados obtidos com o primeiro planejamento
experimental, do tipo fatorial completo 2° (Figura 26 e Tabela 16), A. caviae CHZ306
foi capaz de produzir os trés tipos de quitinases em todas as condigcfes de temperatura
(22, 28 e 34 °C), concentracdo de quitina (1, 2 e 3%) e pH (6, 7 e 8) avaliadas. O
crescimento celular ndo foi afetado por nenhuma dessas condicdes e, 0 experimento n°
8, foi aquele que mostrou o melhor perfil de producéo para o coquetel de quitinases de
interesse. Em comparagdo com as condicdes utilizadas na etapa de selecdo do meio de
cultivo (concentragéo de quitina, 1%; pH inical, 7,0; e temperatura 28 °C), as condi¢cfes
desse experimento (concentragdo de quitina, 3%; pH inicial, 8,0; e temperatura 34 °C)
reduziram o tempo de producgéo de 96 para 48 horas e, atingiram atividades de 38,0 U.L"
! (endoquitinases), 50,1 U.L* (quitobiosidases) e 141,1 U.L' (N-acetil-
glicosaminidases) (Tabela 16). As produtividades obtidas nessas condi¢des foram 0,8
U.L h? (endoquitinases), 1,0 U.L™.h™ (quitobiosidases) e 2,9 U.L .h? (N-acetil-
glicosaminidases).



100

Figura 26 - Perfil de crescimento celular (A), produgdo de endoquitinases (B),
quitobiosidases (C) e N-acetil-glicosaminidases (D), em diferentes
condigOes de temperatura, pH e concentracdo de quitina, aplicadas no
primeiro planejamento experimental para avaliacdo da producdo de
quitinases por Aeromonas caviae CHZ306, em shaker.
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Legenda: As séries de dados destacadas em verde representam o experimento que apresentou o perfil de
producdo de quitinases mais préximo do esperado para o coquetel de quitinases. As flechas indicam o

tempo considerado para obtencdo do coquetel de quitinases, segundo a condicéo selecionada.
FONTE: Cardozo, 2017.



Tabela 16 - Produgéo de quitinases por Aeromonas caviae CHZ306 durante avaliagdo do primeiro planejamento experimental em shaker.

Experimento

Variaveis com niveis em valores reais e codificados

Atividade de Quitinases (U.L'l)

Tempo de cultivo (h)

Quitina (%) pH Temp. (°C)
4 8 12 24 36 48 60 72 84 96
1 1(-1) 6(-1) 22 (-1) 0,0 0,4 0,4 0,7 27,7 258 261 248 220 234 208
" 2 3 (+1) 6(-1) 22 (-1) 0,0 0,3 0,3 0,5 339 351 373 322 365 344 374
% 3 1(-1) 8 (+1) 22 (-1) 0,0 0,3 0,4 1,0 349 384 387 329 388 358 402
£ a4 3 (+1) 8 (+1) 22 (-1) 0,0 0,3 0,3 0,6 351 381 388 346 39,1 369 402
‘5 5 1(-1) 6(-1) 34 (+1) 0,0 0,3 16,9 16,3 7,5 5,2 4.4 4,4 5,3 4,9 5,7
g 6 3 (+1) 6(-1) 34 (+1) 0,0 0,3 0,6 8,5 9,0 6,2 5,5 6,2 7,0 6,6 6,6
'g 7 1(-1) 8 (+1) 34 (+1) 0,0 0,7 35,1 31,3 27,2 33,1 33,6 32,8 32,8 32,8 32,1
= L 8 3 (+1) 8 (+1) 34 (+1) 0,0 0,5 299 309 293 362 380 372 388 380 371
€ 9(C) 2 (0) 7 (0) 28 (0) 0,0 0,5 36,9 32,8 26,7 25,3 20,6 21,0 25,9 23,5 34,2
g 1 1(-1) 6(-1) 22 (-1) 0,0 0,4 0,3 0,7 31,3 301 31,7 306 292 295 293
'g o 2 3 (+1) 6(-1) 22 (-1) 0,0 0,3 0,3 0,4 58,7 53,1 58,9 55,8 60,3 61,5 62,8
o 4 3 1(-1) 8 (+1) 22 (-1) 0,0 0,3 0,3 1,0 43,0 457 48,8 458 465 486 458
o g a4 3 (+1) 8 (+1) 22 (-1) 0,0 0,3 0,2 0,6 654 622 661 603 638 650 580
‘2 ,_g 5 1(-1) 6(-1) 34 (+1) 0,0 0,3 235 21,3 15,6 13,6 13,0 12,1 12,8 14,4 16,6
v © 6 3 (+1) 6(-1) 34 (+1) 0,0 0,3 0,5 10,2 15,6 13,1 12,7 12,5 13,5 14,4 17,0
g § 7 1(-1) 8 (+1) 34 (+1) 0,0 0,9 385 366 358 301 307 27,7 305 31,1 283
'&T o 8 3 (+1) 8 (+1) 34 (+1) 0,0 0,5 385 389 360 324 501 59,5 571 557 57,2
o 9(C) 2 (0) 7 (0) 28 (0) 0,0 0,6 39,8 37,2 35,0 32,5 31,0 28,3 28,7 60,6 74,4
3' 1 1(-1) 6(-1) 22 (-1) 0,0 2,3 2,6 2,6 3,2 3,7 3,7 4,2 5,3 5,1 5,6
- 3 2 3 (+1) 6(-1) 22 (-1) 0,0 2,4 2,6 2,7 4,6 4,1 42 5,2 6,9 6,7 9,9
N _r§ 3 1(-1) 8 (+1) 22 (-1) 0,0 2,4 2,8 3,0 3,4 4,0 5,3 6,6 10,8 182 30,1
43 'E 4 3 (+1) 8 (+1) 22 (-1) 0,0 2,4 2,6 3,2 5,3 5,1 5,7 9,6 12,2 16,1 36,9
&J £ 5 1(-1) 6(-1) 34 (+1) 0,0 2,2 3,2 2,7 4,1 7,2 9,5 363 695 924  100,3
2' ® 6 3 (+1) 6(-1) 34 (+1) 0,0 2,1 3,0 3,8 6,6 14,4 279 61,9 858 943 9838
_g 7 1(-1) 8 (+1) 34 (+1) 0,0 3,2 3,5 3,4 8,9 583 721 765 81,8 820 761
o 8 3 (+1) 8 (+1) 34 (+1) 0,0 3,1 9,2 9,7 22,2  112,1 1411 146,99 152,7 149,2 144,0
9(Q) 2(0) 7(0) 28 (0) 0,0 3,2 5,1 4,8 6,7 10,9 162 33,0 99,3 147,4 1756

Nota: Os valores destacados em vermelho representam as condi¢fes que apresentaram os melhores resultados.

FONTE: Cardozo, 2017
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Analises de variancia (ANOVA) (Tabela 17) e diagramas de Pareto (Figura 27)
foram utilizados para identificar as variaveis mais significativas nesse experimento e, de
modo geral, todas as variaveis foram significativas para as respostas producdo de
endoquitinases, quitobiosidases e N-acetil-glicosaminidases. As varidveis pH inicial e
concentracdo de quitina foram aquelas que produziram efeitos significativos positivos
para todas as respostas, o que significa que o aumento destes parametros poderia
melhorar os resultados. Assim, um segundo planejamento experimental, utilizando
valores maiores de pH inical (8, 9 10) e concentragdo de quitina (3, 4 e 5%) foi
realizado. A variavel temperatura produziu efeitos significativos negativos para as
respostas endoquitinases e quitobiosidases, sugerindo diminuicdo da temperatura. No
entanto, como o estudo teve como objetivo produzir um coquetel de quitinases com
altas concentragdes de N-acetil-glicosaminidases, optou-se por avaliar valores maiores
de temperatura (34, 38 e 42 °C) no segundo planejamento experimental, pois essa
varidvel produziu efeitos positivos (Figura 27) para a resposta N-acetil-

glicosaminidases.
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Tabela 17 - Andlises de variancia (ANOVA) para producdo de endoquitinases,
quitobiosidases e N-acetil-glicosaminidases, de acordo com o primeiro
planejamento experimental aplicado para avaliagdo da producdo de
quitinases por Aeromonas caviae CHZ306, em shaker.

Fator Soma de Graus de Quadrado Estatistica F P-valor Efeito
Quadrados Liberdade Médio Produzido

Quitina (%) (1) 35,153 1 35,1534 21,6595 0,009633 +

pH (2) 715,046 1 715,0455 440,5698 0,000030 +
§ Temperatura (°C) (3) 438,927 1 438,9266 270,4412 0,000080 -
g Interacdo (1) e (2) 7,539 1 7,5386 4,6449 0,097412 NS
‘§ Interagdo (1) e (3) 4,200 1 4,1996 2,5876 0,182989 NS
_§ Interacdo (2) e (3) 281,313 1 281,3133 173,3290 0,000192 +
S Falta de Ajuste 183,522 2 91,7612 56,5379 0,001167

Erro Puro 6,492 4 1,6230

Total 1672,192 12

Quitina (%) (1) 505,019 1 505,019 557,738 0,000019 +

pH (2) 787,556 1 787,556 869,769 0,000008 +
§ Temperatura (°C) (3) 1224,108 1 1224,108 1351,894 0,000003 -
3 Interaggo (1) e (2) 12,054 1 12,054 13,312 0,021799 +
é Interagdo (1) e (3) 80,339 1 80,339 88,725 0,000708 -
° Interacdo (2) e (3) 119,094 1 119,094 131,526 0,000330 +
g Falta de Ajuste 305,486 2 152,743 168,688 0,000137

Erro Puro 3,622 4 0,905

Total 3037,277 12
P Quitina (%) (1) 978,23 1 978,228 336,280 0,000052 +
5 pH (2) 3995,49 1 3995,486 1373,504 0,000003 +
= Temperatura (°C) (3) 6712,86 1 6712,864 2307,640 0,000001 +
E Interagdo (1) e (2) 317,80 1 317,798 109,247 0,000473 +
§ Interagdo (1) e (3) 932,72 1 932,721 320,636 0,000057 +
) Interagdo (2) e (3) 3726,03 1 3726,026 1280,873 0,000004 +
% Falta de Ajuste 1262,75 2 631,377 217,045 0,000083
$ Erro Puro 11,64 4 2,909
= Total 17937,51 12

Legenda: As andlises de variancia foram realizadas no tempo considerado como o melhor para obtencao
do coquetel de quitinases (48 h). As variaveis com valores destacados em vermelho foram aquelas que
apresentaram diferencas significativas. Os valores da falta de ajuste destacados em vermelho mostram
que o modelo ndo esta adequado. NS, ndo significante.
FONTE: Cardozo, 2017.



104

Figura 27 - Diagramas de Pareto para os efeitos das variaveis temperatura, pH e
concentracdo de quitina na producdo de endoquitinases (A),
quitobiosidases (B) e N-acetil-glicosaminidases (C), de acordo com o
primeiro planejamento experimental aplicado para avaliacdo da producao
de quitinases por Aeromonas caviae CHZ306, em shaker.
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Nota: Os efeitos demonstrados nos diagramas de Pareto estdo relacionados ao tempo considerado como o
melhor para obtencdo do coquetel de quitinases (48 h).
FONTE: Cardozo, 2017.
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3.4.2.2 Avaliacdo do segundo planejamento experimental aplicado para producgéo
de um coquetel de quitinases em shaker

De acordo com os resultados obtidos com o segundo planejamento experimental,
do tipo fatorial completo 2° (Figura 28 e Tabela 18), A. caviae CHZ306 foi capaz de
produzir os trés tipos de quitinases em todas as condi¢fes de temperatura (34, 38 e 42
°C), concentracdo de quitina (3, 4 e 5%) e pH (8, 9 e 10) avaliadas. O crescimento
celular ndo foi afetado por nenhuma dessas condi¢cdes. No entanto, as condigdes que
envolveram a temperatura de 42 °C afetaram a producdo de quitinases, atingindo
concentracdes menores que 2,0 U.L™ ao longo do cultivo.

O experimento n° 11 foi aquele que mostrou o perfil de producdo para o
coquetel de quitinases. Em comparacdo com as condi¢Oes utilizadas na etapa de selecdo
do meio de cultivo (concentracdo de quitina, 1%; pH inicial, 7,0; e temperatura 28 °C),
as condicOes desse experimento (concentracdo de quitina, 5%; pH inical, 8,0; e
temperatura 34 °C) reduziram o tempo inicial de producédo do coquetel de quitinases de
96 para 36 horas e, atingiram atividades de 53,1 U.L™ (endoquitinases), 55,1 U.L*
(quitobiosidases) e 192,5 U.L' (N-acetil-glicosaminidases) (Tabela 18). As
produtividades obtidas nessas condicdes foram 1,5 U.L™.h™ (endoquitinases), 1,5 U.L’

! h™* (quitobiosidases) e 5,3 U.L™*.h™ (N-acetil-glicosaminidases).
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Figura 28 - Perfil de crescimento celular (A), produgdo de endoquitinases (B),
quitobiosidases (C) e N-acetil-glicosaminidases (D), em diferentes
condigOes de temperatura, pH e concentracdo de quitina, aplicadas no
segundo planejamento experimental para avaliacdo da producdo de
quitinases por Aeromonas caviae CHZ306, em shaker.
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Legenda: As séries de dados destacadas em verde representam o experimento que apresentou o perfil de
producdo de quitinases mais préximo do esperado para o coquetel de quitinases. As flechas indicam o
tempo considerado para obtencdo do coquetel de quitinases, segundo a condicéo selecionada.

FONTE: Cardozo, 2017.



Tabela 18 - Produgéo de quitinases por Aeromonas caviae CHZ306 durante avaliagdo do segundo planejamento experimental em shaker.

