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RESUMO

MACHADO, Fabiano de Paula Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezem-
bro de 2009. Producéo, purificacdo e caracterizacdo bioquimica de dextranase
de Paecilomyces marquandii. Orientador: José Humberto de Queiroz. Co-
orientadores: Maria Goreti de Almeida Oliveira, Sebastido Tavares de Rezende, Jo-
sé Ivo Ribeiro Junior.

Dextranases (EC 3.2.1.-) catalisam a hidrolise de liga¢des glicosidicas a(1—6) em po-
lissacaridios de dextrana e sdo produzidas por fungos, bactérias e algumas leveduras.
Sao utilizadas na eliminacdo de dextranas produzidas por bactérias que podem ocasio-
nar sérios problemas ao longo de todo o processamento de agucar, na prevengao e tra-
tamento de caries, produgdo de isomaltooligossacaridios e oligodextranas com fungdes
pré-bidticas, elaboracdo de produtos de limpeza e sintese de dextranas para aplicagdes
clinicas. O objetivo desse trabalho foi produzir, purificar e caracterizar bioquimicamen-
te a dextranase produzida pelo fungo Paecilomyces marquandii. Os efeitos de varios
componentes do meio de cultura, pH e temperatura de incubacgao foram estudados sobre
a produgdo da dextranase utilizando o delineamento de Plackett-Burman. Dextrana, ni-
trato de amonio e extrato de levedura apresentaram efeito positivo significativo sobre a
produgdo da dextranase, enquanto o efeito de triptona foi negativo. De acordo com o
experimento fatorial completo, as condigdes de maior producdo da dextranase estdo
dentro do espago experimental utilizado nesse trabalho. Isso permite a modelagem da
superficie de resposta e a determinacdo dos niveis desses fatores para a produgdo méxi-
ma da dextranase. A dextranase de Paecilomyces marquandii foi purificada utilizando
cromatografias em resinas DEAE-Sepharose e CM-Sepharose, com rendimento de 24%
e atividade especifica de 1.036 U.mg™. A massa molecular foi estimada em 73 kDa por
SDS-PAGE. A dextranase apresentou maior atividade em pH 6,0 e estabilidade na faixa
de pH de 5 a 7 a 40 °C durante 30 minutos. A temperatura de maior atividade foi 55 °C
e durante 4 horas a 37 °C a enzima foi estavel. A meia-vida foi de 55 horas a 37 °C e 14
minutos a 55 °C. O reagente SDS ¢ os ions Ag', Cu” e Pb*" reduziram a atividade enzi-
matica em 80%, 40%, 51% e 53%, respectivamente. O aumento da atividade da dextra-
nase na presenga de Fe** foi de 20% e Mn*" foi de 15%. Esses efeitos foram medidos
utilizando 10 mM de cada reagente. O valor de Ky foi de 0,59 g.L'1 € Vmax foi de 0,89

mmol glicose.min™ a 40 °C para dextrana (massa molecular entre 60.000 e 90.000).
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ABSTRACT

MACHADO, Fabiano de Paula Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, decem-
ber, 2009. Production, purification and biochemical characterization of dex-
tranase from Paecilomyces marquandii. Adviser: Jos¢é Humberto de Queiroz. Co-
advisers: Maria Goreti de Almeida Oliveira, Sebastido Tavares de Rezende, José
Ivo Ribeiro Junior.

Dextranases (EC 3.2.1.-) catalyses the hydrolysis of a-1,6-glycosidic linkages on
dextran polysaccharides. They are produced by fungi, bacteria and some yeasts. Its main
application is in the elimination of dextrans produced by bacteria which can cause seri-
ous problems in sugar processing. Other potential applications for dextranases are in the
prevention and treatment of dental plaques, production of isomaltooligosaccharides and
oligodextrans with prebiotic functions, elaboration of cleaning products and synthesis of
dextrans for clinical applications. The objective of this study was to produce, purify and
characterize dextranase produced by the fungi Paecilomyces marquandii. The effects of
various components of culture medium and incubation temperature were studied on the
production of dextranase using a Plackett-Burman design. Dextran, ammonium nitrate
and yeast extract showed a significant positive effect on dextranase production, while
triptone presented a negative effect. According to the full factorial design, dextranase
maximum production conditions are within the experimental region utilized in this
study. It appeared to be adequate for modeling of the surface response and determina-
tion of the value ranges of these variables for dextranase maximum production. Dextra-
nase was purified using chromatographies in DEAE-Sepharose and CM-Sepharose res-
ins, yielding of 24% and specific activity of 1036 U.mg". Molecular mass was esti-
mated to be 73 kDa by SDS-PAGE. Dextranase presented greatest activity in pH 6.0
and stability in the pH range of 5 to 7 at 40 °C for 30 min. The optimal temperature was
55 °C and during 4 h at 37 °C the enzyme was stable. Half-life of dextranase was 55 hs
at 37 °C and 14 min at 55 °C. Reduction of enzymatic activity was 40%, 80%, 51% and
53% in the presence of Ag’, SDS, Cu" and Pb*", respectively. Increase in dextranase
activity in the presence of Fe*" and Mn*>" was 20% and 15%, respectively, all at the con-
centration of 10 mM. The determined values of Ky and V.« were 0.59 g.L'1 and 0.89
mmol glucose.min™, respectively, at 40 °C for dextran (molecular mass between 60,000

and 90,000).



1. INTRODUCAO GERAL

Dextranases (EC 3.2.1.-) catalisam a hidrolise de liga¢des glicosidicas a(1—6) em
polissacaridios de dextrana. Esses polissacarideos sdo constituidos por liga¢des glicosi-
dicas a(1—>6), mas podem conter pontos de ramificagdo em ligagdes glicosidicas
a(1->2), a(1—3) e a(1—>4). Dependendo da origem, os principais produtos das dextra-
nases sdo fragmentos de dextranas, oligossacaridios, D-glicose, B-D-glicose, isomaltose
e isomaltotriose. Sdo produzidas por diversos fungos, bactérias e poucas leveduras, des-
tacando-se 0s primeiros como os principais microrganismos produtores.

A principal aplicacdo para dextranases ¢ na redugdo de viscosidade de produtos in-
termedidrios gerados durante o processo de producdo de agticar. Esse aumento de visco-
sidade é causado pela presenga de dextranas, produzidas principalmente por Leuconos-
toc sp, e pode ocasionar diversos problemas como perda da sacarose desviada para a
sintese de dextranas, falhas nos processos de cristalizacdo, clarificacdo e evaporagdo,
além da perda do caldo da cana de agucar provocada pelo bloqueio dos filtros. Entretan-
to, temperatura elevada limita a utilizacdo industrial de dextranases. Estudos envolven-
do mutagdes, a identificagdo de microrganismos produtores de dextranases com termo-
estabilidade superior e a otimizacdo da utilizagdo dessas enzimas na industria sucroal-
cooleira tém sido uma alternativa para superar essa limitacao.

Outra aplicagdo proposta para dextranases ¢ na prevengdo ¢ tratamento de placas
bacterianas, pois dextranas sao componentes estruturais fundamentais da matriz polissa-
caridica, que ¢ essencial para a formacao dessas placas e facilitam a adesdo de bactérias
cariogénicas durante sua formagdo. Dextranases também apresentam aplicagdo na ela-
boragdo de composicdes de limpeza, produgdo de isomaltooligossacaridios e oligodex-
tranas com funcdo de agentes pré-bidticos, e na sintese de dextranas para aplicagdes
clinicas.

As condicdes de cultura utilizadas para a produ¢do de dextranases sdo muito dife-
rentes, dependendo do microrganismo utilizado para sua produgdo. Isso implica uma
grande variagdao na produgdo de dextranases. Os estudos realizados para aumentar sua
produgdo tém avaliado um ntimero reduzido de fatores, utilizando dois tipos diferentes
de planejamentos experimentais: o delineamento fatorial fracionado e a técnica em que
se estuda um fator de cada vez. A segunda é questionada, entre outros motivos, por nao

considerar o sinergismo entre dois ou mais fatores sobre a varidvel resposta. Novos es-



tudos de otimizagdo da producdo de dextranases, em que se avaliem um maior nimero
de fatores, podem ser uma alternativa mais promissora.

Esse trabalho é o primeiro estudo sobre a dextranase produzida pelo fungo Paeci-
lomyces marquandii. Os objetivos desse estudo foram avaliar os efeitos de pH, tempera-
tura e varios componentes do meio de cultura sobre a producdo da dextranase, e também

purificar e caracterizar bioquimicamente essa enzima.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Dextranases

Dextranases (EC 3.2.1.-) pertencem ao grupo das enzimas glicosil hidrolases e cata-
lisam a hidrélise de ligacdes glicosidicas a(1—>6) em polissacaridios de dextrana. Dex-
tranas sao constituidas por ligagdes glicosidicas a(1—6), mas podem conter pontos de

ramificacdo em ligagdes glicosidicas a(1—2), a(1—3) e a(1—>4) (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura quimica de dextrana (Adaptado de Eggleston et al., 2009)

Dextranases podem ser classificadas em grupos que se diferem basicamente em re-
lagdo a especificidade de substrato e produtos gerados pela hidrdlise, segundo o Comité
de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (NC-
IUBMB, 2007). De acordo com esse sistema, dextranases sao classificadas em endodex-
tranases (EC 3.2.1.11), exodextranases formadoras de glicose (EC 3.2.1.70), de isomal-
tose (EC 3.2.1.94), de isomaltotriose (EC 3.2.1.95) e desramificadora (EC 3.2.1.115).

Em outra classificagdo, as dextranases sao divididas em familias com base em simi-
laridades de seqiiéncias de aminodcidos. A relagdo direta entre similaridades de seqiién-
cia e enovelamento de proteinas permite a esse sistema de classificagdo indicar caracte-
risticas estruturais de enzimas, auxiliar a estabelecer relagdes evolucionarias entre elas e
fornecer informagdes importantes para se determinar mecanismos de reagdo (CAZy,

2007). Nessa classificacdo, as endodextranases (EC 3.2.1.11) sdo divididas nas familias
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49 e 66. As exodextranases formadoras de glicose (EC 3.2.1.70) sdo divididas nas fami-
lias 13 e 15, enquanto as exodextranases formadoras de isomaltose (EC 3.2.1.94) e de
isomaltotriose (EC 3.2.1.95) pertencem as familias 27 e 49, respectivamente.

Endodextranases ou dextranases (EC 3.2.1.11) hidrolisam ligagdes internas a-1,6-
D-glicosidicas de dextranas em pontos aleatorios, gerando fragmentos de dextrana e
oligossacarideos (Brenda, 2007 a).

Exodextranases formadoras de glicose (EC 3.2.1.70), também denominadas glicano
1,6-a-glicosidase, sao capazes de hidrolisar ligagcdes a-1,6-D-glicosidicas em extremi-
dades redutoras de dextranas e derivados oligossacarideos, produzindo apenas D-glicose
ou B-D-glicose como produto principal, dependendo do microrganismo produtor (Bren-
da, 2007 b).

Exodextranases formadoras de isomaltose (EC 3.2.1.94), ou glicano 1,6-a- D -
isomaltosidase, hidrolisam ligacdes a-1,6-D-glicosidicas em extremidades nao redutoras
de dextranas, removendo sucessivamente unidades de isomaltose. Para isso, sdo capazes
de hidrolisar também ligacdes glicosidicas a-1,2, a-1,3 e a-1,4 (Brenda, 2007 c).

Exodextranases formadoras de isomaltotriose (EC 3.2.1.95), ou dextrana 1,6-a-
isomaltotriosidase, hidrolisam ligacdes a-1,6-D-glicosidicas em extremidades nao redu-
toras de dextranas e isomaltodextrinas para remover unidades de isomaltotriose (Bren-
da, 2007 d).

Uma dextranase em particular foi classificada como exodextranase desramificadora
(EC 3.2.1.115), ou dextrana ramificada exo-1,2-a-glicosidase. Essa enzima hidrolisa
apenas ligacdes a-1,2-D-glicosidicas em pontos de ramificacdo de dextranas e polissaca-

ridios relacionados, produzindo D-glicose como Unico agticar redutor (Brenda, 2007 e).

2.2. Estrutura e mecanismos de reacdo de dextranases

Comparando-se os diversos genes de dextranase seqiienciados, constata-se signifi-
cativa variacdo no tamanho desses genes e no tamanho das dextranases expressas. Os
genes variam de 1.818 a 3.891 pb e as dextranases de 66 a 140 kDa, respectivamente (Li
et al., 2006; Hatada et al., 2004; Igarashi et al., 2004, 2001; Ohnishi et al., 1995).

A analise da estrutura primaria de dextranases de algumas bactérias pertencentes ao
género Streptococcus revelou que essas enzimas sdao constituidas por uma regido con-

servada central e duas regides variaveis. Um peptideo sinal ¢ um dominio para ligagao a



membrana (exceto no caso de. Streptococcus salivarius) estdo localizados nos lados N-
terminal e C-terminal da enzima, respectivamente. As regides varidveis apresentam ta-
manhos diferentes ¢ menor homologia entre essas espécies. Por outro lado, o compri-
mento da regido conservada ¢ constante e apresenta de 49 a 90% de homologia entre as
bactérias estudadas (Igarashi et al., 2004, 2001). O dominio catalitico formado pela se-
qiiéncia FDGWQGDTIGDN foi idéntico entre as espécies de Streptococcus estudadas,
embora sua localizagdo na regido conservada tenha sido diferente entre elas (Igarashi et
al., 2004). Os sitios cataliticos e de ligacao ao substrato estdo presentes na regiao con-
servada (Morisaki et al., 2002; Igarashi et al., 2001). Ao comparar a seqiiéncia de ami-
noacidos de dextranase produzida por essas espécies constatou-se homologia variando
entre 41% e 63%. Quando a comparacao foi realizada apenas em relagdo a regido con-
servada das enzimas, os valores obtidos variaram entre 55% e 83%, sendo que para duas
espécies em particular a homologia foi de 90% (Igarashi et al., 2004, 2001).

A dextranase de Penicillium minioluteum ¢ formada por dois dominios. O primeiro
consiste de duzentos residuos de aminoacidos formando treze cadeias 8, sendo que nove
delas estdo enoveladas formando uma estrutura tipo sanduiche e apresentam orienta-
cdo antiparalela, com excec¢do da interse¢do entre duas dessas cadeias. Todos os loops
extendidos estdo localizados no lado N-terminal da estrutura sanduiche pB. O outro do-
minio consiste de uma hélice 3 paralela, orientada a direita, contendo trés folhas 3 para-
lelas. Essa estrutura em hélice contém dez voltas completas. Interagdes entre grupamen-
tos laterais de residuos aminoacidicos alifaticos e aromaticos auxiliam na estabilizagao
dessa estrutura. Residuos de cisteina nas posi¢des 9, 14, 484, 488, 337 e 415 também
contribuem para a estabilizacdo da enzima. Os dois dominios estdo unidos por uma se-
qiiéncia de quatorze aminodacidos localizados no lado N-terminal da hélice  (Larsson et
al., 2003).

A dextranase produzida por Arthrobacter globiformis 142 ¢ composta por quatro
dominios: N, A, B e C. O primeiro ¢ formado por dezessete cadeias 3 antiparalelas divi-
didas em duas folhas B, enquanto o segundo ¢ uma estrutura em barril (a/a)s. O dominio
B ¢ constituido por oito folhas B antiparalelas e o dominio C por dezessete cadeias [3
antiparalelas que formam trés folhas B. Os dominios N, A e C possuem dois, um e trés
sitios de ligacdo de ions célcio, respectivamente (Mizuno et al., 2004).

Dois mecanismos estdo envolvidos na atividade de dextranases. O primeiro ¢ utili-

zado por dextranases pertencentes as familias 15 e 49 e promove a inversao da configu-



racdo anomérica dos residuos de glicose. O segundo ¢ utilizado por dextranases das fa-
milias 13, 27 e 66, resultando na manutencao da configuracdo anomérica (CAZy, 2007).

Em ambos os mecanismos, a hidrolise ocorre através de catalise 4cida e requer um
residuo catalitico 4cido (doador de préton) e um residuo catalitico basico (nucleofilico),
sendo que a posicao do primeiro residuo ¢ idéntica nos dois mecanismos. Esses residuos
cataliticos sdo aspartato ou glutamato, dependendo da familia a que a enzima pertence.
No caso de manuteng¢do da configuragdo anomérica, o residuo nucleofilico esta préximo
ao carbono anomérico do carboidrato e distante aproximadamente 5 A do doador de
proton. Em dextranases que invertem a configuracdo anomérica, o residuo nucleofilico
esta cerca de 10 A do doador de protons devido a presenga de uma molécula de dgua
entre ele e o carboidrato (Davies e Henrissat, 1995).

No mecanismo de manutengdo, o oxigénio da ligacdo glicosidica ¢ protonado pelo
doador de prétons seguido pelo ataque do residuo nucleofilico ao carbono anomérico e
da formacdo de um intermedidrio glicosil enzima. Uma molécula de dgua, ativada pelo
primeiro residuo catalitico, hidrolisa esse produto intermediario. Este segundo ataque
nucleofilico ao carbono anomérico gera um produto com a mesma configuragdo anomé-
rica do substrato (Davies e Henrissat, 1995).

O mecanismo de inversdo também envolve a protona¢do do oxigénio da ligagdo
glicosidica, embora o residuo nucleofilico ative uma molécula de agua que realizara o
ataque nucleofilico ao carbono anomérico. Esse unico ataque nucleofilico resulta na
formagdo de um produto cuja configuragdo anomérica ¢ invertida (Davies e Henrissat,
1995).

O conhecimento da estrutura de dextanase pode gerar informagdes importantes para
estudos envolvendo engenharia de enzima e permitir o aumento de sua eficiéncia catali-
tica para aplicagdes industriais. Nesse sentido, esforgos tém sido direcionados para se
resolver a estrutura tridimensional dessa enzima, possibilitando investigar residuos ami-
noacidicos que sejam fundamentais a sua atividade.

