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RESUMO

As enzimas sdo moléculas de proteina altamente especializadas que desempenham um papel
crucial ao acelerar as reagbes quimicas nos organismos Vvivos. Elas atuam como catalisadores,
diminuindo a energia de ativacdo necessaria para uma reacdo ocorrer, aumentando, assim, a
velocidade das reagdes metabdlicas. A caracterizacdo enzimética envolve a analise de fatores
como temperatura, pH e termoestabilidade para compreender suas propriedades e
funcionalidades. Tanto temperatura quanto pH afetam sua atividade, com a maioria das
enzimas apresentando valores 6timos de funcionamento. Desvios desses parametros podem
levar a desnaturacdo. Este estudo teve como objetivo a caracterizagdo do complexo
enzimatico produzido pelo fungo Penicillium sp. FSDE 15, obtido a partir de residuos
agroindustriais, como farelo de trigo e sabugo de milho. A pesquisa incluiu a anlise de
parametros como temperatura e pH, estabilidade térmica e diferentes valores de pH das
enzimas CMCase, FPase e AVICELase. O processo de purificacdo e concentracdo das
enzimas foi realizado utilizando sais, solventes organicos e sistemas aquosos bifasicos com
polietilenoglicol 4000 e tampéo citrato. Os testes foram conduzidos em diversas temperaturas
(de 40 a 90 °C) e faixas de pH (de 3 a 6). A faixa de temperatura 6tima encontrada foi de 40 a
50 °C, que diminuiu em temperaturas mais elevadas. Nos ensaios de pH 6timo, os valores
variaram entre 3 e 4, dependendo da atividade em estudo, com as enzimas sendo mais ativas
em pHs mais acidos. A utilizacdo de etanol como solvente precipitante das enzimas se
mostrou viavel na proporcdo 1:1 v/v, mantendo as caracteristicas das enzimas. Por outro lado,
concentragOes mais elevadas de etanol, acetona ou sal de amonia resultaram em desnaturagdo
gradual das enzimas. As enzimas demonstraram estabilidade em faixas especificas de
temperatura, de 40 a 70 °C, durante 120 minutos, e pH variando de 3 a 6, 0 que é relevante
para aplicacdes industriais. O estudo de particdo em sistemas aquosos bifasicos ndo revelou
interferéncias estatisticamente significativas nas concentragdes de polietilenoglicol e sal
citrato de sddio analisadas, levando a escolha do sistema aquoso de menor custo para a
formagdo da fase bifasica. A analise comparativa com estudos anteriores encontrados na
literatura confirmou os resultados e tendéncias observadas neste estudo.

Palavras-chave: Fungo Filamentoso; Enzimas; Biomassa; SABS; Penicillium



ABSTRACT

Enzymes are highly specialized protein molecules that play a crucial role in accelerating
chemical reactions in living organisms. They act as catalysts, reducing the activation energy
required for a reaction to occur, thereby increasing the speed of metabolic reactions. Enzyme
characterization involves analyzing factors such as temperature, pH, and thermostability to
understand their properties and functionalities. Both temperature and pH affect their activity,
with most enzymes having optimal operating values. Deviations from these parameters can
lead to denaturation. This study aimed to characterize the enzymatic complex produced by the
fungus Penicillium sp. FSDE 15, obtained from agroindustrial residues such as wheat bran
and corn cobs. The research included the analysis of parameters such as temperature and pH,
thermal stability, and different pH values for the enzymes CMCase, FPase, and AVICELase.
Enzyme purification and concentration were carried out using salts, organic solvents, and
aqueous biphasic systems with polyethylene glycol 4000 and citrate buffer. Tests were
conducted at various temperatures (from 40 to 90°C) and pH ranges (from 3 to 6). The
optimal temperature range found was from 40 to 50°C, decreasing at higher temperatures. In
optimal pH assays, values varied between 3 and 4, depending on the activity under study, with
enzymes being more active at lower pH values. The use of ethanol as a precipitating solvent
for enzymes was viable at a 1:1 v/v ratio, preserving enzyme characteristics. However, higher
concentrations of ethanol, acetone, or ammonium salt resulted in gradual denaturation of the
enzymes. The enzymes demonstrated stability within specific temperature ranges, from 40 to
70°C, for 120 minutes, and pH ranging from 3 to 6, which is relevant for industrial
applications. The partition study in agqueous biphasic systems revealed no statistically
significant interference in the concentrations of polyethylene glycol and sodium citrate
analyzed, leading to the choice of the aqueous system with the lowest cost for the formation
of the biphasic phase. Comparative analysis with previous studies found in the literature
confirmed the results and trends observed in this study.

