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A quitosana € um polimero linear desacetilado de
quitina, formado por unidades de D-glucosamina,
unidas por ligagdo B-1,4. A partir da hidrélise da
quitosana sdo gerados quitooligossacarideos os
quais possuem diversas atividades funcionais,
incluindo antimicrobial, antitumoral, antioxidante, e
melhora da resposta imune [1].
Quitooligossacarideos podem ser produzidos tanto
por métodos quimicos como por enzimaticos. A
hidrélise enzimatica da quitosana é geralmente
conduzida usando quitosanases, as quais
catalisam a hidrolise das ligagbes (-1,4 entre
residuos de D-glucosamina em quitosanas
parcialmente desacetiladas [2].

Um amplo namero de organismos incluindo
fungos, plantas e bactérias sdo capazes de
produzir quitosanases [2]. Assim, o0 presente
estudo objetivou otimizar a produgcdo de
quitosanase pelo Paenibacillus  ehimensis,
avaliando as varidveis de maior influéncia na
producédo da enzima.

O cultivo do Paenibacillus ehimensis NRRL B-
23118 [3], obtido do banco de microrganismos
Agricultural Research Service Culture Collection
(Peoria, lllinois — USA), foi conduzido em shaker
com temperatura, agitagdo e pH inicial fixados em
36€C, 120 rpm, e 7,0 respectivamente.
Planejamento experimental fatorial fracionado (2%
1y, com 16 corrida e 03 repeticdes do ponto central,
foi empregado para avaliar a influéncia dos
componentes do meio de cultivo (peptona, extrato
de levedura, K,HPO,;, MgSO, e quitosana) na
producdo de quitosanases. A atividade enzimatica
foi avaliada apds 48 horas de cultivo.

A andlise da atividade enzimética foi feita
utilizando 500ul de caldo fermentado em adi¢éo a
500ul de solucao de quitosana 1%, a mistura foi a
aquecida em banho-maria por 30 minutos, com
temperatura ajustada para 55°C. A reacdo foi

parada por fervura durante 10 minutos. A formagéo
de acucares redutores foi analisada pelo método
do &cido dinitro salicilico, usando D-glucosamina
como padrdo. Uma unidade de atividade
quitisonolitica foi definida como a quantidade de
enzima requerida para liberar 1pmol.min® de
glucosamina nas condigbes descritas acima. As
andlises estatisticas foram feitas utilizando o
software Statistica 7.0. p<0,05 foi considerado
estatisticamente significante.

Com base nas analises estatisticas, foi verificado
que apenas a variavel K;HPO, (p= 0,111) n&o
apresentou efeito significativo, conforme figura 1.
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Fig.1 Grafico de pareto.

Apbs analise desses dados, foi definido o seguinte
meio otimizado: Peptona 3,Og.L'1; Extrato de
levedura 3,0g.L™"; K,HPO, 0,5g.L™; MgSO,.7H,0
0,759.L™; Quitosana 3,0g.L™

Com o estabelecimento dos fatores que mais
influenciam a producdo de quitosanases, pelo
microrganismo em questdo, foi possivel o
estabelecimento de um meio de cultivo com alto
rendimento que sera (til no aumento da escala de
producéo.
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