Em dextranase de Arthrobacter globiformis 142, o residuo de acido glutamico 458
atua como catalisador acido e protona o atomo de oxigénio da ligagdo glicosidica, en-
quanto o residuo de 4cido glutamico 656 ativa a molécula de 4gua que hidrolisa o in-
termedidrio formado, liberando B-glicose (Morimoto et al., 2004).

Por outro lado, no mecanismo de catélise proposto para dextranase de Arthrobacter

globiformis T6 ocorre a manuten¢do da configuragdo anomérica. O residuo de aspartato



266 atua como catalisador acido e o grupo carboxilato do aspartato 198 promove o ata-
que nucleofilico ao carbono anomérico com formagdo do intermediario isomaltosil-
enzima. Na seqiliéncia, o residuo de aspartato 266 atua como base geral para ativar a
molécula de dgua que atuard como agente nucleofilico e promovera a hidrolise desse
intermediario e liberagao de isomaltose (Nihira et al., 2005).

A dextranase de Penicillium minioluteum também promove a inversao da configu-
racdao anomérica. O grupo carboxilato do residuo de aspartato 395 ¢ o catalisador doador
de protons, enquanto os residuos de aspartato das posi¢des 376 e 396 estejam ligados
por pontes de hidrogénio a molécula de dgua cujo posicionamento permite o ataque nu-
cleofilico ao carbono anomérico (Larsson et al., 2003).

Mutagdes sitio-dirigida em residuos de acido aspartico 198 e 313 de isomalto-
dextranase de Arthrobacter globiformis T6 resultaram na redugdo da capacidade de
formagao do complexo enzima-substrato e perda da atividade catalitica, enquanto a mu-
tacdo do residuo do acido aspartico 266 resultou apenas em perda da atividade (Nihira et
al., 2005). Em outro estudo, residuos de 4cido aspartico 227 e 342 foram fundamentais a
catalise enzimatica e quando foram substituidos por acido glutdmico ocorreu a perda de
atividade enzimatica (Tochihara et al., 2004). Os residuos de acido aspartico 227 e 342
atuaram como agentes nucleofilico e 4cido/base geral, respectivamente, bem como a-
queles nas posi¢des 198 e 313 (Nihira et al., 2005).

Embora diferentes dextranases apresentem diferengas em relagdo a sua estrutura
tridimensional e mecanismo de reagao, residuos de acido aspartico mostraram ser con-

servados no sitio catalitico dessas enzimas e, portanto, imprescindiveis para a catalise.

2.3. Aplicacdes de dextranases

A principal aplicag@o para dextranase relatada na literatura ¢ na reducdo de viscosi-
dade de produtos intermedidrios gerados durante o processo de produgdo de acucar.
Esse aumento de viscosidade ¢ causado pela presenca de dextranas produzidas princi-
palmente por Leuconostoc sp. A producao de dextranas ocasiona problemas como perda
da sacarose, que ¢ desviada para a sintese de dextranas, aumento da viscosidade de xa-
ropes gerados durante a producdo de acucar e reducdo da recuperagdo de sacarose devi-
do a inibi¢ao da cristalizagdo (Khalikova et al., 2005). O aumento da viscosidade, devi-

do a presenca de dextranas com elevada massa molecular, também bloqueia os filtros



provocando perda do caldo da cana de agiicar. Além disso, ocorre a diminuic¢ao na efici-
éncia dos processos de clarificagcdo e evaporagdo (Jiménez, 2005).

Desde a década de 70, algumas empresas tém estudado e disponibilizado prepara-
coes enzimaticas de dextranase para uso comercial na indistria de agucar, pois o uso de
dextranase ¢ a maneira mais eficiente para a eliminacdo de dextranas. Entre diversos
microrganismos avaliados, fungos apresentaram os melhores resultados, principalmente
duas espécies do género Chaetomium (Jiménez, 2005). Embora alguns avangos tenham
sido relatados na tentativa de se aumentar a eficiéncia de dextranases nas industrias de
agucar, a utilizacdo dessas enzimas ainda nao foi otimizada, tendo em vista a dificulda-
de de melhorar suas condi¢gdes operacionais. Estudos de otimizagdo para melhorar as
condi¢des operacionais de dextranases representam a melhor solugdo, em curto prazo,
na tentativa de aumentar a eficiéncia da utilizagdo industrial dessas enzimas (Eggleston
et al., 2009; Eggleston e Monge, 2005).

Grandes avangos podem ser alcancados, a longo prazo, a partir de estudos de identi-
ficagdo de microrganismos com maior capacidade de producdo de dextranases (Szczo-
drak et al., 1994), ou de estudos de engenharia genética para obten¢do de mutantes com
maior atividade de dextranase (Talkhan et al., 2008; Hatada et al., 2004) ou ainda pro-
dugdo de dextranases com elevada termoestabilidade (Hild et al., 2007; Jiménez et al.,
1997). O aumento da atividade de dextranase pode ser o resultado do aumento da ex-
pressdo da enzima ou da alteragdo em sua estrutura (Szczodrak et al., 1994).

A temperatura € o principal parametro operacional que limita a utilizacao industrial
de dextranases. Com isso, varios microrganismos produtores de dextranases que hidroli-
sam dextranas em temperaturas superiores a 60 °C ja foram identificados (Hoster et al.,
2001; Wynter et al., 1997, 1996, 1995). Entretanto, a atividade catalitica dessas enzimas
com superior termoestabilidade foi muito inferior aquelas utilizadas em formulagdes
comerciais (Hoster et al., 2001; Wynter et al., 1995).

Outra promissora aplicagdo para dextranases ¢ na prevencao e tratamento de placas
bacterianas em diversos produtos comerciais como pastas de dente, antisséptico bucais e
gomas de mascar (Hamakawa e Uenosono, 2006; Wiater et al., 2004; Marotta et al.,
2002; Eiji et al., 2001; Rie et al., 2000). Dextranas destacam-se como componentes es-
truturais fundamentais da matriz polissacaridica que ¢ essencial para a formagao dessas
placas e facilitam a adesdo de bactérias cariogénicas durante sua formagao (Marotta et

al., 2002). Portanto, dextranases influenciam a sintese e estrutura de polimeros de glico-



se, podendo alterar a formacao, propriedades fisicas e sitios de ligacdo de bactérias da
matriz polissacaridica em placas bacterianas (Hayacibara et al., 2004). Esse efeito pode
ser otimizando quando a dextranase ¢ utilizada em combinac¢do com glicosidases capa-
zes de hidrolisar ligagdes glicosidicas a(1—3), a(1—4) e a(1—6), sendo possivel até
mesmo impedir a sintese de polimeros de glicose e a adesdo de bactérias cariogénicas a
placa bacteriana, como também a remog¢do desses polimeros a partir de biofilmes ja
produzidos (Hayacibara et al., 2004; Wiater et al., 2004; Marotta et al., 2002).

Dextranases também podem ser utilizadas na elabora¢do de composi¢des de limpe-
za mais eficientes devido a capacidade de duas formas dessa enzima, produzidas por
Streptomyces anulatus, apresentarem satisfatoria atividade catalitica mesmo quando
expostas a pH na faixa de 8 a 9 (Decker et al., 1999; Herbots et al., 1997).

A hidrolise controlada de dextranas por endodextranases permite a produgao de i-
somaltooligossacaridios e oligodextranas (Mountzouris et al., 2001). Esses oligossacari-
deos atuam como agentes pré-bioticos, funcao esta influenciada pela massa molecular
dos oligdbmeros com diferentes graus de polimerizagdao (Olano-Martin et al., 2000). A
sintese de isomaltooligossacaridios também ¢ possivel a partir de sacarose utilizando
dextranasacarase e dextranase (Goulas et al., 2004).

A sintese de dextranas para aplicagdes clinicas ¢ outro exemplo da utilizagdo de
dextranases. A utilizacdo de dextranas na area médica ¢ possivel devido a sua compati-
bilidade, lenta biodegradabilidade e facilidade para a incorporacdo de agentes terapéuti-
cos em sua estrutura (Khalikova et al., 2005). Entre os diversos agentes terapéuticos que
podem ser utilizados estdo agentes anticancerigenos, antiinflamatérios, antibioticos,
imunossupressores, metais, enzimas, proteinas e peptideos. Essa incorporacdo propor-
ciona melhorias como aumento do tempo de meia vida plasmatica desses agentes, dimi-
nui¢do de sua toxicidade, liberagdo controlada e diminui¢do da antigenicidade de prote-
inas (Mehvar, 2000). A combina¢ao de dextrana e poliaspartamida para sintese de hi-
drogéis ndo toxicos, biocompativeis, biodegradaveis e mucoadesivos pode ser utilizada
como sistemas de administragdo de medicamentos, revelando-se uma estratégia promis-
sora para o tratamento de doengas intestinais inflamatdrias (Pitarresi et al., 2007). Em
outra aplicagdo clinica, o uso combinado de solugdo hipertonica de cloreto de sodio e
dextrana 70 com solug¢des de eletrolitos apresentou melhores resultados para o tratamen-

to de novilhas desidratadas apresentando quadro clinico de diarréia (Sentiirk, 2003).



Mutacgdes visando a expressdo de dextranases para aplicagdes industriais especifi-
cas, bem como a otimiza¢do da produ¢do dessas enzimas poderiam reduzir os custos e

ampliar sua utiliza¢do industrial.

2.4. Metodologias utilizadas para a determinacgéo da atividade de dextranases

O método mais utilizado para a determinacao da atividade de dextranases ¢ a medi-
da da quantidade de agucares redutores formados a partir da hidrolise de dextranas de
diferentes massas moleculares (Goulas et al., 2004; Abdel-Naby et al., 1999;
Pleszczynska et al., 1996; Ramos e Spencer-Martins, 1983). Esses agucares redutores
sdo determinados, principalmente, pela reacdo com o acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS)
(Arnold et al., 1998) e, menos freqlientemente, com o acido p-hidroxibenzdico hidrazida
(PAHBAH) (Wynter et al., 1996) e o-toluidina (Das e Dutta, 1996). Outros métodos
colorimétricos como o de Somogyi-Nelson (Shimizu et al., 1998), glicose-oxidase
(Wynter et al., 1996) e glicose oxidase-peroxidase (Wiater et al., 2004; Ramos e Spen-
cer-Martins, 1983) também sdo utilizados para a determinagdo dos agucares redutores,
que podem ser expressos como equivalentes de D-glicose (Garcia e Rodriguez, 2000),
isomaltose (Abdel-Naby et al., 1999), isomaltotriose (Mizuno et al., 2004) ou maltose
(Simonson et al., 1975).

A atividade de dextranase pode ser medida também com base na liberacdo de p-
nitrofenol a partir da hidrolise do substrato p-nitrofenil a-D-glicopiranosideo (pNPG)
(Marotta et al., 2002) e na libera¢do dos produtos soliveis da hidrolise de Sephadex
ligada ao corante Remazol Brilliant Blue-R (RBB) (Khalikova e Usanov, 2002). Nesses
casos, os acucares redutores foram expressos como base na formagao de p-nitrofenol e
dextrinas soluveis ligadas ao corante RBB, respectivamente.

Zhou et al. (1998) propuseram duas metodologias para medida da atividade de dex-
tranase. Na primeira utilizou-se como substrato dextrana ligada a um corante verde fluo-
rescente (BODIPY), avaliando-se a atividade da dextranase diretamente a partir do au-
mento da fluorescéncia. A vantagem desse método em relacao aqueles baseados na libe-
racdo de um cromoforo, € que o primeiro constitui-se de apenas um passo € nao requer a
separacao do substrato ndo hidrolisado do produto fluorescente. A segunda metodologia
proposta baseia-se na utilizagdo de um reagente fluorescente muito estavel e sensivel a

H,0, (Amplex Red), acoplado ao ensaio glicose oxidase-peroxidase. Nesse caso, a gli-
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cose proveniente da hidrélise ¢ indiretamente medida com base no aumento da fluores-

céncia proveniente da oxidagdo do indicador Amplex Red. Ambas as metodologias
. s s ’ - -1 ..

mostraram-se muito sensiveis, sendo possivel detectar 4x10° U.mL" de atividade de

dextranase.

2.5. Producéo de dextranases

Fungos destacam-se como os principais microrganismos produtores de endodextra-
nases extracelulares, com atividade enzimatica superior as de bactérias e leveduras
(Khalikova et al., 2005). Entre os diversos fungos estdo Paecilomyces lilacinus e alguns
pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium ¢ Chaetonium (Khalikova et al., 2005;
Garcia e Rodriguez, 2000; Abdel-Naby et al., 1999). Bactérias pertencentes aos géneros
Arthrobacter, Bacteroides, Flavobacterium, Thermoanaerobacter, Bacillus, Paenibacil-
lus e Streptococcus também sdo produtoras de endodextranases (Khalikova et al., 2005).
Algumas bactérias sdo capazes de produzir dextranases estaveis a temperaturas elevadas
(Hoster et al., 2001; Wynter et al., 1996). As leveduras pertencentes ao género Lipomy-
ces também produzem dextranases (Brenda, 2007 a; Khalikova et al., 2005).

Entre os poucos microrganismos capazes de sintetizar exodextranases formadoras
de glicose, destacam-se Arthrobacter globiformis 1-42 e algumas espécies pertencentes
aos géneros Bacillus, Lactobacillus e Streptococcus (Brenda, 2007 b; Khalikova et al.,
2005). Exodextranases formadoras de isomaltose sdo produzidas por Flavobacterium
johnsoniae UW101, Arthrobacter dextranolyticus, Arthrobacter globiformis T-6 e Acti-
nomadura (Brenda, 2007 c; Khalikova et al., 2005). Posteriormente, Arthrobacter globi-
formis T6 foi reidentificado como Arthrobacter dextranlyticum (Hatada et al., 2004).
Apenas Brevibacterium fuscum e Brevibacterium fuscum var. dextranlyticum produzem
exodextranases formadoras de isomaltotriose (Brenda, 2007 d), e Flavobacterium sp.
produzem exodextranase desramificadora (Brenda, 2007 e).

As dextranases provenientes desses diferentes microrganismos apresentam diferen-
cas em relacao a especificidade de substrato e produtos de hidrélise, massa molecular,
ponto isoelétrico, pH e temperatura de maior atividade, estabilidade a pH, termoestabi-
lidade, e sensibilidade a efetores quimicos.

A composi¢ao do meio de cultura e as condi¢des de cultivo utilizadas para a produ-

¢do de dextranases sao muito diferentes, dependendo do microrganismo usado como
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fonte da enzima. Conseqiientemente, a produgdo de dextranase também apresenta uma
grande variagao.

Amido, glicose, frutose, maltose, celulose, glicerol, lactose, sorbitol, amilopectina,
dextrina e dextranas foram avaliados para a indug¢do de dextranases, mas producdo sig-
nificativa ocorreu apenas quando dextranas foram utilizadas como fonte de carbono
(Obara-Doi et al., 2003; Garcia e Rodrigues, 2000; Abdel-Naby, 1999; Szczodrak et al.,
1994). No entanto, quando dextrana e maltose foram utilizadas simultaneamente consta-
tou-se producao superior de dextranase em comparagdo a utilizacdo de apenas dextrana
como Unica fonte de carbono (Garcia e Rodrigues, 2000; Das e Dutta, 1996). A expres-
sdo de dextranase mostrou ser regulada em nivel transcricional pela fonte de carbono
disponivel no meio de cultura, sendo reprimida por outras fontes de carbono que nio as
dextranas (Garcia et al., 1996). A produgao da dextranase por Penicillium notatum pra-
ticamente ndo foi alterada quando dextranas de massas moleculares variando entre
4.000 e 40.000.000 foram utilizadas como fonte de carbono (Szczodrak et al., 1994).
Entre as fontes de nitrogénio utilizadas estdo nitrato de amonio, cloreto de amonio, ni-
trato de sodio, sulfato de amonio, extrato de levedura, peptona, triptona e hidrolisado de
caseina (Hoster et al., 2001; Abdel-Naby et al., 1999).

A composicao do meio de cultura utilizado para a producdo de dextranases de uma
espécie de Bacillus foi 0,5% de dextrana T-40, 0,89% de Na,HPO,, 0,05% de KH,PO,,
0,3% de peptona, 0,3% de extrato de levedura ¢ 0,3% de agua de maceragdo de milho.
O pH inicial foi 7,4-7,6 e o meio inoculado foi submetido a agitagao a 200 rpm durante
3 dias a 37 °C, com producao de 448 U.mL™ (107 U.mg'l) (Khalikova et al., 2003).

Para a producdo de dextranase de Penicillium notatum utilizou-se meio contendo
1,5% de dextrana (massa molecular de 110 kDa), 0,2% de KH,PO4, NaNOs e extrato de
levedura. O pH foi ajustado para 5,5 € o meio, aerado a uma taxa de 2 L de ar por minu-
to e agitado a 300 rpm durante 3 dias a 30 °C. A produgdo foi de 17,86 U.mg
(Pleszczynska et al., 1996). Entretanto, para a producdo de dextranase de Penicillium
lilacinum o meio de cultura utilizado continha 0,75% de dextrana, 0,25% de maltose
como fonte de carbono, pH ajustado entre 5,6 € 6,0, com agitagao de 150 rpm durante 3
dias a 26 °C. A produgdo de dextranase foi 288 U.mg'1 (273 U.mL™) (Das e Dutta,
1996), bem superior aquela observada para Penicillium notatum. Uma produgdo de dex-
tranase semelhante 4 anterior, 265 U.mL™, foi observada para Penicillium funiculosum

quando as condi¢des de cultura foram 1,5% de dextrana, 0,2% de NaNOs, 0,25% de
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MgS04.7H,0, 0,25% de extrato de levedura, pH 7 e incubagdo em 150 rpm durante 8
dias a 30 °C (Abdel-Aziz et al., 2007).

