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RESUMO

SANTOS, Alex da Silva.Producdo, concentracdo e caracterizacdo parcial de extrato
celulolitico produzido por linhagem fdngica mutante. UFRRJ, 2011. 77p. (Dissertac&o.
Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de
Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, Rio de
Janeiro, 2011.

A producdo de enzimas para uso em diferentes areas da agroindustria de alimentos mostra
perspectivas futuras promissoras, devido as vérias caracteristicas inerentes a agdo das enzimas
gue sdo compostos naturais, biodegradaveis e capazes de desempenhar reacdes especificas
com melhor qualidade. Entre as enzimas mais utilizadas pelo setor de alimentos estdo as
celulases, um complexo de enzimas que atuam de forma sinérgica sobre a hidrolise das
ligagdes glicosidicas B-1,4 das moléculas de celulose, e possuem vérias aplicacdes industriais
neste setor, como na extracdo de 6leos vegetais, na maceracdo de frutas e na clarificacdo de
sucos. Dentro deste contexto, este trabalho teve como objetivo produzir, concentrar e
caracterizar parcialmente um extrato celulolitico obtido por linhagem fungica mutante de
Aspergillus niger. A produgdo foi realizada por fermentacdo no estado solido (FES) em
colunas aeradas, utilizando como substrato farelo de trigo triturado umidificado com solucgéo
de (NH,;),SO4 em HCI 0,1N e celobiose, como indutor. O extrato celulolitico consistiu de uma
mistura de extratos obtidos em 3 ensaios fermentativos diferentes, selecionados em trabalhos
anteriores como as melhores condigdes para producdo de <cada uma das
enzimascarboximetilcelulase (CMCase), B-glicosidase e celulase em papel de filtro (FPase).
Durante a caracterizacdo do extrato enzimatico, além da atividade das celulases, também era
avaliado o teor de proteina, a presenca de protease e de enzimas correlatas a acdo de celulases
como xilanase e poligalacturonase. Para concentragdo do extrato enzimatico foram realizadas
trés diferentes estratégias: ultrafiltracdo em um sistema de quadro e placas em aco inox,
utilizando uma membrana de polietersulfona com massa molar de corte de 20 kDa e area de
0,014m?; precipitagdo com sulfato de aménio utilizando saturaces de 20%, 40%, 50%, 60%,
80% e liofilizacdo. O processo de ultrafiltracdo foi o que obteve o melhor resultado,
purificando parcialmente a amostra e proporcionando uma recuperacdo das atividades
enzimaticas entre 75% e 99% para todas as atividades avaliadas, exceto FPase. A analise
eletroforética em SDS-PAGE demonstrou a presenca de 15 bandas visiveis de proteinas no
extrato celulolitico com pesos moleculares que compreendem uma faixa entre 13,3 e 104,6
kD. O teste de zimografia foi realizado para as celulases e enzimas correlatas, bem como para
protease, no entanto somente para esta Ultima, as condi¢des testadas foram adequadas
tornando-se possivel identificar bandas em 88, 103 e 145 kDa. A efetiva agdo das enzimas [3-
glicosidase e xilanase na hidrélise de celobiose e xilana, respectivamente,foi comprovada em
cromatografia de camada fina. Além disso, a temperatura e pH Otimos de atuacdo de
carboximetilcelulase e B-glicosidase foram determinados utilizando o delineamento composto
central rotacional 2%, com 4 pontos centrais. A analise dos resultados de ambas as enzimas
demonstrou que as variaveis eram significativas, a um nivel de confianca de 95%. Com base
nas condigdes estudadas, concluiu-se que as faixas de pH e temperatura 6timos para a atuacéo
eficiente e conjunta de CMCase e [-glicosidase estdo entre 3,7 a 55 e 60 a 65 °C,
respectivamente.

Palavras-chave: Celulases, fermentacdo estado sdlido, concentracdo, ultrafiltragéo,
caracterizagéo parcial.



ABSTRACT

SANTOS, Alex da Silva. Concentration and partial characterization of the enzymatic
extract produced by fungal strain. UFRRJ, 2011, 77p. (Dissertation. Master of Science and
Food Technology) Institute of Technology, Department of Food Technology, Federal Rural
University of Rio de Janeiro, Seropédica, Rio de Janeiro, 2011.

The production of enzymes for application at different areas of food agroindustry presents
promising future perspectives, due to several intrinsic properties regarded to the performance
of the enzymes as natural and biodegradable compounds, responsible for achieving specific
reactions with better quality. Cellulases have been the most employed enzymes on food
industry, acting sinergically on the hydrolysis of the glucosidic links B-1,4 from the molecules
of cellulose, and being used on several applications in this sector as in vegetal oils extraction,
fruit maceration and juice clarification. Based on this context, the present study aimed to
produce, concentrate and partially characterize an enzymatic extract by a mutant fungus strain
of Aspergillus niger. Production was performed by solid-state fermentation (SSF) in aerated
columns, using humidified wheat bran with (NH4),SO, solution on 0,1N HCI as substrate and
cellobiose as inducer. Cellulolytic extract was a blend of extracts from three different assays
selected on previous studies as the best conditions for the enzymes caboxymethilcellulase, [3-
glucosidase and filter paper cellulose (FPase). During the characterization of the enzymatic
extract, besides cellulases activity, the presence of protease and other enzymes with similar
action to cellulases as xylanase and poligalacturonase was evaluated. For enzymatic extract
concentration, three different strategies were performed: ultrafiltration, using a stainless steel
plates system through a 20 kDa molecular weight cut-off polyethersulphone membrane and
0,014 m? area; precipitation with ammonium sulphate under 20%, 40 %, 60% and 80%
saturation level and lyophiilization. The best results were achieved by the ultrafiltration
process, partially purified sample and providing enzymatic activities recovery between 75%
and 99%, except for FPase. SDS-PAGE analysis presented 15 visible protein bands on
cellulolytic extract with molecular weights ranging from 13.3 to 104.6 kDa. Zymography test
was applied for cellulases and correlate enzymes as well as to protease, however, just for the
last one the conditions were considered appropriate, identifying bands on 88, 103 and 145
kDa. The effective performance of B-glucosidase and xylanase over xylan and cellobiose
hydrolysis was confirmed by thin layer chromatography. A central rotational statistical design
2° with 4 central points was used for evaluating optimal temperature and pH for
carboxymethylcellulase and B-glucosidase. The analysis of the results obtained for both
enzymes demonstrated that all variables were significative at a 95% confidence level. Based
on the conditions studied it can be concluded that optimal pH and temperature ranges for
efficient and combined action of carboxymethylcellulase and 3-glucosidase are 3.7 to 5.5 and
60 to 65°C, respectively.

Key-words: cellulases, solid-state fermentation, ultrafiltration, concentration and partial
characterization.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais

A industria mundial de enzimas teve um faturamento de US$ 3,7 bilhGes em 2004,
com previsdo de crescimento anual que gira em torno de 6,5%. Celulases e amilases sdo as
enzimas do grupo das carboidrolases de maior impacto econémico, respondendo juntas por
23% do total das enzimas de uso industrial. O consumo de celulases em 2004 foi préximo a
US$ 300 milhGes, superior ao de amilases, podendo ser aplicadas na inddstria de alimentos,
em processos de extracdo de Oleos vegetais, de maceracdo de frutas, como também na
fabricacdo de cerveja e vinho. No entanto, sua principal aplicacdo estd voltada para a
formulacéo de racdo animal, correspondendo a 21% do total de enzimas utilizadas neste setor.
A tendéncia do mercado mundial é pelo aumento no consumo das celulases tanto no segmento
das enzimas industriais como no de enzimas especiais.

Apesar das qualidades cataliticas inerentes as enzimas, ainda existem limitacGes no
seu uso em escala industrial: das 2000 enzimas conhecidas ndo mais que 30 tipos sdo
produzidas e usadas em grande escala. Algumas das razOes desse panorama seriam: a) a
dificuldade de se obter grandes quantidades de enzimas a baixo custo; b) nem todas as
enzimas atuam com eficiéncia nas condicGes reais de processo; ¢) muitas das enzimas
conhecidas sdo intracelulares, que além de serem caras, nem sempre atuam bem quando
solubilizadas e d) a necessidade de cofatores.

Hoje, a industria de enzimas € capaz de oferecer preparacdes contendo niveis
balanceados de atividades enzimaéticas, otimizadas por tipos especificos de produtos e ou
processos. Estas preparacdes tém se tornado indispensaveis para a hidrolise de paredes
celulares de plantas, para o aumento do rendimento e reducéo da viscosidade e melhoramento
do processo de separacdo. No Brasil, as preparacGes enzimaticas sdo ainda pouco utilizadas
pelo fato da grande parte precisar ser importada. Atualmente, cerca de 80% das enzimas
utilizadas no Brasil sdo importadas.

Considerando o mercado potencial, a producdo de enzimas para uso em diferentes
areas da agroinddstria de alimentos, mostra perspectivas futuras promissoras, devido as varias
caracteristicas inerentes a acdo das enzimas que sdo compostos naturais, biodegradaveis,
capazes de desempenhar reacOes especificas sem produzirem produtos secundarios, com
melhor qualidade.

O desenvolvimento do processo de producdo de enzimas, em escala industrial, de
qualidade satisfatoria e custos que permitam sua comercializacdo, requer um trabalho
laborioso, caro e interdisciplinar. Faz-se necessario o conhecimento técnico-econémico da
relacdo entre as diferentes etapas do processo que vdo desde a obtencdo da linhagem
adequada, definicdo do melhor processo de fermentacdo até a adequacdo dos métodos de
recuperacdo e/ou purificacdo e concentracdo de enzimas. Dependendo da sua aplicacédo, a
enzima pode ser vendida comercialmente em diferentes graus de pureza.

Neste sentido, o presente trabalho visa contribuir com conhecimentos sobre a
producdo, concentracdo e caracterizacdo parcial de um extrato enzimético rico em atividade
celulolitica obtido por fermentacao no estado solido pela linhagem Aspergillus niger 3T5B8.



1.2. Justificativa

A tecnologia enzimatica vem despertando bastante interesse do setor industrial, pois
além de melhorar a qualidade do produto, geralmente reduzem os gastos energéticos,
proporcionam um melhor aproveitamento das matérias-primas e causam baixo impacto
ambiental. No entanto, o custo de producdo das enzimas ainda € alto, o que inviabiliza 0 uso
dessa tecnologia para algumas aplicacdes industriais.

Por este motivo, tem-se intensificado a busca por enzimas mais eficientes ou mesmo
um pool enzimatico concentrado que permita a sua utilizacdo em diversos setores industriais.

As celulases, como a maior parte das enzimas sdo relativamente caras e uma
significativa reducdo do custo seria importante para seu uso comercial, como a utilizacdo de
matéria-prima de baixo custo.

Dentro deste contexto, este projeto de pesquisa visa produzir, concentrar e caracterizar
parcialmente um extrato enzimatico obtido por linhagem fingica com o proposito de reduzir a
guantidade de enzima utilizada nos processos enzimaticos, seja pelo aumento real da atividade
das enzimas, seja pelo conhecimento das condi¢des 6timas para sua aplicacao, ou por ambos.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

= Produzir, concentrar e caracterizar parcialmente o extrato enzimatico de origem
fangica obtido por fermentacéo no estado sélido.

2.2. Objetivos especificos

* Produzir o extrato enzimatico por fermentacdono estado sélido em colunas aeradas
utilizando linhagem flngica selecionada;

= Concentrar o extrato enzimatico utilizando os processos de ultrafiltracdo, liofilizacdo
e precipitacdo com sulfato de aménio;

= Comparar a eficiéncia dos processos de concentracdo e verificar a capacidade dos
mesmos em pré-purificar o extrato enzimatico;

= Caracterizar bioguimicamente, de forma parcial, as enzimas contidas no extrato
enzimatico;

= Determinar a temperatura e o pH 6timos da carboximetilcelulase e da -glicosidase.



3. REVISAO DA LITERATURA

3. 1. Matérias-primas lignoceluldsicas

As matérias-primas lignocelul6sicas sdo as fontes renovaveis mais abundantes
encontradas na natureza (SZENGYEL, 2000), sendo compreendidas, majoritariamente, pelos
residuos agroindustriais, pelos residuos urbanos e pelas madeiras de angiospermas e
gimnospermas. Essas biomassas sdo constituidas por trés principais fracdes poliméricas:
lignina, hemicelulose e celulose, que sdo unidas entre si por ligacGes covalentes, formando
uma rede complexa e resistente a ataques microbianos (JEFFRIES, 1990).

Os residuos e subprodutos lignocelul6sicos apresentam um potencial enorme para a
obtencdo de produtos de interesse biotecnoldégico (ALBERTONet al., 2009). Diversos
residuos como palhas, cascas, sabugos e bagacos estdo sendo utilizados com o objetivo de se
obter grandes quantidades de enzimas celuloliticas por microrganismos.

Os residuos e subprodutos agricolas podem ser moidos ou triturados para servir como
fonte de nutrientes, principalmente de carbono e como fonte indutora. Na maioria dos casos, 0
simples enriquecimento destes compostos com nitrogénio, minerais ou vitaminas é suficiente
para producdo de elevada atividade enzimatica. A resposta das células fingicas aos diferentes
indutores varia dependendo da concentracgdo e tipo do indutor. (AGUIAR e MENEZES, 2000;
ELISASHVILI, 1993).

A Tabela 1 mostra a composicdo das 3 principais fracbes de materiais
lignocelul6sicos. Estes materiais podem ser utilizados como indutores e/ou suportes para
producdo de enzimas. No caso da producdo de celulases eles desempenham os dois papéis.

Tabela 1. Composicdo de alguns materiais lignocelulésicos.

Material Ce(l(;: ;)se Hemé((i/etz)l)ulose LI(%;)I)I’I& O(lf)}:;l S Referéncias*
Bagaco de cana 40 26 25 NR 9
Bagagco de laranja 16 14 1 10 6
a%a;rfgo‘ffn 38 36 16 NR 4
Casca de arroz 36 20 19 20,1 7
Casca de aveia 31 29 23 NR 8
Palha de cana 36 21 16 27 1
Palha de milho 36 28 29 NR 2
Palha de trigo 39 36 10 NR 3
Palha de cevada 44 27 7 NR 3
Palha de arroz 43 22 17 NR 10
Palha de algodéo 42 12 16 NR 4
Farelo de cevada 23 33 21 NR 5
Sabugo de milho 36 28 NR NR 2

NR: Valores ndo reportados.* (1) SHLESER (1994); (2) OLSSON e HAHN-HAGERDAL (1996), (3) AWAFO
(1997); (4) GHOSH e SINGH (1993);(5) COUTO e SANROMAN (2005); (6) MAMAA etal. (2008); (7)CENe
XIA (1999) apud CASTRO, 2006, ; (8) FELIPE et al. (2003); (9) NEUREITER etal.(2002); (10) MUSSATO e
ROBERTO ( 2002).



3.1.2. Celulose

Segundo Ramos (2003) a celulose € um homopolissacarideo linear formado por
moléculas de glicose (D-glicopiranose) unidas entre si por ligagdes B-(1-4) glicosidicas (B-D-
glucana) (Figura 1). O seu tamanho normalmente é dado em termos do seu grau de
polimerizacdo (DP), ou seja, 0 nimero de unidades de glicose anidra presente em uma unica
cadeia. No entanto, a analise conformacional da cadeia polimérica de celulose indica que ao
invés da glicose, a celobiose (4-O-B-D-glicopiranosil-p-D-glicopiranose) é a sua unidade de
repeticdo (RAMOS, 2003).

A celulose é o polimero naturalmente ocorrente mais abundante na biosfera e o
principal constituinte das biomassas. Corresponde de um terco da metade do tecido das
plantas. Ela responde isoladamente por aproximadamente 40% de toda reserva de carbono
disponivel na biosfera. Esta presente em todas as plantas, desde arvores altamente
desenvolvidas até em organismos mais primitivos, e seu contetdo nestas espécies varia de 20
a 99% (SUN; CHENG, 2002).

Uma caracteristica importante da celulose é a sua estrutura cristalina. Durante a sua
sintese as moléculas de celulose sofrem um rearranjo, onde as cadeias individuais de glicose
estabelecem fortes ligacOes de hidrogénio intermoleculares. E o estabelecimento de pontes de
hidrogénio intracadeias resulta na formacéo de fibrilas, uma estrutura altamente ordenada que
se associam formando as fibras de celulose. As fibrilas apresentam regides com elevado grau
de cristalinidade, nas quais as cadeias de glicana estdo firmemente ligadas em paralelo, até
regibes com menor grau de ordenagdo, chamadas regides amorfas (ZHANG e LYND, 2004).
Esta caracteristica cristalina confere a celulose uma alta resisténcia tanto a hidrolise acida
como também enzimética. Ja a celulose amorfa, devido a sua maior area superficial, € mais
suscetivel a hidrélise enzimatica do que a forma ordenada ou cristalina (COUGHLAN, 1985).

No entanto, complexos enzimaticos produzidos por varios microrganismos tém se
demonstrado capazes de catalisar a hidrélise da celulose, tanto cristalina quanto amorfa, em
acucares de baixa massa molecular como a glicose e a celobiose (COUGHLAN, 1985).

HO
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o
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HO HO HO OH
Extremidade Extremidade
Celobiose n Redutora

nao redutora

Figura 1. Estrutura molecular da celulose.
Fonte:Adaptado deZHANGe LYND (2004).



3.2. Celulases: classificacdo, mecanismo de atuacéo e producao

As enzimas hidrolases sdo extensivamente utilizadas por varios segmentos
industriais. Celulases e amilases sdo as enzimas do grupo das carboidrolases de maior impacto
econémico, respondendo juntas por 23% do total das enzimas de uso industrial no mundo. O
consumo de celulases em 2004 foi proximo a US$ 300 milhdes, podendo ser aplicadas na
industria de alimentos, em processos de extracdo de 0leos vegetais, na maceracgdo de frutas e
clarificacdo de sucos, bem como na fabricagdo de cerveja e vinho, apesar da sua principal
aplicacdo estar voltada para a formulagédo de ragdo animal (BON; GIRIO; PEREIRA JR., 2008).

O processo de obtencdo das enzimas se da pela extragdo de tecidos animais e
vegetais ou por fermentacdo. Contudo, a maioria das enzimas empregadas nos processos
industriais € de origem microbiana e extracelular, pois os microrganismos independem de
questdes sazonais, excretam enzimas possibilitando sua recuperacdo sem lise celular,além de
possuirem facilidade de cultivo em meios de cultura de baixo custo, principalmente quando se
trata da fermentacdo no estado sélido (PASTORE; COSTA; KOBLITZ, 2003).

3.2.1. Classificacdo e mecanismo de atuacdo de celulases

As celulases sdo enzimas que possuem capacidade de romper as ligacdes glicosidicas
de microfibrilas da celulose resultando na liberacdo de oligossacarideos, celobiose e glicose
(DILLON, 2004).

Tal como outros tipos de enzimas,possuem uma estrutura tridimensional protéica,
sendo constituidas por aminoacidos ligados entre si por ligacGes peptidicas. Estdo presentes
em varios sistemas vivos e, quando degradadas, podem ser rapidamente absorvidas na
natureza (PAULO, 1995). As celulases microbianas podem ser produzidas por
microrganismos, como fungos e bactérias.

As massas moleculares das celulases séo relativamente elevadas, apresentando em
geral um alto teor de carboidratos em sua forma glicosilada. O teor de carboidratos da massa
total das enzimas pode variar cerca de 1 a 50% (CASTRO, 2006).

Métodos de separacdo de moléculas e estudos sobre a acdo dos componentes das
celulases tém mostrado que para a hidrolise completa da celulose a glicose, é necessario o
efeito de um consércio enzimatico denominado enzimas celulasicas, ou simplesmente
celulases, as quais se dividem em 3 grupos, de acordo com sua atuacdo na celulose. As
endoglucanases que hidrolisam aleatoriamente as ligacOes glicosidicas na fibra de celulose,
gerando oligossacarideos de varios tamanhos e consequentemente novas cadeias terminais; as
celobiohidrolases ou exoglucanases que agem nas extremidades redutoras e nao redutoras de
polimeros gerados pela acdo das endoglucanases, liberando celobiose; e as B-glicosidases, que
hidrolisam oligossacarideos de cadeia curta e celobiose a glicose (LYND; ZHANG, 2002). Na
Figura 2 é possivel verificar o modo de atuagdo dessas enzimas.

Todas as trés enzimas do complexo sofrem repressdo catabdlica pelo produto final de
hidrolise. Por prevenir o acimulo de celobiose, a B-glicosidase € responsavel pelo controle da
velocidade global da reacéo de hidrolise, desempenhando assim, um efeito crucial na hidrolise
enzimatica da celulose (PARRY et al., 2002).