Atividade de Quitinases (U.L™)

Variaveis com niveis em valores reais e codificados

NT do Tempo de cultivo (h)
Experimento Quitina (%) pH Temp. (°C)

4 8 12 24 36 48 60 72 84 96

10 3(-1) 8(-1) 34 (-1) 0,0 0,7 40,7 38,8 44,6 45,6 45,8 41,2 39,9 359 38,4

11 5 (+1) 8(-1) 34 (-1) 0,0 0,7 37,9 37,7 40,9 53,1 56,8 53,8 49,1 48,5 46,9

] 12 3(-1) 10 (+1) 34 (-1) 0,0 0,7 39,4 38,5 41,1 44,0 45,8 40,6 39,1 39,3 37,9

§ 13 5 (+1) 10 (+1) 34 (-1) 0,0 0,6 34,2 38,8 432 49,7 51,0 47,2 43,1 42,5 46,1

1‘5 14 3(-1) 8(-1) 42 (+1) 0,0 0,5 0,6 0,5 0,4 0,6 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

_§ 15 5 (+1) 8(-1) 42 (+1) 0,0 0,5 0,5 0,5 0,4 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,6

S 16 3(-1) 10 (+1) 42 (+1) 0,0 0,5 0,4 0,5 0,4 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,6

17 5 (+1) 10 (+1) 42 (+1) 0,0 0,5 0,6 0,5 0,4 0,5 04 0,5 0,5 0,5 0,7

w 18 (C) 4 (0) 9(0) 38 (0) 0,0 0,7 32,7 34,6 35,8 39,9 33,8 29,3 22,6 17,5 16,9
"s' 10 3(-1) 8(-1) 34 (-1) 0,0 0,3 33,0 34,4 41,0 48,6 50,2 44,7 42,6 38,0 40,4
§ 11 5 (+1) 8(-1) 34 (1) 0,0 0,3 27,5 26,8 43,9 55,1 52,7 51,6 46,3 44,4 47,1
EJ- § 12 3(-1) 10 (+1) 34 (-1) 0,0 0,2 35,1 35,7 30,8 36,4 44,6 39,2 37,2 38,5 38,5
] § 13 5 (+1) 10 (+1) 34 (-1) 0,0 0,3 32,4 31,8 31,2 49,9 61,8 52,0 44,9 41,1 40,7

.g é 14 3(-1) 8(-1) 42 (+1) 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1 0,2 0,0 0,1 0,0 0,1
g _.g 15 5 (+1) 8(-1) 42 (+1) 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0

% (e} 16 3(-1) 10 (+1) 42 (+1) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0 0,2 0,1

g 17 5 (+1) 10 (+1) 42 (+1) 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1
°E 18 (C) 4(0) 9(0) 38 (0) 0,0 0,3 28,0 33,0 25,1 25,6 27,9 21,6 16,7 15,8 15,5
N . 10 3(-1) 8(-1) 34 (-1) 0,0 0,0 16,4 12,2 31,0 126,9 125,7 133,3 137,8 132,2 126,5
% 11 5 (+1) 8(-1) 34 (1) 0,0 0,1 13,8 27,9 59,7 192,5 201,0 203,5 198,8 196,8 194,5

E 12 3(-1) 10 (+1) 34 (-1) 0,0 0,0 11,4 13,4 44,1 96,0 98,6 108,7 103,9 97,5 98,5
g 13 5 (+1) 10 (+1) 34 (-1) 0,0 0,0 13,1 255 58,5 133,8 154,8 168,7 181,6 177,2 179,0

'é 14 3(-1) 8(-1) 42 (+1) 0,0 0,1 0,4 0,6 1,1 1,5 1,2 51 1,0 1,0 1,0

g 15 5 (+1) 8(-1) 42 (+1) 0,0 0,1 0,4 0,6 1,0 1,1 1,0 19 1,0 0,7 0,8

.'g 16 3(-1) 10 (+1) 42 (+1) 0,0 0,0 0,3 0,5 0,3 0,4 0,4 0,9 0,4 04 0,5

< 17 5 (+1) 10 (+1) 42 (+1) 0,0 0,1 0,4 0,4 0,3 0,4 0,3 0,4 0,4 0,4 0,6

2 18 (C) 4(0) 9(0) 38 (0) 0,0 0,0 3,9 6,9 61,3 68,1 74,5 63,0 57,3 48,6 38,7

Nota: Os valores destacados em vermelho representam as condi¢des que apresentaram os melhores resultados.

FONTE: Cardozo, 2017.
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De acordo com as analises de variancia (ANOVA) (Tabela 19) e diagramas de
Pareto (Figura 29), a variavel temperatura foi aquela que produziu maior efeito
significativo na producdo dos trés tipos de quitinases. Os efeitos produzidos por essa
variavel foram negativos, indicando que a diminui¢do desse parametro poderia melhorar
os resultados. Assim, um terceiro planejamento experimental, com valores menores de
temperatura (32, 34 e 36 °C), foi realizado. A varidvel concentracdo de quitina também
apresentou efeito significativo na produgdo dos trés tipos de quitinases. Os efeitos
significativos produzidos por essa varidvel foram menores que aqueles produzidos pela
variavel temperatura. No entanto, os efeitos produzidos por essa variavel foram no nivel
positivo para todas as respostas, indicando que o aumento deste parametro poderia
melhorar os resultados. Assim, no terceiro planejamento experimental, avaliamos
valores maiores de concentracdo de quitina (5, 6 e 7%). Ja a variavel pH, ndo apresentou
efeito significativo na producdo de endoquitinases (Figura 9A), mas apresentou efeito
significativo na producdo de quitobiosidases (Figura 9B) e N-acetil-glicosaminidases
(Figura 9C). Os efeitos significativos produzidos por essa variavel foram negativos
indicando que a diminuicdo desse pardmetro poderia melhorar os resultados. No
entanto, como observamos que o pH 8,0 mostrou-se mais adequado durante o primeiro e
segundo planejamento experimental, optou-se por utilizar somente esse pH no terceiro

planejamento experimental.
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Tabela 19 - Analises de variancia (ANOVA) para producdo de endoquitinases,
quitobiosidases e N-acetil-glicosaminidases, de acordo com o segundo
planejamento experimental aplicado para avaliagdo da producdo de
quitinases por Aeromonas caviae CHZ306, em shaker.

Fator Soma de Graus de Quadrado Estatistica F p-valor Nivel do Efeito
Quadrados Liberdade Médio Produzido

Quitina (%) (1) 21,675 1 21,675 21,301  0,009916 +

pH (2) 3,136 1 3,136 3,081 0,154044 NS
3 Temperatura (°C) (3) 4535,785 1 4535,785 4457,413  0,000000 -
g Interagdo (1) e (2) 0,380 1 0,380 0,374 0,573959 NS
5 Interaciio (1) e (3) 22,235 1 22,235 21,851  0,009487 -
_§ Interagdo (2) e (3) 2,928 1 2,928 2,877 0,165085 NS
S Falta de Ajuste 752,438 2 376,219 369,718 0,000029

Erro Puro 4,070 4 1,018

Total 5342,647 12

Quitina (%) (1) 49,747 1 49,747 382,44  0,000040 +

pH (2) 38,164 1 38,164 293,40 0,000068 -
§ Temperatura (°C) (3) 4507,690 1 4507,690 34653,84 0,000000 -
] Interaggo (1) e (2) 6,435 1 6,435 49,47  0,002153 +
é Interagdo (1) e (3) 50,876 1 50,876 391,12 0,000039 -
Q Interaggo (2) e (3) 38,164 1 38,164 293,40  0,000068 +
g Falta de Ajuste 16,999 2 8,500 65,34 0,000882

Erro Puro 0,520 4 0,130

Total 4708,597 12
P Quitina (%) (1) 1325,68 1 1325,68 139,873 0,000293 +
§ pH (2) 1044,02 1 1044,02 110,155  0,000466 -
= Temperatura (°C) (3) 37230,56 1 37230,56 3928,228 0,000000 -
E Interaggo (1) e (2) 92,35 1 92,35 9,744  0,035475 -
g Interaciio (1) e (3) 1347,50 1 1347,50 142,176  0,000283 -
) Interaggo (2) e (3) 962,12 1 962,12 101,514  0,000546 +
% Falta de Ajuste 102,13 2 51,06 5,388 0,073286
§ Erro Puro 37,91 4 9,48
= Total 42142,25 12

Legenda: As analises de variancia foram realizadas no tempo considerado como o melhor para obtengdo
do coquetel de quitinases (36 h). As variaveis com valores destacados em vermelho foram aquelas que
apresentaram diferencas significativas. Os valores da falta de ajuste destacados em vermelho mostram
gue o modelo ndo esta adequado. NS, ndo significante.
FONTE: Cardozo, 2017.
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Figura 29 - Diagramas de Pareto para os efeito das variaveis temperatura, pH e
concentracdo de quitina na producdo de endoquitinases (A),
quitobiosidases (B) e N-acetil-glicosaminidases (C), de acordo com o
segundo planejamento experimental aplicado para avaliacdo da producao
de quitinases por Aeromonas caviae CHZ306, em shaker.
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(3)Temperatura (°C) : -66,76
1
i
1by3 | -4,67
;
1
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1
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1
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p=0,05
Efeitos Padronizados (Valor absoluto)
B :
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I
I
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I
|
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i
I
2by3 C17,12
|
i
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i
1by2 17,03
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C ;
(3)Temperatura (°C) : -62,67
I
|
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1
|
(1)Quitina (%) : 11,82
l
(2)pH ! -10,49
l
I
2by3 ! 10,07
l
1by2 : 3,12
p=0,05

Efeitos Padronizados (Valor absoluto)

Nota: Os efeitos demonstrados nos diagramas de Pareto estdo relacionados ao tempo considerado como o
melhor para obtencdo do coquetel de quitinases (36 h).
FONTE: Cardozo, 2017.
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3.4.2.3 Avaliagao do terceiro planejamento experimental aplicado a producdo de
um coquetel de quitinases em shaker

De acordo com os resultados obtidos com o terceiro planejamento experimental,
do tipo fatorial completo 3% (Figura 30 e Tabela 20), A. caviae CHZ306 foi capaz de
produzir os trés tipos de quitinases em todas as condi¢fes de temperatura (32, 34 e 36
°C) e concentracdo de quitina (5, 6 e 7%) avaliadas. O crescimento celular ndo foi
afetado por nenhuma dessas condi¢des e, 0 experimento n° 20 foi aquele que mostrou
um perfil de producdo para o coquetel de quitinases. As condigOes desse experimento
foram as mesmas selecionadas no segundo planejamento experimental (concentracao de
quitina, 5%; pH inicial, 8,0; e temperatura 34 °C), reduzindo o tempo de producdo do
extrato bruto de quitinases de 96 para 36 horas e, atingindo atividades de 48,7 U.L™
(endoquitinases), 56,3 U.L™ (quitobiosidases) e 177,8 U.L™ (N-acetil-glicosaminidases)
(Tabela 20). As produtividades obtidas nessas condicdes foram 1,4 U.L™.h*
(endoquitinases), 1,6 U.L™h? (quitobiosidases) e 4,9 U.L™h* (N-acetil-

glicosaminidases).
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Figura 30 - Perfil de crescimento celular (A), produgdo de endoquitinases (B),
quitobiosidases (C) e N-acetil-glicosaminidases (D), em diferentes
condigOes de temperatura, pH e concentracdo de quitina, aplicadas no
terceiro planejamento experimental para avaliacdo da producdo de
quitinases por Aeromonas caviae CHZ306, em shaker.
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Legenda: As séries de dados destacadas em verde representam o experimento que apresentou o perfil de
producdo de quitinases mais préximo do esperado para o coquetel de quitinases. As flechas indicam o
tempo considerado para obtencéo do coquetel de quitinases, segundo a condicéo selecionada.

FONTE: Cardozo, 2017.



Tabela 20 - Producdo de quitinases por Aeromonas caviae CHZ306 durante avalia¢do do terceiro planejamento experimental em shaker.

Variaveis com niveis em valores reais e codificados

Atividade de Quitinases (U.L™)

N°do
Experimento Quitina (%) Temp. (°C) Tempo (h)

0 4 8 12 24 36 48 60 72 84 96
19 5(-1) 32(-1) 0,0 0,6 33,9 39,4 40,3 28,3 25,4 26,9 28,9 27,3 26,0

20 5(-1) 34 (0) 0,0 0,6 40,6 40,1 41,1 48,7 54,1 50,5 45,2 42,7 43,1

] 21 5(-1) 36 (+1) 0,0 0,6 29,0 38,2 39,8 39,9 39,4 37,9 37,5 37,4 36,2

§ 22 6(0) 32(-1) 0,0 0,6 23,2 35,5 41,4 26,3 28,4 25,9 27,4 26,2 26,1

:g 23 (C) 6 (0) 34 (0) 0,0 0,6 40,0 35,1 40,1 37,9 44,4 43,4 41,1 40,4 40,9

_§ 24 6(0) 36 (+1) 0,0 0,6 36,0 37,8 39,4 34,6 31,0 31,5 30,4 28,4 29,3
& 25 7 (+1) 32(-1) 0,0 0,6 15,6 35,5 40,2 23,5 24,9 25,3 24,7 23,9 22,8

26 7 (+#1) 34 (0) 0,0 0,7 36,7 35,2 32,3 16,2 7,3 6,7 5,5 49 4,7

= 27 7 (+1) 36 (+1) 0,0 0,6 37,5 37,3 13,4 4,2 1,6 1,4 1,4 11 1,2
‘g 19 5(-1) 32(-1) 0,0 0,2 25,7 32,7 32,3 26,6 51,0 46,3 40,9 39,1 39,0
§ 20 5(-1) 34 (0) 0,0 0,1 28,2 27,3 31,0 56,3 48,6 46,0 42,6 43,5 42,8
g § 21 5(-1) 36 (+1) 0,0 0,0 20,6 25,4 30,1 40,3 53,0 48,3 45,1 42,0 46,1
u><_' _-S 22 6 (0) 32(-1) 0,0 0,2 17,5 31,6 30,2 25,8 38,8 40,4 40,4 36,9 36,9
..g é 23 (C) 6 (0) 34 (0) 0,0 0,2 26,7 28,4 47,3 33,6 49,4 43,4 36,5 34,2 35,4
g _g 24 6 (0) 36 (+1) 0,0 0,2 20,8 26,7 24,6 30,2 30,0 37,9 42,3 44,5 43,4
8 c=j 25 7 (+1) 32 (-1) 0,0 0,2 11,9 32,0 31,0 24,9 45,4 43,9 41,0 39,6 40,3

% 26 7 (+1) 34 (0) 0,0 0,3 23,9 25,7 24,4 18,3 10,3 4,4 2,0 1,7 19

°E 27 7 (+1) 36 (+1) 0,0 0,2 20,2 29,0 15,8 7.3 2,3 1,9 1,5 1,6 1,4
“ " 19 5(-1) 32(-1) 0,0 0,1 59 19,2 39,5 49,6 185,0 187,3 189,6 187,4 187,2
% 20 5(-1) 34 (0) 0,0 0,0 13,9 27,2 60,6 177,8 198,0 191,3 188,5 190,8 191,6
:-E 21 5(-1) 36 (+1) 0,0 0,0 14,5 26,4 67,5 117,9 129,6 139,7 139,7 140,6 138,2
g 22 6 (0) 32(-1) 0,0 0,1 6,2 14,5 51,9 59,4 126,6 1743 182,2 182,2 180,5
_é 23(C) 6(0) 34 (0) 0,0 0,0 10,7 19,0 58,9 87,2 148,2 160,3 159,4 160,1 160,1
E 24 6 (0) 36 (+1) 0,0 0,1 15,6 18,2 31,9 39,5 42,2 1143 129,2 127,0 1271
.‘g 25 7 (+1) 32(-1) 0,0 0,1 6,7 13,7 48,8 55,5 128,0 185,3 193,5 191,3 193,0

< 26 7 (+1) 34 (0) 0,0 0,1 10,2 16,3 19,7 20,2 19,6 27,2 29,8 29,8 28,8

2 27 7 (+1) 36 (+1) 0,0 0,1 14,5 16,6 21,3 24,8 22,3 29,0 31,5 32,5 33,6

Nota: Os valores destacados em vermelho representam as condi¢@es que apresentaram os melhores resultados.