Shimizu et al. (1998) observaram uma produgio de 35 U.mL™ da dextranase de Fu-
sarium sp quando utilizaram meio de cultura contendo 1% de dextrana (Meito 70), 0,2%
de NH4NOs, 0,1% de KH,PO4, 0,05% de MgS0O4.7H,0, 0,04% de CaCl,.2H,0, 0,3%
de polipeptona, e 0,3% de extrato de levedura D-3, com pH 5,5 e agitagdo a 25 °C du-
rante 7 dias.

Por outro lado, uma produ¢do de dextranase muito inferior, de aproximadamente
0,35 U.mL™" (6,4 U.mg™), foi constatada para Lipomyces lipofer quando Ramos e Spen-
cer-Martins (1983) utilizaram meio mineral suplementado com vitaminas e 0,5% de
dextrana e incubacgao a 25 °C.

A cepa Rt364 de uma bactéria termofilica anaerobica nao identificada foi cultivada
a 68 °C em meio TYE (extrato de levedura e triptona), suplementado com 0,5% de dex-
trana T-2000, 0,1% de extrato de levedura, 0,2% de tripeptona e sais Zeikus (produ¢do
de dextranase nao relatada) (Wynter, 1997). O meio liquido utilizado para a produgdo
de dextranase de Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum FH1 continha 0,6%
de dextrana, 0,05% de K,;HPO,, 0,1% de NH4Cl, 0,02% de MgS04.7H,0, 0,001% de
CaCl,.2H,0, 2 mL de uma solucdo vitaminica, pH 6,8 e incubacdo a 65 °C (produgdo de
dextrannase ndo relatada) (Hoster et al., 2001).

A expressdo de dextranase de Arthrobacter T6 em Bacillus subtilis produziu apro-
ximadamente 4,6 g.L"'. A composi¢io do meio de cultura foi 12% de 4gua de macera-
¢ao de milho, 0,2% de extrato de carne Lab-Lemco, 0,1% de extrato de levedura, 0,1%
de KH,PO4, 0,02% de MgS04.7H,0,0,05% de CaCl,, 6% de maltose e 15 ug.mL'1 de
tetraciclina, incubacao a 30 °C (Hatada et al., 2004).

Quantidade de dextranase superior, 5,14 gL, foi obtida quando a expressio de
dextranase de Penicillium minioluteum foi realizada em Pichia pastoris. As condi¢cdes
iniciais utilizadas foram 10 mM de (NH4)HPOy4, 6,8 mM de (NH4)SO4, 8,3 mM de uréi-
a, 4% de agucares redutores de melaco de cana-de-acticar como fonte de carbono inicial,
1 vvm de taxa de aeragdo, pH 5,5 a 30 °C e 250 rpm. A melhor estratégia foi aquela em
que o fluxo de metanol foi aumentado para manter a tendéncia de diminui¢do do oxigé-

nio dissolvido entre 20 ¢ 15% de saturag¢do (Jiménez et al.,1997).
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Apesar dos dois trabalhos citados anteriormente relatarem uma expressao heterdlo-
ga elevada de dextranase, os estudos sobre a otimizacdo da produ¢do dessa enzima ain-
da sdo escassos.

A producio de dextranase de Penicillium funiculosum 258 foi maior, 40 U.mL™,
em meio de cultura solido constituido por 3,5% de dextrana (massa molecular de 260
kDa), 1% de NaNOs, 0,2% de extrato de levedura, 0,4% de K,HPO4, 0,06% de Mg-
S0O4.7H,0, 0,02% de KCl e 0,0001% de FeSO4.7H,0, com pH inicial 8 e incubagdo a
30 °C (Abdel-Naby et al., 1999).

A produgio de dextranase de Fusarium sp. foi méaxima, 0,945 U.mL", quando ami-
lopectina, dextrana e extrato de levedura foram utilizadas nas concentragdes de 0,8%,
1% e 0,9%, respectivamente, em meio contendo 0,2 % de K,HPOy, 0,05% de MgSOs,,
0,05% de KCl e 0,001% de FeSOu, com pH inicial 6 e incubagdo a 28 °C e 180 rpm
durante 4 dias (Obara-Doi et al., 2003).

Uma maior producdo da dextranase de Penicillium notatum foi observada entre 14 e
16 U.mL™, quando 1,5% de dextrana, 0,2% de extrato de levedura, NaNO; e KH,POy,
pH 5,5 ¢ 100 mL de meio de cultura foram utilizados (Szczodrak et al., 1994).

Sao necessarios novos estudos de otimizacao da produgdo de dextranases em que se
investigue um numero maior de fatores, pois os estudos ja realizados ficam restritos
quase que exclusivamente a testes de algumas fontes de carbono e nitrogénio e valores
de pH inicial. E conforme relatado, varios outros componentes também sdo utilizados
nos meios de cultura para a producao da enzima e precisam ser investigados. Além dis-
s0, pode ser mais promissor investigar varios desses fatores em um mesmo experimento

devido a possibilidade de efeito sinergistico entre os fatores estudados.

2.5.1. Otimizacéao da producéao de processos fermentativos por planejamentos
fatoriais

A composicao e condigdes do meio de crescimento sdo de extrema importancia por
afetarem nao somente o rendimento do processo como também os custos de producao.
Um grande nimero de estudos relata a otimizagdo da producdo de vérios compostos
bioldgicos de interesse, bem como a redugdo dos custos de sua producdo com o objetivo
de tornar sua utilizagdo mais econdmica. Para isso, a aplicacdo de planejamentos fatori-

ais tem sido fundamental, pois permite que a otimizagdo seja possivel com uma quanti-
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dade reduzida de experimentos e tempo. Diferentes tipos de delineamento sao utilizados
nesses estudos de otimizacdo, sendo que o planejamento experimental ¢ determinado de
acordo com os objetivos do experimento e o conhecimento inicial sobre o processo.

A producdo de dextranase de Fusarium sp. foi aumentada oito vezes com a utiliza-
¢do de um experimento fatorial fracionado 29'5, ou seja, nove fatores com 2 niveis cada,
para selecionar as melhores fontes de carbono e nitrogénio, seguido de experimento
fatorial fracionado em trés niveis para determinar as concentracdes ideais dos fatores
selecionados (Obara-Doi et al., 2003).

O aumento de quatorze vezes na produ¢do de acido citrico por Aspergillus niger foi
obtido apds a selegdo dos fatores mais importantes em experimento fatorial Plackett-
Burman (P-B), seguida da utilizacdo do experimento fatorial Box-Behnken e obtida
superficie de resposta para determinacao dos niveis 6timos dos fatores pré-selecionados.
O experimento fatorial composto central (CCD) foi utilizado para determinar os melho-
res niveis dos fatores pH inicial, taxa de aeracdo e temperatura de fermentacdo para a
produgdo de 4cido citrico (Lotfy et al., 2007).

A produgdo de a-amilase foi aumentada de 31,3 para 148 U.mL"' com a determina-
cao dos niveis dos fatores relevantes em experimento fatorial Taguchi, posterior a apli-
cacdo de experimento fatorial Plackett-Burman. Os parametros temperatura, agitacao e
quantidade de in6culo foram avaliados em experimento fatorial Box-Behnken (Kam-
moun et al., 2008). Aumento de quatro vezes na produ¢do de exopolissacarideo de Fo-
mes fomentarius foi obtido com a otimiza¢do da composi¢cdo do meio de cultura utili-
zando também experimento fatorial Taguchi (Chen et al., 2008 a).

Aumento de nove vezes na producdo de fitase de Kodamaea ohmeri BG3 com re-
ducdo de custos foi obtida com a utilizagdo de experimento fatorial Plackett-Burman
para selecdo dos fatores relevantes seguida de experimentagdo em delineamento com-
posto central (Li et al., 2009). Singh e Satyanarayana (2008) conseguiram aumentar
aproximadamente quatro vezes a produ¢do de fitase de Sporotrichum thermophile utili-
zando essa mesma seqiiéncia de experimentos fatoriais. Da mesma maneira, a producdo
da protease de Bacillus sp. foi aumentada duas vezes, com a redugdo de custos, durante
a elaboragao de um novo meio de cultura (Reddy et al., 2008). Aumento superior, de
trinta vezes, foi observado para a produgdo de quitosanase de Microbacterium sp. OUO1

(Sun et al., 2007).
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A utilizacdo de experimento fatorial composto central rotacional (CCRD) permitiu
determinar o nivel dos fatores do meio de crescimento de Bacillus subtilis para dobrar a
produgdo da enzima natoquinase (Deepak et al., 2008).

A metodologia de superficie de resposta (RSM) ¢ a uma estratégia seqiiencial muito
utilizada para otimizar processos e baseia-se em técnicas estatisticas € matematicas.
Além da otimizacdo da produ¢do de um processo, essa metodologia permite também
predizer se determinadas alteracdes nos niveis dos fatores (variaveis) modificardo os
valores otimizados das respostas, os limites dos niveis dos pardmetros do processo sem
perda dos resultados maximizados e até mesmo selecionar as condi¢des operacionais
(niveis dos fatores) para obter produtos com especifica¢des de interesse (Myers e Mont-
gomery, 1995).

Essa metodologia ¢ composta por trés fases distintas. Inicialmente, ¢ necessario i-
dentificar dentre os varios fatores envolvidos no processo aqueles que de fato influenci-
am significativamente a resposta, pois na maioria das vezes pouco se conhece sobre o
processo e geralmente as condigdes iniciais estdo longe daquelas ideais. Isso permite
eliminar os fatores irrelevantes e reduzir o numero de ensaios a ser realizado posterior-
mente. A segunda fase, conhecida como deslocamento, consiste em ajustar os niveis dos
fatores selecionados para aumentar os valores da resposta de interesse 0 mais proximo
possivel da regido 6tima. Isso acontece quando se alcangca um ponto maximo das res-
postas, observando-se uma curvatura desses valores, indicando que a regido otima esta
proxima ou dentro dessa nova faixa de niveis das variaveis. O deslocamento nem sem-
pre ¢ utilizado, embora seja uma valiosa ferramenta, pois, geralmente, as condi¢des do
inicio do experimento estdo distantes da regido 6tima. Na terceira fase, o objetivo ¢ a-
justar um modelo matematico aos resultados dentro de uma regido relativamente peque-
na em torno do 6timo. Quase sempre um modelo matematico de segunda ordem ¢ ajus-
tado, pois a superficie de resposta exibe uma curvatura préxima do 6timo. Estabelecido
o modelo matematico significativo, as condi¢cdes 6timas sdo determinadas, ou seja, os
niveis dos fatores anteriormente selecionados e importantes ao processo (Myers e
Montgomery, 1995). Finalmente, o modelo matematico obtido ¢ testado com a realiza-
¢do de experimentos nas condi¢des otimizadas e os resultados determinados em andlises
sdo comparados com os valores preditos pela equagdo do modelo (Zhuang et al., 2006).

Dependendo da fase do processo de otimizagao, diferentes planejamentos fatoriais

podem ser utilizados, em funcao das informagoes pretendidas em cada caso. Os experi-
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mentos fatoriais de Placket-Burman, fatoriais fracionados e a abordagem em que se
testa um fator de cada vez sao muito utilizados na etapa de triagem dos fatores. Deline-
amento composto central (DCC), Box-Behnken e, em menor numero de vezes, Taguchi,

sdo utilizados na etapa de ajuste do modelo matematico.

2.5.2. Experimentos fatoriais na metodologia de superficie de resposta (RSM)

Experimentos fatoriais sao aqueles que envolvem combinagdes entre os niveis de
cada fator, de modo que cada combinagdo constitui um tratamento diferente. Isso ndo
significa que sejam delineamentos experimentais, mas sim, delineamentos de tratamen-
tos. Dessa forma, é possivel realizar experimentos fatoriais em delineamentos inteira-
mente casualizados, blocos casualizados, quadrado latino, entre outros. Caso todas as
combinagdes possiveis entre todos os niveis de cada fator estiverem presentes em um
mesmo experimento, este ¢ denominado completo. Dessa forma, considerando k o na-
mero de fatores em estudo contendo N niveis cada, o esquema fatorial completo recebe
a denotacdo N*. Nos demais casos é um esquema fatorial incompleto ou fracionado.

Em experimentos fatoriais de 2 niveis (2k) o numero de ensaios necessarios para a
execucdo de um planejamento fatorial completo aumenta rapidamente com o niimero de
fatores investigados (k), o que torna mais evidente a vantagem de se utilizar experimen-
tos fatoriais fracionados nesse caso. Por exemplo, a execugao de um fatorial fracionado
2iv'™, ou seja, 7 variaveis em 2 niveis cada com resolucio 4, requer a realizacio de ape-
nas 16 ensaios para se obter as mesmas informagdes em comparacdo ao experimento
fatorial completo 2 totalizando 128 ensaios (Rodrigues et al., 1993).

Essa reducao do nlimero de ensaios em experimentos fatoriais fracionados ¢ possi-
vel por dois motivos. Primeiro, quando o nimero de fatores for maior, aumentam a pro-
babilidade de uma ou mais varidveis ndo afetarem significativamente a resposta, seja
por meio de efeitos principais, ou por meio de efeitos de interagdes. Se os efeitos desses
fatores nao precisam ser determinados, ¢ desnecessario realizar todos os ensaios do fato-
rial completo. Em segundo lugar, o nimero de efeitos de interacdo de ordem alta au-
menta consideravelmente com o niimero de fatores. E muitas vezes, esses efeitos apre-
sentam valores pequenos e sdo destituidos de importancia, pois os efeitos principais
tendem a ser maiores que as interacdes de dois fatores que, por sua vez, sao mais impor-

tantes que as interagdes entre trés fatores, € assim por diante. Naturalmente essa tendén-

17



cia acentua-se para efeitos de ordem mais alta. Como esses efeitos geralmente ndo sdo
significativos, ndo hd necessidade de realizar todos os ensaios de um planejamento
completo apenas para determina-los (Neto et al., 1995).

Entretanto, o nimero de ensaios em experimentos fatoriais ndo deve ser arbitraria-
mente reduzido, a fim de ndo comprometer a qualidade das informagdes. Esse extremo
pode ocorrer em alguns planejamentos fatoriais em que se chega a realizar N ensaios
para N-1 fatores. Esse tipo de experimento ¢ denominado saturado por utilizar um ni-
mero muito reduzido de ensaios. De modo geral, o numero de ensaios realizados deve
ser no minimo igual ao nimero de variaveis mais quatro para que os confundimentos
das interagdes de primeira e segunda ordem ndo sejam tdo grandes nos efeitos princi-
pais, o que pode ocasionar duvidas se o resultado é proveniente do efeito do fator ou do
conjunto das interagcdes (Rodrigues e lemma, 2005).

Planejamentos fatoriais fracionados e, principalmente, delineamentos de Plackett-
Burman, discutidos posteriormente, apresentam notavel aplicacdo na primeira etapa de
estudos de otimizagdo de processos (“screening”), quando ¢ possivel avaliar um grande
numero de fatores em um mesmo experimento com uma quantidade reduzida de ensaios
para selecionar apenas aqueles significativamente importantes. Isso ¢ de grande utilida-
de, pois como muitas vezes nao se conhece o processo, evita-se eliminar arbitrariamente
fatores que possam ser relevantes ou estudar fatores nao significativos, além de reduzir
o consumo desnecessario de tempo e recursos (Kammoun et al., 2008).

Durante essa fase de triagem, a recomendacdo ¢ utilizar delineamento Plackett-
Burman quando o nimero de fatores for superior a nove, enquanto o delineamento DC-
CR pode ser vantajoso para dois a quatro fatores. Nos demais casos, recomendam-se
Plackett-Burman ou fatorial fracionado, dependendo principalmente do nimero de fato-
res ¢ da disponibilidade de tempo e recursos (Rodrigues e lemma, 2005). Os fatoriais
fracionados tém sido mais utilizados para seis a nove variaveis (Luo et al., 2009; Chen
et al., 2002; Zhuang et al., 2006). Alguns relatos ainda mostram a utilizagdo de deline-
amento Plackett-Burman para triagem de apenas seis fatores (Vaidya et al., 2003), de
um delineamento fatorial completo de dois niveis (Mahat et al., 2004) e delineamento
de Taguchi para triagem de quatro fatores (Wang et al., 2008).

Virios estudos demonstraram a aplicagdo do método “um fator por vez” (uma tra-
dugdo aproximada da expressao “one-at-a-time”) na fase de triagem dos fatores (Wang

et al., 2008; Souza et al., 2006), para selecionar seus niveis a serem utilizados nos deli-
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neamentos para otimizacdo (Fang et al., 2007), ou até mesmo para otimiza¢do do pro-
cesso (Singh e Satyanarayana, 2008). Nessa técnica, os niveis de apenas um dos fatores
estudados sdo variados, enquanto os demais sdo fixos em determinado nivel. Posterior-
mente, o melhor nivel encontrado para esse primeiro fator ¢ fixado e os niveis dos de-
mais fatores sdo variados até que todos eles sejam avaliados. A desvantagem em realizar
essa abordagem em comparagdo aos delineamentos fatorial fracionado ou Plackett-
Burman ¢ quando se investiga um numero maior de fatores, podendo levar ao consumo
desnecessario de tempo e recursos para se obter muitas vezes as mesmas informagdes.
Existe também a possibilidade de estudar fatores nao significativos ao processo. Ainda
menos aconselhavel ¢ utilizar apenas essa técnica para realizar a otimizagdo, pois, nesse
caso, a ocorréncia de interagdes entre as variaveis ndo ¢ considerada. Dessa forma, ex-
clui-se a possibilidade de sinergismo entre elas, podendo resultar em producao inferior
aquela quando se utiliza a metodologia de superficie de resposta (Vohra e Satyanaraya-
na, 2002).

A escolha do planejamento experimental mais adequado depende do numero de fa-
tores envolvidos no estudo, da resolugdo desejada no delineamento, do conhecimento
sobre o processo que se pretende otimizar, do nimero de ensaios que podem ser realiza-
dos e dos custos para a execugdo do experimento. E recomendado evitar o consumo de
tempo e recursos além do necessario em uma primeira etapa do processo de otimizacao,
pois, muitas vezes, as condi¢des dtimas ainda podem estar distantes. Ao mesmo tempo,
o numero de ensaios a ser realizado deve garantir a qualidade das informagdes necessa-

rias para estabelecer a superficie de resposta.

