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RESUMO

Enzimas capazes de degradar quitina, um polissacarideo recalcitrante abundante na
natureza, estdo presentes em muitos microrganismos e tém potencial para serem
utilizadas no desenvolvimento de produtos inovadores para a agricultura, medicina e
industria. O objetivo deste trabalho, portanto, foi transformar células de Escherichia
coliBL21(DE3), com plasmideos codificantes para certas proteinas de
Chromobacterium violaceum ATCC 12472, e verificar se essas sdo produzidas tanto
em escala reduzida, quanto em escala maior e se possuem atividade enzimatica na
degradacdo da quitina. Foram realizadas analises in silico, a fim de avaliar a
probabilidade de diferentes enzimas quitinoclasticas serem produzidas de forma
sollvel, quando expressas em E. coli. Apés essas andlises, algumas proteinas
foram escolhidas, representando membros das familias AA10 (3 proteinas), GH3 (2
proteinas) e GH23 (3 proteinas). Plasmideos contendo as sequéncias de DNA que
codificam essas proteinas, foram, entdo, introduzidos em E. coliBL21(DE3) e a
expressao das moléculas recombinantes foi realizada, de forma piloto, em diferentes
temperaturas (20 °C, 25° C, 30 °C e 35 °C). A andlise por eletroforese (SDS-PAGE)
das fragdes intracelulares de células induzidas, revelou, em todas as amostras, a
presenca de bandas com massas moleculares aparentes que correspondiam aos
valores esperados para as massas das proteinas. foram realizados, para todas as
proteinas estudadas, testes de atividades quitinoclastica e quitosanasica, seguindo
protocolos bem estabelecidos anteriormente. Apenas duas proteinas, ambas
pertencentes a familia GH3 (CV0259 e CV2065), obtiveram resultados para
atividade quitinoclastica e nenhuma obteve resultado para atividade quitosanasica. A
proteina com melhor resultado na indugéo piloto (CV2065) foi produzida em maior
quantidade e purificada por cromatografia por afinidade a ions metalicos, utilizando
uma resina de cobalto. Assim, a produgéo, purificagdo e andlise de proteinas
quitinoclasticas foram bem-sucedidas, o que abre precedentes para a produgao e
purificacdo, em larga escala, de proteinas recombinantes com diversos potenciais
econdmicos e industriais.
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