FONTE: Cardozo, 2017.
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As analises de variancia (ANOVA) (Tabela 21) e diagramas de Pareto (Figura

31) mostraram que as duas varidveis avaliadas produziram efeitos significativos na

producdo dos trés tipos de quitinases. A varidvel concentragcdo de quitina produziu

efeitos negativos, indicando que a diminuigdo desse pardmetro poderia melhorar os

resultados. J& a variavel temperatura produziu efeitos positivos, indicando o aumento

dos valores desse parametro.

Tabela 21 - Andlises de variancia (ANOVA) para producdo de endoquitinases,
quitobiosidases e N-acetil-glicosaminidases, de acordo com o terceiro
planejamento experimental aplicado para avaliagdo da producdo de

quitinases por Aeromonas caviae CHZ306, em shaker.

Nivel do
Fator Soma de C.%raus de Qua:flr?do Estatistica F P-valor Efeito
Quadrados Liberdade Médio .
Produzido
Quitina (%) (1) (L) 886,004 1 886,0044 139,6031 0,007087 -
2 Quitina (%) (1) (Q) 91,290 1 91,2896 14,3840 0,063021 NS
£ Temperatura (°C) (2) (L) 0,051 1 0,0514 0,0081 0,936483 NS
5 Temperatura (°C) (2) (Q) 159,873 1 159,8733 25,1904 0,037480 +
_g' Falta de Ajuste 340,070 4 85,0176 13,3958 0,070670
s Erro Puro 12,693 2 6,3466
Total 1578,574 10
.  Quitina (%) (1) (L) 885,371 1 885,3708 426,4540 0,002337 -
§ Quitina (%) (1) (Q) 0,019 1 0,0190 0,0092 0,932485 NS
T Temperatura (°C) (2) (L) 0,038 1 0,0381 0,0184 0,904604 NS
£ Temperatura (°c) (2) (Q) 216,112 1 216,1118 104,0940 0,009470 +
S  Falta de Ajuste 431,337 4 107,8341 51,9402 0,018978
g Erro Puro 4,152 2 2,0761
Total 1552,411 10
. Quitina (%) (1) (L) 9991,23 1 9991,226 662,2383 0,001507
§ Quitina (%) (1) (Q) 315,57 1 315,566 20,9163 0,044633 -
T 2 Temperatura (°C) (2) (L) 51,71 1 51,709 3,4273 0,205333 NS
§ ‘€ Temperatura (°C) (2) (Q) 3736,13 1 3736,133 247,6383 0,004014 +
> § Falta de Ajuste 7288,63 4 1822,156 120,7761 0,008229
% Erro Puro 30,17 2 15,087
Total 21100,18 10

Legenda: As analises de variancia foram realizadas no tempo considerado como o melhor para obtencdo
do coquetel de quitinases (36 h). As variaveis com valores destacados em vermelho foram aquelas que
apresentaram diferencas significativas. Os valores da falta de ajuste destacados em vermelho mostram

que o modelo ndo esta adequado. NS, ndo significante; L, modelo linear; Q, modelo quadratico.

FONTE: Cardozo, 2017.
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Diagramas de Pareto para os efeitos das varidveis temperatura e
concentracdo de quitina na producdo de endoquitinases (A),
quitobiosidases (B) e N-acetil-glicosaminidases (C), de acordo com o
terceiro planejamento experimental aplicado para avaliagdo da
producao de quitinases por Aeromonas caviae CHZ306, em shaker.

A

(1)Quitina (%)(L)

Temperatura (°C)(Q)

Quitina (%)(Q)|

(2)Temperatura (°C)(L)

-11,81

3,79

0,09

p=0,05
Efeitos Padronizados (Valor absoluto)

B

(1)Quitina (%)(L)

Temperatura (°C)(Q)

(2)Temperatura (°C)(L)

Quitina (%)(Q)|

-20,65

10,20

0,13

-0,09

p=0,05
Efeitos Padronizados (Valor absoluto)

C

(1)Quitina (%)(L)
Temperatura (°C)(Q),
Quitina (%)(Q)

(2)Temperatura (°C)(L)

1
1
: -25,73
1
15,73
-4,57

1,85

p=,05
Efeitos Padronizados (Valor absoluto)

Nota: Os efeitos demonstrados nos diagramas de Pareto estdo relacionados ao tempo considerado como o
melhor para obtencdo do coquetel de quitinases (36 h).
FONTE: Cardozo, 2017.

No entanto, como concentracfes menores de quitina e temperaturas maiores ja

tinham sido testadas nos planejamentos anteriores, foi realizada uma analise conjunta do

segundo e terceiro planejamentos, e por interpolacdo das superficies de contorno para

producdo de endoquitinases e quitobiosidades e N-acetil-glicosaminidases (em 36 h)

(Figura 32), pode-se visualizar que as condi¢Bes otimizadas sdo: concentracdo de
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quitina (5%) e temperatura (34 °C). Com isso, definiram-se assim as condic¢des a serem
utilizadas nos estudos de producdo de quitinases em biorreator: concentracdo de quitina
(5%), pH inical (8,0) e temperatura (34 °C).

Figura 32 - Interpolacdo de dados pontuais obtidos durante a avaliacdo da producéo de
endoquitinases (A), quitobiosidades (B) e N-acetil-glicosaminidases (C)
por Aeromonas caviae CHZ306 no segundo e terceiro planejamento
experimental.
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Nota: Os valores das legendas representam a atividade de quitinases em U.L™.
FONTE: Cardozo, 2017.
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3.4.3 Determinacdo do melhor coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio (k_a) para producédo de coquetel de quitinases por Aeromonas

caviae CHZ306, em biorreator

Um planejamento experimental, do tipo fatorial completo 32, foi utilizado para
avaliar os efeitos das velocidades de agitacdo (rpm) e aeracdo (vvm), expressos em
funcdo do kja, sobre a producéao de quitinases por A. caviae CHZ306, em biorreator.

O experimento n° 33 (Tabela 22) foi aquele que mostrou um perfil de produgéo
para o coquetel de quitinases de interesse. Em comparagdo com as condigdes iniciais
utilizadas neste estudo (concentracdo de quitina, 1%; pH, 7,0; e temperatura, 28 °C), as
condi¢des desse experimento (concentracdo de quitina, 5%; pH, 8,0; temperatura, 34
°C; e kia, 55) reduziram o tempo de producdo do coquetel de quitinases de 96 para 12
horas e, produzindo 57,5 U.L™" (endoquitinases), 65,9 U.L™ (quitobiosidases) e 173,4
U.L? (N-acetil-glicosaminidases) (Tabela 22). As produtividades obtidas nessas
condigdes foram 4,8 U.L"2.h™ (endoquitinases), 5,5 U.L™".h™ (quitobiosidases) e 14,5
U.L™h™ (N-acetil-glicosaminidases).



Tabela 22 - Producdo de quitinases por Aeromonas caviae CHZ306 durante avaliacdo de um planejamento experimental em biorreator.

Varidveis com niveis em valores reais e codificados

Atividade de Quitinases (U.L™")

4° Planejamento Experimental
Quitobiosidases

Expg:ir::nto Veloc. de agitagdo  Taxa de aeragdo ka Tempo de Cultivo (h)

(rpm) (wwm) 0 2 4 8 12 18 24 30 36

28 150 (-1) 0,25 (-1) 8 0,0 0,4 0,5 1,2 1,4 6,6 11,3 10,7 9,6

29 150 (-1) 1,00 (0) 17 0,0 0,6 0,7 1,0 5,7 10,2 19,8 23,4 20,7

] 30 150 (-1) 1,75 (+1) 35 0,0 0,9 0,8 5,4 49,6 47,7 23,4 21,6 18,3
§ 31 250 (0) 0,25 (-1) 17 0,0 0,6 0,7 2,0 16,1 23,8 24,1 27,3 26,2
:.g 32C 250 (0) 1,00 (0) 45 0,0 0,6 0,7 38,1 44,5 49,3 37,4 21,2 16,9
_§- 33 250 (0) 1,75 (+1) 55 0,0 0,3 1,0 11,3 57,5 42,4 14,5 12,5 9,4
|-I=-| 34 350 (+1) 0,25 (-1) 28 0,0 0,6 0,6 3,3 39,9 17,0 14,4 11,2 7,3
35 350 (+1) 1,00 (0) 70 0,0 0,7 0,7 1,2 43,6 32,7 13,4 10,0 7,3

36 350 (+1) 1,75 (+1) %6 0,0 0,5 0,6 8,7 14,4 11,6 4,2 3,3 3,2

28 150 (-1) 0,25 (-1) 8 0,0 0,1 0,2 0,6 0,7 6,5 8,2 7,9 7,3

29 150 (-1) 1,00 (0) 17 0,0 0,1 0,2 0,7 4,6 18,7 37,6 50,6 45,5

30 150 (-1) 1,75 (+1) 35 0,0 0,4 0,4 3,2 27,7 37,8 53,1 64,2 60,7

31 250 (0) 0,25 (-1) 17 0,0 0,3 0,3 0,8 7,2 11,9 49,9 66,5 65,4

32¢C 250 (0) 1,00 (0) 45 0,0 0,2 0,2 22,4 25,8 45,8 50,0 51,3 49,2

33 250 (0) 1,75 (+1) 55 0,0 0,0 0,2 11,1 65,9 70,7 69,6 72,0 70,3

34 350 (+1) 0,25 (-1) 28 0,0 0,2 0,2 2,5 32,1 12,8 10,9 9,6 8,8

35 350 (+1) 1,00 (0) 70 0,0 0,2 0,3 0,9 37,8 20,3 10,0 7,3 5,1

36 350 (+1) 1,75 (+1) 96 0,0 0,3 0,3 6,0 16,5 7,4 3,3 3,2 2,7

- 28 150 (-1) 0,25 (-1) 3 0,0 0,5 0,9 9,1 12,8 12,8 15,6 15,8 15,6
% 29 150 (-1) 1,00 (0) 17 0,0 0,5 0,7 12,9 19,9 58,8 115,8 136,3 134,4
:‘g 30 150 (-1) 1,75 (+1) 35 0,0 1,0 1,7 40,9 83,8 163,1 184,9 193,2 188,5
g 31 250 (0) 0,25 (-1) 17 0,0 1,5 1,7 16,8 23,5 58,5 134,7 170,2 171,8
‘é 32¢C 250 (0) 1,00 (0) 45 0,0 1,0 1,4 32,4 76,5 160,6 183,8 186,2 185,4
§ 33 250 (0) 1,75 (+1) 55 0,0 0,6 1,6 76,8 173,4 192,0 197,1 197,0 196,8
"é 34 350 (+1) 0,25 (-1) 28 0,0 0,7 0,9 41 25,3 33,9 38,4 39,7 39,0
< 35 350 (+1) 1,00 (0) 70 0,0 0,5 0,8 2,8 25,7 39,7 43,0 42,9 42,2
= 36 350 (+1) 1,75 (+1) 96 0,0 1,0 1,4 14,6 27,0 26,4 27,0 26,3 26,0

Nota: Os valores destacados em vermelho representam as condi¢es que apresentaram os melhores resultados.

FONTE: Cardozo, 2017.
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A Figura 33 mostra os perfis de producdo de quitinases, as concentragdes celulares e
as variacOes de pH e oxigénio dissolvido (dO,) em funcdo do tempo. As velocidades de
agitacdo avaliadas nesse planejamento experimental pareceram ndo afetar o crescimento
celular (Figuras 33A), mas os experimentos com velocidade de 350 rpm reduziram a
producéo de endoquitinases, quitobiosidades e N-acetil-glicosaminidases (experimentos n° 34,
35 e 36) ao longo do tempo. O experimento n° 33 (250 rpm, 1,75 vvm, k.a 55 h™) foi aquele
que apresentou a maior producdo dos trés tipos de quitinases. Ja o experimento n° 28 (150
rpm, 0,25 vwm, ka 8,3 h™) foi aguele que apresentou menor producéo de quitinases.

Observaram-se também os mesmos perfis de concentracdo de dO, (Figuras 33E) e
variacdo de pH (Figuras 33F) em todos os experimentos. Os menores valores de dO; e
maiores alteracdes de pH ocorreram durante a fase exponencial do crescimento bacteriano,
fase na qual também foram observadas as maiores produtividades de endoquitinases,
quitobiosidases e N-acetil-glicosaminidases (experimento n°® 33). Apos essa fase, ocorreu
diminuicdo do consumo de dO, e aumento do pH, estabilizando ao longo do tempo.

As Figuras 33 e Tabela 22 mostram também que com 12 horas de cultivo, a producéo
de endoquitinases (Figuras 33B) e quitobiosidases (Figuras 33C) foi mais eficiente
(experimentos n° 30, 32C, 33, 34 e 35) nas condicBes de k.a que variaram de 28 a 70 h™,
produzindo atividades entre 43,5 e 49,6 U.L™ para endoquitinases e entre 25,8 e 65,8 U.L™
para quitobiosidases. Ja a producdo de N-acetil-glicosaminidases (Figuras 33D) foi mais
eficiente (experimentos n° 30, 32C e 33) nas condi¢des de k.a que variaram de 35 a 55 h™,
produzindo atividades entre 76,5 e 173,4 U.L™
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Figura 33 - Perfil de crescimento celular (A), producdo de endoquitinases (B),
quitobiosidases (C) e N-acetil-glicosaminidases (D), oxigénio dissolvido (E)
e pH (F) em diferentes condigdes de agitacdo e aeracdo aplicadas no quarto
planejamento experimental para avaliacdo da producdo de quitinases por A.
caviae CHZ306, em biorreator.
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Legenda: As séries de dados destacadas em verde representam o experimento que apresentou o perfil de
producdo de quitinases mais proximo do esperado para o coquetel de quitinases. As flechas indicam o tempo
considerado para obtencdo do coquetel de quitinases, segundo a condicéo selecionada.