2.5.3. Delineamentos de Plackett-Burman

Propostos por Plackett e Burman (1946), estes delineamentos consistem de plane-
jamentos fatoriais de dois niveis para estudar até K = N - 1 variaveis em N ensaios, sen-
do N multiplo de 4.

Cada variavel independente ¢ representada em dois niveis, superior (+1) e inferior
(-1), sendo que o numero de vezes em que cada varidvel esta presente nos niveis superi-

or ¢ inferior € o mesmo. O nivel intermediario ¢ codificado como (0).
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O efeito principal de cada varidvel independente ¢ a diferenga entre a média das de-
terminagdes realizadas em seu nivel superior e a média das determinagdes realizadas em

seu nivel inferior dividida pelo nimero de ensaios do experimento:

B (Vi) = a(z Vﬁ-(.}ﬂ; Vi) (1)

Em que E (VL) é o efeito da varidvel testada, Vifap © Vij_p séo os valores das respos-

tas para a varidvel nos niveis superior e inferior, respectivamente, ¢ N ¢ o nimero de

ensaios no experimento.

Este delineamento baseia-se em um modelo de primeira ordem para descrever o e-

feito das varidveis independentes:
Y= 60+ Zplxt (L = L....k) (2)

Em que Y ¢ a resposta, fy ¢ a constante do modelo, ;i sdo os coeficientes da regressao
linear e x; ¢ o nivel da varidvel independente. Este delineamento assume que ndo ha inte-
racdes entre os fatores e, portanto, deve ser utilizado apenas para selecionar os fatores
significativamente importantes para a resposta. Nao € possivel inferir quais sdo as con-
di¢des em que a resposta ¢ maxima apenas com base nesse delineamento.

Apesar de em varios estudos o delineamento de Plackett-Burman ter sido utilizado
em sua forma cldssica saturada, K = N - | variaveis em N ensaios (Kammoun et al.,
2008; Bari et al., 2009), recomenda-se que o nimero de ensaios exceda em pelo menos
quatro o nimero de varidveis independentes estudadas para a estimativa do erro experi-

mental.
2.5.4. Delineamentos fatoriais fracionados

Sao delineamentos formados por uma fragdo de seu delineamento fatorial completo
correspondente. Os delineamentos fracionados de dois niveis sdo utilizados para a sele-
¢do das variaveis significativas durante o estudo de otimizagao. Como exemplo, os deli-

neamentos fatoriais fracionados 2"~ (Luo et al., 2009), 2 (Chen et al., 2002), 2°7
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(Zhuang et al., 2006) sdo utilizados para avaliar sete, seis e nove fatores, respectivamen-
te. Portanto, esses delineamentos podem conter, mais freqiientemente, a metade, um
quarto e um oitavo das fragdes dos delineamentos fatoriais completos de dois niveis (2)
(Rodrigues e Ilemma, 2005). As variaveis independentes sao estudadas no nivel inferior
(-1) e superior (+1) e codificadas para célculo estatistico de acordo com a seguinte rela-

¢do:
Xi = (xi-xio)/Aj (i=1,2,3,..,k (3)

Em que Xj ¢ o valor codificado adimensional da varidvel independente x;, x; ¢ o valor
real da varidvel independente, xjp ¢ o valor real da varidvel independente x; no ponto
central (0) e A; € o incremento de x; correspondente a uma unidade de X.

E aconselhéavel realizar ao menos trés replicatas contendo em que as variaveis pon-
tos centrais, ou seja, as variaveis no nivel intermediario (0) devem ser utilizadas para a
estimativa do erro.

Este delineamento também se baseia em um modelo de primeira ordem para a esti-

mativa do efeito das varidveis independentes (equacao 2).
2.5.5. Delineamentos de Box-Behnken

E um delineamento fatorial incompleto obtido pela combinagdo de delineamentos
fatoriais de dois niveis com delineamentos em blocos incompletos (Kammoun et al.,
2008). Neste delineamento as variaveis sdo estudadas nos niveis inferior (-1), central (0)
e superior (+1). Ao menos trés replicatas contendo o ponto central devem ser utilizadas
para a estimativa do erro. Um modelo de segundo grau ¢ utilizado para estimar o efeito

de cada variavel e interagdes (Vaidya et al., 2003):
Y = Bo + 2 Bixi + 2 Bijxix; + ZBiiXiz 4)
Em que Y ¢ a resposta predita, By € o termo constante, 3; ¢ o coeficiente linear da regres-

sdo, Bii € o coeficiente quadratico da regressdo, Bij € o coeficiente de interagdo da regres-

sdo e x; € o valor codificado da variavel X.
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2.5.6. Delineamentos Composto Central (DCC)

O delineamento composto central completo baseia-se em trés principios basicos de
um delineamento experimental ideal e consiste de (1) um delineamento fatorial comple-
to 2%, sendo k o numero de variaveis, (2) pontos centrais (ko > 1) e (3) dois pontos axiais

no eixo de cada variavel a uma distancia de 2¥*

do centro do delineamento (ponto cen-
tral). Portanto, o numero de ensaios necessarios ¢ N = 25 + 2k + ko (Techapun et al.,
2002), sendo comumente utilizados ao menos trés pontos centrais. Dessa maneira, as

variaveis sdo estudadas em cinco diferentes niveis e codificadas pela seguinte relagao:

Xi= (Xl - XiO)/Ai (1 = 1,2535-"51{) (5)

Em que x; ¢ o valor codificado, X; ¢ o valor real da variavel, Xjy é o valor real da varia-
vel no ponto central e A; € o valor da mudanga de passo.

Os pontos axiais, também denominados pontos estrelas, dispostos em torno do pon-
to central, permitem o ajuste de um modelo de segundo grau aos resultados observados
(equagdo 4) e, conseqiientemente, determinar os niveis para a obtengdo da resposta de

interesse maxima.

2.6. Purificacdo e caracterizacao bioquimica de dextranases

Diversas técnicas de concentragdo e separacao de proteinas tém sido utilizadas para
a purificacdo de dextranases, com recuperacao de 12 a 53% da enzima (Shimizu et al.,
1998; Arnold et al., 1998; Das e Dutta, 1996). As dextranases purificadas apresentaram
atividade especifica variando entre 10 e 78.500 U.mg™, revelando grande diferenca de
produtividade da enzima decorrente do microrganismo produtor, do meio de cultura e
das condigdes de cultura utilizados e dos processos de purificacdo empregados (Khali-
kova et al., 2003; Arnold et al., 1998; Wynter et al., 1997).

Precipitacdo com sulfato de amonio concentrou dextranase com eliminacdo de parte
de contaminantes presentes no extrato, com recupera¢ao de 93% da enzima presente no
extrato. (Arnold et al., 1998). Precipitagdo com polietileno glicol (PEG), isopropanol ou

fracionamento com etanol apresentaram efeito similar, com maior recuperagao da enzi-
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ma no caso de precipitacdo com isopropanol em comparagdo com 0s outros reagentes
(Khalikova et al., 2003; Shimizu et al., 1998; Koenig e Day, 1989).

A utilizagdo de sistema bifasico formado por polietileno glicol e sulfato de amonio
promoveu o fracionamento da dextranase, embora tenha ocorrido grande perda da enzi-
ma nessa etapa (Das e Dutta, 1996). Ultrafiltragdo também ¢ uma alternativa para a con-
centracdo de dextranases, destacando sua eficiéncia em promover a dessalinizacdo de
amostras a serem aplicadas em cromatografias de troca idnica (Khalikova et al., 2003;
Koenig e Day, 1989).

As técnicas cromatograficas combinadas a essas técnicas de fracionamento de pro-
teinas permitem a purificagdo de dextranases. Para isso, diferentes resinas de exclusdo
molecular, troca i0nica, intera¢do hidrofobica ¢ cromatofocaliza¢do tém sido utilizadas
(Mizuno et al., 2004; Khalikova et al., 2003; Arnold et al., 1998; Shimizu et al., 1998;
Wynter et al.,1997; Wynter, 1997; Pleszczynska et al., 1996; Das e Dutta, 1996; Koenig
e Day, 1989; Ramos e Spencer-Martins, 1983). No entanto, em um estudo de expressao
de dextranase de Arthrobacter globiformis T6 em Bacillus subtilis, uma Unica etapa
cromatografica do extrato bruto em resina DEAE-Toyopearl foi suficiente para a purifi-
cacdo dessa enzima (Hatada et al., 2004).

Em outro relato, a resina Sephacryl S-300 funcionou de modo similar a uma resina
de afinidade quando a dextranase produzida por uma bactéria foi purificada parcialmen-
te. A rede de dextrana dessa resina permitiu a ligacdo da dextranase, enquanto seu gru-
pamento N,N'-metilenobisacrilamida impediu sua hidrélise pela enzima (Wynter, 1997).

Dextranases produzidas por diferentes microrganismos apresentaram grandes dife-
rencas em relag@o a suas propriedades fisico-quimicas. Considerando ainda a quantida-
de bastante variavel de proteinas presentes no extrato bruto e o nivel de purificacio de-
sejado, a combinacao das diferentes técnicas de fracionamento de proteinas, necessaria
a purificacdo de dextranases, varia conforme a origem da dextranase que se deseja puri-
ficar.

A faixa de massa molecular relatada na literatura para dextranases varia de 26 kDa
a 200 kDa (Hoster et al., 2001; Shimizu et al., 1998; Das e Dutta, 1996). Trés formas de
dextranases foram purificadas a partir de Bacillus sp, com massas moleculares de 76, 89
e 110 kDa (Khalikova et al., 2003), enquanto para outras trés dextranases produzidas
por Penicillium funiculosum a estimativa da massa molecular foi de 67 kDa (Abdel-

Aziz et al., 2007).
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Valores de ponto isoelétrico de dextranases apresentaram maior variagdo entre bac-
térias, de 4,0 a 7,7, seguido por fungos, de 4,0 a 6,2, e leveduras, de 5,4 a 7,0 (Khaliko-
va et al., 2005). A maioria das dextranases produzidas por fungos apresentaram maior
atividade na faixa de pH 5 a 6, enquanto a maioria das dextranases bacterianas apresen-
taram pH de maior atividade proximo a neutralidade (Khalikova et al., 2005, Jiménez,
2005). As dextranases de leveduras possuem pH de maior atividade em faixa bastante
restrita de 4,5 a 5,3 (Chen et al., 2008 b; Khalikova et al., 2005).

A faixa de pH em que se observa estabilidade de dextranases ¢ muito variavel. A
estabilidade da dextranase de Lipomyces lipofer foi na faixa de pH 4,5 e 6,0 a tempera-
tura ambiente por 15 h (Ramos e Spencer-Martins, 1983), enquanto a dextranase produ-
zida por Lipomyces starkeyi foi muito estavel entre pH 2,5 e 8,0 (Koenig e Day, 1989).
As dextranases produzidas por Fusarium sp. € Penicillium funiculosum foram estaveis
em faixa mais ampla de pH, entre 4,5 ¢ 11,8 a 4 °C por 24 h (Shimizu et al., 1998) e
entre 3 ¢ 10 apds 1 hora (Abdel-Aziz et al., 2007), respectivamente. Por outro lado, a
dextranase produzida por Sporothrix schenckii foi estavel em faixa restrita de pH entre
4,5 ¢ 4,75 (Arnold et al., 1998). No caso da dextranase de Arthrobacter globiformis 142
expressa em E. coli, cerca de 80% de atividade residual foi mantida na faixa de pH 5,5 a
7,4 ap6s incubagdo a 4 °C durante 20 h (Morimoto et al., 2004).

A maior parte das dextranases ja purificadas e caracterizadas, inclusive aquelas dis-
poniveis comercialmente para aplica¢do industrial, ndo apresentam atividade catalitica
e/ou estabilidade satisfatérias quando submetidas a temperaturas superiores a 60 °C. Em
média, a temperatura 6tima de dextranases produzidas por fungos ¢ de aproximadamen-
te 53 °C, enquanto para as dextranases produzidas por bactérias ¢ cerca de 44 °C. No
caso de dextranases produzidas por leveduras, a maior atividade ocorre em temperatura
muito proxima a 50 °C (Khalikova et al., 2005; Jiménez, 2005). Uma exce¢ao ¢ o fungo
Chaetomium gracile, cuja dextranase possui temperatura 6tima de 65 °C (Hattori et al.,
1981) e que tem sido utilizada comercialmente em industrias de actcar, assim como a
dextranase de Chaetomium erraticum (Eggleston et al., 2009; Jiménez, 2005). A procu-
ra por microrganismos produtores de dextranases com maior estabilidade térmica resul-
tou na identificacdo de algumas bactérias termofilicas. As dextranases produzidas por
essas bactérias possuem temperatura 6tima de até 80 °C e com estabilidade muito supe-

rior a de outras dextranases (Hoster et al., 2001; Wynter et al., 1997, 1996). Entretanto,
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essas dextranases apresentaram atividade especifica muito reduzida, inviabilizando sua
aplicacdo industrial (Hoster et al., 2001; Wynter et al., 1995).

As quatro formas de dextranase produzidas por Lipomyces starkeyi apresentaram o
mesmo valor de Ky, embora tenham apresentado diferencas em relacdo a massa mole-

cular e ponto isoelétrico (Koenig e Day, 1989). Para a dextranase de Penicillium funicu-
losum 258, o valor de Ky foi de 25 pM e Vo5 de 22,2 U.mg'1 (Abdel-Naby et al.,
1999). A dextranase produzida por Brevibacterium fuscum var. dextranlyticum 0407
apresentou valor de Ky, de 0,26 mg.mL'1 € Vimax de 59,6 U.mg'1 (Mizuno et al., 2004),
superior ao valor de Ky de 0,06 pg.mL™ para a dextranase de Penicillium lilacinum

(Das e Dutta, 1996).

A expressao heterdloga de dextranase de Arthrobacter globiformis 142 em E. coli
ndo alterou significativamente os valores de Ky (0,031 mg.mL'l) e Vmax (39,7
umol.min™") da dextranase nativa. A estabilidade da enzima a temperatura e pH também
ndo foi alterada (Morimoto et al., 2004). Resultado semelhante foi obtido com a expres-
sdo heterologa de dextranase de Arthrobacter globiformis T6 em E. coli, quando se ob-
teve o valor de Ky de 0,28 mg.mL™" (Iwai et al., 1994). Por outro lado, Hatada et al.
(2004) relataram que a dextranase de Arthrobacter globiformis T6 expressa em Bacillus
subtilis apresentou diferencas significativas em relacdo a Ky e K¢y, efeito do pH e al-
guns efetores quimicos na atividade catalitica quando comparada a enzima nativa.

A comparacdo direta dos pardmetros cinéticos deve ser realizada com cuidado, de-
vido as diferentes condi¢des utilizadas nos ensaios enzimaticos bem como as diferentes
unidades utilizadas para expressar os resultados.

O efeito de ions na atividade de dextranases é bastante variado, embora os ions
Hg”', Fe*’, Cu’" e Zn*" tenham sido os principais inibidores de dextranases relatados
(Khalikova et al., 2005). Segundo Arnold et al. (1998) Hg**, (UO,)*", Pb**, Cu*" ¢ Zn**
inibiram a dextranase produzida por Sporothrix schenckii, enquanto Fe*, AI*", Ca*" ¢
Mg®" ndo exerceram efeito inibitério. A dextranase de Fusarium sp. foi parcialmente
inibida por Cu®" ¢ inativada por Fe'", Hg*", Ag" ¢ NBS (Shimizu et al., 1998). A dex-
tranase de Arthrobacter dextranlyticum também foi inibida por Hg*" e Fe’*, além de p-
cloromercuriobenzoato, contrarios a Li", Co®" ¢ Mn>" que aumentaram a atividade en-
zimatica (Hatada et al., 2004). Além de Hg*", Cu®" ¢ Zn*", os ions Fe*", Ni*, Ba®", Mg
e Mn*" também inibiram a atividade da dextranase de Lipomyces starkeyi (Koenig e

Day, 1989).
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A caracteriza¢do bioquimica de dextranases fornece importantes informagdes sobre
as condi¢des que podem afetar sua atividade catalitica e estabilidade, o que pode ser
considerado em estudos cujo objetivo seja a utilizagdo dessas enzimas em processos

industriais ou no desenvolvimento de novos produtos.
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2. OBJETIVOS

CAPITULO 1

Investigar o efeito de diversos fatores na producdo da dextranase de Paecilomyces
marqguandii, incluindo fontes de nitrogénio e de minerais, pH e temperatura de

incubacéo.

CAPITULO 2

Purificar e caracterizar bioguimicamente a dextranase produzida por Paecilomy-

ces marquandii.
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Producéo de dextranase de Paecilomyces marquandii
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Producéo de dextranase por Paecilomyces marquandii

Resumo

O efeito de varios componentes do meio de cultura e temperatura de incubagdo foram
estudados sobre a producdo da dextranase de Paecilomyces marquandii utilizando o
delineamento de Plackett-Burman. Dextrana, nitrato de amonio, extrato de levedura e
peptona apresentaram efeito significativo sobre a producdo da dextranase. Os trés pri-
meiros mostraram efeito positivo, enquanto peptona apresentou efeito negativo sobre a
producdo da enzima. A técnica de deslocamento utilizada para aproximacao do 6timo de
produgdo da dextranase mostrou que ele estd dentro ou bem proximo do espago experi-
mental utilizado. Essa condicao parece ser adequada para a modelagem da superficie de
resposta e determinagdo da faixa de valores dos niveis dessas varidveis para a produgdo

maxima da dextranase.