3.2.1.1. Endoglucanases (EGases)

Segundo o Comité de Nomemclatura da Unido Internacional de Biogquimica e Biologia
Molecular (NC-IUBMB) as endoglucanases (EC 3.2.1.4) possuem o0 nome sistemético 1,4--
D-glucana-4-glucanohidrolases (http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/).

Endoglucanases séo as enzimas do complexo celulésico responsaveis por iniciar a
hidrolise da celulose. Tais enzimas hidrolisam aleatoriamente as regifes internas da estrutura
amorfa da fibra celuldsica, atuando sobre celooligossacarideos, celulose substituida como
carboximetilcelulose (CMC) e hidroxietilcelulose (HEC), liberando oligossacarideos e
causando mudanca rapida no grau de polimerizacdo (ZHANG; LYND, 2004).

A celulose cristalina, substrato com elevado grau de cristalinidade, é menos
hidrolisada devido ao maior grau de organizacdo molecular que apresenta. O sitio ativo das
endoglucanases possui a forma de uma chave, possibilitando a acdo da enzima ao longo da
cadeia de celulose e reduzindo o seu grau de polimerizagio de maneira
consideravel(SALOHEIMO et al. 1997). As regifes de menor organizacdo estrutural sdo mais
facilmente atacadas, pois possuem cadeias que ndo estdo envolvidas em interacOes de
hidrogénio intermoleculares tdo fortes quanto as que ocorrem nas regides cristalinas, levando,
consequentemente, a uma maior exposicao das ligacbes glicosidicas mais internas das cadeias
de celulose (ELISAHVILI, 1993)

3.2.1.2. Exoglucanases (ExGases)

O grupo das exoglucanases (ExGases) € constituido pelas celobiohidrolases (CBHSs)
e pelas glucanohidrolases (GHs) (BON: GIRIO; PEREIRA JR., 2008).

As glucanohidrolases GHs (EC 3.2.1.74) possuem o0 nome sisteméatico 1,4-B-D-
glucana-glucanohidrolases, mas também podem ser referidas como exo-1,4-B-glicosidases,
exocelulases, exo-B-1,4-glicosidases, exo-B-1,4-glucanases, B-1,4-B-glucanases, -
glicosidases e exo-1,4-B-glucanase (http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/).

As celobiohidrolases CBHs (EC 3.2.1.91), também conhecidas como exo-
celobiohidrolases, B-1,4-glucana celobiohidrolases, B-1,4-glucana celobiosilhidrolases, 1,4-p-
glucana celobiosidases, exoglucanases, avicelases, C1 celulases, exo-p-1,4-glucana
celobiohidrolases e celobiosidases, possuem o0 nome sistematico 1,4-B-D-glucana-
celobiohidrolases (http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/).

As exoglucanases (ExGases) atuam nas extremidades redutoras e ndo redutoras da
cadeia de celulose produzindo majoritariamente celobiose, além de glicose. As exoglucanases
atuam sobre celulose cristalina produzindo uma reducdo lenta e gradual do seu grau de
polimerizacdo (ZHANG; LYND, 2004). Sdo enzimas estratégicas na hidrolise da fibra
celulosica, pois sdo capazes de liberar glicose diretamente do polimero (LYND et al 2002).
As celobio-hidrolases apresentam em sua estrutura uma regido responsavel pela ligacédo da
molécula ao substrato (CBD — celulose binding domain) e sofrem inibi¢do do seu produto de
hidrélise, a celobiose (BON, E. P. S.; GIRIO, F.; PEREIRA Jr, 2008).

O grau de polimerizacdo (GP) de substratos celuldsicos determina a quantidade de
ligagdes B-glicosidicas terminais e interiores e a quantidade de substratos para a acdo das
enzimas exo e endoglucanases, respectivamente. A solubilidade da celulose reduz
drasticamente com o aumento do grau de polimerizacdo devido a presenca de pontes de
hidrogénio intermoleculares na estrutura de celulose (ZHANG; LYND, 2004).

A mudanca do grau de polimerizacdo durante a hidrolise é determinada pela relativa
proporcdo das atividades de exo e endoglucanases e das propriedades da celulose (LYND
etal., 2002). Exoglucanases atuam nas extremidades da cadeia, ocorrendo entdo apenas um
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incremento na reducdo do GP, enquanto que as endoglucanases hidrolisam preferencialmente
as ligacOes internas no polimero, causando uma reducdo drastica do mesmo (ZHANG,;
LYND, 2004).

As ExGases participam da hidrélise priméria da fibra e sdo responsaveis pela
amorfogénese, que € um fendbmeno gque envolve uma ruptura fisica do substrato, acarretando
na desestratificacdo das fibras, pelo aumento das regifes intersticiais. A amorfogénese
promove aumentos na taxa de hidrolise da celulose, por tornar as regifes anteriormente
cristalinas mais expostas as celulases (ZHANG; LYND, 2004).

3.2.1.3. p-glicosidases (PGases)

Esse grupo engloba as enzimas B-glicosidasicas ou B-glicosideo glucohidrolases (EC
3.2.1.21), que é seu nome sistematico. Outros nomes com 0s quais estas enzimas também
podem ser encontradas sdo: gentiobiase, celobiase, emulsina, elaterase, aril-p-glicosidase, [-
D-glicosidase,  P-glicosideo glicohidrolase, arbutinase, amigdalinase, p-nitrophenil [-
glicosidase, primeverosidase, amigdalase, limarase e salicilinase (NC-IUBMB, 2010).

As p-glicosidases tém a propriedade de hidrolisar celobiose (gerada pelas
celobiohidrolases e endoglucanases) e oligossacarideos soltveis (com menos de sete unidades
monoméricas) em glicose. As BGases também séo reportadas por sofrerem inibi¢do por seu
produto de hidrélise, neste caso a glicose (LYND et al., 2002; LYND; ZHANG, 2002), porém
sdo induzidas pela presenca de celobiose.

O mercado atual oferece muitos complexos de celulase que contém niveis baixos de

R-glicosidase, conduzindo a um aumento do acumulo de celobiose nos hidrolisados
enzimaticos de celulose. J& que a celobiose apresenta um poder inibidor mais forte do que a
glicose para as exoglucanases, e sua hidrolise ocorre através da acdo das enzimas R-
glicosidases, € indicado que se adicione no meio reacional uma certa quantidade desta enzima
proveniente de outras fontes de complexos enzimaticos. Desta forma, ha uma diminuicdo da
concentracdo de celobiose no meio reacional, ocasionando diminuicdo da inibicdo e aumento
na eficiéncia da hidrélise enzimética (SZCZODRAK; FIEDUREK, 1996; SUN; CHENG,
2002).
Embora muitas teorias tenham sido propostas para descrever o mecanismo de hidrélise da
celulose, existe um consenso que a hidrdlise completa é realmente baseada numa acéo
sinérgica das trés enzimas acima mencionadas (ZHANG et al., 2006), existindo pelo menos 3
tipos de sinergia: endo-exo, exo-exo e exo-BG (LYND et al., 2002).
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Figura 2. Modo de atuacdo das enzimas na hidrolise da fibra celulosica.

Fonte:Castro e Pereira JR, 2010.

A maior parte das celulases é constituida por dois dominios: O dominio catalitico

(DC) e o dominio de ligagdo ou celulose binding domain (CBD), que funcionam
independentemente. O dominio catalitico catalisa a hidrolise das ligacBes glicosidicas 1,4-p-
D, enquanto o CBD ¢é responsavel pela adsorcdo da celulase ao substrato via ligacdes
hidrofobicas e interagdes de van der Waals. Os dois dominios estdo ligados entre si através de
um espacador (linker), um polipeptideo de 5 a 59 aminoacidos, que € responsavel pela
flexibilidade do dominio catalitico, em relacdo ao CBD, e influencia a atividade catalitica.
O centro ativo do dominio catalitico tem a forma de um tdnel, ou fenda, onde ocorre a reacéo
de hidrélise. A forma de tinel permite somente o ataque do substrato pelos terminais das
cadeias poliméricas e é encontrado em CBHs. As EGases apresentam um sitio ativo na forma
de fenda. (ANDREAUS e CAVACO-PAULO, 2008)

Devido as diferentes sequéncias dos aminoacidos, as celulases sdo divididas em 11
familias.O CBD é um peptideo com 30 a 240 aminoacidos, dependendo da origem, que €
essencial para a degradacédo da celulose cristalina. Os CBDs s&o agrupados em varias familias.
Também existem enzimas que s6 tem o dominio catalitico, ndo apresentando o CBD e
espacador, como a EG I1l deTrichoderma reesei (ANDREAUS e CAVACO-PAULO, 2008).

3.2.2. Producéo de celulases

Os processos fermentativos de producdo de enzimas podem ser conduzidos tanto em
meio liquido, chamado de fermentacdo submersa (FS), quanto em meio solido, chamado de
fermentagdo em estado sélido (FES) (LIMA, et al., 2001).

Embora a fermentacdo submersa (FS) seja até hoje o processo mais empregado para
a producdo de enzimas, a FEStem ganho bastante interesse, especialmente devido a
possibilidade de aproveitamento de co-produtos agroindustriais de baixo custo como fontes
de matéria-prima (COUTO; SANDROMAN, 2005).

A fermentacdo em estado sélido (FES) é definida como um processo fermentativo que
ocorre na auséncia ou quase auséncia de agua livre, onde o crescimento microbiano e a
formacgdo de produtos ocorrem na superficie de substratos solidos. Neste caso, a matéria-
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prima funciona como um suporte do microrganismo, dos substratos, do produto, e da agua
adicionada para umedecer o suporte (PANDEY, et al., 2000; MUDGETT, 1986).

O uso da técnica de FES oferece distintas vantagens sobre a FS, dentre as quais: a
simplicidade do meio, principalmente para paises com abundancia de biomassa e de residuos
agro-industriais, e o uso de reatores menores, proporcionando economia de espaco. Destaca-
se ainda, a possibilidade dos rendimentos serem maiores que os obtidos em FS, além da
auséncia de formacéo de espuma, menor demanda de energia e, especialmente, a facilidade de
controle de contaminagdo proporcionada pela baixa quantidade de &agua no sistema
(NUDGETT, 1986; RAGHAVARADO et al., 2003).

Porém, existem alguns fatores limitantes na FES, tais como: acessibilidade e
disponibilidade de substrato, transferéncia de oxigénio e de massa (nutrientes), e
principalmente, as dificuldades em regular os fatores fisicos comopH, temperatura (problemas
com transferéncia de calor) e grau de mistura (RAGHAVARADO et al., 2003).

Fungos filamentosos sdo 0s microrganismos que mais se adaptam a fermentacdo em
estado solido, devido a sua boa tolerancia a baixa atividade de d&gua semelhante ao seu habitat
natural.

3.2.3. Microrganismos Produtores de Celulases

Na natureza, existe uma grande variedade de microrganismos que produzem
celulases, mas apenas alguns sdo conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto é, sdo
capazes de hidrolisar a celulose natural. A degradacao da celulose é realizada por fungos e
bactérias (ROBSON; CHAMBLISS, 1989). Estes produzem enzimas celulases que degradam
especificamente a cadeia polimérica, originando polimeros com cadeias mais curtas. Os
fungos secretam uma grande diversidade de eficientes enzimas no ambiente que sdo utilizadas
para auxiliar sua nutricdo, desta maneira sdo responsaveis pela deterioracdo de varios
materiais naturais, refinados ou processados

Os fungos sdo os mais importantes microrganismos utilizados pela industria na
producdo de enzimas e os principais produtores de celulases incluem: Trichoderma
reesei, Trichoderma koningii,Trichoderma lignorum, Sporotrichum pulverulentum (também
denominado Chrysosporum lignorum), Penicillium funiculosum, Penicillium iriensis,
Aspergillus sp, Schizophyllumm sp, Chaetomium sp e Humicola sp., Penicillium pinophilum,
Fusarium solani, Myrothecium verrucaria (AGUIAR; MENEZES, 2000).

A Tabela 2 apresenta alguns exemplos de microrganismos produtores de celulases e
0s respectivos substratos utilizados nos processos de producdo das enzimas e/ou processos de
hidrélise enzimatica de tais residuos.

Hideno et al. (2011) estudaram a producdo de celulases pelo fungo Acremonium
cellulolyticus em fermentacdo submersa utilizando palha de arroz submetida a varios tipos de
pré-tratamentos como matéria-prima. As maiores atividades enzimaticas foram obtidas com a
palha molhada moida em disco, obtendo-se 0s seguintes resultados, respectivamente:
CMCase, FPase, B-glicosidase, xilanase (19,73; 0,58; 1,25; 32,13 Ul/g de proteina).
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Tabela 2. Microrganismos produtores de celulases e substratos utilizados.

MICRORGANISMO SUBSTRATO
Aspergillus niger Bagaco de cana-de-agUcar
Aspergillus ellipticus e Aspergillus fumigatus Bagaco de cana-de-agucar
Chaetomiun globosum Fibras de palma
Aspergillus fumigatus Residuos de grama
Cellulomonas biazotea Fibras de grama
Trichoderma reesei Bagaco de cana-de-agucar e palha de arroz
Aspergillus flavus Bagaco de cana—deézgrL:]ci?gaserragem e sabugo
Trichoderma reesei e Aspergillus niger Sabugo de milho
Aspergillus niger Bagaco de cana-de-agUcar
Aspergillus niger Espiga de milho e serragem
Trichoderma reesei Palha de trigo

Antigonum leptopus, folhas de bananeira
e palha de cana-de-agucar

Trichoderma lignorum Residuos de banana

Trichoderma reesei

Trichoderma reesei Palha de trigo

Palha de arroz, palha de trigo,

Bacillus subtilis .
e bagaco de cana-de-agucar

Fonte: AGUIAR, 2010

Kovacs et al. (2009) avaliaram a producdo de celulases a partir de um tipo de madeira
utilizando uma linhagem selvagem de Trichoderma atroviride e varios mutantes obtidos por
mutacdo classica deste fungo. As maiores atividades foram encontradas pelos mutantes e
correspondem a CMCase, 160 U/mL; FPase, 0,68 FPU/mL e B-glicosidase, 11,7 Ul/mL.

Sukumaran et al. (2009) estudaram a producdo de celulases em fermentacdo no estado
solido utilizando farelo de trigo como matéria-prima. A capacidade da linhagem Aspergillus
niger MTCC 7956 em produzir as enzimas foi comparada a linhagem padrdo, Trichoderma
reesei RUT C30. As atividades obtidas pelas duas linhagens foram, respectivamente: FPase,
4,55 e 22,80 Ul/g), CMCase (135 e 299 Ul/g) e pB-glicosidase (21,39 e 4,5 Ul/g),
demonstrando que a linhagem de Aspergillus foi superior apenas em termos de B-glicosidase,
se comparada ao padrao.

A producdo de celulases por Penicillium funiculosum em fermentagédo submersa foi
conduzida comparando-se 0 uso de bagaco de cana-de-agUcar submetido a varios pré-
tratamentos, bem como substratos sintéticos (CASTRO; PEREIRA, 2010). O melhor
resultado foi obtido utilizando o bagaco parcialmente deslignificado, com os seguintes valores
de atividade para FPase (0,354 U/mL) e B-glicosidase (1,835 U/mL).

A linhagem termoacidofilica de Aspergillus terreus M11 foi testada para producéo de
celulases em fermentacéo no estado sélido utilizando palha de milho como matéria-prima. Os
resultados mostraram que o maior nivel de atividade foi obtido a 45°C e pH 3 com uma
umidade de 80% e 0,8% de extrato de levedura. Nesta condigdo foram obtidos 0s seguintes
resultados: 528, 243 e 128 U/g para CMCase, FPase e B-glicosidase, respectivamente(GAO et
al., 2008).
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3.3. Caracterizacao das celulases

O estudo das propriedades fisico-quimicas e bioquimicas das enzimas é de extrema
importancia para estabelecer em quais condi¢fes de processo 0 uso da enzima propiciara
melhores resultados técnicos e econdémicos para 0s processos biotecnologicos. Os valores
6timos de temperatura e pH, a estabilidade da atividade enzimatica em funcdo da temperatura,
do pH e da estocagem em baixas temperaturas, assim como peso molecular e influéncia de
cations e anions sdo algumas destas propriedades. Na literatura sdo reportados varios
trabalhos sobre caracterizacdo de celulases de diferentes espécies microbianas.

Gao et al. (2008) verificaram que as celulases CMCase e B-glicosidase de Aspergillus
terreus M11 exibem atividade maxima em pH 2 e 3, respectivamente, e ambas mostraram
consideravel estabilidade na faixa de pH 2-5. As atividades de CMCase e B-glicosidase
atingem o maximo a 70°C e mantém cerca de 65% e 53% da sua atividade original apds
incubacéo a 70°C por 6h.

As celulases produzidas por Penicillium funiculosum tém temperatura 6tima entre 52 e
58°C e maximo pH préximo de 4,9. Além disso, as celulases sdo altamente estaveis a 37°C,
perdendo menos de 15% da sua atividade inicial apés 23h de incubacdo. Os parametros
cinéticos ky para CMCase e B-glicosidase sdo 17,691 e 1,653, respectivamente, e 0,78 e 0,024
para Vmax em mmol/L.min (CASTRO; PEREIRA, 2010).

A CMCase da levedura Cryptococcus sp. S-2 apresentou peso molecular de
aproximadamente 34 kDa. A temperatura e o pH Otimos de acdo da enzima foram
determinados em 40-50°C e 3,5, respectivamente e a enzima reteve aproximadamente 50%
da atividade maxima apds incubagdo a 90°C por 1 h (THONGEKKAEW et al., 2009).

Leal et al., (2005) estudaram a produgdo de CMCase pelo actinomiceto Streptomyces
drozdowiczii. A enzima apresentou uma faixa de temperatura 6tima de 50 a 60° C, e mesmo a
70°C, a enzima manteve 50% da sua atividade. A CMCase demonstrou mais que 50% da sua
atividade na faixa de pH entre 3 e 10. Dois picos méaximos de atividade foram encontrados em
pH 5 e 10. Além disso, estudos da influéncia de metais na atividade da enzima mostraram que
na presenca de cobre a enzima foi inibida (30%), enquanto na presenca de bario (86%) e
potassio (62%) a enzima sofreu inducéo.

Em relacdo a caracterizacdo de peso molecular, encontram-se valores bem distintos
para 0 grupo das celulases, segundo dados contidos na base UNIPROT (CASTRO;
PEREIRA, 2010). Por exemplo, a pB-glicosidase deA. niger AMS11 tem peso molecular de
48,36 kDa, enquanto a de Trichoderma reesei Qmé6a € 93,95 kDa. Para a endoglucanase de A.
niger IFO 31125, A. niger eT. reesei Rut C30 verificou-se valores de 36,70; 90,46 e 35,51
kDa, respectivamente. Ja para a exogluconase, valores proximos de peso molecular foram
encontrados para H. grisea var.thermoidea (55,69 kDa) e Trichoderma harzianum LP108
(53,21 kDa) .

Com base em trabalhos relatados na literatura (Quadro 1), as CMCases, pGase e
exoglucanasesapresentam pesos moleculares que variam entre 25 a 64 kDa, 42 a 120 kDa, e
49 a 64 kDa, respectivamente. As mesmas enzimas apresentaram faixa de pH e temperatura
Otimos entre 4,0-7,0 e 45-70°C, respectivamente.

Também é bastante reportada na literatura a capacidade que as enzimas celuloliticas
apresentam de serem influenciadas por outras moléculas, geralmente metais, seja sofrendo
efeitos inibitérios ou indutores. O Quadro 1mostra agentes inibidores como Hg*?, Cu*?, Ag* e
Zn**, que chegam a provocar até a perda total da atividade catalitica, estando presentes em
concentragdes tdo baixas quanto 2 mM.
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Quadro 1 — Propriedades de algumas celulases produzidas por microrganismos.