FONTE: Cardozo, 2017.

Os resultados obtidos as 12 horas de cultivo foram utilizados para construir graficos de
superficie de resposta e, avaliar os efeitos agitacdo e aeracdo na producdo de quitinases. De

modo geral, a producdo de endoquitinases (Figura 34A) e quitobiosidases (Figura 34B) foi



121

maior conforme o aumento da velocidade de agitacdo e aeracdo. Em relacdo a N-acetil-
glicosaminidases (Figura 34C), observou-se que a producdo foi menor com velocidades

baixas (150 rpm) e altas (350 rpm) de agitacdo e, que a producao foi maior de acordo com o
aumento da aeracéo, independente da velocidade de agitacdo utilizada.

Figura 34 - Superficies de resposta do planejamento experimental, do tipo fatorial completo

32, para producdo de endoquitinases (A), quitobiosidases (B) e N-acetil-
glicosaminidases por A. caviae CHZ306, em biorreator.
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Legenda: O gréafico ilustra a influéncia das velocidades de agitacdo (rpm) e taxas de aeragdo (vvm) no melhor
tempo de producéo de quitinases (12 horas).

FONTE: Cardozo, 2017.

A partir da analise de variancia (Tabela 23) e dos diagramas de Pareto (Figura 35),
observou-se que a agitacdo e aeracdo produziram efeitos significativos para producdo de
quitobiosidases e N-acetil-glicosaminidases. Os efeitos significativos produzidos por essas

duas variaveis foram positivos, indicando que o aumento desses parametros poderiam
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melhorar os resultados. De acordo com as superficies de respostas (Figura 14), observa-se
maior producdo das trés quitinases na regido do ponto central para agitacdo com tendéncia
para aumento em maiores aeragcdes. Desta forma, a agitacdo foi fixada em 250 rpm e testou-se
0 aumento da aeragdo para 2,5 vvm, obtendo um k.a de 71 h™, entretanto n3o apresentou
melhores resultados em comparagéo com a condig¢do definida no experimento n° 33 (250 rpm,
1,75 vvm, kia 55). Como 2,5 vwm de aeracdo é a capacidade maxima do biorreator de
bancada BioFlo 110, por razBes técnicas, definiram-se assim as condi¢Ges de cultivo em
biorreator para produgdo de um coquetel de quitinases por A. caviae CHZ306 a ser utilizado
na producdo de N-acetil-glicosamina: concentracdo de quitina, 5%; pH inicial 8,0;
temperatura, 34 °C; e k.a, 55 h™ (250 rpm e 1,75 vvm).

Tabela 23 - Anélises de variancia (ANOVA) para producdo de endoquitinases,
quitobiosidases e N-acetil-glicosaminidases, de acordo com o0 quarto
planejamento experimental aplicado para avaliacdo da producdo de
quitinases por Aeromonas caviae CHZ306, em biorreator.

Fator Soma de Graus de Quadrado Estatistica p-valor Efeito
Quadrados Liberdade Médio F Produzido

Agitagdo (rpm) (1) (L) 282,425 1 282,4246  26,20593 0,122813 NS
® Agitagdo (rpm) (1) (Q) 494,724 1 494,7236  45,90496 0,093288 NS
§ Aeragido (vwm) (2) (L) 687,140 1 687,1399 63,75909 0,079315 NS
s Aeragdo (vwm) (2) (Q) 13,663 1 13,6628 1,26776 0,462329 NS
-g Falta de Ajuste 2150,052 4 537,5129 49,87534 0,105757
“ Erro Puro 10,777 1 10,7771

Total 3681,493 9

Agitag3o (rpm) (1) (L) 475,843 1 475,8432 323,0494 0,035383 +
4 Agitagdo (rpm) (1) (Q) 357,293 1 357,2927 242,5657 0,040820 +
@
3 Aeragdo (vvm) (2) (L) 818,769 1 818,7689 555,8614 0,026986 +
E Aeragdo (vwm) (2) (Q) 20,450 1 20,4499 13,8834 0,166923 NS
£ Falta de Ajuste 1638,092 4 409,5229 278,0247 0,044946
8 Erro Puro 1,473 1 1,4730

Total 3293,405 9
§ Agitagdo (rpm) (1) (L) 246,94 1 246,937 58,800 0,082556 NS
3 Agitacdo (rpm) (1) (Q) 7995,54 1 7995,536 1903,873 0,014588 +
E Aeragdo (vwm) (2) (L) 8268,48 1 8268,476 1968,865 0,014345 +
% Aeragdo (vwm) (2) (Q) 679,68 1 679,682 161,844 0,049939 NS
E" Falta de Ajuste 5775,19 4 1443,797 343,793 0,040425
g Erro Puro 4,20 1 4,200
Z‘P Total 22418,62 9

Legenda: As analises de variancia foram realizadas no tempo considerado como o melhor para obtencdo do
coquetel de quitinases (12 h). As variaveis com valores destacados em vermelho foram aquelas que apresentaram
diferencas significativas. Os valores da falta de ajuste destacados em vermelho mostram que o modelo néo esta
adequado. NS, ndo significante; L, modelo linear; Q, modelo quadrético.

FONTE: Cardozo, 2017.



123

Figura 35 - Diagramas de Pareto para os efeitos das varidveis agitacdo e aeracdo na produgéo
de endoquitinases (A), quitobiosidases (B) e N-acetil-glicosaminidases (C), de
acordo com o quarto planejamento experimental aplicado para avaliacdo da
producéo de quitinases por Aeromonas caviae CHZ306, em biorreator.

(2)Aeragdo (vvm)(L)

Agitacdo (rpm)(Q)

(1)Agitagdo (rpm)(L)

7,98

6,77

511

Aeragio (vwm)(Q) 1,12

p=0,05
Efeitos Padronizados (Valor absoluto)

B

(2)Aeragdo (vvm)(L) 23,57

Agitagédo (rpm)(Q)

I
I
I
I
(1)Agitagdo (rpm)(L) | 17,97
I
I
: 15,57

Aeraggo (vwm)(Q) -3,72

p=0,05
Efeitos Padronizados (Valor absoluto)

C

(2)Aeragdo (vvm)(L)

Agitagdo (rpm)(Q) 43,63

Aeragdo (vvm)(Q) -12,72

(1)Agitagao (rpm)(L) -7,66 3

p=0,05
Efeitos Padronizados (Valor absoluto)
Nota: Os efeitos demonstrados nos diagramas de Pareto estdo relacionados ao tempo considerado como o melhor

para obtencdo do coquetel de quitinases (12 h).
FONTE: Cardozo, 2017.
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3.5 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

3.5.1 Selecdo do meio de cultivo para producdo de coquetel de quitinases por

Aeromonas caviae CHZ306, em shaker.

E conhecido que quitinases sdo em grande parte enzimas extracelulares secretadas em
baixas concentracdes para 0 meio de cultivo. Sua biossintese em bactérias é influenciada por
indutores (ex., quitina e produtos da sua hidrélise), pela composicdo do meio de cultivo (ex.,
fontes de carbono e nitrogénio) e varios outros fatores fisicos (ex., temperatura, pH,
velocidade de agitacdo e de aeracdo). No entanto, alguns desses fatores, bem como produtos
da propria hidrélise de quitina podem também reprimir a biossintese de quitinases
(STOYKOQV et al., 2015). Dessa maneira, a escolha do tipo de indutor, do meio de cultura e
tipo de cultivo sdo caracteristicas determinantes na producdo de quitinases.

Os meios de cultivos para producdo de quitinases devem conter fontes de carbono,
nitrogénio, co-fatores, precursores e elementos tracos em concentrac@es tais que resultem na
atividade maxima do microrganismo. Dentre as formas de a-quitina (pd, flocos e coloidal)
mais utilizadas como fontes de carbono no cultivo de bactérias quitinoliticas, a quitina
coloidal é aquela considerada como o indutor mais forte da biossintese de quitinases
(ANDRONOPOULOU; VORGIAS, 2004; STOYKOV et al., 2015). J& em relacdo a fonte de
nitrogénio, o sulfato de amonio é tradicionalmente o sal mais utilizado nos estudos de
producdo de quitinases em funcdo de seu baixo custo. No entanto, varios autores tém
mencionado que o uso de fontes adicionais de carbono e nitrogénio pode influenciar
positivamente a biossintese de quitinases (STOYKOV et al., 2015).

Assim, a primeira etapa desse estudo, teve como objetivo selecionar um meio de
cultivo que possibilitasse a obtencdo de um coquetel de enzimas contendo altas concentragfes
de trés tipos de quitinases (endoquitinases, quitobiosidases e N-acetil-glicosaminidases) por A.
caviae CHZ306. Para isso, 0 meio previamente utilizado em nossos estudos (M1), contendo
sulfato de amonio, foi comparado com outros 11 meios de cultivo, preparados com diferentes
fontes de nitrogénio como substrato. Fontes de nitrogénio inorgéanico (sulfato de aménio,
acetato de amonio e nitrato de aménio), organico (casaminodcidos, extrato de carnes, bacto
peptona, peptona A, peptona G e triptona) e de grande aplicacdo em processos industriais
(ureia, extrato de levedura, corn-steep liquor) foram avaliadas. O indutor selecionado para

nossos estudos foi a a-quitina coloidal, um substrato com procedimento de preparacdo
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desenvolvido em nosso grupo de pesquisa, de baixo custo e que permite o melhor crescimento
de bactérias quitinoliticas e producéo de quitinases (SOUZA et al., 2009).

Como pode ser observado em nossos resultados, o meio M15, contendo corn-steep
liquor e peptona A (2:1) como fontes de carbono e nitrogénio, foi aquele que proporcionou 0s
melhores resultados. Em comparacdo ao M1, o meio M15 aumentou de 0,1 para 9,3 U.L™ a
producdo de endoquitinases, de 0,1 para 16,4 U.L™" a producdo de quitobiosidases e de 4,0
para 78,3 U.L™" a producéo de N-acetil-glicosaminidases as 96 h de cultivo. O aumento dessas
producdes pode ser destacado por dois fatores: 1) composicdo do meio de cultivo e; 2)
Relacdo C:N do meio de cultivo.

Os meios de cultivo M1 e M15 foram diferentes em suas composi¢Oes e relagOes de
C:N (Tabela 24). O meio M1 teve uma relacdo C:N de 0,7 e foi composto por sais minerais,
quitina coloidal como fonte de carbono e sulfato de aménio como fonte de nitrogénio. O meio
M15, por outro lado, teve uma relacdo C:N de 4,4 e foi composto por quitina coloidal como
fonte primaria de carbono, fontes adicionais de carbono e nitrogénio, sais minerais, vitaminas

e aminodcidos.

Tabela 24 - Comparacdo da composicdo e relacdo C:N dos meios de cultivo M1 e M15
avaliados durante a selecdo do meio de cultivo para produgdo de um coquetel
de quitinases por Aeromonas caviae CHZ306, em shaker.

M1 M15

Carbono Carbono

Hidrogénio Hidrogénio
Macronutrientes Of(igénAio. O*igénﬂio.

Nitrogénio Nitrogénio

Fosforo Fosforo

Enxofre Enxofre

Magnésio Magnésio

Calcio Calcio
Micronutrientes Potdssio Potdssio

Sédio Sédio

Cloro Cloro

Ferro Ferro

- Carbono

- Nitrogénio
Fontes Adicionais i En.xofr-e .

- Sais minerais

- Vitaminas

Aminoacidos

Relagao C:N 0,7 4.4

Nota: Corn-Steep liquor € uma fonte adicional bem balanceada em carbono, nitrogénio, enxofre e sais minerais,
contendo ainda vitaminas, como riboflavina, niacina, &cido pantoténico, biotina e piridoxina. Peptona A possui
também fontes de carbono, nitrogénio, aminoacidos e vitaminas.

FONTE: Cardozo, 2017.
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Vaérios estudos tém avaliado a influéncia das fontes de nitrogénio na producao de
quitinases (Tabela 25) e tém oferecido 6timas vantagens. No entanto, poucos estudos tém
levado em consideracdo o balango estequiométrico entre a disponibilidade e consumo de

carbono e nitrogénio no meio de cultivo.

Tabela 25 - Comparacao de alguns estudos realizados para avaliacdo da influéncia das fontes
de nitrogénio na producdo de quitinases.

. . Fonte Primaria de Font? . Fonte Primdriade  Fonte Secundaria ..
Espécies Secundaria 5 P . P Referéncia
Carbono Nitrogénio de Nitrogénio
de Carbono

Aeromonas hydrophila HS4 Quitina Coloidal Amido Extrato de Malte SAIMA e ROOH]I, 2013

Aeromonas punctata HS6 Quitina Coloidal Amido Extrato de SAIMA e ROOH]I, 2013
Leveduras

Aeromonas sp. ZD_05 Quitina Coloidal Peptona GHASEMI et al., 2012

B. thuringiensis C27/5 Quitina Coloidal Amido Extrato de STOYKOV et al., 2014
Leveduras

f?c’”"s licheniformis NM120= " ) ina Coloidal Lactose Caseina GOMAA, 2012

Bacillus thuringiensis NM101—

lga us thuringlensts Quitina Coloidal Galactose Caseina GOMAA, 2012

-, Farelo de .

Enterobacter sp. NRG4 Quitina (Flocos) Trigo Quitina (Flocos) DAHIYA et al., 2005

P. janthinellum P9 Quitina Coloidal - Quitina Coloidal FENICE et al., 1998

Paenibacillus sp. Hul Quitina (P4) Extrato de DE-HUI et al,, 2011
Leveduras

S. marcescens QMIB1466 Qumna Sulfato de Amdnio Extrato de GREEN et al., 2005

Bioprocessada Leveduras
e -, . . - Extrato de

Streptomyces viridificans Quitina Coloidal Arabinose Sulfato de Amonio Leveduras GUPTA et al,, 1995

T. harzianum NCIM 1185 Quitina (Flocos) - Sulfato de Aménio FELSE; PANDA, 2000

T. harzianum TUBF 781 Quitina Coloidal Fa.relo de Extrato de Nitrato de Amonio NAMPOOTHIRI et al.,

Trigo Leveduras 2004

FONTE: Cardozo, 2017.