Palavras-chave: Dextranase, Paecilomyces marquandii, Produgao

1. Introducéo

Dextranases (EC 3.2.1.11; a-1,6-D-glicano-6-glicanohidrolase) catalisam a hidr6li-
se de ligagdes a-(1,6)-D-glicosidicas em polimeros de dextrana, sendo produzidas por
diversos fungos, bactérias e algumas espécies de leveduras (Khalikova et al., 2005; Fin-
negan et al., 2004). A principal aplicacdo de dextranases ¢ para eliminar dextranas que
podem ocasionar diversos problemas operacionais durante o processo de produgdo de
agucar, inclusive queda de rendimento (Eggleston et al., 2009; Jiménez, 2005). Devido
ao envolvimento de dextranas na formacdo de placas bacterianas, dextranases também
sdo eficazes na remog¢do dessas placas, tendo sido utilizadas na formulagdo de produtos
de higiene bucal (Hiroshige and Takashi, 2006; Hayacibara et al., 2004; Eiji et al.,
2001). Outras aplicagdes de dextranases sao na elaboracdo de produtos de limpeza
(Decker et al., 1999; Herbots et al., 1997) e na produgdo de agentes pré-bidticos (Goulas
et al., 2004; Mountzouris et al., 2001). A otimiza¢do da producdo de dextranases pode-
ria tornar sua utilizacdo economicamente viavel, ampliando sua utilizacdo em nivel in-

dustrial.
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O método classico de otimizagao consiste em variar niveis de cada variavel, man-
tendo as demais em nivel constante. Esse procedimento pode ser oneroso e demandar
muito tempo quando for necessario estudar muitas variaveis, devido ao grande nimero
de ensaios para se determinar seus niveis 6timos. Além disso, o efeito combinado das
variaveis estudadas ¢ negligenciado. Avaliar o efeito de todos os pardmetros de interes-
se em um numero reduzido de experimentos através do delineamento de Plackett-
Burman (Plackett and Burman, 1946), seguido de um estudo de metodologia de superfi-
cie de resposta, pode eliminar essas limitagdes. O delineamento Plackett-Burman permi-
te selecionar apenas as varidveis significativamente importantes em um determinado
processo, com base somente em seus efeitos principais (Sun et al., 2007). A determina-
cao dos niveis 6timos das variaveis entdo selecionadas tem sido realizada principalmen-
te pelo delineamento fatorial Box—Behnken (Lotfy et al., 2007), delineamento fatorial
composto central (DCC) (Fu et al., 2009), delineamento fatorial composto central rota-
cionado (DCCR) (Deepak et al., 2008) e delineamento fatorial de Taguchi (Azin et al.,
2007). Esses delineamentos avaliam ndo somente o efeito principal das varidveis como
também as interac¢des entre elas.

O objetivo desse trabalho foi avaliar fatores que interferem na producao de dextra-
nase de Paecilomyces marquandii, tendo em vista os poucos relatos existentes sobre a
otimizagdo da producdo de dextranases, bem como o niimero relativamente reduzido de

variaveis estudadas em um mesmo experimento.
2. Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Metabolismo e Fermentacao,
Laboratorio de Biotecnologia Molecular, localizados no Departamento de Bioquimica e

Biologia Molecular, e na Clinica de Doengas de Plantas, do Departamento de Fitopato-

logia, na Universidade Federal de Vigosa.
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2.1. Reagentes

Dextrana (massa molecular de 60.000-90.000) foi adquirida de USB Co. (Cleave-
land, USA). Acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS), dodecilsulfato de sodio (SDS) e 2-
mercaptoetanol foram adquiridos de Sigma-Aldrich (Missouri, USA). Agar-4gar e trip-
tona foram adquiridos de Himedia (Mumbai, India). Os demais reagentes utilizados

foram de grau analitico.

2.1. Medida da atividade enziméatica

A atividade de dextranase foi medida com base na quantidade de agucares redutores
produzidos a partir da hidrolise da dextrana, e medidos por sua reacdo com o acido 3,5-
dinitrossalicilico (DNS) (Miller, 1959). O ensaio enzimatico consistiu de 750 pL de
solucdo tampao acetato de sddio 100 mM (pH 5,2), 200 pL de solugdo de dextrana 1% e
50 pL de amostra enzimatica. O sistema de reagdo foi incubado a 40 °C durante 15 min.
Apos esse tempo, a reacao foi paralisada pela adicdo de 1 mL do reativo de DNS. As
amostras foram fervidas durante 5 min e esfriadas a temperatura ambiente. As leituras
de absorbéncia foram realizadas em comprimento de onda de 540 nm. Os valores de
absorbancia das amostras foram subtraidos da leitura de absorbancia dos controles pre-
parados pela adi¢ao do reagente DNS antes da amostra enzimatica. A transformacao dos
valores de absorbancia em quantidade de acucar redutor foi realizada utilizando uma
curva padrao construida com 0,111 a 0,888 pmol de glicose. Uma unidade (U) de dex-
tranase foi definida como a quantidade da enzima que catalisa a formacdo de 1 mmol de
acucar redutor, expresso como equivalentes de glicose, por minuto, nas condigdes de

ensaio utilizadas. Todas as medidas de atividade foram realizadas em triplicata.

2.3. Microrganismo e preparo do inéculo

O fungo Paecilomyces marquandii, isolado a partir de amostras de solo, foi utiliza-
do para a produgdo de dextranase. O microorganismo foi identificado no Departamento
de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa e no Instituto de Ciéncias Biologi-
cas da Universidade Federal de Minas Gerais. O meio de cultura sélido utilizado para

crescimento do fungo continha, em cada litro, 8 g de dextrana, 2,5 g de NaNOs, 0,75 g
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de KH,POy4, 0,125 g de MgS0.4.H,0, 0,25 g de KCl, 0,05 g de ZnSO4.7H,0, 0,054 g de
FeSO4.7H,0 e 17 g de agar-agar. O pH desse meio foi ajustado para 7. O fungo foi re-
picado nesse meio de cultura e incubado a 28 °C durante 10 dias.

O meio de cultura liquido padrao utilizado para a producdo de dextranase continha,
em cada litro, 10 g de dextrana, 10 g de NaNOs, 4 g de KH,POy4, 0,5 g de MgS0O4.H,0,
0,5 g de KCl, 0,178 g de ZnS0O4.7H,0 ¢ 0,18 g de FeSO4.7H,0. O pH do meio de cultu-
ra foi ajustado para 7 e autoclavado a 121 °C durante 20 min. Cada ensaio consistiu de
frasco Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL do meio liquido inoculados com 1 mL
de suspensio, contendo 107 esporos.mL™, recolhidos a partir do meio sélido. Os frascos
foram incubados a 28 °C durante 5 dias e submetidos a 180 rpm. A composi¢ao do meio
liquido e a temperatura de incubacao variaram com o delineamento experimental descri-

to a seguir.

2.4. Fontes de carbono e sele¢cdo dos niveis das variaveis (fatores)

Dextrana, farelo de trigo, amido e de bagago de cana-de-agucar foram avaliados, na
concentragdo de 1%, como fontes de carbono para a produgdo de dextranase em meio
liquido. Os meios de cultura foram incubados a 30 °C, durante 7 dias, em agitador de
frascos Erlenmeyer, e submetidos a 180 rpm.

Apds a selecao da melhor fonte de carbono indutora de dextranase, avaliou-se o e-
feito de algumas variaveis na producao da enzima (Tabela 1). Cada fator foi estudado
em niveis selecionados a partir de estudos realizados envolvendo a producao de dextra-
nases por fungos (Abdel-Aziz et al., 2007; Obara-Doi et al., 2003; Abdel-Naby et al.,
1999; Shimizu et al., 1998; Szczodrak et al., 1994; Hattori et al., 1981).

O efeito de cada uma das fontes de minerais e nitrato de sddio presentes no meio de
cultura padrao foi avaliado, uma por vez, na produgdo da enzima. Em seguida, avaliou-
se o efeito de Mn*", Na* e Ca2+, um de cada vez, mantendo fixa a composi¢do do meio
de cultura padrao. O efeito das outras fontes de nitrogénio foi avaliado, substituindo o
nitrato de sodio por cada uma dessas e mantendo os demais constituintes do meio de

cultura padrdo. Diferentes niveis de temperatura e pH também foram estudados.
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Tabela 1. Niveis das varidveis avaliados em relagdo a produgdo

de dextranase de Paecilomyces marquandii.

Variavel Nivel Variavel Nivel
0 0
KH,PO, 0,1 MnSO, 0,005
(%) 0,2 (%) 0,010
0,3 0,015
0 0
MgSO4 0,05 NH,CI 0,5
(%) 0,1 (%) 1,0
0,15 1,5
0 0
KCl 0,02 NH4NO; 0,5
(%) 0,05 (%) 1,0
0,1 1,5
0 0
FeSO,4 0,003 Extrato de 0,25
(%) 0,01 levedura (%) 0,5
0,02 1
0 0
ZnSOy 0,003 Triptona 0,5
(%) 0,010 (%) 1,0
0,020 1,5
0 4
NaNO; 0,5 5
(%) 1,0 pH 6
1,5 7
0 0
CaCl2 0,015 NaCl 0,025
(%) 0,025 %) 0,05
0,045 0,1
T t 20
em(l?;eé? ura 26
30
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2.5. Delineamento experimental
2.5.1. Plackett-Burman

Dextrana, fontes de nitrogénio, minerais, pH e temperatura foram estudados no de-
lineamento de Plackett-Burman. As dezesseis variaveis foram investigadas em vinte
ensaios, sendo cada uma delas representada em dois niveis codificados como superior
(+1) e inferior (-1) (Tabela 2). Nesse tipo de delineamento, o nimero de vezes em que
cada variavel estd presente nos niveis superior e inferior ¢ o mesmo.

O efeito principal estimado de cada variavel ¢ a diferenga entre a média das deter-
minagdes realizadas em seu nivel superior ¢ a média das determinagdes realizadas em

seu nivel inferior, dividida pelo nimero de ensaios do experimento:

_ 2 Viga — Vi)

E (Vi) N

(1)

O delineamento Plackett-Burman ¢ de resolucdo trés, ou seja, considera nao haver
efeitos de interagdo entre as variaveis estudadas, sendo estimados apenas os efeitos
principais. Com isso, sua utilizacdo deve ser restrita a triagem de variaveis significativas

a0 processo.
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Tabela 2. Matriz do delineamento de Plackett-Burman (PB) para as dezesseis variaveis experimentais estudadas.

Variavel

X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 XI10 XI1 X12 X13 X14 X15 Xl6
-1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 -1 -1 -1
+1 +1 -1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1
-1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 -1 +1
+1 +1 -1 +1 +1 -1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1
+1 +1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 -1 -1 -1 +1 -1
+1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 -1 -1
+1 +1 -1 +1 +1 -1 -1 -1 -1 +1 -1 +1
+1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 -1
-1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 +1 +1
+1 -1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 +1
+ -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 -1
-1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 +1 +1 -1
+1 +1 -1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 +1
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2.5.2. Delineamento fatorial completo

Dextrana, nitrato de aménio, extrato de levedura e triptona, selecionados a partir do
delineamento Plackett-Burman, por afetarem significativamente a produ¢do da dextra-
nase (p<0,1), foram estudados nessa etapa. Como se desconhece os niveis dessas quatro
varidveis que proporcionem uma producdo otimizada da dextranase de Paecilomyces
marquandii, um delineamento fatorial 2 +1 foi realizado na tentativa de se aproximar
das condigdes experimentais que permitam uma produgdo elevada da enzima (desloca-
mento). Esse planejamento consistiu em realizar um experimento fatorial completo de
dois niveis para os quatro fatores (2*). Nesse experimento, a inclusio de trés pontos cen-
trais (nivel 0) para os quatro fatores significativos, no mesmo ensaio, foram utilizados
para estimar o erro. Ao término do deslocamento, a realizagao de um delineamento que
permita a modelagem de uma superficie de resposta para a determinagdo dos niveis 6ti-
mos dos fatores selecionados torna-se viavel. A matriz do delineamento fatorial 2*+1

utilizado nesse trabalho ¢ mostrada na Tabela 3.

Tabela 3. Matriz do delineamento fatorial 2*+3 com as quatro variaveis selecionadas a

partir do delineamento de Placett-Burman.

Variavel Variavel
Ensaio Ensaio

X1 X122 X13 Xl14 X1 X12 X13 Xl4
1 +1 -1 +1 -1 11 +1 +1 +1 -1
2 -1 +1 +1 -1 12 +1 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1 +1 13 +1 -1 -1 +1
4 -1 -1 -1 +1 14 0 0 0 0
5 -1 +1 -1 -1 15 +1 -1 -1 -1
6 +1 +1 -1 +1 16 -1 -1 -1 -1
7 +1 +1 +1 +1 17 -1 -1 +1 -1
8 -1 +1 +1 +1 18 0 0 0 0
9 0 0 0 0 19 +1 -1 +1 +1
10 -1 -1 +1 +1

45



2.6. Analises estatisticas

O software estatistico MINITAB® Release 14.1 foi utilizado para gerar e analisar
os delineamentos de Plackett-Burman e fatorial completo. Os efeitos das variaveis estu-

dadas foram considerados significativos ao nivel de 10% de probabilidade (p<0,1).

3. Resultados e discussao

3.1. Fontes de carbono e selecao dos niveis das variaveis

Entre as fontes de carbono avaliadas nesse estudo, dextrana foi a mais eficiente na
producao de dextranase de Paecilomyces marquandii. Farelo de trigo, bagaco de cana-
de-agucar e amido induziram muito pouco a producdo da dextranase (Figura 1). Portan-
to, dextrana foi mantida como fonte de carbono durante os experimentos nesse estudo.
Efeito semelhante foi relatado em outro trabalho (Szczodrak et al., 1994) quando dife-

rentes fontes de carbono foram avaliadas.
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Figura 1. Efeito de fontes de carbono sobre a produgdo de dextranase de Paecilomyces mar-
quandii
De um modo geral, dextranas sao utilizadas como a unica fonte de carbono indutora

de dextranase, com excecao de estudos envolvendo a expressao heterdloga de dextrana-
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ses (Hatada et al., 2004; Jiménez et al., 1997). Em outros trabalhos, amilopectina (Oba-
ra-Doi et al., 2003) e maltose (Das e Dutta, 1996) apresentaram sinergismo sobre a pro-
dugdo da enzima quando utilizadas com dextranas como fonte de carbono.

A variacdo observada de atividade de dextranase quando cloreto de potassio, sulfato
de zinco e sulfato ferroso foram adicionados ao meio de crescimento, na faixa de con-
centragdes utilizadas, ndo foi significativa. Os demais fatores apresentaram efeito na
produgdo de dextranase quando adicionados ao meio de crescimento, nos niveis utiliza-
dos (Tabela 4). Os niveis inferior e superior de cada variavel estudada no delineamento
de Plackett-Burman ¢ mostrado na Tabela 5. Os niveis das variaveis utilizados no deli-
neamento de Plackett-Burman foram selecionados com base no efeito sobre a produgao

da dextranase.

Tabela 4. Efeitos dos niveis das varidveis estudadas na producdo de dextranase de

Paecilomyces marquandii.

Variavel Nivel AD (U.mL'l) “ Variavel Nivel AD (U.mL'l) “
0 0,27 0 6,69
KH,PO, 0,1 0,52 MnSO; 0,005 6,13
(%) 0,2 1,65 (%) 0,010 6,61
0,3 4,62 0,015 8,87
0 5,73 0 0
MgSO, 0,05 4,98 NH.CI 0,5 13,74
(%) 0,1 6,99 (%) 1,0 14,17
0,15 7,74 1,5 10,05
0 5,31 0 0
KC1 0,02 4,95 NH4NO; 0,5 9,77
(%) 0,05 5,04 (%) 1,0 11,40
0.1 4,11 1,5 7,92
0 6,97 0 0
FeSO, 0,003 7,15 Extratode 95 6,50
(%) levedura
0,010 6,10 (%) 0,5 433
0,020 6,77 1,0 0

“AD - 1U ¢ quantidade de enzima que produz 1 mmol de agticar por minuto

Tabela 4. Efeito dos niveis das variaveis estudadas na producgdo de dextranase de

Paecilomyces marquandii. (Continuagao).
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Variavel Nivel  AD“ (UmL"') Varidvel  Nivel AD“ (UmL™)

0 528 0 0
ZnSO, 0,003 6,52 Triptona 0,5 7,28
(%) 0,01 5,18 (%) 1,0 4,50
0,02 6,18 1,5 0
0 4,83 4 0
NaNO; 0,5 6,37 5 3,70
(%) 1,0 8.25 pH 6 4,03
1,5 8,25 7 6,29
0 7,11 0 5,84
CaCl, 0,015 4,48 NaCl 0,025 7,67
(%) 0,025 3,01 (%) 0,05 7,68
0,045 3,47 0,1 7,20
20 2,47
Tem(lz)%r;tura 26 6.95
30 2,16

“ Atividade de dextranase - 1U é quantidade de enzima que produz 1 mmol de aglcar
redutor por minuto.

Tabela 5. Niveis das varidveis experimentais estudados no delineamento de

Plackett-Burman

Nivel inferior ~ Nivel superior

Variavel Simbolo  Unidade

(-1) (+1)
Dextrana X1 % 0,5 2
KH,POy4 X2 % 0,05 0,3
KCl X3 % 0,001 0,1
FeSO4 X4 % 0,001 0,02
MgSOg4 X5 % 0,002 0,15
CaCl, X6 % 0,002 0,025
NacCl X7 % 0,002 0,025
ZnSOy4 X8 % 0,001 0,02

Tabela 5. Niveis das varidveis experimentais estudados no delineamento de
Plackett-Burman (Continua¢ao).
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Nivel inferior ~ Nivel superior

Variavel Simbolo  Unidade

(-1) (+1)
MnSO4 X9 % 0,005 0,015
NaNO; X10 % 0 1,5
NH4Cl X11 % 0 1
NH4NO3 X12 % 0 1
Extrato de levedura X13 % 0 0,25
Triptona X14 % 0 0,5
pH X15 5 7
Temperatura X16 °C 26 31

3.2. Delineamento de Plackett-Burman

Pelo delineamento de Plackett-Burman foi possivel observar a influéncia da com-
posicdo do meio na produgdo da dextranase de Paecilomyces marquandii (Tabela 6),
com valores de atividade da enzima variando entre 0,29 U.mL" e 21,80 U.mL"". Essa
variacdo reflete a importancia da otimizagdo do meio de cultura para aumentar a produ-

¢ao da enzima.
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Tabela 6. Matriz do delineamento Plackett-Burman e os resultados de produ¢do de dextranase (AD). 1U ¢ quantidade
de enzima que produz 1 mmol de agucar redutor por minuto.