Tioode | Microraanism Condicoes Massa Estabiida
engima o roglutor 6timas Molecular de.: Inibidor Referéncia
P (T; pH) (kDa) T ;pH
.. 0. 30 -70°C; + 2+ Liu; Xia
CMCase T. viride 50°C; 4,2 64 kDa 3.7 Ag’, Hg (2006)
Aspergillus o i 70; 2+ 2+ | AKIBA et
CMCase niger 70°C;6-7 40 kDa 5-10 Cu™, Hg al. (1995)
Trichoderma Ca?* Ho?" SAAD;
CMCase | longibrachiatu 45°C; 5,0 45 kDa - + %+ FAWZI
K", Na
m (2004)
Cart:j%duml NAIKA:
Aspergillus o, 45 kDa o T KAUL;
CMCase aculeatus 45°C; 5,0 (estimada) 90°C/5h |ett;Ip|rocar PRAKASH,
onato
2007
CMCase Aspergillus a-
o 47°C; o JAVED et
oryzae 55°C; 4,4 25 kDa 41-53 q_wmotr,l.ps al., 2008
ina, uréia
BGase 55°C:45 | 88kDa; ABDEL-
Aspergillus NABY; _
nigerA20 OSMAN;
BGase 55°C;4,5 | 80kDa; ABDEL-
FATTAH,
BGase 60 °C; 4,5 71 kDa 1999
Cu*, Hg* .
. 50°C; 50 - + 55" | Qi Wang;
BGase Aspergillus sp. 5.0-5.5 42 kDa 85°C:- Ag’, Zn Liu, 2009
EDTA
Aspergillus KOROTKO
BGase SPerg 65°C 120 kDa | 30- 40°C; VAetal.,
japonicus
2009
Penicillium KOROTKO
BGase 60°C 116 kDa | 30 -40°C; VAetal.,
verruculosum
2009
Trichoderma KOROTKO
BGase . 70°C; 70 kDa 30 -40°C; VAetal.,
reesei
2009
Penicillium 60°C Hg?" BHIRI et
occitanis °C: ' 2+ €
BGase 60°C; 4,5 98 kDA 3.8 Qu , al., 2008
glicose
. or. 2+ 2+ SINGHet
ExGase A. niger 50°C; 5,5 52,5 kDa Hg“", Pb al., 1990
TONG;
Thermophile 0. COLE;
ExGase aurantiacus 60°C; 5.0 49 kDa SHEPHE,
1980
FRACHEB
Sporotrichum 63°C; OuD;
ExGase | “iormophile | 4,050 64 kDa CANEVAS
CINI, 2002
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3.4. Aplicacdes das celulases

O uso industrial das celulases inclui a hidrélise enzimatica; producdo de glicose;
tratamento de residuos; industria téxtil: remocdo de manchas, clarificagdo e degomagem;
industria de alimentos: extracdo de chad verde, proteina de soja, 6leos essenciais,
aromatizantes, produgdo de Agar, como também no mercado de detergentes; na industriade
polpa de papel e na producdo de bioetanol. Além disso, as celulases também tém grande
potencial de aplicacdo na industria de racdo e suplementos para animais (RUEGGER; TAUK-
TORNISIELO, 2004; KIELING, 2002; TOLAN; FOODY, 1999).

3.4.1 Principais aplicacOes de celulases na industria de alimentos

Segundo GANDRAet al. (2008), atualmente existe uma grande tendéncia em
pesquisas com alimentos, ingredientes e aditivos naturais. Esta tendéncia tem aumentado a
busca por novos métodos que visem a melhoria de caracteristicas como maciez, textura e
maior vida de prateleira dos pées, geralmente obtidas com a utilizacdo de aditivos quimicos.
Nesse contexto, coadjuvantes tecnoldgicos "naturais”, que ndao foram produzidos por sintese
quimica, como as enzimas, vém sendo cada vez mais utilizados (HAROS; ROSELL,;
BENEDITO, 2002).

Durante as duas Gltimas décadas, o uso de celulases, hemicelulases e pectinases tém
aumentado consideravelmente, especialmente nas industrias de alimentos, bebidas e vinhos,
téxtil e de papel e celulose (BHAT, 2000).

A tecnologia enziméatica desempenha um papel central nos processos de producdo do
vinho e da cerveja. Complexos enzimaticos contendo celulases, glucanases, hemicelulase e
pectinases sao utilizadas na industria de vinho para acelerar o processo de vinificacdo e
melhorar a qualidade do produto final (BHAT, 2000; ROLDAN et al., 2006).

Na industria de alimentos, as celulases atuam na obtencdo de sopas, cereais e vegetais
desidratados, e sdo adicionadas de forma a aumentar a rehidratabilidade dos produtos quando
chegam aos consumidores (BHAT, 2000).

Na fabricacdo de pdes, biscoitos e bolos, as celulases também sdo adicionadas, de
forma a melhorar a textura, pela hidrolise de gomas e para permitir uma melhor distribuicdo
dos aromas (TOLAN; FOODY, 1999). Celulases e hemicelulases sdo usadas para melhorar a
qualidade de pdo. A adicdo de celulases e hemicelulases ao processo de panificagédo leva a um
aumento no volume do pdo e melhora a porosidade no péo de trigo integral. Como
consequéncia da acgdo hidrolitica da hemicelulases, pentosanases e xilanases, alguns agucares
livres como pentoses e hexoses podem ser liberados e utilizados pelos microrganismos
(HAROS; ROSELL; BENEDITO, 2002).

As preparacgdes comerciais de enzimas destinadas a maceragdo enzimatica de produtos
obtidos a partir de frutas conttm um ou mais tipos de pectinases, além de atividades de
celulases, hemicelulases, proteases e amilases, constituindo um coquetelenzimatico. Esta
combinacdo age sinergisticamente hidrolisando a parede celular das frutas (SILVA et al.,
2005).

Juntamente com as pectinases, as celulases e hemicelulases (xilanases, mananases e
arabinases), sdo denominadas enzimas de maceracdo, sendo utilizadas para a extracdo e
clarificacdo de sucos de frutas e vegetais (BHAT, 2000; HAROS, ROSELL, BENEDITO,
2002). Celulases sdo adicionadas ao suco de frutas para promover a hidrolise parcial de
componentes da parede celular, reduzindo a viscosidade e mantendo a textura dos sucos.
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As celulases podem ser utilizadas para aumentar a digestibilidade das racdes. As
enzimas estdo envolvidas em todo o processo metabdlico do organismo animal. No trato
digestivo, a enzima adicionada a racéo € ativada quando se mistura aos fluidos digestivos e
sob a temperatura do organismo (ROTTER, 1990).

A utilizacdo de enzimas, entre elas as celulases, na alimentacdo de aves aumentou
expressivamente nos Gltimos anos, principalmente pela elevacdo dos custos das matérias
primas tradicionais e a busca por ingredientes alternativos como a cevada, aveia, arroz, trigo e
seus subprodutos, entre outros (CAMPESTRINI; SILVA; APPELT, 2005)

3.5. Processos de concentracdo de enzimas

Em relacdoa avaliacdo do custo envolvido para a obtencdo de enzimas, as operagdes
industriaisrepresentam um fator determinante para a economia do processo, e, portanto, tem
um efeito muito grande na viabilidade técnico-econémica do processo.

O desenvolvimento de novos métodos e técnicas de separacdo e purificacdo de
bioprodutos tem sido essencial para os avangos obtidos na area de pesquisas biotecnologicas
(QUEIROZ et al., 2001). Os critérios usados para a separacao e purificacdo de uma enzima
dependem da sua aplicacdo. Em industrias de alimentos e detergentes, geralmente ndo é
necessario um alto grau de pureza para a enzima produzida (MADAMWAR, 2005).

Para o processo de concentracdo de enzimas extracelulares, a primeira etapa para o
isolamento é a separacdo das células do meio de cultura fermentado. Geralmente, a separacdo
da enzima das células pode ser feita simplesmente por etapas de centrifugacdo ou filtracéo.
ApOs essa etapa,casoa enzima esteja com baixa atividade, sugere-se uma etapa de
concentracao.

A etapa de concentracdo pode ser obtida pela remogdo de agua, através das seguintes
maneiras: aadicdo de um polimero do tipo Sephadex G-25; por ultrafiltracdo; liofilizacdoou
precipitacdo (quando utilizado pequenos volumes para solubilizagdo do “pellet”). Além da
capacidade de concentracdo, os métodos de precipitacdo e de ultrafiltracdo também podem
proporcionar, em alguns casos, uma purificacdo parcial da preparacdo enzimatica de baixa-
resolucdo na amostra (NETO, 2007)

Os processos de separagdo com membranas vém, cada vez mais, tornando-se
importantes como alternativas aos processos convencionais de separacdo (tais como a
destilacdo e a evaporacdo) nas industrias quimicas, farmacéuticas, biotecnologicas e de
alimentos (LUCARINI; KILIKIAN; PESSOA JR, 2005).

A ultrafiltracdo tem se difundido e superado a utilizacdo do processo de concentracao
por evaporacdo a vacuo. A disponibilidade de grande variedade de membranas com cortes de
2.000 a 300.000 Da acondicionadas em diferentes modulos (planos, tubulares e fibras ocas)
tem permitido a crescente difusdo das técnicas de separacdo por membranas no ambiente
industrial. Esse processo vem sendo amplamente usado em bioprocessos, tanto na purificacéo
quanto na concentracdo de proteinas e enzimas (SANT’ANA JR, 2001).

A liofilizacdo ¢ um método de desidratacdo de um material previamente congelado,
em que o maior volume de &gua é removido por sublimacdo. Para facilitar a sublimacao
rapida, se mantém uma pressdo muito baixa e o vapor deve ser eliminado por condensagédo a
baixa temperatura. E reconhecidamente o melhor método para obtencdo de produtos
desidratados de alta qualidade, pois 0 material permanece congelado até estar completamente
seco, retendo a forma original do material. E um método utilizado na producéo de preparagdes
enzimaticas, vacinas, fragdes de plasma e horménios (PITOMBO, 2005).

A precipitagdocom sulfato de amonio é reconhecida por ser uma técnica eficiente na
concentracdo de solugdes protéicasdiluidase no fracionamento de mistura de proteinas, sendo
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a concentracao de sal necessaria para precipitacdo, variavel para cada proteina. O sulfato de
amonio tem sido o sal mais utilizadodevido a suaalta solubilidade, baixo custo e baixa
toxicidade (LIMA et al., 2008).

3.5.1. Processos de Separacdo por Membranas (PSM)

A membrana € definida como uma interface ou uma barreira semi-seletiva que separa
duas fases (alimentacdo e permeado) e restringe, total ou parcialmente, o transporte de uma ou
varias espécies quimicas presentes nestas fases. Elas podem ainda apresentar inimeras
caracteristicas, podendo ser naturais ou sintéticas, neutras ou carregadas, espessas ou finas de
estrutura homogénea ou heterogénea, com mecanismo de transporte ativo ou passivo, entre
outras (MULDER, 1996).

No processo de separacdo por membranas, a corrente que atravessa a membrana é
denominada permeado ou filtrado e a que fica retida pela membrana, que € a corrente
enriquecida em um ou mais componentes, é chamada de retido ou concentrado (BAKER, 2004),
como pode ser observado na Figura 3:
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Figura 3. Esquema de um processo de separa¢do com membrana.

Fonte: Adaptado de Harbert; Borges e Ndbrega, 2006.

O transporte de uma dada espécie através de membrana ocorre devido a existéncia de
uma forga motriz empregada. Nos processos com membranas, esta for¢a motriz corresponde a
uma diferenca de pressdo, de concentragdo, de temperatura ou de potencial elétrico do
componente entre os dois lados da membrana (NOBREGA; BORGES; HABERT, 2006).

O objetivo principal desses processos é a separacdo, a concentracéo e/ou a purificagcdo
de qualquer componente presente em solucdo.A separacdo é possivel devido as diferencas
existentes entre as propriedades fisico-quimicas das membranas e dos componentes que
permeiam (MULDER, 1996).

Em processos que utilizam membranas porosas a capacidade seletiva esta diretamente
associada a relacdo entre o tamanho das espécies presentes e o tamanho dos poros da
membrana. Em funcdodo tipo de forca motriz aplicada, o transporte das espécies atravésda
membrana pode ser tanto convectivo como difusivo. No casoda ultrafiltracdo e microfiltracéo
e nanofiltracdo, para os quais aforca motriz é o gradiente de pressdo através da membrana, o
fluxopermeado é fundamentalmente convectivo (NOBREGA; BORGES; HABERT, 2006).

Na realidade, o que ocorre é a utilizacdo de processos combinados utilizando
processos classicos (como filtracdo, centrifugacdo, e outros) em conjunto com processos de
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separacdo com PSM, utilizando cada tipo nas etapas onde possuem maior eficiéncia
(HABERT; BORGES;NOBREGA, 2006).

Os PSM sao empregados largamente devido a algumas vantagens como: a economia
de energia, visto que a maioria destes ocorre sem mudanca de fase; a seletividade da
membrana; a separacdo de compostos termolabeis, pois operam a temperatura ambiente e a
simplicidade de operacéo e escalonamento (BAKER, 2004).

De um modo geral, as membranas podem ser classificadas em duas grandes
categorias: densas e porosas. A membrana € denominada porosa quando o transporte através
da mesma ocorre devido a diferenca de tamanho entre as particulas e os poros da membrana.
Ja as membranas densas ndo possuem poros, o transporte dos componentes envolve a sor¢éo e
a difusdo através do material que constitui a membrana (BAKER, 2004).

As membranas devem apresentar caracteristicas especificas conforme a
separacao desejada. As propriedades de separacdo das membranas dependem de fatores como:
a natureza quimica do material constituinte, existéncia ou ndo de poros e, no caso de
membranas porosas, 0 tamanho dos poros e sua distribuicio (HABERT,;
BORGES;NOBREGA, 2006).

As membranas podem ser preparadas tanto na geometria plana quanto na cilindrica.
A partir dessas duas geometrias, diferentes tipos de mddulos podem ser construidos.
Membranas na geometria plana sdo usadas tanto em mdédulos de tipo placa e quadro quanto
em mddulos do tipo espiral. Os modulos preparados a partir de membranas com geometria
cilindrica podem ser divididos em trés categorias segundo o diametro externo (DE) do cilindro:
maddulo Tubular, DE>3 mm; modulo capilar, 0,5mm<DE<3 mm e modulo do tipo fibra oca,
DE< 0,5 mm (NOBREGA; BORGES; HABERT, 2006).

A vida atil das membranas pode ser afetada pelo tipo de agente de limpeza e
procedimentos empregados. Esses, por sua vez, dependem da natureza do residuo presente na
membrana ap6s o processamento. Nos processos com membranas, a reducdo de fluxo do
permeado com o tempo, € um problema inevitdvel. Na pratica, no entanto, ha algumas
técnicas de operacdo desses sistemas que resultam em recuperacdo, ao menos parcial, do fluxo
permeado. A mais comum ¢é a retrolavagem, que € a inversao, por um intervalo curto de
tempo, do sentido de fluxo permeado.  Quando o valor do fluxo permeado, apos
sucessivos ciclos de limpeza, cair abaixo de um valor critico pré-determinado (que varia de
caso a caso), deve-se proceder a substituicio das membranas (HABERT;
BORGES;NOBREGA, 2006).

3.5.1.1. Tipos de escoamento

Nos processoscom membranas, duas configuracbes de escoamento podem ser
utilizadas: o escoamento de modo tangencial (cross flow filtration) ou o escoamento de
modoconvencional ou perpendicular (dead end filtration), ou seja, sem escoamento da
alimentacdo (MULDER, 1996).

No modo tangencial, a solucdo de alimentagdo escoa em paralelo a superficie da
membrana, enquanto o permeado é transportado transversalmente a esta. A alimentacéo escoa
ao longo da superficie da membrana, gerando o acumulo de apenas parte das particulas
retidas. A polarizacéo de concentragdo continua presente, mas e possivel minimizar seu efeito,
em particular, alternando a velocidade de escoamento da corrente de alimentacdo (HABERT;
BORGES;NOBREGA, 2006). Portanto, as membranas mais usadas, especialmente em
ultrafiltracdo (UF) sdo aquelas em que o material alimentado escoa paralelamente a
membrana, de forma a reduzir o fendmeno de polarizacdo por concentragdo (CHERYAN,
1998).
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No modo convencional, a solucdo de alimentacdo escoa perpendicularmente a
superficie da membrana, promovendo a formacdo de uma camada na sua superficie,
semelhante a uma torta, devido ao acumulo das particulas retidas. Esse acimulo préximo a
superficie da membrana gera o fenbmeno da polarizacdo por concentragdo (HABERT,;
BORGES; NOBREGA, 2006)

Um esquema do escoamento tangencial e perpendicular € apresentado na Figura 4.
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Figura 4. Esquema de escoamento convencional e tangencial.
Fonte: Adaptado deCoutinhoet al., 2009.

3.5.1.2.Ultrafiltracdo (UF)

A ultrafiltracdo (UF) € um PSM aplicado para concentrar ou fracionar macromoléculas, que
podem ser retidas total ou parcialmente pela membrana, enquanto as pequenas moléculas
atravessam a membrana livremente (MULDER, 1996).

A UF se baseia na seletividade entre as moléculas presentes e o tamanho dos poros da
membrana, 0 que permite separar as particulas devido as diferencas de tamanho entre elas. O
fluxo através da membrana é convectivo devido ao gradiente de pressdo, que € a forca motriz
(NOBREGA; BORGES; HABERT, 2006).

Este processo € geralmente utilizado para retengdo de macromoléculas e coldides
presentes em solucdo e pode ser considerado como um processo intermedidrio entre 0s
processos de microfiltracdo e nanofiltracdo, uma vez que o didmetro de poros de membranas
de UF varia entre 0,05mm e 0,001mm (MULDER, 1996).

Além de ser um método comercialmente viavel, operacionalmente simples e de alta
produtividade, permite uma purificacdo primaria (purificacdo de baixa resolucdo), sob
condi¢des amenas de temperatura e pressdo (KRSTIC et al., 2007).

No processo de ultrafiltragdo também pode ocorrer a perda da atividade enzimatica
devido a forca de cisalhamento gerada durante o processo de ultrafiltracdo.A forca de
cisalhamento é gerada pela rotagdo das moléculas de enzimas que, por sua vez, ocorre devido
ao fluxo turbulento. As moléculas absorvem energia suficiente para quebrar as ligacOes
quimicas. A susceptibilidade das enzimas a forca de cisalhamento e a consequente perda de
atividade é um dos principais fatores a serem considerados e, portanto deve ser bem avaliada
a condicdo de processo a ser empregado. Periodos longos de processamento utilizando a
ultrafiltracdo podem causar perda significativa de atividade enzimatica, estando, pois, as
enzimas mais susceptiveis as forcas de cisalhamento. Portanto, a escolha da membrana torna-
se muito importante nos processos de ultrafiltragdo (KRSTIC et al., 2007).

No trabalho feito por Rodrigues (2008), o preparado enzimaticobruto produzido pela
linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191 foi concentrado por ultrafiltracdo em membrana
com corte de 10 kDa. Neste processo, a preparacdo enzimética bruta foi fracionada em duas
partes. A primeira definida como preparacdo enzimatica concentrada por ultrafiltracdo ou
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aquela que foi retida pela membrana de retencdo e a segunda, definida como preparacao
enzimética ultrafiltrada. Na preparacdo enzimatica concentrada, a recuperagdo foi de 23% e
50% da atividade da enzima B3-1,3-glucanase e de protease, respectivamente. J na preparacao
enzimética ultrafiltrada a recuperacdo foi de 8% da atividade somente de protease, 0 que
indica que a linhagem produz uma fracdo da enzima com massa molar menor que 10 kDa.

Albertonet al. (2009) estudou a atividade da xilanase de S. viridosporus T7A
produzida em fermentacdo submersa, apos ultrafiltracdo seguida de liofilizacdo com o filtrado
congelado. A ultrafiltragéo foiconsiderada uma alternativa eficaz para concentrar a atividade
enzimatica do extrato bruto. Tal fato foi confirmado pelo aumento de cerca de trésvezes na
atividade enzimatica, usando uma coluna com membrana de 30 kDa.

Faria (2010) utilizou o processo de ultrafiltracio com fluxo tangencial para
concentracdo de uma preparacédo bruta de lipase. O processo resultou na recuperacao de cerca
de 80% da atividade lipasica original na fracdo retida. Os resultados mostram uma boa
recuperacdo da atividade lipasica na preparacdo lipasica concentrada. A fracdo permeada ndo
apresentou atividade lipasica, indicando que toda a enzima presente no meio de cultura
fermentado ficou retida na fragdo concentrada pelo processo de ultrafiltragéo.

3.5.2. Precipitagéo fracionada com sulfato de aménio

A precipitacdo por adicdo de sal ocorre devido a um decréscimo de solubilidade
resultante de um efeito salting-out (hidrofébico) ou da combinacdo de um efeito salting-in
(eletrostatico) com um efeito salting-out. O efeito salting-in causa 0 aumento da solubilidade
do soluto com o0 aumento da concentracao de sal, enquanto o salting-out causa um decréscimo
da solubilidade com aumento da concentracdo do mesmo (LADISCH, 2001).