Os tipos de fontes de carbono e nitrogénio, tdo bem como as rela¢cdes C:N do meio de
cultivo, tém influéncia no crescimento celular, na biossintese de metabdlitos e, como
consequéncia, no custo do processo (THOMAS; HYNES; INGLEDEW, 1996). Para obter
melhores resultados na producgdo, pode-se conhecer a composi¢do elementar da célula a ser
utilizada no processo (bactérias, leveduras, bolores) e, assim, estimar a concentracdo dos
nutrientes que irdo compor o meio de cultivo (PEREIRA; BON; FERRARA, 2008).

Uma célula bacteriana, por exemplo, é composta por cerca de 50% de carbono e 12%
de nitrogénio. Além disso, sabe-se que em aerobiose, cerca de 50-60% do carbono e
nitrogénio contido no meio de cultivo incorporam-se a plasticidade celular e, em anaerobiose
apenas 10-20% (PEREIRA; BON; FERRARA, 2008). Com essas informac0es, precisariamos
preparar um meio de cultivo contendo uma relagdo C:N de aproximadamente 4,2 e que 2,3 de
C:N seriam necessarios apenas para plasticidade celular em aerobiose e 0,6 de C:N em
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anaerobiose. Em nossas avaliacdes, os meios de cultivo contendo menores relagdes C:N (M1,
M2, M3 e M4) (Tabela 9) foram aqueles que mostraram as menores producdes de quitinases.
As relacbes desses meios de cultivo foram menores que 1,5, ou seja, bem abaixo das
necessidades nutricionais de uma célula bacteriana (aprox. 4,2). Enquanto que o meio M15,
apresentou uma relagcdo C:N de 4,4, ou seja, dentro das necessidades nutricionais de uma
célula bacteriana. Como base nessas diferencas, pode-se concluir que o meio M15 foi capaz
de atender muito mais as exigéncias nutricionais de A. caviae CHZ306 que o meio M1 e
permitir aumento da producdo de quitinases. Além disso, esses resultados mostram a
importancia de se avaliar os componentes de um meio de cultivo para producdo de quitinases,

bem como fornecer concentra¢Ges adequadas dos nutrientes.

3.5.2 Determinagdo das condi¢cOes de temperatura, pH e concentracdo de quitina
para producdo de um coquetel de quitinases por Aeromonas caviae CHZ306,

em shaker.

Definido o0 meio de cultivo, a segunda etapa do estudo teve como objetivo determinar
as condicdes de temperatura, pH e concentracdo de quitina para producdo de um coquetel de
quitinases por A. caviae CHZ306, em shaker. Para isso, aplicou-se a metodologia de
superficie de resposta com trés planejamentos fatoriais completos para identificar os fatores
(ou variaveis independentes) que poderiam influenciar significativamente na producdo de
quitinases. As condigdes iniciais de temperatura e pH foram selecionadas de acordo com as
faixas Otimas para o crescimento de Aeromonas, sendo de 22 a 37°C de temperatura
(POPOFF, 1984) e de 4,5 a 9,0 de pH (PALUMBO et al., 1985). As concentrac¢des de quitina
coloidal utilizadas foram aquelas mais citadas na literatura.

As condicdes de cultivo, tais como temperatura, pH e concentracdo de quitina tém
grande influéncia no cultivo de bactérias quitinoliticas. Essas condi¢cbes podem afetar a
estabilidade e disponibilidade de moléculas, a permeabilidade da membrana celular e, afetar o
crescimento celular e producdo de quitinases. Além disso, sabe-se que a concentragdo de
quitina coloidal no meio de cultivo é um fator muito importante, pois ela atua como indutor
da producéo de quitinases em varios microrganismos (STOYKOV et al., 2015). Assim, varios

estudos tém avaliado o efeito dessas variaveis na producdo de quitinases (Tabela 26).
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Tabela 26 - Comparacdo de alguns estudos realizados para avaliagdo dos efeitos das
condi¢cbes de temperatura, pH e concentracdo de quitina na producdo de

quitinases.
Condi¢des Avaliadas Condiges Determinadas L.
Espécies Temp. Quitina Temp. Quitina thlna_sles Referéncia
Hoorg I Y M
Aeromonas hydrophila HS4 4-12 18-55 0,1-1,2 8,0 37 0,3 93,27 SAIMA e ROOHI, 2013
Aeromonas punctata HS6 4-12 18-55 0,1-1,2 7,0 37 0,3 73,43 SAIMA e ROOHI, 2013
Aeromonas sp. JK1 3-10  25-37 0,1-3 8,0 30 0,75 - AHMADI et al., 2008
Aeromonas sp. ZD_05 5-9 25-37 0,5-25 7,0 30 1,0 - GHASEM ! et al., 2013
Bacillus laterosporous MML2270 4-10 20-40 0,1-0,5 8,0 35 0,3 59,05 SHANMUGAIAH et al., 2008
Bacillus licheniformis NM120-17 5-9 20-40 0,5-3,0 8,0 30 1,5 1,20 GOMAA, 2012
Bacillus pabuli K1 3-9 10-45 0,15 8,0 30 0,15 - FRANDBERG e SCHNURER, 1994
Bacillus thuringiensis NM101-19 5-9 20-40 0,5-3,0 7,0 30 1,5 1,28 GOMAA, 2012
Bacillus thuringiensis R 176 3-9 25-60 0,5 7,0 37 0,5 - CHAIHARN et al., 2013
Serratia Marcescens ATCC 27117 3-10 20-27 1,5 7,5 30 1,5 35,2 CHA et al., 2004
Serratia Marcescens KY 3-10 20-27 1,5 6,0-7,0 30 1,5 37,9 CHA et al., 2004

Nota: Os valores dos estudos, relacionados a producéo quitinases, representam a atividade total de quitinases
(U.mL™) e, foram quantificadas por diferentes métodos.
FONTE: Cardozo, 2017.

De maneira geral, A. caviae CHZ306 foi capaz de produzir endoquitinases,
quitobiosidases e N-acetil-glicosaminidases numa ampla faixa de temperatura (22 a 38 °C),
pH (6 a 10) e concentracdo de quitina (1 a 7%) e mostrou que a producdo de quitinases foi
afetada pelas condi¢Ges que envolveram a temperatura de 42 °C. Além disso, observou-se que
a producéo dos trés tipos de quitinases por A. caviae CHZ306 aumentou juntamente com o
aumento das varidveis avaliadas até atingir as melhores condic@es de cultivo, diminuindo logo
apos. Um exemplo desse comportamento pode ser observado no estudo realizado por Saima e
Roohi (2013) durante a otimizacdo da producdo de quitinases por A. hydrophila HS4 e A.
punctata HS6. Os autores observaram que a producdo de quitinases diminuiu ap6s as
condicBes Gtimas de temperatura (37 °C), pH (7 e 8) e concentracdo de quitina coloidal
(0,3%) determinadas no estudo. Outros estudos envolvendo Aeromonas sp. JK1, B.
laterosporous MML2270, B. licheniformis NM120-17, B. pabuli K1, B. thuringiensis
NM101-19, B. thuringiensis R 176, S. Marcescens ATCC 27117 e S. Marcescens KY
também apresentaram os mesmos comportamentos (Tabela 26).

As melhores condi¢bes para producdo do coquetel de quitinases por A. caviae
CHZ306 em shaker foram: temperatura, 34 °C; pH inicial, 8,0 e; quitina coloidal, 5%. Essas
condigdes, em comparacdo com as producdes obtidas na padronizacdo do meio de cultivo,
reduziram o tempo inicial de producdo do coquetel de proteinas de 96 para 36 h e aumentaram
de 9,3 para 53,1 U.L™ (endoquitinases), de 16,4 para 55,1 U.L™ (quitobiosidases) e de 78,3
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para 1925 U.L™ (N-acetil-glicosaminidases) a producdo de quitinases. Na tentativa de
comparar esses resultados de producdo de quitinases com os estudos da literatura,
encontramos algumas dificuldades que estavam relacionadas as metodologias utilizadas para
quantificacdo da atividade de quitinases e aos planejamentos experimentais utilizados para
otimizacdo das condicdes de cultivo.

A maioria dos estudos de producgéo de quitinases descritos na literatura utilizaram a
atividade “total” de quitinases para avaliar o potencial quitinolitico das estirpes. Essa
atividade é mensurada por metodologias que quantificam os agucares redutores na amostra e,
que apresentam algumas desvantagens, tais como: (1) ndo especificam quais quitinases
atuaram no processo de hidrdlise da quitina; (2) extremidades redutoras sdo afetadas pelo
comprimento da cadeia lateral da quitina e; (3) a presenca de acgucares redutores distintos da
hidrolise da quitina podem "mascarar" a atividade de quitinases (STOYKOV et al., 2015).
Com isso, torna-se dificil realizar uma comparagdo com nossos resultados de producdo de
quitinases, pois fizemos o uso de uma metodologia baseada na utilizacdo de substratos
cromobgenicos para quantificacdo da atividade das trés principais enzimas envolvidas na
hidrolise de quitina (endoquitinases, quitobiosidases e N-acetil-glicosaminidases).

Outro ponto observado esteve relacionado a auséncia de planejamentos experimentais
para avaliar a influéncia das diferentes condig¢des de cultivo na producgdo de quitinases. Em
nosso estudo, por exemplo, aplicou-se um experimento de superficie de resposta, um tipo de
experimento muito Util para o desenvolvimento, melhora e otimizacdo de processos e que
utiliza um conjunto de técnicas avancadas de planejamento de experimentos que ajudam a
entender e otimizar melhor a resposta (BEZERRA et al., 2008; PEREIRA; BON; FERRARA,
2008). J& na maioria dos estudos de producdo de quitinases encontrados na literatura (Tabela
26), as variaveis foram avaliadas individualmente até determinarem as ‘“condi¢des Otimas”
para producdo. Um exemplo cléssico desse tipo de avaliacdo pode ser visualizado também no
estudo realizado por Saima e Roohi (2013) com A. hydrophila HS4 e A. punctata HS6. Esses
pesquisadores avaliaram as condi¢Oes de cultivo para producdo de quitinases basicamente em
4 etapas: Avaliacao do efeito do tempo de incubacdo na producdo de quitinases; Avaliacdo do
efeito da temperatura na producdo de quitinases, no tempo determinado; Avaliacdo do efeito
do pH na producdo de quitinases, na temperatura e tempo determinado; Avaliacdo do efeito de
diferentes concentragdes de quitina coloidal na producédo de quitinases, no de pH, temperatura
e tempo de incubacdo determinado. Como pode ser observado, as varidveis desse estudo
foram avaliadas individualmente, ndo sendo possivel estudar a interacdo entre elas, o que por

muitas vezes pode influenciar significativamente no aumento da producdo. Além disso,
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intervalos largos de temperatura foram utilizados, excluindo condi¢cdes que poderiam
proporcionar uma maior producdo de quitinases. O mesmo tipo de avaliacdo por ser
observado em estudos com Aeromonas sp. JK1, B. laterosporous MML2270, B. licheniformis
NM120-17, B. thuringiensis NM101-19 e B. thuringiensis R 176 (Tabela 26).

Como base nessas informagdes, podemos concluir que nosso estudo foi realizado de
uma maneira distinta dos trabalhos relatados na literatura, mas o tipo de avaliagdo utilizada
nos permitiu avaliar a influéncia das condi¢fes de temperatura, pH e concentracdo de quitina
na producdo de endoquitinases, quitobiosidases e N-acetil-glicosaminidases por A. caviae
CHZ306, bem como, conhecer o comportamento e producdo de quitinases ao longo do tempo
de cultivo. Além disso, mostram a importancia e a necessidade da utilizacdo de desenhos
experimentais para alcancar maiores rendimentos de producdo de enzimas, utilizando menor

numero de experimentos.

3.5.3 Determinacdo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k_a)
para producdo de coquetel de quitinases por Aeromonas caviae CHZ306, em

biorreator

Sabe-se que, nas células de metabolismo aerébio, o oxigénio é especialmente utilizado
como aceptor final de elétrons, participando, ao término da cadeia respiratoria, na reoxidacdo
de co-enzimas e resultando na producdo de ATP (MADIGAN et al., 2015). Por outro lado,
este elemento é pouco solGvel em agua, sendo o valor da sua concentracdo de saturacdo na
ordem de 7 mgO,.L™ (7 ppm), ao se borbulhar ar atmosférico a pressio de 1 atm e a 35 °C
(SCHMIDELL, 2001). Em virtude disto, torna-se impossivel fornecer de uma s6 vez todo o
oxigénio necessario a uma cultura microbiana, devendo o mesmo ser continuamente suprido
ao biorreator ao longo do processo fermentativo (PEREIRA; BON; FERRARA, 2008).

A extensdo de um processo descontinuo aerobio e, por conseguinte, a obtencdo de
elevadas concentragdes do produto desejado, depende enormemente da capacidade de se
transferir O, para a fase liquida, especialmente nos instantes mais avangados do processo, em
que a concentracdo celular pode ser elevada (SCHMIDELL, 2001; PEREIRA; BON;
FERRARA, 2008). O objetivo central do sistema de agitacdo e aeracdo é exatamente esse,
transferir o oxigénio da fase gasosa para o liquido, fazendo com que esse oxigénio dissolvido
chegue as células suspensas, penetre nestas células e, finalmente, seja consumido na reagdo
(SCHMIDELL, 2001; PEREIRA; BON; FERRARA, 2008). Dessa maneira, avaliou-se nessa
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etapa do estudo os efeitos das velocidades de agitacdo e de aeragédo (expressos em funcgéo do
ki a) na producdo de um coquetel de quitinases por A. caviae CHZ306, em biorreator. Para
isso, diferentes velocidades de agitacdo (150, 250 e 350 rpm) e taxas de aeracdo (0,25, 1,00 e
1,75 vvm) foram avaliadas.