. Variaveis 1
Ensaios AD (U.mL"™)
Xl X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 XI2 X13 X14 XI5 X16
1 -1 +1 +1 4+ +41 -1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 -1 -1 -1 3,13
2 41 + -1 -1 -1 -1 +41 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 19,88
3 -1 -1 +1 41 -1 +1 +1 -1 -1 -1 -1+ -1 +1 -1 +1 0,29
4 +1 +1 -1 +1 +1 -1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 6,72
5 +1 +1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 -1 -1 -1+ -1 11,44
6 +1 -1 +1 41 +1 +1 -1 -1 41 +1 -1 41 +1 -1 -1 -1 21,80
7 +1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 -1 -1 -1+l -1+l 5,13
8 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 -1 -1 -1+ -1 +1 -1 7,85
9 -1-1 -1 -1 +41 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 +1 +1 4,82
10 + -1 -1 -1 -1 +# -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1+l 17,93
11 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +41 + -1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 -l 4,27
12 -1 -1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -l -1+ 41 -1 0,34
13 -1+ +#1 -1 #4171 +¢1 -1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 +I 7,66
14 -1+ + -1 -1 -1 -1 +1 -1 +I -1 +1 +1  +1  +1 -1 0,44
15 -1 41 -1 +1 41 +1 +1 -1 -1 +1 41 -1 +1 +1 -1 -1 5,95
16 +1 -1 +1 +1 -1 -1 -1 -1 +41 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 0,33
17 -1+ -1 +41 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1+ +1 -1 41 +1 7,91
18 -1 -1 -1 -r -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0,38
19 -1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1+ +1 -1+ 0,29
20 +1 +1 +1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 -1 -1 -1+l 4,27




Entre as dezesseis variaveis analisadas, a fonte de carbono dextrana exerceu o mai-
or efeito significativo sobre a producdo da dextranase, seguida de extrato de levedura e
nitrato de amoénio. Triptona apresentou efeito negativo sobre a producdo da enzima,
enquanto as demais variaveis estudadas nao exerceram efeito (p>0,1) nos niveis estuda-

dos (Tabela 7).

Tabela 7. Efeitos estimados das variaveis estuda-
das no delineamento de Plackett-
Burman na producao de dextranase de

Paecilomyces marquandii.

Variavel Efeito P valor
Dextrana 6,841 0,028"
KH,PO, 1,423 0,465
KClI -2,299 0,270
FeSO, -1,365 0,482
MgSO, 0,441 0,813
CaCl, 3,461 0,135
NaCl 0,311 0,867
ZnS0, 2,771 0,203
MnSO;, 1,931 0,340
NaNO; 1,717 0,388
NH,4Cl 0,633 0,735
NH4NO; 4,355 0,084"
Extrato de levedura 4,925 0,063
Triptona 4355 0,084
pH 2,727 0,208
Temperatura -2,013 0,323

“Efeitos significativos (p<0,1)

No estudo sobre a otimizagdo da producdo da dextranase de Fusarium sp., o deline-
amento fatorial fracionado 2° mostrou que dextrana, amilopectina, extrato de levedura
e peptona afetaram positivamente a produgdo da enzima, enquanto as fontes de nitrogé-
nio inorganico sulfato de amonio e nitrato de so6dio exerceram efeito negativo sobre a
mesma (Obara-Doi et al., 2003). Quando dextrana, amilopectina e extrato de levedura

foram utilizadas nas concentragdes de 1%, 0,8% e 0,9%, respectivamente, a produgdo
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maxima de dextranase de 0,945 U.mL"' foi alcancada, muito inferior & producdo de a-
proximadamente 20 U.mL™" observada nos ensaios 2 e 6 desse trabalho.

Utilizando-se a técnica em que se avalia um fator por vez, a maior producao da dex-
tranase de Penicillium notatum foi observada entre 14 e 16 UmL", quando 1,5% de
dextrana, 0,2% de extrato de levedura, NaNO; e KH,PO4, pH 5,5 ¢ 100 mL de meio de
cultura foram utilizados (Szczodrak et al., 1994). A indu¢do para a produgdo dessa dex-
tranase nao foi influenciada pela massa molecular de dextrana utilizada como fonte de
carbono.

Uma produgdo de dextranase de 41,8 U.mL™ foi obtida para Penicillium funiculo-
sum quando foi utilizado o meio de cultura otimizado constituido de 3,5% de dextrana,
1% de NaNOs, 0,2% de extrato de levedura, 0,4% de KH,PO4, 0,06% de MgSO,,
0,02% de KCI, 0,001% de FeSO4 e pH inicial 8. Neste caso, o efeito sinergistico de
NaNO; e extrato de levedura foi significativo (Abdel-Naby et al., 1999).

Conforme observado neste trabalho, a utilizagdo do delineamento Placket-Burman
permitiu reduzir o numero de fatores estudados de dezesseis para apenas quatro, o que
implica reducdo significativa de custos. Embora esse tipo de planejamento seja indicado
para triagem quando o numero de fatores for superior a quatro (Rodrigues e Iemma,
2005), sua principal utilizacdo ocorre em planejamentos em que sdo avaliados ao menos
nove fatores (Fu et al., 2009; Ma et al., 2008; Kammoun et al., 2008; Sun et al., 2007).
Outros delineamentos fatoriais fracionados com até nove variaveis tém sido uma alter-
nativa satisfatéria na etapa de triagem de fatores em estudos de otimizag¢ao (Zhuang et
al., 2006; Tang et al., 2004).

Quando o estudo de otimizagdo partir de um nimero reduzido de varidveis ja no i-
nicio do experimento, a aplicacdo direta de um delineamento composto central (Deepak
et al., 2008; Techapun et al., 2002) ou at¢ mesmo de um delineamento fatorial completo
(Mahat et al., 2004; Bocchini et al., 2002) pode ser viavel, seja para realizar a triagem

dos fatores ou modelar a superficie de resposta com as varidveis em estudo.
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3.3. Delineamento fatorial completo

Para realizar o deslocamento nesse trabalho, com o objetivo de se aproximar do 6-
timo da produgdo da dextranase de Paecilomyces marquandii, os niveis superiores de
dextrana, nitrato de amonio e extrato de levedura, no delineamento Placett-Burman,
foram utilizados como os niveis inferiores no delineamento 2*+1. Por outro lado, o nivel
superior (+1) de triptona nesse segundo delineamento foi 0%, pois o seu efeito na pro-
dugdo da dextranase foi negativo. As demais variaveis foram mantidas no nivel inferior
(-1) utilizado no delineamento Plackett-Burman (Tabela 8). Triptona e os fatores cujo
efeito ndo foi significativo foram mantidos no estudo de modo a evitar a perda de even-

tual sinergismo sobre a producao da dextranase.

Tabela 8. Niveis das varidveis experimentais estudados no delineamen-

to fatorial completo.

Nivel das variaveis (%)

Variavel Simbolo

(-1) (0) (+1)
Dextrana X1 2 3,5 5
NH4NO; X12 1 1,75 2,5
Extrato de levedura X13 0,25 0,50 0,75
Triptona X14 0,25 0,125 0

Ha diferencas entre alguns trabalhos em relagdo aos niveis das variaveis ndo signi-
ficativas utilizados na seqliéncia do delineamento Placett-Burman. Esses niveis foram
selecionados como o nivel central (Zhuang et al., 2006) ou o nivel inferior (Tang et al.,
2004) utilizado no delineamento Placett-Burman. Em outro estudo, os niveis dos fatores
ndo significativos foram aqueles utilizados nos ensaios do delineamento Placett-Burman
em que os resultados foram os melhores (Sun et al., 2007). De modo diferente, os niveis
das varidveis ndo significativas com efeito positivo sobre a resposta foram utilizadas em
seu nivel superior, enquanto o nivel inferior foi adotado para aquelas cujo efeito foi ne-
gativo (Wang et al., 2009).

Os resultados de atividade de dextranase no delineamento fatorial completo sao
mostrados na Tabela 9. A variacdo de atividade de dextranase foi menor que aquela
observada no primeiro delineamento. Nenhum dos efeitos principais ou interagdes foi

significativo (p>0,1) (Tabela 10). Por outro lado, a falta de ajuste foi significativa (Ta-
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bela 11). Isso implica que os resultados ndo foram ajustados a um modelo linear, pois o

delineamento 2"+ 1 baseia-se em modelo de primeiro grau.

Tabela 9. Efeitos dos niveis das variaveis estudadas no

delineamento fatorial 2 +1 na produgdo de

dextranase.
' Variavel AD?
Ensaio 4
Xl X12 Xx13 x4 (UmL?)

1 +1 -1 +1 -1 10,41
2 -1 +1 +1 -1 3,64
3 -1 +1 -1 +1 2,39
4 -1 -1 -1 +1 15,76
5 -1 +1 -1 -1 5,26
6 +1 +1 -1 +1 2,72
7 +1 +1 +1 +1 4,25
8 -1 +1 +1 +1 4,55
9 0 0 0 0 14,40
10 -1 -1 +1 +1 7,97
11 +1 +1 +1 -1 3,59
12 +1 +1 -1 -1 10,21
13 +1 -1 -1 +1 2,39
14 0 0 0 0 16,46
15 +1 -1 -1 -1 6,06
16 -1 -1 -1 -1 4,04
17 -1 -1 +1 -1 6,93
18 0 0 0 0 9,29
19 +1 -1 +1 +1 3,59

“ Atividade de dextranase - 1U ¢é quantidade de enzima
que produz 1 mmol de aguicar redutor por minuto.
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Tabela 10. Estimativa dos efeitos principais e de interagdes das varidveis estuda-

das na producao de dextranase.

Termo Efeito P valor
Constante 0,028
Dextrana -0,915 0,824
NH4NO3 -2,567 0,545
Extrato de levedura -0,486 0,906
Triptona -0,814 0,843
Dextrana x NH4sNO; 2,146 0,609
Dextrana x Extrato de levedura 0,602 0,883
Dextrana x Triptona -3,517 0,419
NH4NO; x Extrato de levedura -0,648 0,874
NH4NO; x Triptona -1,382 0,738
Extrato de levedura x Triptona -0,238 0,954
Dextrana x NH4sNO; x Extrato de levedura -2,011 0,631
Dextrana x NH4NOj x Triptona 2,298 0,585
Dextrana x Extrato de levedura x Triptona 1,489 0,719
NH4NO; x Extrato de levedura x Triptona 3,222 0,455
Dextrana x NH4NOs x Extrato de levedura x Triptona -0,392 0,924

Tabela 11. Andlise de variancia (ANOVA) de efeitos principais e interagdes das

variaveis estudadas na producdo de dextranase.

Fonte GL SQ QM F P

Efeitos principais 4 33,297 8,324 0,15 0,953
Interagdes de 2% ordem 6 78,892 13,149 0,23 0,939
Interagdes de 3* ordem 4 87,672 21,918 0,39 0,81
Interagdes de 4* ordem 1 0,615 0,615 0,01 0,924
Erro residual 3 170,36 56,787

Falta de ajuste 1 143,089 143,089 10,49 0,084"
Erro puro 2 27,271 13,636

Total 18

GL ¢ grau de liberdade; SQ ¢ soma de quadrados; QM ¢ quadrado médio.
“Significativo a 10% de probabilidade .



O objetivo do deslocamento consiste em alterar os niveis das varidveis em estudo
de modo a aumentar a resposta de interesse até atingir um ponto maximo, a partir do
qual o valor da resposta diminui. Essa condi¢cdo experimental ¢ entdo utilizada como
base para modelar a superficie de resposta (Zhuang et al., 2006).

Logo, a falta de ajuste do modelo observada neste trabalho pode ser devido ao fato
de que um ponto maximo tenha sido alcangado na faixa de concentragdo dos niveis uti-
lizados no delineamento Plackett-Burman, ou seja, os resultados possam ser ajustados a
um modelo quadratico. Isso fica mais claro quando se observa o valor de aproximada-
mente 20 U.mL™"' no primeiro delineamento, e diminuindo ja com o deslocamento. En-
tretanto, ndo significa que a producdo da dextranase esteja otimizada, pois somente com
a modelagem de uma superficie de resposta ¢ possivel determinar as condigdes em que
isso ¢ estabelecido.

Nesse estudo, os niveis das variaveis no ponto central do delineamento 2*+1 foram
aqueles utilizados no nivel superior do Plackett-Burman, com excecao de triptona cuja
concentragdo usada foi 0,25% por ter apresentado um efeito negativo sobre a produgdo
da dextranase (Tabelas 2 e 4). Ao contrario, os niveis selecionados em outros trabalhos
como base para o inicio do deslocamento foram aqueles do ponto central do delinea-
mento anterior (Zhuang et al., 2006; Tang et al., 2004). Essa diferenga pode ter promo-
vido uma reducdo na atividade de dextranase observada com o deslocamento, sendo que
0 Otimo parece estar mais proximo a faixa de concentracgdes utilizadas no primeiro deli-
neamento.

Segundo Tang et al. (2004), se a média dos pontos centrais (0) for superior a média
dos pontos fatoriais (-1 e +1), é provavel que o 6timo esteja proximo ou dentro do espa-
¢o do delineamento experimental. Por outro lado, se a média dos pontos centrais for
inferior 2 média dos pontos fatoriais, ¢ provavel que o 6timo esteja fora do espago do
delineamento experimental. No segundo caso, ¢ necessario realizar deslocamentos.

Sendo assim, o fato da média dos pontos centrais (13,38 U.mL™") ter sido superior a
média dos pontos fatoriais (5,86 U.mL™") neste trabalho, reforca a possibilidade de que o
otimo para a producdo da dextranase de Paecilomyces marquandii esteja proximo ou

dentro da faixa de concentracgdes utilizadas no delineamento experimental (Tabela 5).
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4. CONCLUSAO

Nesse trabalho, em que foi estudado o efeito de dezesseis variaveis na producdo da
dextranase de Paecilomyces marquandii, dextrana, nitrato de amonio, extrato de levedu-
ra e triptona foram selecionados por afetarem significativamente a producdo da enzima.
A concentragdo desses fatores utilizados no nivel superior do delineamento Plackett-
Burman parece adequado para servir de base a um delineamento para modelagem da

superficie de resposta e determinac¢do dos niveis 6timos para a produ¢do da dextranase.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Abdel-Naby, M., Ismail, A.-M. S., Abdel-Fattah, A.M., Abdel-Fattah, A.F. Preparation
and some properties of immobilized Penicillium funiculosum 258 dextranase. Proc-
ess Biochemistry, v.34, n.4, p.391-398, 1999.

Abdel-Aziz, M. S.; Talkhan, F.N.; Janson, J.-C. Purification and characterization of
dextranase from a new strain of Penicillium funiculosum. Journal of Applied Sci-
ences Research, v.3, n.11, p.1509-1516. 2007.

Azin, M., Moravej, R., Zareh, D. Production of xylanase by Trichoderma longibrachia-
tum on a mixture of wheat bran and wheat straw: Optimization of culture condition
by Taguchi method. Enzyme and Microbial Technology, v.40, n.4, p.801-805,
2007.

Bocchini, D.A., Alves-Prado, H.F., Baida, L.C., Roberto, I.C., Gomes, E., Da Silva, R.
Optimization of xylanase production by Bacillus circulans D1 in submerged fermen-
tation using response surface methodology. Process Biochemistry, v.38, n.5, p.727-
731, 2002.

Chen, Q.H., Hea, G.Q., Alib, M.A.M. Optimization of medium composition for the
production of elastase by Bacillus sp. EL31410 with response surface methodology.
Enzyme and Microbial Technology, v.30, n.5, p.667-672, 2002.

Das, D.K., Dutta, S.K. Purification, biochemical characterisation and mode of action of
an extracellular endo-dextranase from the culture filtrate of Penicillium lilacinum.
International Journal of Biochemistry and Cell Biology, v.28, n.1, p.107-113,
1996.

57



Decker; S.R., Adney; W.S., Vinzant; T.B., Himmel; M.E. Alkaline tolerant dextranase
from Streptomyces anulatus. Publicag@o de patente US 6,509,184. 1999.

Deepak, V., Kalishwaralal, K., Ramkumarpandian, S., Babu, S.V., Senthilkumar, S.R.,
Sangiliyandi, G. Optimization of media composition for nattokinase production by
Bacillus subtilis using response surface methodology. Bioresource Technology,
v.99, n.17, p.8170-8174, 2008.

Eggleston, G., Monge, A., Montes, B., Stewart, D. Application of dextranases in sugar-
cane factory: Overcoming practical problems. Sugar Technology, v.11, n.2, p.135-
141, 2009.

Eiji, N., Hiroshi, S., Yasuo, K., Masaaki, I. Dextranase-containing oral care composi-
tions. Publicacdo de patente WO 0180817, 2001.

Finnegan, P.M., Brumbley, S.M., O’Shea, M.G., Nevalainen, K.M.H., Bergquist, P.L.
Paenibacillus isolates possess diverse dextran-degradading enzymes. Journal of
Applied Microbiology, v.97, n.3, p.477-485, 2004.

Fu, X.T., Lin, H., Kim, S.M. Optimization of medium composition and culture condi-
tions for agarase production by Agarivorans albus YKW-34. Process Biochemistry,
v.44,1n.10, p.1158-1163, 2009.

Goulas, A.K., Fisher, D.A., Grimble, G.K., Grandison, A.S., Rastall, R.A. Synthesis of
isomaltooligosaccharides and oligodextrans by the combined use of dextransucrase
and dextranase. Enzyme and Microbial Technology, v.35, n.4, p.327-338, 2004.