Keywords: Filamentous Fungus; Enzymes; Biomass; ATPS; Penicillium.
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1 INTRODUCAO

As enzimas geralmente séo proteinas que atuam como catalisadores bioquimicos em
diversas reacOes bioldgicas, com aplicagfes industriais em diferentes &reas, tais como a
industria farmacéutica, alimenticia e téxtil (NASCIMENTO, SILVA e CESARINO, 2017).
Nos ultimos anos, intensificaram-se as pesquisas para desenvolvimento de processos de
producdo de enzimas mais eficientes, com maiores rendimentos e menores custos. Uma opc¢ao
tem sido o aproveitamento de residuos da agroindustria para producdo de enzimas por meio
de fermentacdo em estado sélido, dentre os quais, podemos citar casca de coco, bagaco de
milho, entre outros (PANESAR et al., 2016).

Os residuos agroindustriais contém nutrientes diversos, além de fontes de carbono e
energia (pectina, celulose, amido), podendo ser utilizados como substratos em processos
biotecnolégicos para obtencdo de bioprodutos. Assim, em condi¢bes favoraveis,
microrganismos podem produzir de forma satisfatoria uma grande variedade de enzimas,
como xilanases, celulases, amilases, pectinases, etc (COELHO et al., 2001; SANTOS, 2021).
Porém, a recuperacdo das enzimas a partir do meio fermentado ainda é um desafio, devido aos
elevados custos das operacOes convencionais de extracdo e purificacdo, o que eleva o custo
final da producdo, inviabilizando processos importantes, como a hidrolise enzimatica de
biomassa vegetal para a obtencdo de combustiveis. As celulases, por exemplo, sdo
indispensdveis para a conversdo enzimatica de materiais lignocelulésicos em agUcares
fermentesciveis e a aplicabilidade industrial deste processo depende da sua producgdo em larga
escala (SOUSA, 2014).

As diferentes etapas do processo de recuperacdo e purificacdo de enzimas podem
incluir operagbes como precipitacdo, extracdo liquido-liquido que utilizem detergentes,
solventes organicos, condi¢cdes extremas de pH e cromatografia que podem promover a
desnaturacdo irreversivel das enzimas durante o processamento, ocasionando perda de
atividade e, consequentemente, diminuicdo de rendimento e elevacdo de custos de producao
(ANTUNES et al., 2017). Portanto, é imprescindivel o desenvolvimento de processos que
produzam extratos fermentados com elevada atividade enzimatica e boa estabilidade, sendo a
qualidade das enzimas produzidas no processo fermentativo um fator determinante para sua
aplicacdo industrial (SOUSA, 2014).

No que diz respeito a etapa de recuperacdo e purificacdo de enzimas, a extracdo
liquido-liquido por meio de sistemas aquosos bifasicos (SABs) tem se mostrado promissora
para uma grande variedade de produtos biotecnoldgicos. Tais sistemas destacam-se pela
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vantagem em separar facilmente contaminantes e outras substancias do rafinado de interesse e
apresenta baixo custo comparado a técnicas mais sofisticadas, como a cromatografia e
eletroforese (PHONG et al., 2018; VARADAVENKATESAN et al., 2021).