De acordo com nossos resultados, o coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio (k.a) ndo influenciou significativamente no aumento da producdo de quitinases por
A. caviae CHZ306, mas reduziu o tempo de producéo do coquetel de quitinases de 36 para 12
horas, nas condi¢Ges definidas nessa etapa (concentracdo de quitina, 5%; pH, 8,0;
temperatura, 34 °C; e k.a, 55 h™). Resultados similares foram descritos por Fleuri et al.,
(2009), os quais observaram que o aumento da taxa de aeracdo de 1,5 vvm para 3,0 vvm em
fermentador ndo aumentou significativamente a producdo de quitinases por C. celulans 191,
mas diminui o tempo necessario para obtencdo do rendimento maximo de quitinases (de 168
para 144 h de cultivo).

Observou-se também em nosso estudo que a produgdo de quitinases por A. caviae
CHZ306 foi afetada pelas condigdes extremas de agitacdo (150 e 350 rpm) e aeracéo (0,25 e
1,75 vvm) avaliadas. As baixas velocidades de agitacdo e aeracdo aqui aplicadas (150 rpm e
0,25 vvm) podem ter feito com que as células ficassem aderidas na parede do reator e,
juntamente com a insolubilidade da quitina coloidal, podem ter sido insuficientes para a
homogeneizagdo completa do cultivo, obtendo com isso, baixas produgdes de quitinases.
Outro motivo pode estar relacionado ao baixo valor de k.a desse experimento (8,3 h™), sendo
suficiente para o crescimento celular, mas ndo para aumentar a biossintese de quitinases. Ja
com relacdo as altas velocidades de agitacdo e aeracdo (350 rpm e 1,75 vvm), a baixa
producéo de quitinases pode ter ocorrido devido ao fato que, aumentando demasiadamente a
velocidade de agitacdo, pode ocorrer o dano fisico nas células e diminuicdo da produtividade
(ROSA et al., 2005). Além disso, embora tenha sido relatado que o oxigénio dissolvido tenha
influéncia no aumento da producdo de quitinases (FLEURI et al., 2009; KAO et al., 2007,
STOYKOV et al., 2015), este elemento, em elevadas concentracdes, pode também inibir a
biossintese de enzimas (BAEZ; SHILOACH, 2014).

Resultados similares aos encontrados em nosso estudo foram descritos por Kao et al.,
(2007), os quais avaliaram diferentes velocidades de agitacdo (100, 200 e 300 rpm) e aeracédo
(1, 2 e 3 vwm) na produgdo de quitinases por Paenibacillus sp. CHE-N1. Nesse estudo, 0s
autores obtiveram os menores rendimentos de quitinases nas velocidades de 100 e 300 rpm,
supostamente devido a incompleta homogeneizagdo e limitada transferéncia de oxigénio no

cultivo na menor taxa de agitacdo e ao estresse de cisalhamento na alta agitacao.
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De acordo com nossos resultados, é possivel concluir que o oxigénio dissolvido tem
influéncia na biossintese de quitinases por A. caviae CHZ306, o0 que por sua vez também pode
afetar a produtividade dessas enzimas. Além disso, embora o aumento das velocidades de
agitacdo e taxas de aeracdo possam proporcionar melhores efeitos de homogeneizagdo e
transferéncia de massa em meios de cultivo contendo quitina coloidal, o excesso pode resultar
no dano fisico das células e diminuir a produtividade de quitinases. Assim, torna-se essencial
avaliar o efeito das velocidades de agitacdo e taxas de aeracdo em biorreator em estudos para
otimizacdo das condi¢des de cultivo de bactérias quitinoliticas e producdo de quitinases, bem
como correlacionar essas varidveis com o coeficiente volumétrico de transferéncia de

oxigénio (k_a).
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CONCLUSOES

e Um meio de cultivo contendo corn-steep liquor e peptona A (2:1) como fontes adicionais
de carbono e nitrogénio foi selecionado para a producdo de um coquetel de quitinases por A.
caviae CHZ306. A avaliagdo mostrou que fontes adicionais de carbono e nitrogénio, bem
como a realizacdo do balanco estequiométrico entre a disponibilidade e consumo de carbono e
nitrogénio no meio de cultivo podem aumentar significativamente a produtividade de

quitinases.

e As condigoes de temperatura (34 °C), pH (8,0) e concentragdo de a-quitina coloidal (5%)
para producdo de um coquetel de quitinases por A. caviae CHZ306 foram determinadas,
permitindo o aumento da producdo de quitinases e reducdo do tempo inicial de producdo do

coquetel de proteinas de 96 para 36 h.

e A influéncia do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k_a) na producao de
um coquetel de quitinases por A. caviae CHZ306 em biorreator foi estudada, mostrando que o
kia ndo influenciou significativamente no aumento da producéo de quitinases, mas reduziu o
tempo inicial de producgdo do coquetel de 36 para 12 horas. O ki a para producédo do coquetel

de proteinas em biorreator foi de 55 h™*, com 250 rpm de agitaco e 1,75 vwm de aeragéo.
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CAPITULO 4 - PRODUCAO ENZIMATICA DE N-ACETIL-GLICOSAMINA
UTILIZANDO COQUETEL DE PROTEINAS PRODUZIDO POR Aeromonas caviae
CHZ306

4.1 INTRODUCAO

N-acetil-glicosamina (GIcNAc) é um valioso agente farmacoldgico para o tratamento
de osteoartrite e doencas inflamatérias intestinais, incluindo colite ulcerativa e doenca de
Crohn (CHEN et al.,, 2010a). Tem sido tradicionalmente produzida por processos que
envolvem a hidrolise &cida da quitina, no entanto, os processos geralmente aplicados sao
prejudiciais ao ambiente, apresentam baixos rendimentos e custos elevados (SHASHIWA et
al., 2001; CHEN et al., 2010a). Dessa maneira, a producdo enzimatica de GICNAC representa
uma alternativa sustentavel aos processos atuais (JUNG e PARK, 2014).

Apenas algumas preparacfes enzimaticas para a producdo industrial de GICNAc estdo
atualmente disponiveis (CHEN et al., 2010a). Os principais impedimentos para que esse
processo de hidrolise enzimatica seja aplicado tém sido a composicdo das preparagoes
enzimaticas, a producdo de compostos secundarios e a susceptibilidade hidrolitica da quitina
(CHEN et al., 2010a; JUNG e PARK, 2014; PICHYANGKURA et al., 2002).

As preparacfes enzimaticas devem ser constituidas por quantidades adequadas de
determinadas enzimas, tais como endoquitinases, quitobiosidaseses e N-acetil-
glicosaminidases para que ocorra a despolimerizacdo completa da quitina (CHEN et al.,
2010a; PICHYANGKURA et al., 2002; SASHIWA et al., 2002). Quando essas enzimas estdo
ausentes ou em quantidades inadequadas nas preparagdes enzimaticas, estas podem reduzir os
rendimentos de GICNAc e/ou gerar produtos secundarios da hidrolise, tais como
quitooligossacarideos (CHEN et al., 2010a). Além disso, as diferentes proteinas que
constituem as preparagdes enziméaticas podem apresentar diferentes condi¢Ges étimas para a
producdo de GIcNAc. Dessa maneira, a composi¢cdo e a determinacdo das condicdes da
preparacdo enzimatica, para a hidrolise de quitina, sdo de extrema importancia para a
obtencdo de maiores rendimentos do produto.

A susceptibilidade hidrolitica da quitina, a qual é extremamente baixa devido a sua
elevada cristalinidade, € o principal impedimento na producdo de GIcNAc (CHEN et al.,
2010a; JUNG e PARK, 2014; PICHYANGKURA et al., 2002). Essa susceptibilidade limita a
acessibilidade das quitinases as ligagdes B-glicosidicas na molécula de quitina, produzindo

baixos rendimentos e longos periodos de hidrolise. Assim, a busca por diferentes formas de
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quitina e preparacOes enzimaticas que possibilitem a producéo direta de GICNAc tém sido 0s
principais motivos dos estudos de producéo de GIcNAc .

Dessa maneira, essa etapa do estudo teve como objetivo determinar as condicdes de
producdo de GICNAc a partir de a-quitina coloidal, utilizando um coquetel de proteinas
produzido por Aeromonas caviae CHZ306. Condicdes de temperatura, pH, concentragcdo do
coquetel de proteinas e o-quitina coloidal foram verificadas. Além disso, avaliou-se a
producdo de GIcNAc, em funcdo do tempo e condicBes determinadas, com trés formas de

quitina (a e B-quitina e a-quitina coloidal).
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4.2 OBJETIVOS

4.2.1 Objetivo geral

Determinar as condigdes de producdo enzimatica de N-acetil-glicosamina a partir de a-
quitina coloidal, utilizando um coquetel de proteinas produzido por Aeromonas caviae
CHZ306.

4.2.2 Objetivos especificos

e Determinar as melhores condi¢bes de temperatura e pH para producdo de N-acetil-
glicosamina, utilizando coquetel de proteinas produzido por A. caviae CHZ306;

e Awvaliar a concentracdo do coquetel de proteinas produzido por A. caviae CHZ306 para
producdo de N-acetil-glicosamina;

e Determinar a melhor concentragdo de a-quitina coloidal para producdo de N-acetil-
glicosamina, utilizando coquetel de proteinas produzido por A. caviae CHZ306;

e Avaliar a producdo enzimatica de N-acetil-glicosamina, em funcdo do tempo, utilizando

coquetel de proteinas produzido por A. caviae CHZ306;
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4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Avaliacdo das condicdes de hidrélise de a-quitina coloidal para producédo de N-
acetil-glicosamina, utilizando coquetel de proteinas produzido por Aeromonas
caviae CHZ306

4.3.1.1 Preparacéao do coquetel de proteinas por Aeromonas caviae CHZ306

O coquetel de proteinas, contendo quitinases, foi preparado de acordo com as
condigdes definidas no capitulo 3. Para isso, 1,0 mL da suspensdo bacteriana, armazenada em
20% de glicerol (Item 3.3.1), foi inoculado em frasco Schott de 250 mL contendo 200 mL do
meio de cultivo preparado com a seguinte composicdo por litro: Peptona A, 0,54 g.L™*; Corn-
Steep Liquor, 1,87 g.L: KH,PO,, 0,2 g.LY KoHPO,, 1,6 g.L™; MgSO,.7H,0, 0,2 g.LY;
NaCl, 0,1 g.L"; FeSO,.7H,0, 0,01 g.L™; CaCl,.2H,0, 0,02 g.L*; quitina coloidal, 50,0 g.L™,
com pH inicial ajustado para 8,0, e incubado a 34 °C sob agitacdo constante a 180 rpm por 16
horas. Ap6s esse periodo, 0s 200 mL deste pré-indculo bacteriano (aprox. 5,0 x 10° UFC.mL’
1) foram vertidos assepticamente na dorna de 3 L do biorreator de bancada BioFlo 110 (New
Brunswick, Edison, NJ, Estados Unidos), contendo 1,8 L do mesmo meio de cultivo e
incubado a 34 °C por 12 h com 250 rpm de agitacdo e 1,75 vwvm de aeragéo (k.a 55 h™).

Ap0s o periodo de 12 h, o sobrenadante foi utilizado para recuperacdo das proteinas
(item 2.3.4.2). As atividades de endo e exoquitinases (quitobiosidases e N-acetil-
glicosaminidases) e teor de proteinas totais foram determinados segundo o item 2.3.4.3. Cinco
coquetéis proteinas contendo diferentes concentracdes (0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 g.L™) foram
preaparados, armazenados em freezer a -20 °C e, utilizados para os experimentos de avaliacdo
das condicGes para producéo de N-acetil-glicosamina.

As concentracdes de endoquitinases, quitibiosidases e N-acetil-glicosaminidases de
cada um dos cinco coqueteéis de proteinas podem ser observadas na Tabela 27.
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Tabela 27 - Atividade de endoquitinases, quitobiosidades e N-acetil-glicosaminidases dos
coquetéis de proteinas utilizados para o estudo de producdo enzimatica de N-
acetil-glicosamina.

Atividade Especifica de Quitinases (U.g” de

Coqdueetel oroteinas Atividade de Quitinases (U.L™) proteinas)
Proteinas Totais (g.L'l) Endoquitinase Quitobiosidase . N-ace_ti_l- Endoquitinase Quitobiosidase . N—ace_ti.l-
glicosaminidase glicosaminidase
1 0,5 67 113 343 134 226 686
2 1,0 126 217 661 126 217 661
3 1,5 208 331 1079 139 221 719
4 2,0 279 455 1401 140 228 701
5 2,5 332 561 1668 133 224 667

FONTE: Cardozo, 2017.

4.3.1.2 Determinacdo das condi¢cGes de temperatura e pH para producdo de N-acetil-
glicosamina, utilizando coquetel de proteinas produzido por Aeromonas caviae
CHZz306

Diferentes condi¢des de temperatura (28, 31, 34, 37, 40,46 e 49 °C)epH (4,5,6,7 ¢
8) foram utilizadas para avaliar o efeito dessas varidveis na produgdo enzimatica de N-acetil-
glicosamina, utilizando um coquetel de proteinas produzido por A. caviae CHZ306.

As reacdes de hidrolise enzimatica de a-quitina foram realizadas em um volume final
de 1 mL, contendo 3% de a-quitina coloidal (m/v) em solugcdo tampao de KH,PO, 50 mM e
coquetel de proteinas (0,5 g.L™" de proteinas totais). Os coquetéis foram adicionados na
proporcdo 1:10.

As reacdes foram realizadas em triplicata e incubadas em termomixer com agitacao
constante a 1.000 rpm por 6 h. Apos esse periodo, as amostras foram aquecidas a 100 °C por
5 minutos para desnaturacdo das enzimas e, transferidas para vials com capacidade de 2,0 mL
(Allcrom, Sao Paulo, SP, Brasil) através de unidades filtrantes de 13 mm de didmetro. As
unidades filtrantes foram constituidas de membranas de Nylon com poro de 0,22 uM
(Allcrom).

N-acetil-glicosamina foi quantificada por HPLC, como descrito no item 2.3.4.4.

4.3.1.3 Determinacdo da concentracdo do coquetel de proteinas produzido por
Aeromonas caviae CHZ306, para producgédo de N-acetil-glicosamina.
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Coquetéis com diferentes concentragdes de protefnas (0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 g.L™),
produzido por A. caviae CHZ306, foram utilizados para avaliar o efeito dessa variavel na
producdo enzimatica de N-acetil-glicosamina.