O mecanismo de precipitacdo de proteinas com sais decorre de um aumento da forca
ibnica do sistema. Quando pequenas gquantidades de sal sdo adicionadas a solucdo contendo
proteinas, ocorre uma interagdo destas com as cargas provenientes da dissociacdo do sal e
diminuicdo da interacdo interproteinas, aumentando a solubilidade no meio aquoso. Porém,
em condicOes de elevada forca ibnica, decorrente da adicdo de grandes quantidades de sal,
verifica-se um efeito oposto. As moléculas de agua interagem mais fortemente com os ions
provenientes da dissociacdo do sal, promovendo desta forma, a desidratacdo das proteinas.
Durante esse processo, a interacdo interproteinas se torna mais forte, diminuindo a
solubilidade das mesmas em meio aquoso e, conseqlientemente, a ocorréncia de precipitacao
das proteinas peloefeito salting-out (LIMA et al., 2008).

A precipitacdo de proteinas pelo gradativo aumento da concentragdo de sais é um
processo muito importante para a separagdo de misturas complexas de proteinas, uma vez que
a concentracao de sal necessaria para precipitagéo é diferente para cada proteina (LIMA et al.,
2008).

Os sais neutros tém efeito pronunciado sobre a solubilidade de proteinas, desta forma,
os sais de ions divalentes, tais como cloreto de magnésio (MgCl,) e sulfato de amoénio
((NH4)2S0,), sdo muito mais eficientes na solubilizagdo do que os sais de ions monovalentes
como o cloreto de sodio (NaCl) (NELSON e COX, 2004).

O sulfato de amonio é o sal mais utilizado em salting-out devido a sua alta
solubilidade em &gua, a baixa densidade de suas soluces, & posi¢do favoravel de seus ions na
série de Hofmeister com relacdo a efetividade de precipitacdo, a auséncia de efeitos
desnaturantes e ao fato de prevenir o crescimento de bactérias na solucéo, além de ser de
baixo custo mesmo em alta pureza (LADISCH, 2001).

Uma desvantagem desse processo € a existéncia de sal em ambas as fases formadas. O
sistema bifasico formado é constituido de uma fase liquida concentrada em eletrélito e uma
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fase composta que contém a proteina precipitada com grande proporc¢éo de fase liquida salina,
podendo também conter sal na fase solida intrinsecamente ligado a ela. Assim, sdo necessarias
operacdes como a didlise ou diafiltracdo para a eliminacdo do sal da fase precipitada e
processamento da fase liquida para sua reutilizacdo ou descarte final. Em alguns casos, esses
tratamentos limitam em parte as aplicagcdes do processo de precipitacdo por salting-out devido
ao custo dos mesmos (LADISCH, 2001).

A precipitacdo com sulfato de amonio é comumente usada na primeira etapa da
purificacdo para retirar as proteinas que precipitam em concentragdes diferentes da proteina
de interesse e ainda para concentra-la (SLIVINSKI, 2007). Entretanto, esse procedimento
pode levar muito tempo até que as particulas precipitadas decantem, e pode ocasionar a
inativacdo da enzima em virtude da modificacdo da estrutura tridimensional. Trata-se,
portanto, de um método agressivo para essas moléculas, pois sua fungdo bioquimica depende
de sua estrutura. A aplicacdo desse meétodo s6 é viavel, portanto, quando a adequada
conformacdo da proteina é recuperada ap6s a precipitacdo (LUCARINI; KILIKIAN; PESSOA
JR, 2005).

A adicdo do sal, na quantidade correta, pode seletivamente precipitar algumas
proteinas, enquanto outras permanecem em solucdo. O fracionamento salino de enzimas
ocorre, a uma faixa limitada, pelo uso de diferentes concentracdes de sais, em que baixas
concentracdes precipitam algumas proteinas nao desejadas, que sdo descartadas, e a adicao
em altas concentragfes precipitam a proteina desejada (GERHARTZ, 1990).

3.5.3. Liofilizacdo

A liofilizacdo é o método mais comumente utilizado para a preparacdo de proteinas
desidratadas, as quais, teoricamente, devem apresentar uma estabilidade adequada por um
longo periodo de armazenagem em temperaturas ambientes (TATINI JUNIOR; PARRA;
PITOMBO, 2006).

O processo deliofilizacdo pode ser definido como um processo no qual a maior parte
da &gua contida em um produto congelado é removida por sublimacdo. Ou seja, a agua passa
diretamente do estado sélido para vapor sem passar pelo estado liquido. O processo de
secagem ¢€ realizado em temperatura baixa e sob pressao reduzida (PITOMBO, 2005).

O processo de liofilizacdo tem sido descrito como método a ser utilizado apds a
purificacdo enzimatica, para manutencdo da atividade durante armazenamento (TATINI
JUNIOR; PARRA; PITOMBO, 2006). Aplica-se & remogdo de qualquer solvente, mas em
biotecnologia, o interesse fundamental se prende & agua (PITOMBO, 2005).

A liofilizacdo divide-se em trés etapas: na primeira, 0 material é congelado, a seguir a
agua é sublimada sob pressdo reduzida e na terceira etapa ela é removida por dessorcao, ou
seja, uma secagem a vacuo (pressao reduzida) (PITOMBO, 2005).

Esse processo de secagem possui uma série de vantagens que torna o metodo preferido
para a conservagdo de materiais bioldgicos. O material permanece congelado até estar
completamente seco e, portanto, elimina-se o encolhimento e a migragdo dos constituintes
dissolvidos, ou seja, 0 processo retém a forma original do material. As modificacfes fisico-
quimicas sdo inibidas e sdo minimizadas as perdas de constituintes volateis ou a perda de
atividade bioldgica ou outra atividade na preservagdo da estrutura da molécula. O produto
liofilizado possui estrutura porosa, sendo prontamente reconstituido a seus respectivos
tamanho e forma originais, quando imerso em &gua. Possuem boa estabilidade durante o
armazenamento resultando em longo tempo de vida de prateleira. Produtos liofilizados s&o
altamente higroscépicos e de fécil dissolucdo em &gua (PITOMBO, 2005).
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Entretanto, estudos recentes com espectroscopia por infravermelho tém documentado
que os problemas relacionados com o congelamento e a desidratacdo induzidos pela
liofilizacdo podem levar ao desdobramento molecular da proteina. O desdobramento néo
somente pode levar a desnaturacao irreversivel da proteina, mesmo se a amostra € reidratada
imediatamente, mas também pode reduzir a estabilidade durante o armazenamento da proteina
liofilizada (CARPENTER; 1ZUTSU; RANDOLPH, 1999).

As proteinas raramente podem ser liofilizadas sem perda da atividade, geralmente
associadas as alteracfes em sua conformacédo. Portanto, um agente estabilizante, por exemplo,
um agucar ou um poli-alcool, normalmente é exigido (WANG, 2000).

A finalidade do congelamento dentro do processo de liofilizacdo consiste na
imobilizacdo do produto a ser liofilizado, interrompendo reacbes quimicas e atividades
bioldgicas (PITONBO, 2005).

O congelamento € uma das etapas mais criticas do processo de liofilizacdo. A estrutura
do produto, o tamanho e forma sdo determinados apds o congelamento. Esta estrutura ndo
deve ser alterada durante o processo de liofilizacdo, correndo-se o risco de ocorrer danos ou
mesmo, a perda do produto (MURGATROYD, et al., 1997).

Rodrigues (2008) utilizou a liofilizagdo como primeira etapa de purificagdo da B-1,3-
glucanase de Cellulomons cellulans YLM-B191-1. Um volume de 4.000mL do sobrenadante
do meio de cultivo resultou em 92g de pé liofilizado, contendo 352Ul totais de [-1,3-
glucanase, o qual foi utilizado como preparagdo enzimatica bruta de B-1,3-glucanase. A
preparacdo enzimatica bruta liofilizada apresentou 61,5% de atividade residual apos 30 horas
a temperatura ambiente. Quando acondicionada a baixas temperaturas (congelador), a
atividade de B-1,3-glucanase manteve-se estavel por mais de seis meses.

Antes de submeter o extrato ultrafiltrado a liofilizacdo, Alberton (2004) o congelou
por 12 horas. Neste processo ocorreu uma perda de atividade da xilanase em torno de 20%.
No entanto, ap6s a liofilizacdo conseguiu-se concentrar 45 vezes a atividade enziméatica em
relacdo a obtida apds o congelamento. No processo de ultrafiltracdo seguido de liofilizacdo
encontrou-se uma alternativa eficaz para concentrar a atividade enzimatica do extrato bruto. O
processo de ultrafiltracdo (em membrana de 30 kDa) seguido de liofilizagdo foi efetivo para
concentracdo enzimatica da xilanase (45 vezes, 2.272,0 Ul/g) .

Para a obtencdo da lipase extracelular liofilizada de Colletotrichum gloesporioides,
Faria (2010) submeteu a fracdo concentrada retida pela ultrafiltracdo ao processo de
liofilizacdo. Este processo foi utilizado, para que a preparagéo lipasica concentrada pudesse
ser conservada por longo periodo de tempo e para que estivesse apta para o uso a qualquer
momento, sem ter que repetir todo o processo de producédo.A preparacao lipasica liofilizada se
apresentou como pé em tom palha, muito higroscopico e com 75 Ul/mg de po liofilizado,
como atividade lipasica. A liofilizacdo e o armazenamento da preparacao lipasica liofilizada,
a 4 °C, possibilitaram a sua utilizagdo por um periodo de 80 dias, durante os quais se
conservou bem e manteve-se estavel.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Matéria-prima

Para a producdo das enzimas por fermentacdo no estado solido foi utilizado farelo de trigo
(Triticum aestivum) obtido em comércio local, triturado em moinho de facas com
granulometria < 5 mm.

4.2. Microrganismo utilizado

Como agente de fermentagédo foi utilizada a linhagem de Aspergillus niger 3T5B8,
pertencente a colecdo de culturas da Embrapa Agroinddstria de Alimentos. Trata-se de uma
linhagem mutante obtida por melhoramento genético a partir de uma linhagem selvagem
isolada da pimenta do Reino (COURI; FARIAS, 1995).

4.3. Meios de cultura e solugdes utilizadas

4.3.1. Meio basico de gelose

O meio bésico usado para a reativacdo do microrganismo foi o mesmo descrito por
COURI; FARIAS (1995), substituindo a pectina por 5 g de Glicose Anidra e 5 g de Avicel
(celulose microcristalina), como fonte de carbono (Tabela 3). A solucéo foi ajustada a pH 5,0
e autoclavada a 121°C por 15 minutos.

Tabela 3. Meio basico para reativacdo do microrganismo.

Nutriente Concentracéao (g/L)
NaNO; 3,00
MgSO, 0,50
KCI 0,50
FeSO,-7H20 0,01
K>HPO, 1,00
Avicel 5,00
Glicose 5,00
Agar-agar 30,00

4.3.2. Meio de sabugo de milho (MSM)
O meio de sabugo de milho foi utilizado para a producdo de conidios que foram
utilizados na inoculagdo do meio de fermentacao.

Conforme Gomes (1995), o meio € constituido de 4,6 g de sabugo de milho triturado
(granulometria < 6 mm) enriquecido com 6 mL da solugéo C (Tabela 4). Em seguida, 0 meio
foi esterilizado a 121 °C por um periodo de 1 h.
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Tabela 4. Meio de sabugo de milho.

Solucéo A: Preparo de 100mL

KH,PO, 20g
H,O destilada 100mL
Solucéo B: Preparo de 100mL
ZnSO, 3,969
FeSO,-7H,0 4,609
MnSO, 0,01g
H,SO, (95-97%) 0,5mL
H,0 destilada 100mL
Solugéo C: Preparo de 50 mL
Peptona 2,809
HCI 2N 0,05mL
Solugéo A 0,19mL
Solugédo B 0,025mL
H,0 destilada 50mL

4.3.3 Meio de fermentacéo no estado sélido

Como estratégia foram selecionadas com base em trabalhos anteriores realizados pela
equipe do Laboratdrio de Processos Fermentativos, da Embrapa Agroindustria de Alimentos
(COURI, et al. 2009) trés condicdes de fermentacdo, tendo em vista a obtencdo das maiores
atividades de cada tipo de celulase. Apos a producao das trés condigdes (Tabela 5), 0s extratos
enzimaticos obtidos foram misturados obtendo-se uma amostra unica (Mistura) que foi
armazenada a -18°C para futuramente ser concentrada.

O meio de fermentacdo consistiu basicamente de farelo de trigo triturado umidificado
com solugdo de (NH,);SO4 em HCI 0,1N e celobiose. A composi¢do variou para cada
condicdo conforme descrito na Tabela 5. Todos os meios foram esterilizados em autoclave a
121 °C por 15 minutos. A aeragao do sistema foi realizada com ar seco.

4.4. Reativacao, producao de conidios e inoculagédo de linhagem para FES
O preparo da linhagem desde a sua condig&o inicial de estocagem até a sua utilizacao
como uma suspensado de conidios esta descrita nos itens abaixo (GOMES, 1995).

4.4.1. Reativacao de linhagem

A linhagem foi reativada a partir de conidios preservados em solo estéril. Os conidios
foram transferidos para tubos contendo meio basico (Tabela 3), e incubados a 32 °C por 7
dias. Apos este tempo, os conidios foram novamente transferidos para tubos com meio bésico
e incubados sob mesma condigéo e periodo.

4.4.2. Producao de conidios e inoculacédo para fermentagdo no estado solido
A partir da linhagem reativada (item 4.4.1.), obteve-se uma suspensdo de conidios
utilizando-se solucéo estéril de Tween 80 a 0,3%.Em seguida, retirou-se uma aliquota de 1mL
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da suspensdo e inoculou-se em meio de sabugo de milho (Item 4.3.2.), incubando-o a 32 °C
por 7 dias. Apds esse periodo, os conidios puderam ser extraidos do meio utilizando-se
solucdo estéril de Tween 80 a 0,3%, e contados em camara de Neubauer para determinacéo do
volume de suspensdo necessario a obtencdo da concentragdo de conidios desejada.

A concentracdo de esporos utilizada para inocular o meio de fermentacdo variou de
acordo com a condicdo utilizada, conforme a Tabela 5.

Tabela 5. Condigdes de processo para producdo de celulases por fermentacdo no estado
solido, conforme descrito por Couriet al. (2009).

Variaveis Condicdol  Condicdo2  Condicéo 3
Temperatura 38 °C 30°C 30°C
Solucdo de Sulfato de aménio 80 mL* 80 mL* 40 mL*
Concentracao de inéculo (esporos /g de meio) 10° 10° 10°
Aeragéo 0,5vvm 1,5 vwm 0,5vvm
Nitrogénio (m/m) 0,1% 0,1% 0,3%
Celobiose (m/m) 0,2% 1,8% 0,2%

* Representa o volume adicionado de solugdo para cada 100 g de Farelo de trigo.

4.5. Fermentacao em colunas aeradas

O meio de fermentacdo esterilizado e inoculado foi disposto em 10 colunas, com
dimensGes de 210 mm de altura e 22 mm de diametro, sendo adicionado aproximadamente
17 g de meio em cada coluna de vidro estéril. Em seguida,as colunas foram incubadas por 48
h na temperatura e aeracdo determinadas para cada condicdo de processo (Tabela 5). A
aeracdo era realizada com ar natural, ou seja, sem processo de umidificacéo.

Figura 5. Sistema de producéo de enzimas em colunas com aeragé&o.

O equipamento para producéo das enzimas (Figura 5) foi desenvolvido em projeto de
pesquisa coordenado pela Embrapa Agroindustria de Alimentos.

4.6. Extracéo de enzimas

As enzimas foram extraidas conforme Gomes (1995), substituindo o tampdo acetado
de sodio por citrato de sodio 0,05 M pH 4,8, a 32 °C por 1h. Utilizou-se uma relagdo de 100
mL de tampdo para 40 g de meio fermentado. ApoOs a extracdo, o sobrenadante passou por
uma filtracdo rapida em papel de filtro, para retencdo dos residuos solidos, e logo depois, foi
refiltrado em membrana de microfiltracdo de nitrato de celulose (0,45 um) para remogdo dos

24



esporos fangicos. Em seguida, os sobrenadantes de cada uma das condi¢bes de processo
(Tabela 5) foram misturados e armazenados a -18°C.

4.7. Determinagdes de atividades enzimaticas

As atividades filter paper cellulase (FPase), carboximetilcelulase, B-glicosidase,
poligalacturonase e xilanase das preparacGes enzimaticas obtidas com a mistura dos
sobrenadantes foram quantificadas e os resultados das anélises foram expressas em U/mL ou
U/grama de massa seca (gms), sendo esta Gltima gerada em funcdo da umidade inicial do
meio.

4.7.1. Determinacao da Atividade Enzimética de FPase (C1)

A atividade filter paper cellulase (FPase) avalia a acdo sinérgica dasenzimas celuloliticas
endogluconases, exo-glucanases e B-glicosidases sobre umsubstrato celuldsico cristalino
(papel de filtro Whatman n 1). A mistura de reacdo consistiu de 1 mL do filtrado enzimatico,
2 mL de tampdéo citrato de sédio 50 mM pH 4,8 (anexo D) e uma tira de papel de filtro
Whatman n°1 (nas medidas de 1cm x 6 cm), reagindo por 3 min a 50 °C (adaptado de WOOD
e GARCIA-CAMPAYO, 1990). Os acucares redutores liberados foram quantificados pelo
método do DNS. A mistura foi colocada em banho de agua fervente por 5 min, sendo
posteriormente resfriada e diluida, com a adicdo de 6,5 mL de agua destilada, para a
realizacdo da leitura em espectrofotdmetro a 540 nm. A quantidade de glicose liberada pela
acao das enzimas foi estimada a partir de uma curva padrdo de glicose (anexo B) e a unidade
de atividade FPasica foi definida comoa quantidade de enzima necessaria para produzir
1mmol de glicose mL™ min™ em pH 4,8 a 50 °C.

4.7.2. Determinacdo da Atividade de carboximetilcelulose (CMCase)

A atividade enzimatica de CMCase (EC 3.2.1.4) foi determinada a partir da
quantidade de acucares redutores liberados na reacdo enzimatica e quantificados conforme o
método do DNS (MILLER, 1959). A reacdo foi realizada em tubos contendo 250 uL de
solugdo de carboximetilcelulose 4% e 250 uL do filtrado enzimatico, por 10 min a 50°C
(NOVO INDUSTRI, 1978). Apoés a reacdo em um tubo de ensaio adicionou-se 500 pL do
hidrolisado a 500 uL de solugdo DNS. A mistura foi colocada em banho de agua fervente por
5 min, sendo posteriormente resfriados, adicionados 6,5mL de agua destilada e realizada a
leitura em espectrofotdmetro a 540nm. A unidade de atividade CMCase foi definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de produto liberado por minuto, nas condi¢des
de reacéo, utilizando curva padrdo de glicose (anexo B).

4.7.3. Determinacdo da Atividade de p-glicosidase(BGase):

A atividade de B-glicosidase foi determinada segundo metodologia de Wood e Garcia-
Campayo (1990), utilizando a curva padréo para B-glicosidase (anexo C). A reacdo foi uma
mistura de solucéo de celobiose 15 mM em tampdo citrato de sodio 0,05M (anexo D), com o
extrato enzimatico, na proporcdo 1:1. A reacdo foi conduzida por 30 min a 50 °C.
Posteriormente, retirou-se uma aliquota desta mistura reacional adicionando-a ao reagente
Glicose Oxidase/ Peroxidase (GOD-POD), na propor¢do de 1:100 e apds 10 minutos a
temperatura ambiente procedeu-se a leitura em espectrofotometro a 500 nm. A unidade de
atividade enzimatica B-glicosidase foi definida como a quantidade de enzima capaz de
liberarl umol de glicose produzido por minuto de reacéo.
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4.7.4. Determinacdo de atividade enzimatica de poligalacturonase (PGase)

Conforme COURI (1993), a mistura de reacdo constituiu-se de 4mL de solucdo 0,25%
de &cido poligalacturénico em tampao acetato 0,2 M e pH 4,5, e 0,1mL do extrato enzimatico.
As condicdes de reacdo foram por 30 min a 35°C, seguida com a determinacdo da
concentracdo de acucares redutores pelo método do DNS (MILLER, 1959), adicionando-se
uma aliquota de 500 pL da mistura reacional a 500 pL de solugdo de &cido dinitrosalicilico
(DNS), e deixando a mistura em banho de agua fervente por 5 min. Em seguida, a mistura foi
resfriada, foram adicionados 6,5mL de &gua destilada, e realizou-se a leitura em
espectrofotbmetro a 540 nm. A atividade enzimética foi expressa em U/mL, e unidade
corresponde a lumol aclcar redutor (expresso como &cido galacturénico) produzido por
minuto de reacéo.