A aplicacdo de SABs na concentracdo e purificacdo de bioprodutos consiste na
mistura do extrato bruto proveniente da fermentagdo ou de uma extracdo de baixa resolugéo,
com um polimero e sal, ou outras substancias imisciveis, formando assim um sistema
bifasico, com uma fase rica em polimero e outra rica em sal. Para o estabelecimento de um
equilibrio quimico, as substancias presentes no extrato serdo particionadas para a fase
superior ou inferior, dependendo da afinidade que tém com o polimero ou o sal. Assim, é
possivel concentrar a enzima de interesse em uma das fases e 0s contaminantes na outra,
promovendo sua concentracdo e purificacdo (GONTIJO et al., 2017).

A composicdo dos SABs ¢é fator determinante para sua eficiéncia. A acdo dos SABs
depende de diversos fatores, como massa molar do polimero, composi¢do dos sistemas,
temperatura, pH etc. Sua aplicacdo necessita de estudos para cada caso em particular. Para
recuperacdo e purificacdo parcial de celulases ja foi demonstrado que sdo adequados, servindo
como etapa inicial de processos de purificacdo (SOUSA, 2014).

O microrganismo Penicillium sp. FSDE 15 foi isolado por Carvalho-Gongalves
(2017) e tem demonstrado boa capacidade de producdo de celulases e amilases em diferentes
residuos agroindustriais, como bagaco de malte, farelo de trigo, crueira e sabugo de milho, em
diversos trabalhos do grupo de pesquisa vinculado ao PPGEQ da UFPB nos ultimos anos
(ALEIXO JUNIOR, 2018; SIMOES, 2021; SANTOS, 2021). Apesar disso, ndo foram
realizadas ainda pesquisas a respeito do processo de recuperacdo e purificacdo das enzimas
produzidas por este fungo, as quais tém demonstrado boa atividade e estabilidade, mostrando-
se bastante promissoras para aplicacdo industrial.

Portanto, esta pesquisa tem por finalidade estudar a recuperacdo e purificacdo de
enzimas celuloliticas (FPase e CMCase) a partir do extrato bruto obtido a partir das melhores
condicBes operacionais de cultivo apontadas na literatura a partir de residuos agroindustriais
(SANTOS, 2021). Foram testados métodos de precipitacdo (precipitacdo por adicdo de
solventes, sais e polimeros) e sistemas aquosos bifasicos compostos por polietilenoglicol e

citrato de sodio.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar o processo de concentracdo e recuperacao de enzimas celulases produzidas
por Penicillium sp. FSDE 15.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

— Obter o extrato bruto de acordo com as melhores condi¢Ges apontadas na literatura por
Santos, 2021.

— Caracterizar as enzimas obtidas quanto ao pH Otimo, temperatura Otima e
termoestabilidade.

— Avaliar a aplicabilidade de processos de recuperacao de enzimas de baixa resolucéo,
como precipitacdo por solvente e por sais.

— Aplicar SABs formados por polietilenoglicol e citrato de s6dio que resultam em
concentracdo e aumento de pureza das celulases presentes no extrato bruto ou

precipitado, estudando a influéncia da temperatura e otimizagéo da composigao.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Nos Ultimo anos, 0 uso dos residuos da producdo agroindustrial tem se tornado
relevante e uma pratica regular empregados em bioprocessos. O desenvolvimento de
caminhos tecnoldgicos alternativos para utilizagdo da biomassa, oriunda de tais sobras, sao
aplicados em substituicdo aos substratos convencionais e ndo renovaveis. Tal solucéo reflete a
orientacdo e busca de opcles sustentavéis, além de agregar valor a subprodutos, gerando
substancias de interesse econdmico. Dentre os bioprodutos produzidos encontram-se:
biofertilizantes, suplementos para racdo animal, biopesticidas, biofungicidas, esporos,
probidticos, pigmentos, enzimas celuloliticas, dentre outros (BRAGA, BAFFI, ALVES DO
PRADO, 2023; SANTOS et al., 2018; RODRIGUES, 2021).