As reacOes de hidrolise enzimatica de a-quitina foram realizadas em um volume final
de 1 mL, contendo 10% de a-quitina coloidal (m/v) em solucdo tampéo de KH,PO4 50 mM
(pH 6,0) e diferentes concentracdes de coquetel de proteinas (0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 g.L™ de
proteinas totais). Os coquetéis foram adicionados na proporc¢ao de 1:10.

As reacOes foram realizadas em triplicata, incubadas a 46 °C em termomixer com
agitacdo constante a 1.000 rpm por 6 h e, analisadas nos tempos 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 h. Apo6s
término das reacOes, as amostras foram aquecidas a 100 °C por 5 minutos para desnaturagdo
das enzimas e, transferidas para vials com capacidade de 2,0 mL (Allcrom, S&o Paulo, SP,
Brasil) através de unidades filtrantes de 13 mm de didmetro. As unidades filtrantes foram
constituidas de membranas de Nylon com poro de 0,22 uM (Allcrom).

N-acetil-glicosamina foi quantificada por HPLC, como descrito no item 2.3.4.4.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia de um fator (ANOVA)
seqguida pelo Pés-Teste de Tukey para determinar as diferencas significativas entre 0s

rendimentos e produtividades. Diferencgas significativas foram definidas como p <0,05.

4.3.1.4 Determinacao da concentracdo de a-quitina coloidal para produgéo de N-acetil-
glicosamina, utilizando coquetel de proteinas produzido por Aeromonas caviae
CHZz306

Diferentes concentragfes de a-quitina coloidal foram utilizadas para avaliar o efeito
dessa variavel na producdo enzimatica de N-acetil-glicosamina, utilizando um coquetel de
proteinas produzido por A. caviae CHZ306.

As reacOes de hidrolise enzimatica de a-quitina foram realizadas em um volume final
de 1 mL, contendo diferentes concentragdes de a-quitina coloidal (1, 2, 3, 4, 5,6, 7,8, 9 e
10%) (m/v) em solucdo tampao de KH,PO, 50 mM (pH 6,0) e coquetel de proteinas (1,5 g.L™
de proteinas totais). Os coquetéis foram adicionados na proporcao de 1:10.

As reacdes foram realizadas em triplicata e incubadas a 46 °C em termomixer com
agitacdo constante a 1.000 rpm por 6 h. Apds esse periodo, as amostras foram aquecidas a 100
°C por 5 minutos para desnaturacdo das enzimas e, transferidas para vials com capacidade de

2,0 mL (Allcrom, S&o Paulo, SP, Brasil) através de unidades filtrantes de 13 mm de diametro.
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As unidades filtrantes foram constituidas de membranas de Nylon com poro de 0,22 uM
(Allcrom).

N-acetil-glicosamina foi quantificada por HPLC, como descrito no item 2.3.4.4 e o
peso seco da a-quitina coloidal foi verificado e utilizado para os calculos de conversdo de
quitina em GIcNAc, de acordo com o item 2.3.5.

4.3.1.5 Avaliacdo da producdo de N-acetil-glicosamina por hidrolise enziméatica de a-
quitina coloidal, utilizando coquetel de proteinas produzido por Aeromonas
caviae CHZ306

A producdo de N-acetil-glicosamina em funcdo do tempo de reacdo enzimatica de a-
quitina coloidal foi avaliada utilizando coquetel de proteinas produzido por Aeromonas caviae
CHZ306.

As reacOes de hidrolise enzimatica de a-quitina foram realizadas em um volume final
de 1 mL, contendo 5% de a-quitina coloidal (m/v) em solucdo tampédo de KH,PO, 50 mM
(pH 6,0) e coquetel de proteinas (1,5 g.L™ de proteinas totais). Adicionalmente, reacdes
contendo o e B-quitina em pd como substrato foram preparadas. Os coquetéis de proteinas
foram adicionados na proporc¢do 1:10 e a B-quitina, extraida de gladios de lula, foi cedida pelo
grupo de Fisico-Quimica Organica do Instituto de Quimica de Sdo Carlos da Universidade de
S&o Paulo, coordenado pelo Dr. Sérgio Paulo Campana Filho.

As reacOes foram realizadas em triplicata, incubadas a 46 °C em termomixer com
agitacéo constante a 1.000 rpm por 48 h e, e, analisadas nos tempos 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 18,
24, 30, 36, 42 e 48 h. Apobs término das reacdes, as amostras foram aquecidas a 100 °C por 5
minutos para desnaturacdo das enzimas e, transferidas para vials com capacidade de 2,0 mL
(Allcrom, Sao Paulo, SP, Brasil) através de unidades filtrantes de 13 mm de didmetro. As
unidades filtrantes foram constituidas de membranas de Nylon com poro de 0,22 uM
(Allcrom).

N-acetil-glicosamina foi quantificada por HPLC, como descrito no item 2.3.4.4 e 0
peso seco da a-quitina coloidal foi verificado e utilizado para os calculos de conversdo de
quitina em GIcNAc, de acordo com o item 2.3.5.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia de um fator (ANOVA)
seqguida pelo Pds-Teste de Tukey para determinar as diferencas significativas entre 0s

rendimentos e produtividades. Diferencgas significativas foram definidas como p <0,05.
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4.4 RESULTADOS

4.4.1 Determinacdo das condicdes de temperatura e pH para producdo de N-acetil-
glicosamina, utilizando coquetel de proteinas produzido por Aeromonas
caviae CHZ306

O efeito de diferentes condigdes de temperatura e pH na producdo enzimatica de N-
acetil-glicosamina foi avaliado utilizando coquetel de proteinas (contendo quitinases)
produzido por A. caviae CHZ306. Para avaliar esse efeito, reagdes contendo 3% de a-quitina
coloidal foram incubadas em diferentes condicdes de temperatura (28-49 °C) e pH (4-8) por 6
h.

De acordo com os resultados (Figura 36), GICNAc foi produzida numa ampla faixa de
temperatura (28-49 °C) e pH (4-8), atingindo maior producao na temperatura de 46 °C em pH
6. Nessas condicdes, a producio de GIcNAc foi de 0,536 g.L™.

De maneira geral, observou-se que a producdo de GIcNAc aumentou em funcdo do
aumento da temperatura, até atingir a producdo maxima a 46 °C e, dimunuindo a 49 °C.
Temperaturas de 47 e 48 °C também foram avaliadas para verificar a possibilidade de
aumento da producdo, entretanto, ndo apresentaram melhores resultados. J& em relagdo ao pH,
observaram as menores producdes nos pH 4 e 8.

Figura 36 - Efeito da temperatura e pH na producdo de N-acetil-glicosamina utilizando
quitinases de Aeromonas caviae CHZ306.
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FONTE: Cardozo, 2017.
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4.4.2 Determinacdo da concentracdo do coquetel de proteinas produzido por

Aeromonas caviae CHZ306, para producao de N-acetil-glicosamina.

O efeito das diferentes concentragdes do coquetel de proteinas (contendo quitinases),
produzido por A. caviae CHZ306 foi avaliado na produgdo enzimatica de GIcNAc. Para
avaliar esse efeito, reagdes contendo 10% de a-quitina coloidal e diferentes concentragdes de
coquetel de proteinas (0,5-2,5 g.L™), em pH 6,0, foram incubadas a 46°C durante 6 h.

Como pode ser observado na Figura 37, a producdo de GICNAc aumentou de acordo
com o aumento das concentragdes do coquetel de proteinas. Os resultados mostraram que
quanto maior a concentracdo do coquetel de proteinas, maior a producdo de GIcNAc. Os trés
maiores rendimentos de GIcNAc ap6s 6 h de reacdo (1,64, 1,68 e 1,78 g.L™") foram obtidos
com os coquetéis com 1,5 2,0 e 2,5 g.L™ de proteinas. No entanto, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05) entre os rendimentos produzidos por esses
coqueteis. Diferencas estatisticamente significativas (p < 0,01) foram observadas entre 0s
coquetéis com 0,5, 1,0 e 1,5 g.L™, entretanto, os coquetéis com 0,5 e 1,0 g.L™" de proteinas
mostraram os menores rendimentos (0,63 e 1,23 g.L™") de GIcNAc ap6s 6 h de reacdo. Assim,
selecionamos para a proxima etapa do estudo, o coquetel com 1,5 g.L™* de proteinas, por ser
aquele com menor concentracdo de proteinas dentre 0s coquetéis que proporcionaram

melhores rendimentos de GIcNAC.

Figura 37 - Efeito das concentracdes de proteinas na producdo enzimatica de N-acetil-
glicosamina, em funcdo do tempo de incubagdo, utilizando quitinases de

Aeromonas caviae CHZ306.
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4.4.3 Determinacdo da concentragdo de a-quitina coloidal para producdo de N-
acetil-glicosamina, utilizando coquetel de proteinas produzido por Aeromonas
caviae CHZ306

O efeito das diferentes concentragdes de a-quitina coloidal na producdo enzimatica de
GIcNAc foi avaliado utilizando coquetel de proteinas (contendo quitinases) produzido por A.
caviae CHZ306. Para avaliar esse efeito, reacdes contendo diferentes concentragdes de o-
quitina coloidal (1-10%) e coquetel com 1,5 g.L™ de proteinas, em pH 6,0, foram incubadas a
46°C por 6 h.

De acordo com os resultados obtidos (Figura 38), observou-se que a producgéo de
GIcNAc aumentou em funcdo do aumento da concentracdo de a-quitina coloidal até atingir
5%, estabilizando nas concentracGes de 6-10%. Os rendimentos de GICNAc na faixa estavel
de producdo (5-10% de a-quitina coloidal) foram de 1,38-1,48 g.L™ e, ndo mostraram
diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05) entre eles. Dessa maneira, por apresentar
menor concentracdo e rendimento de GIcNAc equivalente as demais concentracdes (6-10%),
5% de a-quitina coloidal foi a concentrag&o identificada como a mais adequada para produgéo

enzimatica de GIcNAc, utilizando coquetel de quitinases por A. caviae CHZ306.

Figura 38 - Efeito da concentracdo de quitina na producdo enzimatica de N-acetil-
glicosamina utilizando quitinases de Aeromonas caviae CHZ306.
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FONTE: Cardozo, 2017.
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4.4.4 Avaliacdo da producdo de N-acetil-glicosamina durante a hidrdlise de a-
quitina coloidal, utilizando coquetel de proteinas produzido por Aeromonas
caviae CHZ306

A producdo de GIcNAc foi avaliada em funcdo do tempo de reacdo enzimatica de o-
quitina coloidal, utilizando coquetel de proteinas produzido por Aeromonas caviae CHZ306.
Para isso, reagdes contendo 5% de a-quitina coloidal e coquetel com 1,5 g.L ™ de proteinas,
em pH 6,0, foram incubadas a 46°C por 48 h. A massa seca da a-quitina coloidal (2,0 g.L™)
foi obtida e utilizada para os calculos de converséo de a-quitina em GIcNAc. Adicionalmente,
reacOes contendo a e B-quitina em po como substrato foram preparadas a fim de avaliar as
diferencas de producdo entre essas trés formas de substrato.

De acordo com os resultados obtidos (Figura 39), a maior producdo de GICNAc foi
obtida com a-quitina coloidal, atingindo rendimentos de aproximadamente 1,5 g.L™* apés 12 h
de reacdo enzimatica. Os rendimentos de GICNACc a partir de o e B-quitina em p6 foram bem
menores que aqueles obtidos com a-quitina coloidal, atingindo rendimentos maximos de
apenas 0,24 g.L™ (o-quitina) e 0,48 g.L™" (B-quitina) apds 48 h de reacdo enzimética. As
diferengas entre os rendimentos de GIcNAc obtidos com a-quitina coloidal e essas duas
formas de quitina atingiram o valor maximo de 93% (a-quitina) e 79% (B-quitina) com 12 h
de reacéo.

De modo geral, a producdo de GICNAc a partir de a-quitina coloidal aumentou nas
primeiras 12 h, mantendo-se estavel apOs esse periodo até 48 h de reacdo. A taxa de
conversdo de a-quitina coloidal em GIcNAc (Figura 40) foi de 67% as 12 h de reacdo, com
producdo de 1,45 g.L™ de GIcNAc. Apés esse periodo (12-48 h), as taxas de conversdo de o-
quitina coloidal estiveram entre 67-71%, com concentracdes entre 1,45-1,55 g.L™* de GIcNAc.
As taxas de conversdo de a-quitina coloidal e os rendimentos de GICNAc no periodo de 12-48
h ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre elas.

Com relacdo a produtividade (Figura 40), observou-se 0 maior valor na primeira hora
de reacdo (0,31 g.L™.h™), com diminuicao progressiva ao longo de 48 h. Nas primeiras 6 h, a
produtividade esteve entre 0,31 e 0,21 g.L"%.h™}, atingindo o menor valor apés 48 h de reagdo
(0,03 g.L™"h™).
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Figura 39 - Producdo de N-acetil-glicosamina a partir de diferentes formas de quitina
utilizando coquetel de proteinas produzido por Aeromonas caviae CHZ306.
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Figura 40 — Produtividade e taxa de conversdo de a-quitina coloidal em N-acetil-glicosamina
utilizando coquetel de proteinas produzido por Aeromonas caviae CHZ306.
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4.5 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

GIcNAc é um valioso agente farmacologico para o tratamento de osteoartrite e
doengas inflamatodrias intestinais, incluindo colite ulcerativa e doenca de Crohn (CHEN et al.,
2010a). Tem sido tradicionalmente produzido por processos que envolvem a hidrolise &cida
da quitina, no entanto, os processos geralmente aplicados mostram-se prejudiciais ao
ambiente, apresentam baixos rendimentos e custos elevados (SHASHIWA et al., 2001; CHEN
et al., 2010a). Dessa maneira, a producao enzimatica de GIcNAc representa uma alternativa
sustentavel aos processos atuais (JUNG e PARK, 2014).