4.7.5. Determinacdo de atividade enzimatica xilanase

Para determinagéo da atividade de xilanase utilizou-se como substrato xilana oat spelt
(Sigma) 1% diluida em tampdo acetato 0,1M pH 5,0. A mistura de reacdo, constituida de 2
mL de substrato e 1 mL de filtrado enzimatico, foi incubada a 50 °C por 30 min. O aglcar
redutor liberado foi quantificado pelo método do DNS (MILLER, 1959), adicionando-se uma
aliquota de 500 pL da mistura reacional em tubos contendo 500 pL de acido dinitrosalicilico
(DNS). A mistura foi deixada em banho de agua fervente por 5 min, e em seguida resfriada,
adicionada 6,5mL de agua destilada, e homogeneizada e feita a leitura em espectrofotdmetro a
540 nm.

Uma unidade de atividade xilanase foi definida como a quantidade de enzima capaz de
liberar 1 umol de agucares redutores (expressos como Xxilose) por minuto, nas condicdes de
reacao, utilizando curva padréo de xilose ou glicose (GOMES et al., 1992).

4.8. Curva padrdo para determinacdo de proteina

As solucdes foram preparadas conforme apresentado no anexo A, a partir da solucédo
padrdo de soro albumina bovina p. a. (SAB). Foram adicionados 1 mL de cada uma das
solucdes preparadas em dois tubos de ensaio, devidamente numerados. Em seguida, foi feita a
dosagem de proteina pelo método de Lowry, usando como branco, 1mL de agua destilada.

4.8.1 Determinagéo de proteina total no extrato enzimatico

Esta determinacdo seguiu o método de Lowry (LOWRY et al. 1951), onde a curva
padrdo concentrou-se em intervalos de 10 a 100 mg/L de solugéo padrdo de soro albumina
bovina.
O teor de proteina no extrato foi utilizado para o calculo da atividade especifica de cada
enzima como a seguir:

Atividade enzimatica (UI/ mL)) Eq. (1)

Atividad ifi :<
ividade especifica Conc. de proteina (mg/mL)

4.9. Determinagéo de atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada segundo a metodologia de Charney e
Tomarelli (1947), utilizando 500 pL de azocaseina como substrato e 500 uL da enzima. Apds
40 min de reacdo a 37 °C foi adicionado 500 pL de acido tricloroacético (TCA), como agente
de precipitacdo. Apos a precipitacdo, a amostra foi centrifugada a 20000 rpm por 10 min, para
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precipitacdo de sélidos em suspensdo. Em seguida, foram recolhidos 1 mL do sobrenadante e
adicionado a 1 mL de solug&o hidroxido de sodio 5 N, para formagdo do composto cromaéforo.

A leitura da intensidade de cor ocorreu em espectrofotdometro a 428 nm. Uma unidade
de atividade proteasica foi definida como a quantidade de enzima que produz uma diferenga
de 0,01 de absorbancia por minuto de reacdo entre o branco reacional e a amostra nas
condigdes de ensaio.

4.10. Determinagédo da umidade

A amostra foi submetida a pesagem em balanca analitica e a secagem em estufa sob
temperatura de 80°C por um periodo de 24 h até obtencao de peso constante.

A umidade estabelece a razdo entre a diferenca dos valores final e inicial pelo valor
inicial da amostra, multiplicando esta por 100, a fim de se expressar um valor percentual da
mesma (Equacéo 1).

inicial - final) x 100
(peso inicial - peso final) x ) Eq. 2

0, 1 —
% Umidade ( peso inicial

4.11. Processos de concentracao de enzimas

4.11.1. Processo de ultrafiltracdo (UF) com membranas

Todos os processos foram realizados em um sistema de separagdo por membranas em
escala de laboratorio. O sistema de UF utilizado foi constituido por uma célula de
acrilicodemddulo plano, alocado a uma membrana plana de polietersulfona (PES), tubos de
aco inox, uma bomba de engrenagem (Marathon, modelo Power Wash XT) para circulacdo da
alimentacdo, valvulas e mandmetros para controle da pressdo, um sistema de coleta do
permeado e um banho termostatico para a alimentacao.

4.11.2. Ultrafiltracdo (UF)do extrato enzimatico

O estudo da concentragdo do extrato enzimatico por ultrafiltracdo foi realizado em um
sistema de quadro e placas em aco inox, utilizando uma membrana plana de polietersulfona
(PES) com massa molar de corte de 20 kDa, e area de 0,014m? (Figura 6).Foram realizados
dois processos, chamados de processo A e processo B, sendo utilizados 800 e 500 mL de
Amostra, respectivamente. Em todas as operacfes a pressdo transmembrana foi mantida a
1bar. A amostra permanecia submersa em banho termostatico a temperatura de 20 °C e a
vazdo de alimentacdo mantida a 136 L/h.

Em cada processo foram avaliados o comportamento do fluxo permeado, a
concentragdo protéica, e a atividade das enzimas FPase, carboximetilcelulase, B-glicosidase,
poligalacturanase, xilanase e protease. Também foi realizada a determinacdo de proteina
visando célculo da atividade especifica para avaliar se houve alem da concentragao, uma pre-
purificacdo da enzima.
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Figura 6. Resumo esquematico do sistema de ultrafiltracdo para os testes e medidas da célula
de ultrafiltracdo com respectivas posicdes de entrada e saida das correntes.

Figura 7. Sistema de ultrafiltracdo onde foram realizadas as operacdes de concentracdo por
membrana.

4.11.3. Sistema de Amicon

Para as operacOes de Zimografia, foi utilizada uma amostra concentrada 20 vezes, a
1bar, em um sistema de Amicon. Foi utilizada uma membrana milipore de PES (corte de
10kDa).
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4.12. Precipitacdo com sulfato de Amonio

A precipitacdo com sulfato de amodnio foi realizada conforme a metodologia extraida
de Bracht e Ishii-lwamoto (2003). Para a operacdo foram utilizadas as seguintes
concentragOes de sal (sulfato de amonio): 20, 40, 50, 60 e 80% (p/v). O precipitado foi
ressuspendido em tampdo citrato pH 4,8 e dialisado durante 22 h com trocas de tampéo.

4.12.1. Precipitacdo das enzimas e determinacéo de suas atividades enzimaticas

Para precipitagédo das enzimas, foiadicionado lentamente a quantidade determinada de
sulfato de amonio a 30 mL do extrato enzimatico, em frascos tipo Falcon, para obter solu¢Ges
de 20, 40, 50, 60 e 80% (p/v) de saturacdo do sal. A adi¢do era feita com agitacao branda e em
banho de gelo. Ap6s completa solubilizagdo, as amostras foram mantidas em geladeira over
night, e em seguida foram centrifugadas a 4500rpm a 7°C por 10 min. O sobrenadante foi
removido, e o precipitado ressuspendido em 5 mL de tampao citrato de sédio pH 4,8 (anexo
D). Posteriormente, as amostras (precipitado e sobrenadante) de cada tratamento foram
imediatamente submetidas a dessalinizacdo por processo de dialise a 4°C por 20h com trocas
sucessivas de tampao.

4.13. Liofilizac&@o do extrato enzimatico bruto

A concentracdo das amostras em liofiliador da LIOTOP - L10locorreucom reducéo de
5 a 10 vezes do volume inicial, em liofilizador a - 55 °C,sob vacuo. Foram congelados 50 mL
de amostras em nitrogénio liquido, antes de irem para o liofilizador. Apds a concentracdo, o
volume final foi medido, e determinadas as atividades e quantificados os teores de proteinas.

4.14. Rendimento dos processos de concentracgao e avaliagdo da purificacao parcial:

O Fator de Concentracdo (FC) foi calculado conforme a equacéo 2.

A eficiéncia dos processos de ultrafiltracdo e precipitagdo com sulfato de amonio foi
avaliada pela recuperacdo da atividade enziméatica (RA) e pelo fator de purificacdo (FP),
dados pelas equacdes 3 e 4, respectivamente (BIAZUS et al., 2006, 2007; SANTOS, 2001;
TOLEDO et al., 2007).

FC = Vz’nicirﬂ E 2
B I'{r’z'na! q( )
Atividade enzimdatica total do concentrado
- X 100 Eq. (3)

Atividade enzimatica total da amostra

Atividade enzimatica especifica do concentrado
FP = — — — X 100 Eq. (4)
Atividade enzimatica especifica da amostra
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4.15. Caracterizacao bioquimica

4.15.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese com agente desnaturante (SDS) foi realizada segundo o método de
Laemmli (1970), com gel de poliacrilamida a 12,5%, para determinar o perfil das proteinas no
complexo enzimatico. Foi utilizado o seguinte padrdo de peso molecular: fosforilase b (94
kDa), soro albumina bovina (67 kDa), ovoalbumina (43 kDa), anidrase carbonica (30 kDa),
inibidor de tripsina de soja (20,1 kDa) e lactoalbumina (14,4 kDa) (Sigma). A corrida foi
realizada a 160 V por 2 h a 4° C. Em seguida, o gel foi corado com Coomassie Blue R.

4.15.2. Zimografia

A fim de se tentar estimar o peso molecular das enzimas estudadas, foram realizadas
varias andlises de zimografia, utilizando estratégias diferentes como tentativa de se buscar um
procedimento adequado para cada atividade avaliada.

Foram realizadas diferentes estratégias para concentracdo da amostra utilizando diélise
com polietilenoglicol (PEG 6000) (MAZOTTOet al., 2010), com Centriprep (sistema de
centrifugagdo com membrana) a 3000 rpm por 30 min, e utilizando um sistema de
ultrafiltracdo da Amicon com membrana daMillipore de celulose regenerada (10000Da), e 1,5
bar de pressao.

O zimograma para protease foi realizado conforme o procedimento descrito por
Mazottoet al., (2010), utilizando gel de 10% e gelatina como substrato. Ao final da corrida, os
géis para protease foram lavados com Triton, incubados em tampao citrato a 37°C por 24h e
corados com solugéo vermelho congo.

Ja para as outras atividades seguiu-se 0 mesmo procedimento que o descrito no item
4.15.1, para a separacao das proteinas, porém sem a desnaturacdo da amostra. A separacao das
bandas foi realizada por aproximadamente 2h a 4°C com a finalidade de minimizar problemas
com a atividade das enzimas e evitar a sua desnaturacdo durante a corrida. Foram preparados
varios géis contendo os substratos especificos para cada enzima, variando-se a concentracdo
de substrato (1 e 2%), tempo de incubacdo (0,5, 24 e 48 h), temperatura (37 e 50 °C), e
concentracdo do corante vermelho congo (2, 1, 0.1 e 0.03%). A fim de se estimar 0s pesos
moleculares das enzimas CMCase, betaglicosidase, Xilanase e poligalacturonase pela
hidrolise dos substratos especificos para cada enzima presentes no gel, foram utilizados como
substrato carboximetilcelulose, celobiose, xilana (oat spelt) e é&cido poligalacturénico,
respectivamente.

Apos a eletroforese, o gel foi lavado com Solucdo de Triton X-100 por 1h, ou duas
vezes a 15 min. Em seguida, os geis foram incubados com tampéo citrato pH 4,8 a 37 e 50 °C
por 24 e 48h. Em seguida, o gel foi corado com vermelho congo 0,03%, podendo, antes ser
lavado com agua destilada duas vezes por 15 min. Depois de corado, o gel foi mergulhado em
solugéo de NaCl 1M, e deixado por 1 a 24h em geladeira.

Nos zimogramas para CMCase, B-glicosidase, Xilanase e poligalacturonase, foi
utilizado solucéo de lugol como corante alternativo, sendo o gel escaneado imediatamente
apos corado.

4.16. Analise da composi¢ao de monossacarideos

Os produtos de hidrolise de xilana (oat spelts), carboximetilcelulose, celobiose e acido
poligalacturénico pelo extrato enzimatico bruto foram analisados qualitativamente por
cromatografia de camada fina de alta eficiéncia (HPTLC) em placas de silica gel 60 da
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Merck, com tamanho de 20x20cm, sensibilizada com solucdo de fosfato de potassio dibasico
0,3M. Para o desenvolvimento da corrida foi utilizado um esquema de solventes composto por
n-butanol-acetona-agua (4: 5: 1) por volume. Como padrdo de carboidratos foi utilizado uma
mistura de monossacarideos (ramnose, galactose, glucose e manose) a 2% em solugédo aquosa.

A hidrolise ocorreu em proporces variadas (idénticas as utilizadas nos itens de
determinacdo de atividade) e ap6s 18h de reacdo a 50°C, foram aplicados na placa 2 pL do
padrdo de carboidratos, do substrato, branco de reacdo e do material hidrolisado, seguindo-se
ao desenvolvimento de trés corridas para separacdo dos carboidratos. Realizou-se também o
mesmo procedimento para o produto de hidrolise de acido poligalacturénico, porém a
temperatura de reagéo utilizada foi 35°C.

A cromatografia foi revelada com orcinol-H,SO, (KANFER; HAKOMORI,1983) e
posteriormente a placa foi exposta a 100'C por 5 min.

4.17. Caracterizacao fisico-quimica

4.17.1. Determinacdo do pH e da temperatura Otima de atividade para
Carboximetilcelulase e p-glicosidase do extrato enzimatico ultrafiltrado

O efeito do pH e da temperatura na atividade das enzimas caboximetilcelulase e B-
glicosidase foi avaliado através de metodologia de planejamento experimental fatorial, utilizando
um delineamento composto central rotacional (DCCR), conforme a Tabela 6. O esquema
utilizado foi um DCCR 27, incluindo quatro pontos centrais e quatro pontos axiais totalizando 12
ensaios.

Na Tabela 7 sdo apresentados os niveis codificados e reais utilizados no DCCRpara
avaliacdo do pH e temperatura 6timos nas atividades de CMCase e 3-glicosidase.

A andlise da matriz de respostas de atividade enzimatica de CMCase e B-glicosidase foram
feitas com auxilio do software Statistica versao 7.0. E os resultados obtidos foram comparados com 0s
resultados de outros trabalhos.

Para a realizacéo dos ensaios foi utilizado uma amostra de preparagao enzimética concentrada
por ultrafiltracdo. As determinacdes enzimaticas para CMCase e [-glicosidase ocorreram conforme
descrito nostopicos 4.7.2 e 4.7.3, mudando apenas a temperatura de reacdo e o pH das solugdes de
carboximetilcelulose e celobiose. Para os valores de pH de 3 a 5,5 utilizou-se tampdo citrato de sodio
(anexo D), ja para os valores de 7,3 e 8,0foi utilizado tampao fosfato (anexo E).
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Tabela 6. Delineamento composto central rotacional 2% codificado para o estudo do efeito do
pH e temperatura para as atividades de CMCase e B-glicosidase.

Variaveis
Ensaio

Temperatura(°C) pH
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 -1,41 0
6 +1,41 0
7 0 -1,41
8 0 +1,41
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0

Tabela 7. Valores codificados e reais utilizados no delineamento composto central rotacional
2% para avaliacdo do pH e temperatura 6timos nas atividades de CMCase e B-glicosidase.

., Nivel
Variavel
-1,41 -1 0 +1 +1,41
pH 3,0 3,7 55 7,3 8,0
Temperatura (°C) 30 37 55 73 80
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Comparacéo das trés diferentes condic6es de producao de celulases e enzimas
correlatas por Aspergillus niger 3T5B8 em fermentacéo em estado solido (FES)

Neste trabalho foram produzidos extratos enziméticos de A. niger 3T5B8 por
fermentacao em estado sélido, utilizando-se trés condigdes diferentes (Tabela 5), previamente
selecionadas. Cada condi¢do € melhor produtora de um tipo de celulase (CMCase, FPase, B-
glicosidase). Os extratos enzimaticos obtidos nas 3 condi¢bes eram misturados gerando
amostras que foram utilizadas para avaliacdo da eficiéncia dos processos de concentracéo por
ultrafiltracdo, precipitacdo e liofilizacdo. Durante o desenvolvimento do trabalho foram
obtidas 3 amostras de celulases, mas somente em uma das amostras (mistura 3) foram
determinadas as atividades em cada uma das condi¢6es previamente definidas.

A Tabela 8 mostra os resultados das trés condi¢des separadamente para Ultima amostra
obtida (Mistura 3), onde, pode-se observar que na condicdo 1 obteve-se maior atividade de
CMCase (94,9 Ul/gms), e na condi¢do 3 foi obtida maior atividade de B-glicosidase (416,5
Ul/gms), corroborando as expectativas quando se propés a estratégia de diferentes condigdes
de producdo da enzima para se obter um maximo de cada uma das celulases. Entretanto,
apesar de se esperar uma atividade maior de FPase na condi¢do 2, ndo foi detectada nenhuma
atividade de FPase em nenhuma das trés condicdes para a mistura 3. Por este motivo, na
Tabela 8, as atividades para FPase estdo zeradas. Este resultado é discordante dos obtidos
anteriormente pela equipe do Laboratério de Processos Fermentativos da Embrapa
Agroindustria de Alimentos (COURI et al, 2009) e também do resultado obtido pelas duas
primeiras producOes realizadas neste trabalho (Misturas 1 e 2 da tabela 11). Uma hipdtese
levantada seria a perda do dominio de ligacdo (CBD) de algumas enzimas durante a extracdo
e preparo da amostra, resultando na auséncia, ou drastica reducdo da atividade FPase, pelo
fato dos CBDs exercerem um papel essencial para a hidrélise da celulose cristalina.

As atividades enzimaticas dos trés extratos produzidos para composic¢do da Mistura 3,
sdo expressos em termos de unidade por volume (Ul/mL) na Tabela 9. Ainda avaliando os
resultados apresentados pelos trés extratos produzidos para composi¢do da Mistura 3, foi
possivel observar altas concentracfes para as atividades das enzimas poligalacturanase e -
glicosidase na condigdo 3 sendo que esta Ultima tem um papel importante no mecanismo de
atuacdo das celulases, pois atua sobre a hidrolise da celobiose, que é um inibidor da atuacéo
das celulases. Ja na condicdo 1, obteve-se concentracOes elevadas de CMCase e xilanase.

Zuiiiga et al., (2009) na producdo de FPase, xilanase e endoglucanase empregando
bagaco de cana de agUcar e A. niger com nutrientes (uréia, peptona, extrato de levedura e
outros), a temperatura de 32°C, obteve atividades de 0,50, 43 e 41 Ul/gms, respectivamente,
apos 72h de processo. Sukumaran et al. (2009) obtiveram 4,5 e 21,95U/g de massa seca para
B-glicosidase utilizando Trichoderma reesei RUT C30 e Aspergillus niger MTCC 7956,
respectivamente, ap0s 72h de producdo. Os mesmos também conseguiram obter uma
concentracdo maxima de 135,44 Ul/g de CMCase produzidos por Aspergillus niger MTCC
7956, apos 96h de producéo, realizada por FES utilizando farelo de trigo como substrato.

Os resultados obtidos neste experimento demonstraram uma producao de p-glicosidase
por A. niger 3T5B8 19 vezes superior a obtida por Sukumaram et al.(2009), e uma producéo
de xilanase quase 7 vezes maior que a obtida por Zufiga et al. (2009).

Considerando que este trabalho obteve em 48h a producdo maxima de
aproximadamente 95U1/g de CMCase, metade do tempo descrito por Sukumaran et al. (2009),
observa-se que a linhagem mutante de A. niger 3T5B8 possui grande potencial para producgéo
desta enzima, visto que obteve uma boa produtividade.
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Tabela 8. Atividades enzimaticas em Ul/g de massa seca na Mistura 3 para as trés condicoes

utilizadas.
Extratos produzidos para composicdo da mistura 3
At(iL\J/iI(/jg)de Condicéo 1 Condicdo 2 Condicdo 3
EiG(CV%) X+o(CV%) Xto(CVu)
FPase 0 0 0
CMCase 94,9+0,3(0,4) 41,3+1,4(3,4) 71,2 +£0,6(0,9)
PGase 297,4 +6,3 (2,1) 221,4+6,0 (2,7) 406,8 £ 0,0 (0,0)
BGase 293,8+ 0,70 (1,6) 232,8+7,1(3,1) 416,5+5,6 (1,3)
Xilanase 289,3+4,4(1,5) 15,1+£2,1(13,9) 61,2+ 1,0(1,6)
Protease 54,4 +0,1(0,3) 46,6 + 1,2 (2,5) 51,7+ 1,2(2,3)

Onde: ¥ - média aproximada; o- variancia; CV % - coeficiente de variacéo

Os resultados obtidos para B-glicosidases nas trés condi¢fes trabalhadas demonstram
uma alta atividade desta enzima (Tabela 9).