Dentre os meios de obtencdo de enzimas microbianas, a tecnologia de fermentagéo se
mostrou Util na sua producdo atras do cultivo de microrganismos, de forma bem caracterizada
e em grandes gquantidades (GAETE, TEODORO e MARTINAZO, 2020). E isso é altamente
encorajador, no sentindo académico e industrial, visto que, segundo dados BBC Research
(2018), mediante a observagdo da tendéncia crescente do mercado mundial de catalisadores
bioldgicos, é projetado para 2025 uma rentabilidade global de 7,48 bilhdes de dblares.

Dentre os tipo de fermentacdo, destaca-se o cultivo de microrganismos por meio de
Fermentacdo em Estado Sélido (FES). Considerada uma fermentacdo mais natural, por ter um
processo semelhante as condicbes ambientais de crescimento desses organismos
microscopicos. Autores como Raimbault (1980), Maheva (1984) e Lonsane et al. (1985),
descreveram a técnica como um processo fermentativo realizado em substratos sélidos, cuja
caracteritica € a sua ocorréncia na auséncia de liquido na forma livre ou com niveis muito
baixos de umidade. A umidade desses meios geralmente ndo ultrapassa 70%, o que acaba por
limitar significativamente o nimero de microrganismos capazes de se adaptar a este processo
(SANTOS et al., 2018). Vale ressaltar que, considerando que a fermentacdo pode ocorrer na
presencdo ou auséncia de oxigénio, esse processo pode ser aerobio ou anaerobio
(BERENJAN e MAHDINIA, 2021).

A Fermentacdo em Estado Solido (FES) apresenta diversas vantagens, relacdo a
outros tipos de fermantagdo como:

e No geral, 0 meio é simples, constituido de produtos agricolas ndo refinados,

contendo a maioria dos nutrientes necessarios para 0 crescimento do
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microrganismo (BRAMORSKI, 1997);

Maior facilidade no monitoramento de pH, oxigénio dissolvido, temperatura,
concentracdo de moléculas (EMATER, 2023);

Uso de equipamentos mais simples e maior resisténcia a contaminacdes, devido ao
menor uso de dgua (DORIYA et al., 2016);

F&cil transporte gasoso, alta produtividade volumétrica com alta concentracdo de
produtos, maior rendimento, possibilidade de uso de residuos celul6sicos, como 0s
residuos agroindustriais, menor necessidade de energia, menor producdo de
efluentes (MESHRAM et al.,, 2017; RAVINDRAN e JAISWAL, 2016;
SRIVASTAVA et al., 2019 apud PERILLI et al., 2023).

Apesar das vantagens citadas, algumas limitagbes da FES devem ser consideradas.
Para Bramorski (1997), Doriya (2016), Ravindran e Jaiswal (2016), Zhang, Wang e Chen,
(2017) sdo elas:

Maior dificuldade na padronizacdo dos processos por causa do meio.
Controle adequado de tempertura;
A condutividade térmica do gas (fase movel do método) € muito menor do que a

da agua;

De acordo com Sales (2023), outro pontos de atencdo do processo rementem:

A selecdo de um substrato apropriado e com umindade suficiente para induzir a
formacéo do bioproduto desejado;

O tamanho de particula também deve ser considerado, para que haja maior
acessilibidade aos nutrientes ao passo que ndo propricie a compactacdo do material

e consequetemente limitando o crescimento do microrganismo.

Alguns autores relatam na literatura, tipos de residuos agroindustriais para producao

de enzimas fibrinoliticas, destacando Nascimento et al., 2015 que utilizaram casca de maracu-

ja, sabugo de milho, casca de mandioca, soja, semente de acerola, farelo de trigo e polpa citri-

ca. Dentre os citados, destacam-se o farelo de trigo, devido a ser um dos substratos mais em-

pregados para o cultivo de microrganismos (SANTOS et al., 2018), e o sabugo de milho, de-

vido a ser um dos trés cereais mais cultivados do mundo, e pela colocagdo do Brasil de tercei-

ro produtor e segundo exportador mundial (COELHO, 2021).