Hatada, Y., Hidaka, Y., Nogi, Y., Uchimura, N.K., Katayama, K., Li, Z., Akita, M.,
Ohta, Y., Goda, S., Ito, H., Matsui, H., Ito, S., Horikoshi, K. Hyper-production of an
isomalto-dextranase of an Arthrobacter sp. by a proteases-deficient Bacillus subtilis:
sequencing, properties and crystallization of the recombinant enzyme.  Applied
Microbiology and Biotechnology, v.65, n.5, p.583-592, 2004.

Hattori, A.; Ishibashi, K.; Minato, S. The purification and characterization of the dex-
tranase of Chaetomium gracile. Agricultural and Biological Chemistry, v.45, n.11,
p.2409-2416, 1981.

Hayacibara, M.F., Koo, H., Smith, A.M.V., Kopec, L.K., Scott-Anne, K., Cury, J.A.,
Bowen, H.B. The influence of mutanase and dextranase on the production and struc-
ture of glucans synthesized by streptococcal glucosyltransferases. Carbohydrate
Research, v.339, n.12, p.2127-2137, 2004.

58



Herbots, I.M.A.J, Moese, R.L., Busch, Cleaning compositions comprising endo-
dextranase. Publica¢do de patente WO9731999. 1997.

Hiroshige; H., Takashi, U. Oral care product for animal and method for producing the
same. Publicacao de patente JP 2006055050, 2006.

Jiménez, E.R. The dextranase along sugar-making industry. Biotecnologia Aplicada,
v.22, n.1, p.20-27, 2005.

Jiménez, E.R., Sanchez, K., Roca, H., Delgado, J.M. Different methanol feeding strate-
gies to recombinant Pichia pastoris cultures producing high level of dextranase.
Biotechnology Techniques, v.11, n.7, p.461-466, 1997.

Kammoun, R., Naili, B., Bejar, S. Application of a statistical design to the optimization
of parameters and culture medium for a-amylase production by Aspergillus oryzae
CBS 819.72 grown on gruel (wheat grinding by-product). Bioresource Technology,
v.99, n.13, p.5602-5609, 2008.

Khalikova, E., Susi, P., Korpela, T. Microbial dextran-hydrolyzing enzymes: fundamen-
tals and applications. Microbiology and Molecular Biology Reviews, v.69, n.2,
p.306-325, 2005.

Lotfy, W.A., Ghanem, K.M., El-Helow, E.R. Citric acid production by a novel 4sper-
gillus niger isolate: II. Optimization of process parameters through statistical ex-
perimental designs. Bioresource Technology, v.98, n.18, p.3470-3477, 2007.

Ma, F.-X., Kim, J.H., Kim, S.B., Seo, Y.-G., Chang, Y.K., Hong, S.-K., Kim, C.-J. Me-
dium optimization for enhanced production of Rifamycin B by Amycolatopsis
mediterranei S699: Combining a full factorial design and a statistical approach.
Process Biochemistry, v.43, n.9, p.954-960, 2008.

Mahat, M.K., Illias, R.M., Rahman, R.A., Rashid, N.A.A., Mahmood,N.A.N., Hassan,
0., Aziz, S.A., Kamaruddin, K. Production of cyclodextrin glucanotransferase
(CGTase) from alkalophilic Bacillus sp. TS1-1: media optimization using experi-
mental design. Enzyme and Microbial Technology, v.35, n.5, p.467—473, 2004.

Miller, G.L. Use of dinitrosalicylic acid reagent for the determination of reducing sug-
ars. Analytical Chemistry, v.31, n.3, p.426-428, 1959.

Mountzouris, K.C., Gilmour, S.G., Rastall, R.A. Continuous production of oligodex-
trans via controlled hydrolysis of dextran in an enzyme membrane reactor. Journal

of Food Science, v.67, n.5, p.1767-1771, 2001.

59



Obara-Doi, S. M.; DEKKER, Robert F H ; Castro-Gomez, R. J. H. . Otimiza¢do da pro-
ducdo de dextranase de Fusarium sp. utilizando Metodologia de Superficie de Res-
posta. In: XIV SIMPOSIO NACIONAL DE FERMENTACOES, 2003, Florianopo-
lis. Anais do XIV SIMPOSIO NACIONAL DE FERMENTACOES, 2003.

Plackett, R.L., Burman, J.P. The design of optimum multifactorial experiments.
Biometrika, v.33, n.4, p. 305-325, 1946.

Rodrigues, M.I., lemma, A.F. Estratégia experimental para fatoriais fracionados e deli-
neamento composto central rotacional (DCCR). In: Planejamento de Experimentos e
Otimizagao de Processos. Campinas: Editora Casa do Pao, Sdo Paulo, Brasil. 618p.
2005

Shimizu, E., Unno, T., Ohba, M., Okada, G. Purification and characterization of an
isomaltotriose-producing endo-dextranase from a Fusarium sp. Bioscience,
Biotechnology and Biochemistry, v.62, n.1, p.117-122, 1998.

Sun, Y., Han, B., Liu, W., Zhang, J., Gao, X. Substrate induction and statistical optimi-
zation for the production of chitosanase from Microbacterium sp. OUOI1.
Bioresource Technology, v.98, n.8, p.1548-1553, 2007.

Szczodrak, J., Pleszczynska, M., Fiedurek, J. Penicillium notatum 1 a new source of
dextranase. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, v.13, n.5,
p.315-320, 1994.

Tang, X.-J., He, G.-Q., Chen, Q.-H., Zhang, X.-Y., Ali, M.A.M. Medium optimization
for the production of thermal stable b-glucanase by Bacillus subtilis ZJF-1AS5 using
response surface methodology. Bioresource Technology, v.93, n.2, p.175-181,
2004.

Techapun, C., Charoenrat, T., Watanabe, M., Sasaki, K., Poosaran, N. Optimization of
thermostable and alkaline-tolerant cellulase-free xylanase production from agricul-
tural waste by thermotolerant Streptomyces sp. Ab106, using the central composite
experimental design. Biochemical Engineering Journal, v.12, n.2, p.99-105, 2002.

Wang, H., Jiang, P., Lu, Y., Ruan, Z., Jiang, R., Xing, X.-H., Lou, K., Wei, D. Optimi-
zation of culture conditions for violacein production by a new strain of Duganella sp.
B2. Biochemical Engineering Journal, v.44, n.2-3, p.119-124, 2009.

Zhuang, Y.P., Chen, B., Chu, J., Zhang, C. Medium optimization for meilingmycin pro-
duction by Streptomyces nanchangensis using response surface methodology.

Process Biochemistry, v.41, n.2, p.405-409, 2006.

60



CAPITULO 2

Purificacéo e caracterizacdo bioquimica de dextranase de Paecilomyces

marquandii

61



Purificacdo e caracterizagdo bioquimica de dextranase de Paecilomyces marquandii

Resumo

A dextranase de Paecilomyces marquandii foi purificada em colunas cromatograficas
utilizando resinas de troca idnica DEAE-Sepharose e CM-Sepharose. O rendimento foi
24% com atividade especifica de 1.036 U.mg™'. A massa molecular foi estimada em 73
kDa por SDS-PAGE. A dextranase apresentou maior atividade em pH 6.0 e estabilidade
na faixa de pH 5 a 7 a 40 °C durante 30 min. A enzima foi mais ativa a 55 °C e estavel a
37 °C durante 4 h. A meia vida da dextranase foi de 55ha37°Cede 14 mina 55 °C. A
dextranase foi inibida por Ag”, SDS, Cu” e Pb>" em 40%, 80%, 51% e 53%, respecti-
vamente; e ativada na presenca de Fe* em 20% e de Mn*" em 15%; todos a 10 mM. O
valor de Ky foi 0,59 g.L'1 e de Vmax 0,89 mmol glicose.min'l, a 40 °C para dextrana
(massa molecular de 60.000-90.000).

Palavras-chave: Dextranase, Purificagdo, Caracterizagdo, Paecilomyces marquandii

1. Introducgéo

Dextranases (EC 3.2.1.11; a-1,6-D-glicano-6-glicanohidrolase) catalisam a hidroli-
se de ligagdes a-(1,6)-D-glicosidicas em polimeros de dextrana, sendo produzidas por
diversos fungos, bactérias e algumas espécies de leveduras (/,2). A principal aplicagdo
de dextranases ¢ para reduzir a viscosidade de produtos intermediarios gerados durante
o processo de produgao de agucar, de modo a minimizar diversos problemas operacio-
nais que podem reduzir o rendimento de acucar (3). Entretanto, temperaturas operacio-
nais elevadas durante a producdo de actcar limitam a utilizacdo de formulagdes comer-
ciais de dextranases (4). Nesse sentido, estudos envolvendo a identificagdo de novos
microrganismos produtores de dextranases com termoestabilidade superior (5-7) e mu-
tagdes capazes de aumentar a atividade e/ou a termoestabilidade dessa enzima (8) pode-
riam ampliar sua utilizagdo na industria de acucar. Devido ao envolvimento de dextra-
nas na formag¢ao de placas bacterianas, dextranases sdo eficazes na remog¢ao dessas pla-

cas, tendo sido utilizadas na formulagdo de produtos de higiene bucal (9,/0). Outras
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aplicagcdes de dextranases sdo na elaboracdo de produtos de limpeza (/17,/2) e na produ-
¢do de agentes pré-bioticos (13,14).

Este trabalho ¢ o primeiro relato sobre a purifica¢do e caracterizacdo bioquimica da
dextranase produzida por Paecilomyces marquandii e fornece informagdes importantes
para estudos posteriores envolvendo esta dextranase. O fungo Paecilomyces marquandii
foi isolado a partir de amostras de solo e identificado no Departamento de Fitopatologia
da Universidade Federal de Vigosa e no Instituto de Ciéncias Biologicas da Universida-

de Federal de Minas Gerais.

2. Materiais e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Analises Bioquimicas, Labo-
ratorio de Enzimologia e Laboratorio de Proteinas, localizados no Instituto de Biotecno-
logia Aplicada a Agropecudria, e no Laboratério de Metabolismo e Fermentagdo do

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, na Universidade Federal de Vigosa.

2.1. Reagentes

Resinas cromatograficas DEAE-Sepharose Fast Flow e CM-Sepharose Fast Flow, e
dextrana (massa molecular de 60.000-90.000) foram adquiridas de Amersham Bioscien-
ces (Uppsala, Sweden). Acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS), poliacrilamida, N,N-
metilenobisacrilamida, dodecilsulfato de sodio (SDS), N,N,N’.N’-
tetrametiletilenodiamina (TEMED), persulfato de amoénio, 2-mercaptoetanol e marcado-
res de massa molecular foram adquiridas de Sigma-Aldrich (Missouri, USA). Os demais

reagentes utilizados foram de grau analitico.

2.2. Microrganismo e condigdes de crescimento

O fungo Paecilomyces marquandii, isolado a partir de amostras de solo, foi utiliza-
do para a producdo de dextranase. O microorganismo foi identificado no Departamento
de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa e no Instituto de Ciéncias Biologi-

cas da Universidade Federal de Minas Gerais. O meio de cultura solido utilizado para
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crescimento do fungo continha, em cada litro, 8 g de dextrana, 2,5 g de NaNOs, 0,75 g
de KH,POy4, 0,125 g de MgS04.H,0, 0,25 g de KCl, 0,05 g de ZnSO4.7H,0, 0,054 g de
FeSO4.7H,0 e 17 g de agar-agar. O pH desse meio foi ajustado para 7. O fungo foi re-
picado nesse meio de cultura e incubado a 28 °C durante 10 dias.

O meio de cultura liquido padrdo utilizado para a produ¢do de dextranase continha,
em cada litro, 10 g de dextrana, 10 g de NaNOs, 4 g de KH,POy4, 0,5 g de MgS0O4.H,0,
0,5 g de KCl, 0,178 g de ZnS0O4.7H,0 ¢ 0,18 g de FeSO4.7H,0. O pH do meio de cultu-
ra foi ajustado para 7 e autoclavado a 121 °C durante 20 min. Cada ensaio consistiu de
frasco Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL do meio liquido inoculados com 1 mL
de suspensio, contendo 10 esporos/mL, recolhidos a partir do meio solido. Os frascos
foram incubados a 28 °C durante 5 dias e submetidos a 180 rpm. O extrato obtido foi

filtrado e utilizado para purificagao.

2.3. Medida da atividade enziméatica

A atividade de dextranase foi medida com base na quantidade de agucares redutores
produzidos a partir da hidrélise da dextrana, e medidos por sua reacdo com o acido 3,5-
dinitrossalicilico (DNS) (Miller, 1959). O ensaio enzimatico consistiu de 750 pL de
solugdo tampao acetato de sodio 100 mM (pH 5,2), 200 pL de solucdo de dextrana 1% e
50 uL de amostra enzimatica. O sistema de reagdo foi incubado a 40 °C durante 15 min.
Ap0s esse tempo, a reagdo foi paralisada pela adi¢do de 1 mL do reativo de DNS. As
amostras foram fervidas durante 5 min e esfriadas a temperatura ambiente. As leituras
de absorbancia foram realizadas em comprimento de onda de 540 nm. Os valores de
absorbancia das amostras foram subtraidos da leitura de absorbancia dos controles pre-
parados pela adi¢do do reagente DNS antes da amostra enzimatica. A transformacao dos
valores de absorbancia em quantidade de actcar redutor foi realizada utilizando uma
curva padrao construida com 0,111 a 0,888 pmol de glicose. Uma unidade (U) de dex-
tranase foi definida como a quantidade da enzima que catalisa a formagao de 1 mmol de
acgucar redutor, expresso como equivalentes de glicose, por minuto, nas condi¢des de

ensaio utilizadas. Todas as medidas de atividade foram realizadas em triplicata.
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2.4. Quantificacdo de proteinas

A concentracdo de proteinas foi estimada pela leitura de absorvancia a 280 nm em
cada fracdo proveniente das colunas cromatografias. A determinac¢do de proteinas no
extrato bruto e nos pools provenientes de cada coluna cromatografia foi realizada pelo

método de Bradford (/6).

Os ensaios consistiram de 20 a 550 pL de amostra enzimatica, 250 a 780 uL de &-
gua destilada e 200 pL do reagente de Bradford 5X. Apds 15 min de reagdo a tempera-
tura ambiente, a leitura de absorbancia das amostras foi realizada a 595 nm. O branco
foi preparada com 800 pL de dgua destilada e 200 pL do reagente de Bradford 5X. Os
valores de absorbancia foram convertidos em pug de proteina utilizando curva padrao
contendo de 0,22 a 20 pg de albumina sérica bovina (BSA). O teor de proteina foi ex-

presso como mg de proteina por mL de amostra.

2.5. Purificagdo da dextranase

Todas as etapas do protocolo de purificagdo e didlises foram realizadas sob refrige-

racao (5 °C).

2.5.1. Cromatografias de troca anionica

Volume de 58 mL de extrato foram dialisados em solucao tampao citrato-fosfato 10
mM (pH 5) e aplicados em coluna DEAE Sepharose Fast Flow (C=5cm x D =2,3 cm)
previamente equilibrada nessa mesma solucdo tampao. O fluxo utilizado foi de 48 mL/h
e volumes de 3 mL foram coletados em cada fragdo. Cinquenta mililitros da solugdo
tampao citrato-fosfato 10 mM (pH 5) foram utilizados para eluir as proteinas que nao se
ligaram a resina, enquanto a elui¢do das demais proteinas foi realizada em gradiente
linear formado por 50 mL da solugdo tampao e 50 mL de NaCl 500 mM na solugao
tampao. As fragcdes com atividade de dextranase foram reunidas e dialisadas em solucdo
tampao Tris-HCl 10 mM (pH 8). Em seguida, o pool dialisado foi aplicado em resina
DEAE Sepharose Fast Flow (C =5 cm x D = 2,3 cm) previamente equilibrada em solu-
cao tampao Tris-HCl 10 mM (pH 8). Apods aplicagdo de 50 mL da solugdo tampdo, as

proteinas adsorvidas a resina foram eluidas com 50 mL de NaCl 40 mM e 50 mL de
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NaCl 70 mM na solucdo tampao. Fragdes de 2 mL foram coletadas em fluxo de 36
mL/h e aquelas com maior atividade de dextranase e menor quantidade de proteinas
foram reunidas. Esse pool foi dialisado em solugdo tampao acetato de sodio 10 mM (pH

5).

2.5.2. Cromatografia de troca catidonica

O pool dialisado foi aplicado em coluna CM Sepharose Fast Flow (C=3 cmx D =
1,2 cm) previamente equilibrada em solucdo tampao acetato de sodio 10 mM (pH 5).
Ap6s aplicagdo de 50 mL da mesma solug¢do tampao, as proteinas adsorvidas a resina
foram eluidas com gradiente linear formado por 50 mL da solu¢do tampdo e 50 mL de
NaCl 650 mM na solugdo tampao. Fracdes contendo 1,2 mL foram coletadas em fluxo
de 36 mL/h e aquelas contendo atividade de dextranase foram utilizadas para os estudos

de caracterizacao.