Tabela 9. Atividades enzimaticas do extrato liquido em Ul/mL na Mistura 3 para as trés

condigdes utilizadas.

Extratos produzidos para composi¢éo da mistura 3
Atividade — — —
UI/mL) Condigéo 1 _Condlgao 2 _Condlgao 3
EiG(CV%) Xto(CV%) Xto(CV%)
FPase 0 0 0
CMCase 18,3+0,1(0,4) 8,4+ 0,3 (3,40) 16,1+ 0,1 (0,9)
PGase 57,2+1,2(2,1) 451+1,2(2,7) 91,9+0,0(0,0)
pGase 56,5 + 0,9 (1,6) 474 +1,4(31) 94,1+1,3(1,3)
Xilanase 55,6 £0,9 (1,5) 3,1+£0,4(13,9) 13,8+0,2(1,6)
Protease 10,5+ 0,1 (0,5) 9,5+0,1(0,6) 11,7+0,2 (1,4)

Onde: X - média aproximada; o- variancia; CV % - coeficiente de variagéo

Atraves do método de Lowry, utilizado para a determinagdo da concentracdo de
proteinas, obteve-se para cada uma das trés condicfes utilizadas, concentragdes de proteinas
correspondentes a aproximadamente 4, 6 e 7 g/L para as condicOes 1, 2 e 3, respectivamente.
De posse dos valores obtidos foram calculadas as atividades especificas aparentes (Tabela 10)
das celulases e enzimas correlatas. Os melhores resultados para CMCase e B-glicosidase
continuaram sendo obtidos pelas condi¢des 1 e 3, respectivamente, apesar de no caso da [-
glicosidase, na condigdo 1 ter sido obtido praticamente a mesma atividade especifica da
condicéo 3.
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Tabela 10. Determinacdo das atividades especificas aparentes (U/mg de proteina) do extrato
liquido da Mistura 3 para as trés condicGes utilizadas.

Atividades especificas aparentes (U/mg) Proteina
Mistura 3 : (9/L)
CMCase pGase PGase Xilanase Protease X+o
Xto X+to Xto Xto Xto
Condicdol | 4,201 13,1+0,9 13,2£1,2 12,9+0,9 2,4+0,1 4,3+0,0
Condicdo2 | 1,3+0,3 7514 7,212 0,5+0,4 1,5+0,1 6,3+0,1
Condicdo 3 | 2,30,1 13,2+1,3 12,9+£0,0 1,9+0,2 1,6£0,2 7,1+0,1

De acordo com trabalhos anteriores realizados pela equipe da Embrapa CTAA, foi
observado que o periodo de 48h era um periodo de alta producdo das celulases. Embora
muitos trabalhos citem producdes de 96 a 192 h, optou-se por uma producdo de 48h visando
dessa forma uma melhor produtividade.

Os resultados obtidos por Rocha (2010) para avaliacdo da producdo das enzimas
invertase, amilase e celulase por diferentes linhagens de Aspergillus niger apontaram que as
maiores producBes da enzima celulase ocorreram até o terceiro dia (72 h), havendo um
decréscimo a partir do quarto dia (96 h).

Na Tabela 11 estdo apresentadas as atividades enzimaticas obtidas apos a mistura das
trés condicdes produzidas, para todas as amostras obtidas. Analisando-se os resultados,
verifica-se que as amostras apresentaram variaces em relacdo as diferentes atividades
enzimaticas avaliadas. O principal motivo que pode explicar esta variagdo consiste no fato de
cada amostra ter sido obtida pela mistura das 3 condi¢des de processo e que a extracdo da
enzima de cada condi¢do ndo é homogénea, ou seja, ndo se pode garantir que cada amostra
seja fruto da mistura dos mesmos volumes extraidos das diferentes condi¢fes. Outros motivos
de cunho operacional que podem influenciar esta variagdo sdo temperatura do banho,
temperatura ambiente e sistema de aeracao.

Tabela 11. Valores das atividades enzimaticas das misturas 1, 2 e 3.

Atividades enzimaticas (Ul/mL) Proteina
Misturas FPase CMCase BGase PGase Xilanase | Protease g_{giL)
Xto Xto Xto Xto X+o Xto A0

11,1+0,2 | 18,2+0,0 | 56,9+0,9 {202,0+1,7| 555+0,4 | 21,0+1,1 | 11,0+0,1

126+00 | 13,1+0,0 | 81,8+1,3 |1548+1,7| 752+0,4 | 143+11 7,0+ 0,0

0 216+03 | 776x18 |1151+05| 66,3+0,9 | 7,0£0,3 8,2+ 0,1

Hesseltine (1987) apontou que a auséncia de agitacdo nos fermentadores estaticos e a
baixa condutividade térmica dos materiais bioldgicos sdo 0s principais responsaveis pela
elevacdo da temperatura do leito solido e, consequentemente, pela reducdo da atividade
microbiana. Desta forma, o principal problema operacional da FES esta ligado a transferéncia
de calor produzido pela atividade microbiana que se acumula durante a fermentacéo.

Raimbault (1998) mencionou que a aera¢gdo na FES mantém as condic¢Bes aerdbicas,
regula a temperatura do substrato e o nivel de umidade, além de atuar na dessorcao do didxido
de carbono formado durante a fermentacdo. Pelo processo de aeracdo, também é possivel
induzir reagbes metabolicas, seja por estresse hidrico, estresse térmico ou mudancas de
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temperatura, podendo estes processos alterar drasticamente 0 comportamento bioquimico ou
metabolico.

Sukumaran et al.(2009) obtiveram 1,14 Ul/mL de FPase , 14,98 Ul/mL de CMCase,
0,22 Ul/mL de B-glicosidase utilizando Trichoderma reesei RUT C30. Os mesmos autores
obtiveram 0,22 Ul/mL para FPase, 6,77 U/mL de CMCase e 2,84UI/mL de [-glicosidase
utilizado Aspergillus niger MTCC 7956.

Com base nos resultados de atividade enzimatica obtidos por A. niger 3T5B8 (Tabela
11) conclui-se que esta linhagem desponta como um grande produtor de celulases, pois
diferentemente da maior parte das linhagens de Aspergillus e de Trichoderma reportadas na
literatura, a 3T5B8 consegue produzir os 3 tipos de celulase de forma eficiente e com altas
atividades, apesar de problemas com a producdo ou estabilidade da FPase ainda precisarem
ser resolvidos.

5.2. Avaliacéo dos processos de concentracao

Esta secdo € dividida em trés tdpicos, onde sdo apresentados os resultados das
operacdes de concentracdo por ultrafiltracdo, precipitacio com sulfato de amonio e
liofilizacdo.

5.2.1 Concentracao do extrato enzimatico por ultrafiltracdo

Foi utilizada inicialmente uma membrana “virgem” de PES, sendo esta caracterizada
através de sua permeabilidade antes deser utilizada no processo. A mesma membrana foi
reutilizada no segundo processo e a sua permeabilidade inicial foi utilizada para comparacéo
das permeabilidades realizadas apos a limpeza e antes do segundo processo. Dessa forma
pode-se observar se a membrana manteve as suas caracteristicas, ou se houve alteracdo de
suas propriedades de fluxo, devido ao entupimento dos poros, ou a uma alteracdo de sua
estrutura.

Permeabilidade da Membrana

Antes de iniciar as operagdes de concentracdo, a membrana “virgem” foi submetida a
uma etapa de compactacdo com recirculagdo com agua durante aproximadamente 1h, para que
ocorresse a compactacdo da estrutura morfolégica da membrana, reduzindo problemas de
alteracdo ao longo da concentracdo. Em seguida, a permeabilidade hidraulica da membrana
foi determinada através da medida do fluxo de permeado em trés pressdes diferentes (1,2 e 3
Bar), conforme demonstrado na Figura 8. Esse procedimento foi repetido antes e apds os
processos de concentracdo do preparado enzimatico a fim de verificar a limpeza e a
integridade da membrana.
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Figura 8. Permeabilidade hidraulica da membrana de Polietersulfona.

Observou-se um aumento do fluxo permeado com o aumento da pressao, porém isto ndo é uma
regra, e nem sempre 0 aumento de pressdo é sucedido pelo aumento do fluxo permeado.

Comportamento do fluxo permeado

O comportamento do fluxo permeado foi semelhante nos dois processos realizados,
conforme pode ser observado no grafico da Figura 9. Observou-se um decréscimo no fluxo
permeado nos primeiros 40 min do processo, apresentando uma queda de quase seis unidades.
O decréscimo no fluxo do permeado esta relacionado ao aumento da resisténcia da membrana
a transferéncia de massa devido a formacdo de incrustacbes, fendmeno também conhecido

como fouling

Comportamento do Fluxo Permeado ao longo do
Processo

18
16

—&—Extrato A
~l—Extrato B

J(L/hm?)

Média

0 20 40 &0 80 100
Tempo (minutos)

Figura 9. Comportamento do fluxo permeado ao longo do tempo de processamento do
extrato enzimatico com a membrana de corte de 20 kDa.
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5.2.1.1. Comparacdo das atividades enzimaticas no concentrado obtido por UF e no
extrato enzimatico

Para as concentracdes dos extratos enzimaticos foram realizadas duas operacGes sob as
mesmas condigdes de temperatura (20°C) e pressédo (1lbar). Na primeira operagdo foram
utilizados 800 mL da Mistural e na segunda operacdo foram utilizados 500 mL da Mistura 2
(Tabelall). O processo de ultrafiltracdo originou duas fracdes: a fragdo retida (preparagédo
celulolitica concentrada) e a fracdo permeada. Ao final da ultrafiltracdo,a preparacédo
celulolitica concentrada apresentou um volume de 400 e 250 mL, na primeira e na segunda
operacdes, respectivamente, obtendo-se uma concentragdoem relacdo ao volume,de 50% nos
dois processos.

A Tabela 12 mostra as atividades enziméticas dos extratos enzimaticos brutos A e B,
que correspondem as Misturas 1 e 2, respectivamente e apds a concentracdo (concentrados e
permeados A e B). A excecdo da FPase, todas as enzimas apresentaram aumento de suas
atividades no concentrado obtido tanto pelo processo A, bem como pelo B. Estes resultados
indicam que houve uma significativa retencdo pela membrana das enzimas CMCase, [3-
glicosidade, poligalacturanase, xilanase e protease tendo como consequéncia 0 aumento da
concentracdo das mesmas (Tabela 12).

Considerando que o extrato enzimatico foi concentrado de 800 mL para 400mL no
processo A, e de 500 mL para 250 mL no processo B, ou seja, metade do volume inicial,
verificou-se uma boa eficiéncia do processo de UF, visto que a atividade das enzimas
estudadas aproximou-se ao dobro do observado no extrato enzimatico bruto para a maioria
das atividades estudadas (Tabela 12).

Tabela 12. Comparacéo entre as atividades do extrato bruto, concentrado e permeado dos
processos A e B apds a ultrafiltracao.

Atividades enzimaticas (UlI/mL)
Amostras FPase CMCase BGase PGase Xilanase Protease Proteina
s = = = = e (mg/ml)
Y+o X+o X+o X+o X+0 X+o0 "—(
Ato
EXUrato A | 111402 |182+00| 569409 | 2020+34 | 55504 | 21011 | 11,040,0
(Mistura 1)
Conc‘i"\‘”ado 10,7403 |27,4+0,7 | 1026+0,2 | 363522 | 883+04 | 409+48 | 12,8401
Permeado A 0 19400 | 0100 | 0600 0 0 5,9+0,0
ExtratoB | 156400 |131+04 | 81,8413 | 1548+17 | 752405 | 143+11 | 70201
(Mistura 2)
Conceé‘”ado 94+03 |260+00|1524£00 | 276544 | 1338+04 | 27,211 | 7401
Permeado B 0 0 0 1,8+0,0 0 0 3,8+0,1

Onde: x - média aproximada; ¢ - desvio padrao

Um aspecto positivo a ser apontado € a recuperacao das atividades enzimaticas, que,
com excecdo da atividade de FPase, apresentaram valores percentuais na faixa de 88 a 100%
para o processo B (Tabela 13).

Contudo, o processo A apresentou um percentual de recuperagdo um pouco inferior
para as atividades CMCase e xilanase (Tabela 13). Dois fatos podem ter influenciado estes
resultados: a passagem de pequena quantidade de enzima pela membrana, visto que no
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primeiro processo foi utilizada uma membrana virgem; outro fato é a elevada velocidade da
vazdo de circulaco, considerada alta em relagdo a maioria dos trabalhos realizados, e 0 maior
tempo de processo (devido ao maior volume de amostra no processo A).

No permeado do processo B foi encontrado atividade apenas para PGase,
sendodeterminado 1,8 UI/mL. Uma possivel explicacdo seria uma alteracdo da estrutura da
membrana até completa compactacdo, retendo melhor as enzimas no segundo processo, 0 que
pode ser constatado pela deteccdo de atividade paraCMCase (1,9 Ul/mL), B-glicosidase (0,1
Ul/mL) e PGase (0,6 UI/mL) no permeado do processo A, enquanto que no processo B nédo
foi detectado atividade de CMCase e -Gase.

Também deve ser destacado que, devido ao fluxo elevado, houve uma formacéo de
espuma nos sete primeiros minutos do processo A. Ja no processo B, este fato, minimizado
peloaumento gradual da circulacdo da amostra no sistema antes da aplicacdo da carga de
pressdo para o segundo processo (processo B).

Com excecdo da atividade FPase, todas as outras enzimas tiveram um fator de
purificacdo no segundo processo del,7 a 1,9, mostrando que além do aumento da atividade
enzimatica também houve uma purificacdo parcial das amostras (Tabela 13). Considerando
gue o aumento da concentracdo de proteina foi quase insignificante no segundo processo,
deve-se considerar a possibilidade de uma remocdo de agentes inibidores de atividade
enzimatica durante a ultrafiltracéo.

Tabela 13. Comparacdo das atividades especificas, percentuais de recuperacao e fatores de
purificacdo apds a UF, para os processos A e B.

Ativ. Especifica’ Ativ. 2
e 1 Recuperacao Fator de
(Amostra) Especifica’(concentrado) (%) purificacao®
(Ul/mg) (Ul/mg)
A B A B A B A B
FPase 1,01 1,79 0,83 1,28 48,07 37,54 0,83 0,71
CMCase 1,65 1,87 2,14 3,51 75,13 98,93 1,29 1,88
BGase 5,17 11,64 8,02 20,59 90,08 93,15 1,55 1,77
PGase 18,34 22,02 28,40 37,37 89,98 89,30 1,55 1,70
xilanase 5,04 10,75 6,90 18,08 79,61 88,89 1,37 1,68
Protease 1,91 2,03 3,19 3,68 97,32 98,68 1,68 1,82

A Atividade especifica foi calculada dividindo a atividade enzimatica pela massa de proteina; “Calculado conforme
equagdo 3 (item 4.14); *Calculado conforme equagio 4 (item 4.14).

A concentracdo de proteina no permeado foi de 12,8 e 7,4mg/mL para 0s processos A
e B, respectivamente (Tabela 12). Essa massa pode estar ligada a passagem de outras enzimas
de massa molecular menor presentes no meio. Como foram encontrados valores de atividade
de 0,1, 1,9 e 0,6 Ul/mL no permeado do processo A, mesmo sendo valores pequenos, essa
massa de proteinas pode estar relacionada a passagem de pequenas quantidades de enzimas.
Outro fator que pode estar influenciando a presenca dessa massa de proteina no permeado
seria a presenca de fragmentos de proteina oriundos da hidrélise causada pela acdo de
proteases sobre a FPase e outras enzimas que ndo as avaliadas, ja que as atividades de
CMCase, BGase e enzimas correlatas ndo foram reduzidas.

A determinacdo da concentracdo de proteina possibilitou a realizagdo do balanco de
massa do processo. Foram observadas perdas de 1,3 g e 0,7 g de proteinas para 0s processos
A e B, respectivamente. Essa massa de proteina, provavelmente, ficou retida na membrana,
seja pelo entupimento dos poros ou adsor¢do, podendo ser responsavel pela reducgéo do fluxo,
conforme observado no grafico apresentado na Figura 9.
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5.2.2. Avaliacdo da concentracgdo por precipitacdo com sulfato de aménio seguido de
dialise

A concentracdo do extrato enzimatico com sulfato de aménio foi testada conforme
descrito no item 4.12 e em seguida foi realizada a retirada de sal das amostras atraves de
dialise. Posteriormente, foram determinadas as atividades das enzimas presentes no extrato
enziméatico (mistura 2) e a concentracdo de proteinas utilizando metodologia descrita em
materiais e métodos.

A quantificacdo de proteina ocorreu antes e ap0s a concentracdo por precipitacéo,
segundo a metodologia descrita no item 4.8. Ela serviu para determinar as atividades
especificas das enzimas presentes na preparacdo enzimatica antes e apds a precipitagéo,
possibilitando dessa forma avaliar se ocorreu algum grau de purificacdo dasamostras.

Ap0s as dialises foram medidos os volumes das amostras, para a determinagdo da
recuperacdo percentual das atividades avaliadas, podendo comparar de forma proporcional a
atividade realmente obtida com a atividade esperada.

Para a diélise foram testadas inicialmente trés membranas diferentes, duas de
celulose regenerada, com cut-off de 12.000-16.000 Da e outra de 12.000-14.000 Da. Porém,
antes do término do processo, as membranas se romperam. Provavelmente, isso ocorreu
devido a uma possivel alteracdo da estrutura da membrana, causada pela atividade celulolitica
uma vez que a membrana é constituida de celulose regenerada e, portanto, ndo teria resistido a
acdo das celulases presentes na preparacdo enzimatica. Portanto, foi realizado outroteste com
membrana de Ester celulose (CE) de 500 Da, que suportou bem ao processo de dialise.

Foram realizadas cinco condicdes de saturacdo (20, 40, 50, 60 e 80%), com o
propdsito de avaliar qual condicdo de saturacdo seria mais eficiente para concentracdo e pré-
purificagdo das enzimas presentes. Através de uma avaliagdo visual observou-se que & medida
que o valor da concentracdo de sulfato de amodnio aumentava, o sobrenadante obtido ficava
mais claro e a altura (quantidade) do precipitado aumentava (Figura 10). Para a amostra
saturada com 20% de sal (sulfato de aménio), ndo foi possivel observar nenhuma
precipitacdo, e a amostra submetida a uma saturacdo de 40% apresentou uma altura de
precipitado insignificante. Portanto estas duas condi¢des foram descartadas.

N ot sc¥tag
(Wu Yo SCK

Figura 10. Amostras das trés condi¢fes de saturacdo, 60%, 50% e 80% da esquerda para a
direita, respectivamente, ap0s a precipitacao e centrifugacéo.

Comparacdo entre as diferentes condic¢des de saturacao

Avaliando-se as atividades enzimaticas obtidas apoOs precipitagdo com 50% de
sulfato de amonio, verificou-se que os valores encontrados foram menores ou proXimos aos
do seu sobrenadante, portanto ndo houve uma boa precipitacao (Figura 11).
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Atividade em Ul/mL

Condicao de 50% de saturacao
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Figura 11. Atividades do sobrenadante e do precipitado para a condi¢do de 50% de saturacédo

em Ul/MI

J& nas amostras precipitadas a 60 e 80%, todas as atividades foram maiores que nos
seus sobrenadantes (Figuras 12 e 13). No sobrenadante da condicdo de 80%, as concentracdes
enzimaticas foram mais baixas comparado com o sobrenadante da amostra saturada a 60%,
apresentando atividade apenas para Xilanase e poligalacturanase. Este resultado demonstra
que a precipitacdo foi mais eficiente em 80% do que em 60% de saturagdo com sulfato de

amonio.

Atividade em Ul/mL

Condicao de 60% de saturagao
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Figura 12. Atividades do sobrenadante e do precipitado para a condi¢do de 60% de saturacao.
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Condicao de saturacao de 80%
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Figura 13. Atividades do sobrenadante e do precipitado para a condi¢do de 80% de saturacédo
em Ul/mL.

Analisando-se o fator de purificacdo na condicdo de 80 % de saturacdo (Tabela 14),
pode-se observar que a CMCase e a xilanase foram as que obtiveram maiores valores 2,8 e
3,8, respectivamente. No entanto, a xilanase obteve melhor purificacdo nas condic6es de 50 e
60%. Pelas determinacGes de protease, observou-se um aumento na condi¢do a 80% de
saturacdo. A protease presente no extrato enzimatico, pode ter influenciado na perda de
atividade enzimatica, principalmente da FPase, visto que esta apresentou recuperacdo maxima
de 14 % da sua atividade inicial.