As enzimas representam exemplo de produtos de origem microbiana que podem ser

obtidos a partir da FES. Dentre elas estdo: as amilases, proteases, xilanases, celulases e
pectinases (SILVA e ANDRADE, 2016).
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3.2 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

O Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada (Cepea), da Esalg/USP,
define o agronego6cio como um setor econémico com ligagdes com a agropecuaria, tanto a
montante como a jusante. Sendo tido, de modo mais amplo, como uma por¢éo de cadeias
produtivas, em uma sequéncia organizada que, a partir de insumos, chega a producdo de
matérias primas agropecuarias, ao seu processamento e a distribuicdo, e demais servicos
necessarios para que os produtos agropecuarios e agroindustriais cheguem ao consumidor
final (BARROS, 2022; CASTRO, 2022).

Nos ultimos 40 anos, o efeito transformador da revolucgdo agricola elevou o Brasil a
novos patamares na conjectura mundial, abrindo um leque de possibilidades para o
desenvolvimento do pais. A vista disso, 0 setor se tornou protagonista do equilibrio da
balanca comercial brasileira, batendo recordes de exportacdo ano apos ano. Atualmente, o
Brasil ¢ considerado lider mundial nas exportagdes de: soja, agucar, carne bovina e de
frango, e suco de laranja (CNA, 2021; COMEX DO BRASIL, 2023).

A despeito das inimeras vantagens econdmicas que 0 agronegdcio vem trazendo
para a economia brasileira, aspectos negativos devem ser considerados, visto que, a
agroindustria gera um elevado volume de carga poluidora e uma grande quantidade de
residuos (MAGALHOES et al., 2019).

Sabe-se que 40 % da massa dos produtos agroindustriais sdo desperdicados em
etapas iniciais de seu processamento. Em razdo disso, é observavel a urgéncia e o crescente
interesse em encontrar meios que mitiguem os impactos ambientais advindos das atividades, o
que se traduz em tentativas de demonstrar inimeras utilidades para os residuos e agregar valor
em produtos que seriam descartados (BOERIA et al., 2022).

Os residuos agricolas sdo, em sua maioria, de natureza lignocelulésica, sendo
compostos de uma fracdo significativa de carboidratos. Por esse motivo, sdo
caracteristicamente altamente nutritivos, facilitando o crescimento microbiano e seu emprego
em bioprocessos. Tal traco, possibilita a aplicacdo dos residuos agroindustriais na producéao
de diversos tipos de produtos, notabilizando biomoléculas de alta relevancia na economia
verde. Esses produto do metabolismo microbinao sdo eco-amigaveis, possuem uma alta
especificidade pelos substratos, melhor eficiéncia catalitica e um bom custo-beneficio no
ponto de vista biotecnologico e industrial (NNOLIM, OKOH e NWODO, 2020).

Apesar de ndo haver uma aplicacdo direta de residuos como: bagaco de cana, espiga

de milho e farelo de arroz; a sua reutilizagdo como matéria prima para diferentes estratégias
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de fermentacdo estdo sendo bastantes estudadas, intentando a producdo de biomoléculas
(RAVINDRAN et al., 2018). Os residuos agroindustriais citados sédo boas fontes de
nutrientes, como carbono, se encontram facilmente disponiveis no cenario agricola brasileiro
e possuem elevada degradacdo biologica, os tornando adequados para Fermentacdo em
Estado Solido (FES). Além disso, outra consequencia relevante é a redugdo de custos de
producdo e impacto ambiental (NAIDU, SIDDIQUI e IDRIS, 2020; SADH, DUHAN e
DUHAN, 2018).