Neste estudo, GlcNAc foi produzida a partir de a-quitina coloidal utilizando coquetel
de proteinas produzido por A. caviae CHZ306. Procedimentos padrGes para a determinacdo
das condicdes 6timas de atividade enzimatica foram utilizados para identificar as melhores
condigdes de producdo de GIcNAc. Primeiramente as condi¢Bes de temperatura e pH foram
determinadas, mostrando que o coquetel de proteinas foi capaz de produzir GICNAc numa
ampla faixa de temperatura (28-49°C) e pH (4-8). Posteriormente, avaliou-se o efeito das
concentracdes do coquetel de proteinas, mostrando que a producdo de GICNAc aumentou de
acordo com o0 aumento das concentracGes, mas que altas concentragfes de proteinas nao
influenciaram nos rendimentos de GIcNAc, possivelmente por serem inibidas por produdos da
hidrolise de quitina (ANDERSEN et al., 2005; JAMIALAHMADI et al., 2001;
MACDONALD et al., 2010). Em seguida, avaliou-se o efeito das concentra¢des de a-quitina
coloidal na producdo de GICNAc e, observou-se a tradicional resposta com formacédo de uma
hipérbole, indicando que a producdo aumentou conforme o aumento das concentragdes de a-
quitina coloidal até atingir um patamar onde todas as enzimas estavam ligadas aos substratos
(JOHNSON; GOODY, 2011). Para finalizar, a producdo de GIcNAc foi avaliada em funcéo
do tempo nas condicdes de temperatura (46 °C), pH (6,0), concentracdo de proteinas (1,5 g.L
) e o-quitina coloidal (5%) determinadas. Essas condicBes possibilitaram a conversdo
méxima de 67% de o-quitina e produtividade maxima de 0,31 g.Lh? de GIcNAc.

Estudos similares de conversdo de a-quitina em GIcNAc, utilizando extrato bruto de
quitinases tém sido observados na literatura. Como pode ser observado na Tabela 28, os
rendimentos maximos de GICNAc descritos nos estudos da literatura foram obtidos em
periodos que variaram de 1 a 10 dias, enquanto que em nosso estudo, obteve-se o rendimento
maximo apos 12 h de reacdo. A taxa de conversdo maxima de a-quitina coloidal (67%) obtida
em nosso estudo ndo foi uma das maiores entre os estudos realizados. No entanto, nossos

resultados mostraram que € possivel obter rendimentos de aproximadamente 90% quando 1%
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de a-quitina coloidal é utilizado nas rea¢des (Figura 38). A produtividade méxima de GIcNAc
(0,31 g.L™.h™) foi obtida na primeira hora de reagéo, sendo superior aos estudos realizados
com A. hydrophyla H2330, Aeromonas sp. GJ-18 (com nove dias de reacdo), Burkholderia
cepacia TUQ9, Bacillus licheniformis SK-1 e Paenibacillus illinoisensis KJA-424.
Produtividades obtidas com Aeromonas sp. GJ-18 (com cinco dias de reagdo) (0,35 g.L™.h™)
e Aeromonas sp. PTCC1691 (0,35 g.L™*.h™) foram maiores que a obtida em nosso estudo, mas

bem préximas dos nossos resultados.

Tabela 28 - Comparativo da produtividade de alguns estudos de conversdo de a-quitina em
N-acetil-glicosamina utilizando extrato bruto de quitinases.

. Tempo de Conversao Produtividade
. Tipo de ~ (s (s P
Organismo a-quitina Producgao maxima de maxima Referéncia
9 maxima quitina (%) (g.L.h")
Flocos e . .
A. hydrophyla H2330 06 10 dias 64-77 0,013-0,016 Sashiwa et al. 2002
5 dias 83 0,35
Aeromonas sp. GJ-18 Coloidal Kuk et al. 2005
9 dias 94.9 0,22
. Jamialahmadi et al.
Aeromonas sp. PTCC1691 Coloidal 24 h 79 0,33 2011
Burkholderia cepacia TU09 P6 7 dias 85 0,17 P|chyanzg0k0u2ra etal
. . . . . . Pichyangkura et al.
Bacillus licheniformis SK-1 P6 6 dias 41 0,03 2002
Paenibacillus illinoisensis .
KIA-424 Coloidal 24 h 62.2 0,07 Jung et al. 2007
A. caviae CHZ306 Coloidal 12 h 67 0,31 Este estudo

FONTE: Cardozo, 2017.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, podemos destacar alguns pontos
que devem receber atencdo durante o desenvolvimento dos processos de producdo de
GIcNAc. Esses pontos incluem o tipo de quitina utilizado como substrato e a possivel inibi¢do
da producéo por produtos da hidrolise de quitina.

Com relagéo ao tipo de quitina utilizado como substrato, sabe-se que a quitina € um
biopolimero de estrutura cristalina que em funcdo do organismo e do papel desempenhado,
pode assumir principalmente duas estruturas polimorficas distintas, denominadas a € B-
quitina. A forma mais comum existente na natureza ¢ a a-quitina, uma forma de quitina com
cadeias organizadas de forma antiparalela que favorecem a existéncia de numerosas ligacoes
de hidrogénio inter e intramoleculares na mesma cadeia e, entre as cadeias poliméricas

vizinhas. J& a PB-quitina é constituida por cadeias organizadas de forma paralela, o que
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possibilita a formacgdo de ligagOes intermoleculares mais fracas que a a-quitina (KURITA,
2001). Os indices de cristalinidade também diferem entre essas duas formas de quitina, sendo
de aproximadamente 90% para a-quitina e 70% para B-quitina (CAMPANA et al., 2007).
Assim, de acordo com as estruturas e cristalinidades da quitina aqui descritas, é possivel notar
que a o-quitina apresenta uma estrutura cristalina termodinamicamente mais estavel e rigida
que a B-quitina (RINAUDO, 2006), o que acaba dificultando a hidrolise enzimética desse
polimero.

Em nossos estudos, comparando a producdo de GICNAc a partir de a-quitina e -
quitina em p6 (quitinas sem pré-tratamento), observou-se que os maiores rendimentos de
GIcNAc foram obtidos a partir de B-quitina. Esses resultados demonstram que a hidrolise
enzimatica de a-quitina pode ter sido limitada devido a dificuldade das quitinases acessarem
as ligacOes B-glicosidicas no interior da estrutura cristalina da a-quitina. Dessa maneira, [3-
quitina foi hidrolisada mais rapidamente que a-quitina por causa da presenca de ligacoes
intermoleculares mais fracas (KURITA et al., 2003). Resultados similares foram observados
em estudos com Burkholderia cepacia TUQ9, Bacillus licheniformis SK-1, Trichoderma
viride, Acremonium cellulolyticus e Chitinibacter tainanensis (CHERN et al., 2004;
PICHYANGKURA et al. 2002; SASHIWA et al., 2001; SASHIWA et al., 2003)

Também em nossos estudos, comparando a produgdo de GIcNAc a partir de a-quitina
coloidal (pré-tratada) e a-quitina em pé (sem pré-tratamento), observou-se que somente o fato
de realizar o pré-tratamento da a-quitina em pd e, consequentemente a reducdo da
cristalinidade, fez com que a producdo de GIcNAc aumentasse de 0,24 pra 1,45 g.L ™ ap6s 12
horas de reacdo. Sugestbes similares tém sido realizadas por varios autores (CHEN et al.,
2010a; JAMIALAHMADI et al., 2001; KLAIKHERD et al., 2004; JUNG; PARK, 2014) e
demonstram a necessidade da escolha do tipo de quitina a ser utilizada como substrato na
producéo de GIcNAc, bem como o tipo de pré-tratamento utilizado na preparacdo do material.
Outro ponto a ser analisado, sdo o0s custos dos substratos e pré-tratamentos utilizados no
processo. Apds um levantamento de precos com algumas empresas, por exemplo, observou-se
que por mais que a 3-quitina ndo apresente a necessidade de pré-tratamento e possa apresentar
bons rendimentos de GICNAc, o custo por grama desse substrato é relativamente alto (R$ 15 a
60). Além disso, € uma forma de quitina que ndo pode ser encontrada abundantemente na
natureza. J& a o-quitina, forma mais abundante na natureza, pode ser obtida a partir de
matérias-primas relativamente baratas, consideradas como refugos da atividade pesqueira
voltadas a exploracdo industrial de frutos do mar. O custo por grama desse substrato sem pré-

tratamento é de aproximadamente R$ 2,5 a 7,5, enquanto que usando o pré-tratamento é de



149

aproximadamente R$ 6,5 a 11,5. Assim, 0 uso de a-quitina é mais vantajoso, mesmo existindo
a necessidade de realizar o pré-tratamento para obtencdo da quitina coloidal.

E conhecido que preparacdes enzimaticas perdem atividade ao longo do tempo, na
medida em que as moléculas proteicas sofrem alteracdes. A estabilidade das preparacGes
enziméticas depende das condi¢gdes de incubacdo, tais como temperatura, pH, diluicdo,
inibidores, cofatores, entre outros. A exposicdo de tais preparagfes por longos periodos de
incubacdo, mesmo em condicdes 6timas, pode levar a perda da estabilidade enzimatica,
consequentemente a perda de rendimentos do produto. Dessa maneira, buscando verificar a
estabilidade do coquetel de proteinas produzido por Aeromonas caviae CHZ306 nas
condigOes determinadas, avaliou-se a producdo de GIcNAc em funcdo do tempo de reagdo
enzimatica de a-quitina coloidal.

Sabe-se que quitinases sdo relativamente estaveis a temperatura ambiente e valores de
pH levemente acidos e/ou béasicos. As condi¢es 6timas de temperatura e pH de quitinases
purificadas de diferentes espécies de Aeromonas variam, mas encontram-se geralmente na
faixa de 37-50 °C de temperarura e 5-8 de pH (HALDER et al., 2016; HIRAGA et al., 1997,
JAMIALAHMADI et al., 2001; LAN et al., 2004; YABUKI et al., 1986; ZHANG et al.,
2014). As condigdes de temperatura (46 °C) e pH (6,0) determinadas neste estudo estdo de
acordo com os valores descritos na literatura. No entanto, ap6s o aumento progressivo da
producdo de GICNAc nas primeiras 12 h, observou-se que a produ¢do manteve-se estavel ao
longo das 48 horas.

A diminuicdo da taxa de hidrolise apds 12 h pode ter ocorrido por causa da
desnaturacdo das enzimas durante a reacdo ou inibicdo pela formacdo/concentracdo do
produto (GIcNAc). Estudos de estabilidade mostraram que quitinases produzidas por
Aeromonas PTCC1691 tém estabilidade a 37 °C por mais de 48 h, mas a investigacdo de
GIcNAc revelou que altas concentracGes desse produto inibiram levemente a reacdo de
hidrolise. Estes resultados sugerem que ocorre inibigdo por feedback, em que o acimulo do
produto final (GIcNAc) causa diminuicdo da taxa de producdo (JAMIALAHMADI et al.,
2001). Outro motivo para a reducdo da producdo de GIcNAc pode estar relacionado a
estrutura cristalina da a-quitina coloidal (Figura 41), ou seja, esta forma de quitina é obtida
pelo tratamento quimico da a-quitina em po. Esse tratamento reduz a estrutura cristalina da
quitina, aumenta a acessibilidade das enzimas ao substrato e, como pode ser observado em
nossos resultados, possibilitou o aumento da producdo em 93% nas primeiras 12 h, em
comparagdo a a-quitina em pd. Esses resultados indicam que a producdo de GIcNAc pode ter

aumentado rapidamente por causa da acessibilidade das enzimas aos sitios descristalinizados
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das particulas de quitina. No entanto, de acordo com a reducédo de particulas descristalinizadas
ao longo da reacdo de hidrolise e, predominancia de particulas cristalinizadas, a producéo
diminuiu com a limitada acessibilidade das quitinases as ligagdes B-glicosidicas na molécula
de quitina. As mesmas sugestbes tém sido dadas por diferentes pesquisadores buscando
explicar a diminui¢do da producdo de GIcNAc ap06s determinados periodos de reacdo (CHEN
et al., 2010a; JAMIALAHMADI et al., 2001; KLAIKHERD et al., 2004).

Figura 41 - Representacdo ilustrativa da suposta estrutura da a-quitina apds submissao ao
tratamento quimico para formacao da a-quitina coloidal.
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FONTE: Adaptada de Klaikherd et al., (2004).

Como base nesse estudo, podemos concluir que é possivel converter a-quitina coloidal
em GIcNAc utilizando um coquetel de proteinas produzido por A. caviae CHZ306 e, obter
altas taxas de conversédo de a-quitina coloidal e produtividades de GIcNAc. A utilizacdo de o-
quitina € vantajosa, uma vez que pode ser obtida a partir de matérias-primas relativamente
baratas, consideradas como refugos da atividade pesqueira. No entanto, para obtencao de altas
taxas de conversdao e produtividade, torna-se importante realizar o pré-tratamento da a-
quitina, para reduzir a cristalinidade desse polissacarideo. Procedimentos de pré-tratamento
que possibilitam a obtengdo de uma a-quitina coloidal com maiores porcentagens de

particulas cristalinizadas, permitirdo a obtencéo de maiores produtividades.
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CONCLUSOES

e As condigcdes de temperatura (46 °C) e pH (6,0) para producdo de GIcNAc foram
determinadas. A avaliacdo mostrou que o coquetel de proteinas foi capaz de produzir GICNAc

numa ampla faixa de temperatura (28-49 °C) e pH (4-8).

e A concentragdo do coquetel de proteinas (1,5 g.L™) para producdo de GIcNAc foi
determinada, mostrando que a producdo de GIcNAc aumentou de acordo com o aumento das
concentracfes dos coquetéis, mas que altas concentracdes de proteinas ndo influenciaram nos
rendimentos de GIcNAc, possivelmente por serem inibidas por produtos da hidrélise de

quitina.

e A concentracdo de a-quitina coloidal (5%) para producdo de GIcNAc foi determinada. A
producdo aumentou conforme o aumento da concentragdo de a-quitina coloidal até atingir um

patamar onde todas as enzimas estavam ligadas aos substratos.

e A producdo de GIcNAc a partir de a-quitina coloidal nas condicGes determinadas
aumentou nas primeiras 12 h, mantendo-se estavel apos esse periodo até 48 h de reagdo. A
reducdo da producdo possivelmente ocorreu devido a estrutura cristalina da a-quitina coloidal

e/ou inibicdo por produtos da hidrdlise.

e E vantajoso utilizar a-quitina como substrato na producio de GIcNAc, uma vez que esta
pode ser obtida a partir de matérias-primas relativamente baratas, consideradas como refugos
da atividade pesqueira. No entanto, para obtencdo de altas taxas de conversédo e produtividade,
torna-se importante realizar o pré-tratamento da a-quitina para reduzir a cristalinidade desse

polissacarideo.

e Procedimentos de pré-tratamento que possibilitam a obtencdo de uma a-quitina coloidal
com maiores porcentagens de particulas descristalinizadas permitirdo a obtencdo de maiores
produtividades de GICNAc.
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