As proteases produzidas por determinado organismo podem inibir a acdo de outras
enzimas, uma vez que estas sdo proteinas (AZEREDO et al., 2001; RAJMOHAN et al.,
2002). Castro (2006) observou em seu estudo que de todos os extratos analisados, 0 Unico que
apresentou atividade proteasica sobre o substrato avaliado foi o produzido por A. niger ATCC
16404, o que é coerente com o relatado pela literatura, visto que diversas espécies desse
género, como A. oryzae, A. sojae e A. saitoi sdo utilizadas na obtencdo de proteases
comerciais (SIGMA 2002).

Analisando o baixo percentual de recuperacdo obtido, pode-se supor perda de uma
parte da atividade enzimatica ocasionada por algum processo de desnaturacao irreversivel das
enzimas ou pela acéo da protease presente.
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Tabela 13. Avaliacdo da recuperacdo enzimatica e do fator de purificacdo obtidos para a condicdo de saturacao a 50%, 60% e 80%.

Atividade enzimdtica Atividade especifica® Recuperagéo * Fator de
] (Ul/mL) (Ul/mg) % Purificagéo®
Enzima - ~ ~ ~
Amostra Saturagdo Amostra Saturagdo Saturagdo Saturagdo
(mist. 2) |50% 60% 80% | (mist.2) | 50% 60% 80% |50% 60% 80% 50% 60% 80%
FP ase 12,6 1,8 3,7 3,1 1,8 1,3 14 0,8 51 13,1 18,3 0,7 08 04
CMCase 13,1 6,9 12,0 15,8 1,8 52 4,7 40 19,4 41,3 88,4 2,9 26 22

BGase 81,8 |16,5 458 71,9 11,6 12,3 179 183 |7,4 252 644 1,1 1,5 1,6
PGase 154,8 |22,2 31,7 153,5 22,0 16,5 12,3 33,3 |52 9,2 619 0,7 05 15
Xilanase 75,2 (42,9 85,3 82,2 10,7 32,0 33,2 209 |20,9 51,0 80,1 3,0 31 19
Protease 14,3 3,2 64 21,75 2,0 2,4 25 5,5 8,2 20,2 108,6 1,2 1,3 2,7

LA atividade especifica — calculada dividindo as atividades enzimaticas pela massa de protefna.
2 Calculado conforme equacéo 3 (item 4.14); ® Calculado conforme equacdo 4 (item 4.14).
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Analisando os resultados de atividade especifica e fator de purificacdo (Tabela 14),
as saturagdes a 60 e 80% demonstraram ser melhores para concentragdo das enzimas
avaliadas, apesar de em termos de protease que € indesejavel no extrato enzimatico, o
processo a 60% seria 0 mais aconselhdvel. Paralelamente, analisando as atividades
enzimaticas apos a dialise observou-se que, de forma geral, para as celulases, a condi¢do de
80% de saturacéo foi a que proporcionou o melhor resultado, obtendo-se atividades de 15,8 e
72 Ul/mL para CMCase e B-glicosidase apos concentrar 1,3 vezes em relacdo ao volume
(Tabela 15). No entanto, o volume final apds a diélise foi considerado alto e, portanto, a
amostra nao apresentou um aumento acentuado da atividade apds precipitacéo.

De posse dos valores de atividade enzimatica e de proteina antes e apos a
concentracdo, foi possivel calcular as atividades especificas aparentes das enzimas no extrato
bruto e nas trés condicbes de saturacdo (Figura 14). Com os valores de atividade especifica
pode-se avaliar se 0 processo além de concentrar o extrato também foi capaz de pré-purificar
0 extrato enzimatico.

Comparacéao entre as Atividades especificas
antes e apdés a precipitacao
Protease
Xilanase
PGase M Extrato saturado a 80%
Extrato saturado a 60%
BGase
M Extrato saturado a 50%
CMCase
M Extrato bruto
FPase
0 10 20 30 40 50
Ul/mg

Figura 14. Comparacdo entre as atividades especificas das preparacdes enzimaticas
concentradas por precipitacdo e a preparagdo enzimatica bruta.

Comparando as atividades especificas das amostras concentradas por precipitacdo e
dos extratos brutos, observou-se que nenhuma condicdo testada foi capaz de pré-purificar a
FPase. A condicdo de 50% de saturagdo foi suficiente para aumentar a atividade especifica
somente da CMCase e da Xilanase. Na condicdo de 60%, tanto CMCase, xilanase como
B-glicosidase foram pré-purificadas. No entanto, na condi¢do de 80%, além destas enzimas,
para poligalacturonase também se obteve resultado positivo (Tabela 14). Em relagcdo as
celulases FPase, CMCase ¢ [-glicosidase, as condigfes de 60 e 80% proporcionaram
praticamente 0 mesmo desempenho.

5.3. Concentracao do extrato enzimatico bruto por liofilizacao
Visando a concentracdo do extrato enzimatico por liofilizacdo foram realizadas duas
operacOes, processo A e B, sendo submetidos 50 mL da preparacdo enzimatica em
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liofilizador, pelo tempo de 7 e 9 horas, respectivamente. Apoés liofilizacdo, foram obtidos
volumes finais de 6,5 e 11 mL da preparacdo enzimatica concentrada.

De forma geral, a liofilizagdo demonstrou ter concentrado as enzimas (Tabela 15), no entanto
a perda de atividade das enzimas durante o processo foi significativa, exceto para xilanase,
pois enquanto o volume de amostra foi diminuido em 7,6 vezes (processo A), 0 aumento de
atividade foi de no maximo 5,9 vezes (CMCase). Sugere-se que com a concentra¢do do
extrato possa ter ocorrido também a concentracdo de inibidores da acdo destas enzimas. Esta
justificativa ganha forca com relatos da atuacéo de algumas proteinas na inibi¢éo de PGase, e
alguns carboidratos como celobiose, D-frutose, D- glucose, D-xilose e D-manose, como
inibidores de enzimas com atividade -glicosidase (CERVONE et al., 1987; CUIXIA et al.,
2009; SEIDLE et al., 2004; SEIDLE et al., 2006; PARK et al., 2001)

Por outro lado, o processo que obteve uma reducdo maior do volume apresentou (processo A)
uma recuperacao superior a 100% para a atividade Xilanase. Sugere-se que esse fato pode ter
ocorrido pela presenca de ativadores da atividade da enzima na amostra, que também foram
concentrados pela liofilizacdo e com isso atuaram de forma mais significativa na estrutura da
enzima. Como existem carboidratos na amostra, esta hipétese fica ainda mais fortalecida,
visto que existem alguns trabalhos relatando a atuacdo de glicose e maltose, como ativadores
de algumas xilanases (MATSUI & BAN-TOKUDA, 2008; KHANNA & GAURI, 1993).

A quantidade de proteinas na preparacao liofilizada era de aproximadamente 50 e 28 g
de proteina/L de enzima para os processos A e B, respectivamente. Observando-se os valores
de atividade especifica obtidos, pode-se observar que, exceto para xilanase, houve uma
reducdo da atividade especifica das enzimas (Tabela 15), fato que ja era esperado, em virtude
do processo de liofilizacdo apenas retirar agua do processo.

Tabela 14. Avaliacdo da recuperacdo da atividade enzimatica apds a liofilizacdo para os
processos A e B.

Atividade enzimatica Atividade especifica * Recuperagao >
Enzimas (Ul/ml) (Ul/mg) (%)
Extrato | Liofiliz | Liofiliz | Extrato | Liofiliz | Liofiliz | Liofiliz | Liofiliz

bruto A B bruto A B A B

FPase 0 0 0 0 0 0 0 0
CMCase 21,6 127,9 57,7 2,7 1,8 2,1 77,0 61,5
B-gase 77,6 3374 199,5 9,6 4,7 7.1 56,5 59,1
PGase 115,1 570,2 4412 14,2 8,0 15,7 64,4 88,2
Xilanase 66,3 762,5 275,8 8,2 10,7 9,8 149,5 95,7
Protease 7,0 39,0 25,5 0,9 0,5 0,9 72,4 83,8

ICalculado conforme equacéo 3 (item 4.14); * Calculado conforme equacéo 4 (item 4.14)

5.4. Comparacao entre os processos de concentragao

Analisando-se os resultados obtidos nos processos, ultrafiltracdo, precipitacdo com
sulfato de amonio e liofilizagdo foram selecionados os melhores resultados de cada um deles
visando identificar qual é o mais indicado para concentrar o extrato celulolitico produzido por
A. niger 3T5B8.

A comparacao foi feita em termos de atividade especifica, recuperacdo (%) e fator de
purificacdo, exceto para liofilizagdo, em virtude de neste processo ocorrer apenas remogéo de
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agua, nao havendo purificagdo. A comprovacdo deste fato pode ser observada na Tabela 16
em virtude da reducdo da atividade especifica apds liofilizacdo. Adicionalmente, no tocante a
recuperacdo (%), os resultados obtidos com a liofilizacdo, em geral, foram inferiores aos dos 2
outros processos. Com base nestes dados, o processo de liofilizagdo, nas condigdes em que foi
executado, ndo se mostrou adequado para concentrar as celulases.

Em relacdo ao parametro fator de purificacdo, pode ser verificado que nos processos
de ultrafiltracdo e precipitacdo houve uma purificacdo parcial do extrato enzimatico. (Tabela
16). Os resultados obtidos para ambos os processos foram semelhantes, exceto para protease
que foi maior para o segundo processo. Como a protease é uma enzima indesejavel no extrato
enzimatico, pode-se consider que em relacdo a purificacdo, a ultrafiltracdo foi o melhor
processo de concentragdo.

Avaliando-se o desempenho dos processos de ultrafiltracdo e precipitacdo em relacéo
a recuperacao da atividade enzimatica, os melhores resultados foram obtidos no processo de
ultrafiltracdo. Portanto, comparando-se os trés processos de concentragao utilizados, pode-se
afirmar que o processo de ultrafiltracdo foi o que apresentou melhor eficiéncia, visto que
apresentou elevada recuperagdo da atividade enzimaética e ainda apresentou uma purificacdo
parcial do extrato enzimatico.
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Tabela 16. Comparagéo entre os melhores processos de concentragéo.

Atividade especifica
Das amostras (Ul/mL)

Atividade especifica dos
concentrados (Ul/mg) *

Recuperagao % 2

Fator de Purificaco ®

TR P e | ue PPT Ler | U PPT L | up PP Ll
FPase 18 1,8 0 1,3 0,8 0 37,5 18,3 0 0,7 0,4 -
CMCase 18 1,8 2,7 5,2 4,0 1,8 98,9 88,4 77,0 1,9 2,2 -
BGase 11,6 11,6 9,6 12,3 18,3 4,7 93,2 64,4 56,5 1,8 1,6 -
PGase 22,0 22,0 14,2 16,5 33,3 8,0 89,3 61,9 64,4 1,7 1,5 -
Xilanase 10,7 10,7 8,2 32,0 20,9 10,7 88,9 80,1 149,5 1,7 1,9 -
Protease 2,0 2,0 0,9 2,4 54 0,5 98,8 108,6 72,4 1,8 2,7 -

UF: ultrafiltracdo, PPT 80%: precipitacdo com 80% de saturagdo com sulfato de amonio, Liof: liofilizacéo

! Atividade especifica — calculada dividindo as atividades enzimaticas pela massa de proteina.

2 Calculado conforme equacdo 3 (item 4.14);
¥ Calculado conforme equacdo 4 (item 4.14);
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5.5 Determinacéo do pH e Temperatura 6timos através de planejamento experimental
O extrato celulolitico utilizado para os experimentos de determinacdo do pH e da temperatura
6timos foi o concentrado por ultrafiltracdo. A escolha deste extrato em especifico, se deve ao
fato da ultrafiltracdo ter sido selecionada como o melhor processo de concentracao e também
ter sido capaz de pré-purificar as enzimas presentes.

5.5.1 Determinagéo do pH e da temperatura 6timos para a atividade da CMCase
Os resultados de atividade enzimatica de CMCase obtidos com a aplicagdo do
delineamento composto central rotacional 22 estdo expressos na Tabela 17.

Tabela 15. Atividades de carboximetilcelulase obtidas com o delineamento composto central
rotacional 22.

Ensaio Temperatura oH CMCase
(°C) (U/mL)
1 37 3,7 19,16
2 73 3,7 45,97
3 37 7,3 5,99
4 73 7,3 15,22
5 30 55 14,16
6 80 55 38,19
7 55 3,0 30,12
8 55 8,0 10,43
9 55 55 36,27
10 55 55 34,36
11 55 55 35,82
12 55 55 33,85

Os dados de atividade enzimatica foram inseridos no programa computacional
Statistica e os resultados dos coeficientes de regressao e desvio padréo para a atividade de
CMCase, com 5% de significancia estdo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18. Coeficientes de regressdo e desvios padrdo do planejamento fatorial composto
central rotacional 2% para a atividade de CMCase.

Coeficiente Desvio
de i Padrio t(6) p-valor
regressao
Média* 35,08 1,31 26,76 0,000
(1) Temperatura (L)* 8,77 0,93 9,44 0,000
Temperatura (Q) * -4,87 1,04 -4,68 0,003
(2)pH (L) * -8,99 0,93 -9,68 0,000
pH (Q)* -7,84 1,04 -7,54 0,000
1L x 2L* -4,39 1,31 -3,35 0,015

*Fator estatisticamente significativo (95% de confianca)

48



A analise dos resultados da atividade de CMCase demonstrou que todas as variaveis
foram significativas, a um nivel de confianca de 95% e, portanto, todas foram consideradas para a
avaliacdo da analise de variancia (ANOVA). O coeficiente de correlacdo obtido para este
planejamento foi de 0,9775.

A Tabela 19 mostra a analise de variancia (ANOVA) para determinacéo do efeito do pH e
da temperatura na atividade da enzima CMCase.

Tabela 16. Analise de variancia no estudo do efeito das variaveis pH e Temperatura na
atividade da CMCase.

Fonte de Soma dos (_Braus de Média
- guadrados liberdade Lo Fcal F(0.05; 5: 6)
variagao (SS) (GL) quadratica
Regressao 1797,71 5 359,54 52,29 3,11
Residuos 41,25 6 6,88
Total 1838,97 11

Para a atividade de CMCase através do teste F de Snedecor realizado, observou-se um F
calculado (Frogelo = 52,3) 16,8 vezes maior que o F tabelado (Fooss6 = 3,11). De acordo com
avaliacdo realizada, pode-se dizer que o0 modelo matematico obtido é preditivo e significativo a
um nivel de confianca de 95% (p < 0,05). A adequacdo do modelo foi verificada pelo coeficiente
de determinacdo (R? = 0,98). Os resultados obtidos para os pontos centrais mostraram uma boa
repetibilidade, devido ao baixo erro puro (1,3). Esses resultados foram satisfatérios para a
obtencdo de um modelo que representa a relacdo real entre as variaveis independentes
(temperatura e pH) e a atividade da enzima CMCase na preparagdo enzimatica ultrafiltrada.

Ap0s a validacdo do modelo através da ANOVA, pdde-se obter o modelo de segunda
ordem (equacdo 5) que representa a atividade da enzima CMCase em relacdo as variaveis
estudadas (pH e temperatura).

Atividade CMCase = 35,08 + 8,77 T —4,87T2 - 899 pH - 7,84 pH? — 439 TpH)  Eq.(5)

Verificou-se através da analise da superficie de resposta e curvas de contorno que
valores maiores de pH influenciaram negativamente a atividade da CMCase, enquanto perfil
contrério foi obtido para a temperatura. Com base nas condi¢des de processo estudadas, pode-
se afirmar que a faixa que aumentara a atividade da enzima fica, aproximadamente, entre 60 e
80°C e pH entre 3 e 5,5 (Figura 15).
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Figura 6. Superficie de resposta e curva de contorno para estudo do efeito do pH e da
temperatura na atividade de CMCase.
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5.5.2 Determinacdo do pH e da temperatura 6timos para a atividade da p-glicosidase
Os resultados de atividade enzimatica da B-glicosidase para o delineamento composto
central rotacional 22 estdo expressos na Tabela 20.

Tabela 20. Atividades de B-glicosidase obtidas com o delineamento composto central
rotacional 22.

. Temperatura B-glicosidase
Ensaio (°C) pH (Ul/mL)
1 37 3,7 17,35
2 73 3,7 5,02
3 37 7,3 0,00
4 73 7,3 0,00
5 30 55 6,65
6 80 55 1,50
7 55 3,0 24,68
8 55 8,0 2,00
9 55 55 31,40
10 55 55 31,33
11 55 55 31,67
12 55 55 30,16

Na tabela 21 estdo apresentados todos os resultados dos coeficientes de regressdo e
desvio padrdo para a atividade de B-glicosidase, considerando-se 5% de significancia.

Tabela 21. Coeficiente de regresséo e desvio padréo do planejamento fatorial composto
central rotacional 27, para a atividade de B-glicosidase.

Coeficiente Desvio
de ) Padro t(6) p-valor
regressao
Média* 31,1508 0,33 93,24 0,000
(1) Temperatura (L)* -2,46 0,24 -10,39 0,002
Temperatura(Q)* -14,37 0,27 -54,17 0,000
(2) pH (L)* -6,81 0,24 -28,80 0,000
pH (Q)* -9,71 0,27 -36,60 0,000
1L x 2L* 3,08 0,33 9,23 0,003

*Fator estatisticamente significativo (95% de confianca)

A analise dos resultados da atividade de B-glicosidase demonstrou que todas as variaveis
foram significativas, a um nivel de confianga de 95%. A tabela 22 mostra a analise de variancia
(ANOVA) para determinagdo do efeito do pH e da temperatura na atividade da enzima
B- glicosidase.
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Tabela 22. Analise de variancia no estudo do efeito das variaveis pH e Temperatura na
atividade da B-glicosidase

Somados Graus de -
Fonte gle quadrados liberdade Meédia
variacéo

(S9) (GL) quadratica Feal Foossi)
regressao 2079,02 5 415,80 73,16 3,11
residuos 34,10 6 5,68

total 2113,12 11

Na analise dos resultados observou-se que a atividade de B-glicosidase apresentou um
Featcutado (F =73,2) 23,5 vezes maior que o tabelado (Foes:5:6 = 3,11) e coeficiente de determinagéo
(R? = 0,98) Os resultados obtidos para os pontos centrais mostraram uma boa repetibilidade,

devido ao baixo erro puro (0,45). Desta forma, pode-se obter o0 modelo de segunda ordem
(equacdo 6) que descreve o comportamento da atividade de B-glicosidase.

Atividade B-glicosidase = 31,151 — 2,457 T — 14,369 T*— 6,813 pH — 9,71 pH® + 3,082 T pH Eq.(6)

O modelo foi altamente significativo, sendo possivel construir as superficies de
resposta (Figura 16) e definir as regides de interesse.

oy
B B
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Qe PRt AR
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a7 55 73 80
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Figura 7. Superficie de resposta e curva de contorno para estudo do efeito do pH e da
temperatura na atividade de -glicosidase.
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Verificou-se através da andlise da superficie de resposta e curvas de contorno que
valores extremos de pH e temperatura, dentro da faixa estudada, influenciaram negativamente
a atividade da B-glicosidase. Com base nas condi¢bes de processo avaliadas pode-se afirmar
que a faixa que aumentara a atividade da B-glicosidase fica aproximadamente entre 40 e 65°C
e pH entre 3,7 e 6,0.

Levando-se em consideragdo que, normalmente, estas enzimas sdo aplicadas em
processos biotecnoldgicos conjuntamente, o ideal é que a faixa de pH e temperatura utilizada
seja a mesma para ambas as enzimas. Neste caso, 3,7 a 5,5 e 60 a 65 °C, respectivamente.
Tanto a CMCase como a B-glicosidase apresentaram pH 6timo acido. Resultado semelhante
foi relatado por Lechner e Papinutti (2006) que verificaram pH 6timo de 3,5 para CMCase e
4,5 para B-glicosidase produzidas por Lentinus tigrinus por FES com farelo de trigo como
substrato.

Gao et al. (2008) estudando as caracteristicas de celulases produzidas por A. Terreus
em fermentagdo no estado solido utilizando palha de milho como substrato, observaram
atividade 6tima em pH 2 e pH 3 para endoglucanase e B-glicosidase, respectivamente. Ambas
apresentaram temperatura 6tima em 70°C.

Facchini et al (2011) observaram a temperatura étima entre 50 - 55 °C para CMCase
de Aspergillus japonicus, com pH 6timo em 4,0.