2.6. Eletroforeses

Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢do desnaturante (SDS-PAGE) e
condi¢do nativa (PAGE) foram realizadas conforme descrito por Laemmli (/7) para a
verifica¢do da pureza e estimativa da massa molecular da dextranase. Os géis de empi-
lhamento e separacdo foram utilizados na concentracdo de 4% (m/v) e 10% (m/v), res-
pectivamente. As amostras foram preparadas misturando-se o tampao de amostra 3X e a
enzima purificada na razao de 1:3 (v/v), seguido de fervura durante 5 min. A eletrofore-
se foi realizada em aparato Mini-protein 3 (Bio-Rad Laboratory) com 90 V. Apds a ele-
troforese, os géis foram corados com prata (/8). A massa molecular da enzima foi esti-
mada com base na comparagdo de sua mobilidade relativa em gel SDS-PAGE (Rf) com
a das proteinas padrdo: anidrase carbonica (29 kDa), ovoalbumina (45 kDa), albumina
bovina (66 kDa), fosforilase b (97 kDa), B-galactosidase (116 kDa) e miosina (200
kDa). Eletroforese em gel nativo de poliacrilamida foi realizada conforme descrito ante-

riormente, sem tratamento térmico, 2-mercaptoetanol e SDS.
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2.7. Efeito do pH sobre a atividade e estabilidade da dextranase

A determina¢do do pH de maior atividade para a dextranase foi realizada nas con-
di¢des descritas no item 3.3, utilizando-se as seguintes solu¢des tampao na concentragao
de 100 mM: citrato-fosfato (pH 2,2 a 4), acetato de soédio (pH 4 a 6), fosfato de sodio
(pH 6 a 8), Tris-HCI (pH 8 e 9) e glicina-NaOH (pH 9 e 10). A estabilidade da dextra-
nase foi estudada incubando-se a enzima em cada solugdo tampao durante 30 min a 40
°C e, em seguida, determinando-se a atividade enzimatica residual nas condi¢des descri-

tas no item 3.3.

2.8. Efeito da temperatura sobre a atividade e estabilidade da dextranase

A temperatura de maior atividade para dextranase foi determinada incubando a dex-
tranase em temperaturas de 25 °C a 70 °C, mantendo-se as demais condi¢des de ensaio
padrdo. A atividade residual foi determinada apds incubar a enzima a 37 °C e 55 °C, e o
ensaio realizado nas condi¢des de ensaio padrao. A meia vida da enzima foi calculada a
37 °C e 55 °C, a partir de regressdo nao linear com software SigmaPlot (versdao 9.01,

2004).

2.9. Efeito de ions sobre a atividade da dextranase

Na,S04, CaCly, CuSO4, MgSO4, MnSOy4, ZnSO4, FeSO4, AgNO3, Al2(S04)s, Pb-
SO4, BaSO4, EDTA, SDS e 2-mercaptoetanol foram utilizados em concentragdes finais
de 1 ¢ 10 mM na solucdo tampao acetato de sédio 100 mM (pH 5,2). Volume de 750 uLL
dessa solugao tampao e 50 pL. da dextranase foram incubados a 40 °C durante 30 min.
Em seguida, 200 pL de solucdo de dextrana 1% foram adicionados e a atividade residu-
al determinada nas condi¢des de ensaio padrdo. A atividade da enzima na auséncia de

qualquer ion foi adotada como 100%.
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2.10. Determinagéo da constante de Michealis-Menten (Ky) e velocidade de reagéo

maxima (Vmax)

A atividade da dextranase foi avaliada sob as condicdes de ensaio padrdo descritas
no item 3.3, utilizando concentra¢des de dextrana (massa molecular de 60.000-90.000)
no meio de reag¢do de 0,2, 0.4, 0,8, 1,2, 1,6,2,3,4,5¢6 g.L'l. Os parametros cinéticos
Ky and Vi, foram calculados a partir do ajuste da equagdao de Michaelis-Menten aos
dados que relacionam a velocidade de hidrélise em funcdo da concentracdo de dextrana,

utilizando o software SigmaPlot (versdo 9.01, 2004).

3. Resultados e Discussao
3.1. Purificacdo da dextranase

A dextranase foi purificada a homogeneidade (Figura 2A) com rendimento de 24%
e atividade especifica de 1.036 U.mg™'. O resumo dos resultados obtidos em cada etapa

¢ mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Etapas do processo de purificacdo da dextranase de Paecilomyces marquandii

Proteina  Atividade

Etapa ?tividade total especifica thor de~ Rendjmento
otal (U) (m) (U.mg'l) purificacao (%)

Extrato bruto 247,66 1,28 193,31 1 100

DEAE Sepharose 196,20 0,61 321,22 2 79

DEAE Sepharose 94,74 0,22 422,28 2 38

CM Sepharose 59,68 0,057 1.039 5 24

1U ¢ quantidade de enzima que produz 1 mmol de agucar redutor por minuto.

A primeira cromatografia realizada em resina DEAE-Sepharose permitiu a purifi-
cacdo parcial da dextranase, que foi eluida durante a aplicagdo da solucdo tampao citra-
to-fosfato 10 mM (pH 6) (Figura 1A). Na segunda cromatografia realizada também em
resina DEAE-Sepharose, a elui¢do em passos com 40 mM e 70 mM de NaCl na solucdo
tampao Tris-HCl 10 mM (pH 8) (Figura 1B) permitiu a separacdo da enzima e foi mais
eficiente que a eluicdo em gradiente de NaCl (0-250 mM) testada anteriormente (dados

nao mostrados). Na terceira cromatografia, realizada em resina CM-Sepharose equili-
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brada em solucdo tampao acetato de soédio 10 mM (pH 5), a dextranase foi eluida duran-
te a aplicag¢do do gradiente de NaCl (0-650 mM) no tampao de equilibrio (Figura 1C). A
dextranase apresentou uma unica banda em gel SDS-PAGE e nativo, com massa mole-
cular estimada em 73 kDa em gel SDS-PAGE (Figura 2A e 2C), dentro da faixa de va-

lores relatados para dextranases de fungos, que varia entre 26.5 kDa e 79 kDa (/,19).
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Figura 1. Perfil cromatografico do extrato bruto contendo dextranase de Paecilomyces mar-
quandii em resina DEAE-Sepharose (A). Segunda cromatografia em resina DEAE-
Sepharose, de fragdes contendo atividade de dextranase provenientes da etapa ante-
rior (B). Perfil cromatografico de dextranase parcialmente purificada na segunda
cromatografia em resina CM-Sepharose (C).
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Figura 2. Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE), corado com prata, de padrdes de massa mole-
cular (L1), da dextranase purificada (L2), do extrato bruto (L3), do poll proveniente da
primeira cromatografia (L4) e do pool proveniente da segunda cromatografia (L5) (A).
Gel nativo (PAGE) do extrato bruto corado com prata (L6) e da dextranase purificada

(L7) (B). Estimativa da massa molecular da dextranase por SDS-PAGE (C).

Técnicas cromatograficas com diferentes resinas tém sido as mais utilizadas para a
purificacdo de dextranases de diferentes fontes (/9-26). Outras técnicas também foram
utilizadas como precipitagcdo por adicdo de sulfato de amoénio (24,27), alteragao do pH
(26,27), etanol ou isopropanol (23,28), acetona (26) e polietileno glicol (22). Um siste-
ma bifésico formado por polietileno glicol e sulfato de amonio foi uma das técnicas uti-
lizadas para purificar a dextranase de Bacillus sp. (22). Em outro estudo em que se puri-
ficou parcialmente a dextranase produzida por uma bactéria, observou-se que a resina
Sephacryl S-300 funcionou de modo similar a uma resina de afinidade. A rede de dex-
trana dessa resina permitiu a ligacdo da dextranase, enquanto seu grupamento N,N'-

metilenobisacrilamida impediu sua hidrélise pela enzima (29).
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Nesse estudo, a utilizagdo de duas resinas de troca i6nica (DEAE-Sepharose e CM-
Sepharose) em trés etapas de cromatografia foi suficiente para purificar a homogeneida-

de a dextranase de Paecilomyces marquandii.

3.2. Efeito do pH sobre a atividade e estabilidade da dextranase

A dextranase de Paecilomyces marquandii apresentou maior atividade em pH 6
(Figura 3A), o que corrobora com a maioria das dextranases estudadas produzidas por
fungos e que apresentaram maior atividade na faixa de pH 5 a 6. Por outro lado, muitas
dextranases bacterianas apresentaram pH de maior atividade préximo a neutralidade
(1,3), enquanto aquelas produzidas por leveduras possuem pH de maior atividade em

faixa bastante restrita de 4,5 a 5,3 (/,20).
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Figura 3. Efeito do pH sobre a atividade da dextranase de Paecilomyces marquandii (A). Efeito

do pH sobre a estabilidade da dextranase apos incubagdo a 40 °C durante 30 min (B).

Solugdes tampao utilizadas: citrato-fosfato (#), acetato de sodio (o), fosfato de soédio

(m), Tris-HCI (0) e glicina-NaOH (e). O ensaio enzimatico foi realizado em solucao

tampdo acetato de sédio 100 mM (pH 5,2) durante 15 min a 40 °C.

A dextranase caracterizada neste trabalho apresentou atividade relativa superior a
80% a partir de pH 3, semelhante a dextranase de Penicillium funiculosum (19) e Li-
pomyces starkeyi (28), e inferior a de Arthrobacter globiformis T6 cuja atividade méxi-
ma foi observada em pH 3,5 (27). Conforme ja relatado para Chaetomium gracile (25) e

Bacillus sp. (22), a atividade da dextranase de Paecilomyces marquandii foi bastante
72
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reduzida em meio alcalino. Reducdo ainda mais acentuada foi constatada para dextrana-
ses produzidas por Penicillium funiculosum (19) e Lipomyces starkeyi (28), inativas
entre pH 6 e 7. Por outro lado, dextranases produzidas por Streptomyces anulatus foram
mais ativas também em pH 8, o que possibilitaria sua utiliza¢ao na formulacao de deter-
gentes (/1).

A larga faixa de pH de atividade observada para a dextranase de Paecilomyces
marquandii aumenta as possibilidades de aplicagdes comerciais desta enzima.

A dextranase de Paecilomyces marquandii foi completamente estavel na faixa de
pH 5 a 7 a 40 °C durante 30 min e apresentou estabilidade superior a 80% em solucdo
tampao citrato-fosfato (pH 4), Tris-HCI (pH 8) e glicina-NaOH (pH 9) (Figura 3B). No
caso de Lipomyces lipofer (30) e Sporothrix schenckii (24) a estabilidade foi depH 4 a 5
e pH 4,5 a 4,75, respectivamente. Estabilidade na faixa de pH 3 a 10 foi constatada para
as trés formas de dextranase produzidas por Penicillium funiculosum (19), e de pH 4,5 a
11,8 para dextranase de Fusarium sp. (23).

A faixa de pH em que a dextranase de Paecilomyces marquandii apresentou maior
atividade e estabilidade corresponde aos valores de pH encontrados nas etapas de pro-
dugdo de actucar, o que reforca a possibilidade de aplicagdao dessa enzima nesse segmen-

to.

3.3. Efeito da temperatura sobre a atividade e estabilidade da dextranase

A temperatura de maior atividade da dextranase de Paecilomyces marquandii foi 55
°C (Figura 4A), e a 60 °C apresentou cerca de 80 % de sua atividade méxima. A maioria
das dextranases flngicas apresenta temperatura de maior atividade na faixa de 50 °C a
60 °C, com excec¢do de algumas produzidas por um restrito nimero de fungos (/,79).
Temperaturas elevadas durante a producao de agucar limitam a utilizagao de formula-
coes comerciais de dextranases (4). Uma alternativa adotada ¢ reduzir a temperatura
para 60 °C, implicando a ocorréncia de problemas durante o processamento (7). Em
contrapartida, algumas cepas bacterianas isoladas produziram dextranases com maior
estabilidade em temperaturas variando entre 65 °C e 80 °C (5-7,31), muito superior a-
quelas de outras bactérias ja estudadas (/,79). No entanto, a atividade enziméatica dessas
dextranases mais estaveis foi muito baixa devido a sua pequena producdo ou catalise

ineficiente (7,37). Alternativas ao isolamento de novos microrganismos para a obtengdo
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de dextranases com maior atividade e/ou estabilidade em temperaturas elevadas sdo

mutagdes em microrganismos produtores da enzima (8,32) e imobilizagdo de dextrana-

ses (33).
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Figura 4. Efeito da temperatura sobre a atividade da dextranase de Paecilomyces marquandii

(A). Efeito da temperatura sobre a estabilidade da dextranase apos incubagdo a 37 °C e

55 °C (B). Meia vida da dextranase a 37 °C (C) e 55 °C (D). O ensaio enzimatico foi

realizado em solug¢ao tampao acetato de sédio (100 mM, pH 5.2) durante 15 min a 40

°C.

A dextranase de Paecilomyces marquandii foi muito estavel a 37 °C durante 4 h,

mantendo 85% da atividade inicial apds 24 h (Figura 4B). Aproximadamente 65 % de

atividade residual foi observada a 55 °C apds 10 min. A dextranase de Penicillium lila-

cinum também apresentou boa estabilidade até 37 °C ap6s 24 h (27). As dextranases de

Penicillium funiculosum foram estaveis até 40 °C apds 30 min, mas nenhuma atividade
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foi encontrada a 55 °C apos esse tempo (/9). Por outro lado, a dextranase de uma cepa
de Paenibacillus manteve mais de 70% da atividade apds 9,5 h a 57 °C (2), e a dextra-
nase de uma bactéria termofilica ndo apresentou perda de atividade ap6s 12 h a 75 °C
(6).

A meia-vida da dextranase de Paecilomyces marquandii foi de aproximadamente
55 ha 37 °C (Figura 4C) e de 14 min a 55 °C (Figura 4D). A dextranase de Sporothrix
schenckii manteve 50% de sua atividade apds 18 min a 55 °C (24). Outras dextranases
apresentaram meia vida muito superior, 6,5 ha 75 °C e 2 h a 80 °C para a dextranase de
Thermoanaerobacter AB11Ad (7) e 6 h a 75 °C para a dextranase de Thermoanaero-
bacterium thermosaccharolyticum (5). Contrapondo-se a essa excelente estabilidade em
temperatura operacional do processamento de aglcar, a aplicagdo dessas enzimas € invi-
avel devido a sua atividade bastante reduzida (5,37).

A dextranase de Paecilomyces marquandii apresentou estabilidade intermediaria
quando comparada as demais. No entanto, a produgao ¢ elevada, obtendo-se ja no extra-
to bruto atividade superior a 4 U.mL™"' nas condi¢des utilizadas para a produgdo da en-
zima. A quantidade da dextranase produzida pode ser ainda maior através de um estudo

de otimizagao.

3.4. Efeito de fons sobre a atividade da dextranase

Constatou-se pouco efeito dos reagentes estudados sobre a atividade da dextranase.
Os fons Fe*" e Mn*", ambos na concentra¢do de 10 mM, aumentaram a atividade enzi-
matica em 20% e 15%, respectivamente. Por outro lado, nessa mesma concentracao,
uma perda de aproximadamente 50% da atividade foi constatada quando a enzima foi
ensaiada na presenca de Cu®" e Pb*"; e de 40%, na presenca de Ag'. O reagente SDS foi
0 que mais interferiu na atividade da dextranase, inibindo-a em 80% quando utilizado
em 10 mM. Os demais reagentes interferiram menos na atividade enzimatica, especial-

mente Ba* e Na” (Figura 5).
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Figura 5. Efeitos de ions e agente redutor sobre a atividade da dextranase de Paecilomyces mar-
quandii. A enzima foi incubada na auséncia de substrato a 40 °C durante 30 min. A
atividade residual foi determinada apds adi¢ao de dextrana 1% ao meio de reagdo e
incubagdo a 40 °C durante 15 min. O controle corresponde a incubagao da dextrana-

se na auséncia dos ions e agente redutor.

A dextranase de Sporothrix schenckii (24) foi estavel na presenca de 2 mM de
Mn*", enquanto a dextranase de Lipomyces starkeyi (28) perdeu cerca de 35% de ativi-
dade quando incubada com 15 mM desse mesmo ion. Diferentemente da dextranase de
Paecilomyces marquandii, a dextranase de Fusarium sp. sofreu redugdo de 70% na ati-
vidade em 5 mM de Cu®", e foi completamente inibida em 5 mM de Fe’ e Ag™ (23). A
reducdo da atividade da dextranase de Lipomyces starkeyi (28) foi superior a 90% em
0,13 mM de Cu*', 1,24 mM de Zn**, 1,36 mM de Fe*" e 0.5% de SDS e cerca de 50%
em 11,4 mM de Ba®> e 13,9 mM de Ca*". Contréario ao que foi relatado para as dextra-
nases de Penicillium lilacinum (27) e Fusarium moniliforme (34), que nao foram inibi-
das por EDTA, a atividade da dextranase de Paecilomyces marquandii foi reduzida em

15% aproximadamente, o que sugere a necessidade de cétions para ocorrer a hidrolise.
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3.5. Determinacé&o da constante de Michaelis-Menten (Ky) e da velocidade de

reacdo maxima (Vmax)

Os valores de K, € Vimax para a dextranase de Paecilomyces marquandii foram de
0,59 g.L"' e 0,89 mM de glicose.min™, respectivamente, a 40 °C (pH 5,2) para dextrana
(massa molecular de 60.000-90.000) (Figura 6). Considerando 75.000 a massa molecu-
lar média da dextrana utilizada, o valor de Ky corresponde a 7,86 uM. Esse valor esta
na mesma ordem de grandeza daqueles relatados para outras dextranases, entre 3,94 uM
e 25 uM, embora a comparacao direta desses resultados seja dificil devido as diferentes

condi¢des utilizadas nos ensaios enzimaticos (24,30,33).

1,0

V, (mmol glicose.min™)

0,0

0 1 2 3 4 5 6 7
Dextrana (g.L™)
Figura 6. Efeito da concentracdo de dextrana (massa molecular 60.000-90.000) na velocidade da
reacdo catalisada pela dextranase de Paecilomyces marquandii. Os ensaios enzimati-

cos foram realizados em solug@o tampao acetato de s6dio 100 mM (pH 5,2) a 40 °C.
4. Conclusao

Inicialmente, a dextranase de Paecilomyces marquandii apresenta-se como alterna-
tiva para a formulagdo de produtos de higiene bucal, considerando sua estabilidade sa-
tisfatoria a 37 °C, bem como sua faixa de pH de maior atividade e estabilidade. Além
disso, estudos envolvendo mutagdes no gene correspondente a essa dextranase, utiliza-
¢do de agentes preservativos ou até mesmo a imobilizagdo dessa enzima poderiam me-

lhorar sua estabilidade a temperaturas elevadas e ampliar sua utilizagdo comercial.
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