A grande maioria dos microrganismos de interesse para a area de alimentos, incluindo
a maior parte dos patégenos, pertencem ao grupo dos mesoéfilos, possuindo temperatura étima
de crescimento entre 25 e 40°C, e temperatura méxima entre 40 e 50°C. Portanto, em alguns
casos, S0 necessarios uso de temperatura numa certa faixa que nao favoreca o crescimento
desses microrganismos. A faixa de Temperatura 6tima verificada para as enzimas CMCase e
B-glicosidase se apresenta fora da faixa otima para os microrganismos mesofilos, e a faixa de
pH 6timo estd compativel com os valores de pH encontrados em varios alimentos, desde
muito &cidos, até os de pouca acidez. Portanto, os resultados de temperatura e pH 6timos
obtidos pelas enzimas em estudo sdo considerados promissores para futuras aplicacfes em
alimentos, embora seja ainda necessario avaliar a estabilidade a temperatura e ao pH para se
avaliar o potencial de uso das celulases em alimentos.

Analisando-se a Tabela 23 pode-se verificar que os resultados para temperatura e pH
Otimos das enzimas CMCase e p-glicosidase foram concordantes com o0s resultados
encontrados na maioria dos trabalhos avaliados.
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Tabela 23 - Comparacaodos resultados encontrados para temperatura e pH 6timos de

CMCase ¢ pGase com osobtidos em outros trabalhos:

, , - « Tem r Hoti A
Tipo de enzima Condicdes de producao en petaotu a | pHot Referéncia
Otima (°C) mo
CMCaseparcialme Produzidas por FES com palha de Gao et al
nte purificadas de milho por 96 h a 45°C, pH 3, 80% de 70 2,0 (2005)
A. terreus M11 umidade e 0,8% de extrato de levedura.
CMCase de Liu e Xia
T. viride purificada Preparacéo celulasica comercial 50 4,2 (2006)
por cromatografia
CMCase produzida . R
oor A. niger Produzido por FS por trés semanas. 47-61 4,8-5,5 Castro (2006)
ase purificada roduzida por FS em 3% de farelo de
CMC ificad Produzid FS em 3% de farelo d 50 45 NADEEM
de A. niger trigo, a 30°C por 96h. ' (2009)
acr:(!\igllcrr?esr?te Mistura de 3 producdes Produzidas por
parcr; FES por 48h, sob condices 60-80 3,0-5,5 | Este trabalho
purificada de otimizadas
A. niger 3T5B8 '
A B&ﬁ/?iﬁlgﬁtus Produzido por FES em meio farelo de 60 40 Mase, Mori e
- PUIVEl trigo, a 29°C por 4 dias. ' Yokoe (2004)
purificada
B-Gase de . R
P occitanis Produzida em pgirass a28°Cpor7 60 45 (BZIE)I(I)I;)I et al.
mutante '
p-Gase de x oL . Korotkova et
A. japonicus Preparagdo enzimatica desidratada 65 5,0 al. (2008)
p-Gase de x o . Korotkova et
T reesei Preparagdo enzimatica desidratada 70 5,0 al. (2008)
p-Gase de x o . Korotkova et
P verruculosum Preparagdo enzimatica desidratada 60 55 al. (2008)
ar[i-iglﬁws:nte Produzidas por FES com palha de Gao et al
parci milho por 96 h a 45°C, pH 3, 80% de 70 3,0 .
purificadas de - (2008)
A umidade e 0,8% de extrato de levedura.
. terreus M11
ach-i;?nS:nte Mistura de 3 produc6es Produzidas por
P FES por 48h, sob condices 40-65 3,7-6,0 | Este trabalho

purificadas de
A. niger 3T5B8

otimizadas.

5.6. Caracterizacao bioguimica das celulases

5.6.1. Determinacéo do perfil de proteinas presentes no extrato enzimatico de A. niger
através de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Eletroforese em gel desnaturante € uma ferramenta muito utilizada para caracterizacéo
de componentes protéicos e deteccdo de proteinas apOs separacdo do polipeptideo
desnaturado. Entre as principais vantagens desse método incluem a identificacdo de proteinas
particulares na mistura, a rapida estimativa do peso molecular da enzima e uma medida semi-
quantitativa de isoenzimas especificas (LACKS e SPRINGHORN, 1980).

Através desta técnica foi realizada a deteccdo do peso molecular de proteinas do
extrato enzimatico obtido por A. niger 3T5B8 em FES, conforme descrito no item 4.14.1.

Procedeu-se a separacdo das bandas de proteinas em SDS-PAGE (12,5%) da amostra
bruta e outra concentrada 4 vezes em sistema Amicon, ambas coradas com Coomassie blue, o
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que possibilitou a obtencéo de até 15 bandas visiveis, com pesos moleculares que variaram
entre 13,3 e 104,6 kDa (Figura 17). Destas bandas, 10 estdo fortemente coradas e 5
apresentam baixa intensidade. Com base nestes resultados, sugere-se que as bandas
fortemente coradas podem estar relacionadas com enzimas que foram induzidas em resposta
ao substrato utilizado no processo fermentativo em estudo.

A alta atividade proteésica presente no extrato bruto, como relatado anteriormente,
pode indicar que algumas bandas visualizadas no SDS-PAGE podem ser de fragmentos de
proteinas liberados pela atuacdo de proteases.

Dyka et al. (2009) analisando a separacdo das bandas de proteinas de um sistema
celulolitico e hemicelulolitico de Bacillus licheniformis SVD1 com presenca de atividades de
avicelase, CMCase e mananase, observou a presenca de 14 bandas no sobrenadante bruto, que
variam de 14 a 122 kDa, enquanto a amostra purificada por cromatografia de exclusédo
molecular teve 8 bandas entre 14 e 70 kDa. Embora muitas ndo tenham apresentado
atividades de CMCase e de xilanase em testes de zimografia, sugere-se que possam haver
bandas relacionadas a outras enzimas.
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Figura 8. Perfil eletroforético de proteinas em SDS-PAGE da amostra bruta e concentrada e a
relacdo de peso molecular por banda de proteina. (A) Padrdo; (B) Extrato Bruto; (C) Extrato
concentrado pelo sistema Amicon.
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5.6.2. Determinacdo do peso molecular das enzimas presentes no extrato enzimatico de
A. niger através de zimografia

Com o intuito de determinar o peso molecular das celulases e enzimas correlatas
presentes no extrato enzimatico de A. niger, realizou-se a zimografia, conforme descrito no
item 4.15.2 usando diferentes substratos de acordo com a atividade de interesse.

Como estratégia inicial para concentracdo da amostra para posterior procedimento da
zimografia foi realizada a diélise por PEG 6000 (MAZOTTO et al.,, 2010), porém sem
sucesso, Vvisto que apds 22h de processo, a membrana (celulose regenerada) dividiu-se em
fragmentos, provavelmente devido a atuagdo das celulases da amostra. Outros métodos foram
utilizados, mas a melhor concentracdo obtida foi de 16 vezes utilizando um sistema da
Amicon.

Na formulacéo do gel inicial contendo glicerol, os geis corados com vermelho congo
0,03% ficaram muito claros. Posteriormente, com a substitui¢do do glicerol por dgua, os géis
ficaram com aspecto mais homogéneo. Ja para a coloragdo com Lugol ocorreu o contrario,
obtendo-se géis com um aspecto mais homogéneo com glicerol. Foram testados varios géis
com condicdes diferentes, variando-se quantidades de amostra e de substrato, tempo e
temperatura de incubacdo e corantes (lugol e vermelho congo).

Para a enzima protease foi obtido resultado positivo usando malha de 10%, com a
visualizagdo de trés bandas proximas das faixas de 145, 103 e 88 kDa (Figura 18).

145 kDa >

103 kDa>

88 kDa >

Figura 18. Zimograma em gel de poliacrilamida em malha de 10% co-
polimerizadocomgelatina.

No entanto, os resultados nao foram favoraveis para as celulases e enzimas correlatas,
ndo sendo possivel visualizacdo das bandas para determinacdo dos pesos moleculares destas
enzimas. Sugerem-se novos testes futuros, com variacdo de tempo de incubagéo, concentragéo
dos corantes e uma maior concentracdo da amostra. Provavelmente, também seja necessario
utilizar malha com didmetros maiores (menor concentragéo de acrilamida), reduzindo o tempo
de separacao das bandas ou até mesmo a utilizacdo de outro método de separagéo.

Caso todos os pesos moleculares das celulases, enzimas correlatas e protease presentes
no extrato enzimatico tivessem sido identificados, tentar-se-ia a utilizacdo de uma estratégia
muito interessante para separar a protease (enzima indesejavel por hidrolisar proteinas e
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consequentemente as outras enzimas) das demais enzimas do extrato, que consistiria na
selecdo de uma membrana que possibilitasse a remogéo da protease durante o processo de
concentracdo por ultrafiltracdo.

5.6.3. Analise da composicéo de monossacarideos por cromatografia em camada fina

A cromatografia em camada fina (Thin Layer Chromatography-TLC) é um dos
instrumentos mais utilizados para o acompanhamento do desenvolvimento de reagdes
quimicas organicas e para 0 ensaio de pureza dos compostos organicos.

Utilizando esta técnica (item 4.15) foi possivel acompanhar o desenvolvimento da
hidrolise dos substratos especificos para as enzimas CMCase, p-glicosidase, Xilanase e
poligalacturonase.

Apds a separacdo dos carboidratos e revelacdo das placas, foram comparadas amostras
do substrato, branco de reacdo (amostra inativada com substrato) e da mistura apds reacao
enzimatica para avaliacdo da atuacdo das diferentes enzimas testadas.

Na avaliacdo da hidrdlise de xilana (oat spelt), observou-se no material hidrolisado
uma reducdo drastica da xilana presente e formacdo de um carboidrato de baixo peso
molecular. Como xilana (oat spelt) consiste em 52% de xilose, 22% arabinose, 16% glicose e
10% galactose (LI, 2000), provavelmente o carboidrato formado foi xilose, confirmando a
presenca da enzima xilanase e demonstrando uma boa atuacdo sobre a hidrolise de xilana
(Figura 19).

Na hidrdlise de celobiose, comparando com a aplicagdo de substrato e com o branco,
foi observado o desaparecimento da celobiose e aumento da concentracdo de glicose no
material hidrolisado, confirmando a ag&o eficaz da enzima (3-glicosidase (Figura 19).

Ja para CMCase e poligalacturonase ndo foi possivel verificar nenhuma mudanca na
composicao dos carboidratos. Deve-se destacar que como as endoglucanases agem de forma
aleatdria nas regides internas da molécula de celulose liberando celo-oligossacarideos com
diversos graus de polimerizacdo, possivelmente, os produtos da hidrolise ndo foram
devidamente identificados. Fato semelhante pode ter ocorrido também durante a
cromatografia com poligalacturonase.
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Figura 99. Avaliacdo da eficiéncia de hidrolise das enzimas xilanase e -glicosidase sobre os
substratos especificos de atuacdo. 1) substrato de reacdo, 2) branco de reacdo (amostra
inativada + substrato, 3) mistura ap0s a reacdo enzimética para avaliagdo da atuagdo das
diferentes enzimas testadas.
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6. CONCLUSOES

A producédo do extrato enzimatico por fermentacdo no estado sélido em colunas aeradas
utilizando Aspergillus niger 3T5B8 foi adequada, sendo observada uma melhor producao
das enzimas B-glicosidase, poligalacturanase e xilanase;

Apesar de ndo ter ocorrido aumento da atividade FPase, a concentracdo do extrato
enzimatico utilizando o processo de ultrafiltracdo apresentou-se eficiente, proporcionando
uma purificacdo parcial e recuperagdo das atividades enzimaticas em torno de 75% a 99%
para todas as outras atividades avaliadas;

Entre as 5 condi¢fes de saturacdo avaliadas nos processos de precipitacdo com sulfato de
amonio, a condicdo de 80% de saturagdo foi a melhor condigéo utilizada, apresentando um
maior aumento das atividades, e uma purificacdo parcial da amostra;

A concentracdo pelo processo de liofilizacdo apresentou um aumento consideravel da
atividade enzimatica e um resultado excelente para xilanase, no entanto apresentou um
baixo rendimento, considerando as baixas percentagens de recuperacdo das atividades e o
aumento da concentragdo das impurezas, demonstrado pela reducdo da atividade
especifica;

Dentre os processos de concentracdo avaliados, a ultrafiltracdo proporcionou melhor
desempenho, apresentando uma boa concentragédo e recuperacdo das enzimas presentes na
amostra, além de ter pré-purificado o extrato enzimatico, embora a concentracdo de FPase
ndo ter sido satisfatoria;

O extrato enzimético analisado em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE),
apresentou 15 bandas visiveis de proteina, com pesos moleculares que variaram na faixa
entre 13,3 e 104,6 kDa. Dentre as bandas detectadas, obteve-se 10 bandas fortemente
coradas, sugerindo-se estarem relacionadas com as enzimas CMCase, B-glicosidase,
poligalacturonase, xilanase e FPase;

A caracterizacdo do extrato enzimatico pelo processo de zimografia identificou 3 bandas
(88, 103, 145 kDa) para atividade proteolitica.

A faixa de pH entre 3,7 e 5,5 e a de temperatura entre 60 a 65 °C foram consideradas

ideais para a atividade conjunta de carboximetilcelulase e B-glicosidase produzidas por
A. niger 3T5B8, em processos biotecnolégicos.
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7. SUGESTOES

Sugere-se a realizacdo de novos testes de producdo da enzima utilizando-se inibidores de
atividade para protease;

Para avaliar a aplicabilidade do extrato enzimatico em aplica¢fes biotecnologicas, sugere-
se a realizacdo de testes para avaliacdo da estabilidade das enzimas ao pH e a temperatura.

Como tentativa de se obter melhores resultados na concentracdo e uma diminui¢do do
tempo de processo, sugere-se a realizacdo de novos testes de precipitacdo com sulfato de
amonio, utilizando cromatografia em gel ou de troca idnia, ao invés de dialise para a
dessalinizacao.

Para o processo de ultrafiltracdo, sugere-se uma otimizacdo das condi¢cdes de operacao,
através de um planejamento experimental.
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ANEXOS

ANEXO A

PREPARO DE SOLUQ@ES PARA CURVA PADRAO DE PROTEINA
(METODO DE LOWRY)

Solucéo-mée Agua destilada Concentracao final

(mL) (mlL) (mg/L)
10 90 10
20 80 20
30 70 30
40 60 40
50 50 50
60 40 60
70 30 70
80 20 80
90 10 90
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ANEXO B

PREPARO DE SOLUCOES PARA CURVA PADRAO DE GLICOSE (DNS)

Tubos (Sl?ltjﬁi‘ﬁ gEcGO;LC/?EE Agua destilada  concentragéo final DNS

(mL) (mL) (umol / mL ) (mL)
0 0,0 1,0 0,0 1
1 0,1 0,9 1 1
2 0,2 0,8 2 1
3 0,3 0,7 3 1
4 0,4 0,6 4 1
5 0,5 0,5 5 1
6 0,6 0,4 6 1
7 0,7 0,3 7 1
8 0,8 0,2 8 1
9 0,9 0,1 9 1
10 1,0 0,0 10 1
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ANEXO C

PREPARO DE SOLUCOES PARA CURVA PADRAO DE B-GLICOSIDASE

Solucéo de Glicose (10umol Agua destilada Concgntragéo
Tubo glicose/ml) final
(mL) (mb) (wmol / mL )
1 0,1 0,9 1
2 0,2 0,8 2
3 0,3 0,7 3
4 04 0,6 4
5 0,5 0,5 5
6 0,6 0,4 6
7 0,7 0,3 7
8 0,8 0,2 8
9 0,9 0,1 9
10 1,0 0,0 10
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ANEXO D
PREPARO DE TAMPAO CITRATO DE SODIO 0,05M

Solucéo (A) : Solucdo acido citrico 0,1M
Solucéo (B): Solugdo citrato de sddio 0,1M

Solugdo A (mL). Solugéo B (mL). pH
46,5 3,5 3,0
43,7 6,3 3,2
40,0 10,0 3,4
37.0 13,0 3,6
35,0 15,0 3,8
33,0 17,0 4,0
31,5 18,5 4,2
28,0 22,0 44
25,5 24,5 4,6
23,0 27,0 4,8
20,5 29,5 50
18,0 32,0 5,2
16,0 34,0 54
13,7 36,3 5,6
11,8 38,2 58
9,5 40,5 6,0
7,2 42,8 6,2

OBS: Todas as Solugdes devem ser mantidas em geladeira.
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ANEXO E

PREPARO DE TAMPAO FOSFATO DE SODIO 0,1M

Solucéo (A): Solucéo fosfato de sddio monobasico 0,2M

Solucéo (B): Solucao fosfato de sddio dibasico 0,2M

Solugéo A (mL) Solugéo B (mL) pH
93,5 6,5 57
92,0 8,0 58
90,0 10,0 5,9
87,7 12,3 6,0
85,0 15,0 6,1
81,5 18,5 6,2
77,5 22,5 6,3
73,5 26,5 6,4
68,5 31,5 6,5
62,5 37,5 6,6
56,5 43,5 6,7
51,0 49,0 6,8
45,0 55,0 6,9
39,0 61,0 7,0
33,0 67,0 7,1
28,0 72,0 7,2
23,0 77,0 7,3
19,0 81,0 7,4
16,0 84,0 7,5
13,0 87,0 7,6
10,5 90,5 7,7
8,5 91,5 7,8
7,0 93,0 7,9
53 94,7 8,0

OBS: Todas as solugdes devem ser armazenadas em geladeira.
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ANEXO F

REAGENTES UTILIZADOS

REAGENTES FORNECEDORES
Nitrato de sodio (NaNO,) Reagen
Sulfato de magnésio (MgSQOy,) Reagen
Cloreto de potassio (KCI) Vetec
Sulfato ferroso (FeSO,4.7H,0) Baker Chemical
Fosfato dibasico de potassio (K,HPO4) Grupo Quimica
Agar-agar Isofar
Acetona Isofar
Etanol Vetec
Hidroxido de sddio (NaOH) Merck
Goma arabica Vetec
Biftalato de potéssio (KOH) Isofar
Azocaseina Sigma
Hidroxido de potassio (KOH) Reagen
Acido tricloracético Carlo Erba
Fosfato de sédio monobasico (Na,HPO,) Merck
Fosfato de sédio dibasico (NaHPO,) Merck
Citrato de sddio Merck
Acido citrico Grupo Quimica
Sulfato de aménio (NH,;),SO, Vetec
Twen 80 Reagen
Acido sulfarico Vetec
Acido cloridrico Isofar
Acido acético Merck
Fosfato de potéssio monobésico (KH,PO,) Vetec
Sulfato de zinco (ZnSQO,4.7H,0) Reagen
Sulfato de manganés (MnSO,H,0) Reagen
Carbonato de sodio Isofar
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ANEXO G

MATERIAS-PRIMAS EMPREGADAS DURANTE O CRESCIMENTO DA
LINHAGEM FUNGICA E/OU FERMENTAGAO EM ESTADO SOLIDO

MATERIA-PRIMA FORNECEDORES
Farelo de trigo Bunge Alimentos S.A
Sabugo de milho Comercial
ANEXOH

COMPOSICAO DO MEIO DE MANUTENCAO E ATIVACAO DA LINHAGEM

CONCENTRACAO
COMPONENTES FORNECEDORES
(9/L)
Nitrato de sodio (NaNO3) Reagen 3,00
Sulfato de magnésio (MgSQO,) Reagen 0,5
Cloreto de potéassio (KCI) Vetec 0,5
Sulfato ferroso (FeSO,4.7H,0) Baker Chemical 0,01
Fosfato dibasico de potassio _
Grupo guimica 1,0
(K2HPO4)
Agar-agar Isofar 30,0
Oleo de oliva Fais&o 20,0 (mL/L)

(COURI e FARIAS, 1995).
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ANEXO |

EQUIPAMENTOS E SEUS RESPECTIVOS FABRICANTES

Equipamentos Fabricantes Modelo
Autoclave Prismatec _
Estufa para secagem Etica _
Estufa B.O.D. Fanem 347CDG
Fluxo laminar Nuaire 425-200
Titulador automatico Metrohm 794 basic titrino
Espectrofotdmetro Perkin Elmer _
Centrifuga Sorvall _
Banho Maria com circulacéo Marconi

Banho Maria com agitacdo
Microscopio
Balanca analitica
Placas de agitacédo
Mix
Potenciométro

Capela

Camara de Neubauer

Bomba de engrenagem

Liofilizadorde bancada

Precision ScientificCarl

Zeiss Jena
Mettler
Nova Tecnica
Philips Walita
Analyser

Scientech

Boeco Germany

Marathon eletric

Liotop

pH300M

Power Wash XT -
Washdown

Modelo L101
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