3.3 CELULASES

Os residuos agricolas possuem majoritariamente natureza lignoceluldsica, composta
essencialmente por: celulose, hemicelulose e lignina; fracGes poliméricas unidos entres si por
ligacGes covalentes, sendo muito importantes na industria (DIAZ et al., 2018; ALENCAR et
al., 2020).

Devido a complexidade e variacdo dos polimeros lignocelulose, a presenca de varias
enzimas sdo precisas para a sua hidrolise completa. Em concordancia com sua atuacdo, tais
enzimas podem ser divididas em trés grupos: enzimas celuldsicas (celulases), enzimas
hemicelulésicas (hemicelulases) e enzimas ligninoliticas (lignases) (BARBIERI, 2022).

Sharma e Chunbao (2019), citaram alguns exemplos de enzimas de cada classe:

e Celulases:
o Endoglucanase;
o p-glicosidase;
o Celobiohidrolase ou exoglucanase;
o Glicosiltransferase;
e Hemicelulases:
o Xilanases;
o Manases;
o Endoglucanases
o P-xilosidases;
o a-galactosidases;
o Acetil esterase;
o B-glucosidases;
e Lignases:

o Lacases;



19

o Lignina peroxidase;

o Manganase peroxidase;
o Peroxidase versatil;

o Celobiose desidrogenase.

No que se refere as celulases, elas sdo enzimas que compdem um complexo capaz de
atuar sobre materiais celuldsicos, promovendo sua hidrolise e é largamente utilizada em
varios setores e processos industriais. As principais enzimas necessarias para a hidrélise da
celulose sdo divididas de modo a depender da sua forma de atuacdo no processo:
celobiohidrolases, exoglucanases, endoglucanases e B-glicosidase. Os trés ultimos tipo sdo as
maiores e atuam em uma associacdo cooperativa, produzindo substratos uma para a outra,
pois, individualmente nenhuma enzima do complexo € capaz de hidrolisar a celulose de forma
eficiente (Figura 3.1).

Quanto a producdo das celulases, ela ocorre por um grupo de bactérias, protozoarios
e fungos, descantado para o ultimo grupo as espécies Penicillium, Aspergillus, Trichoderma e
Fusarium. Além disso, sdo biocatalisadores altamente especificos que atuam em sinergia para
a liberacdo de acucares, que sdo muito visados devido ao facil controle do seu processo
enzimatico, da sua seletividade e por exigir condi¢cdes amenas de pH e temperatura (OBENG
et al., 2017 apud AVILA, 2022; ALBAN et al., 2018; SOUSA, 2014; DADWAL et al., 2021;
AVILA, 2022; TIBOLLA, 2014; KALRA et al., 2020).

Figura 3.1 - Mecanismo de agéo das celulases sobre a cadeia de celulose.
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3.4 PROCESSOS DE RECUPERACAO

Nos Ultimos anos, houve um aumento na procura por procedimentos de purificacdo
de biomoléculas, especialmente proteinas, que sejam altamente eficazes, rapidos e confiaveis,
sobretudo na esfera da biotecnologia e dos bioprocessos. O setor industrial mostra um
interesse crescente nessas tecnologias enzimaticas devido a sua aplicacdo como catalisadores
em seus processos, abrangendo reacOes de sintese, hidrdlise e interesterificacdo de lipidios.
Alguns exemplos de métodos de purificacdo adotados pelas industrias incluem a precipitacdo
com sulfato de aménio ou solventes, como etanol e acetona, bem como a dialise e a
ultrafiltracdo (MELO et al., 2021; RAZZAQ et al., 2019).

O processo de purificacdo de proteinas é desafiador devido a sensibilidade dessas
moléculas a fatores externos, como temperatura e pH. Isso se torna ainda mais critico quando
se considera a demanda industrial por proteinas em diversas aplica¢fes. O alto custo das
técnicas tradicionais de purificacdo tornou necesséria a busca por alternativas mais eficientes
e econbmicas. Portanto, o foco atual esta no desenvolvimento de métodos de purificacdo que
garantam a integridade das proteinas, mas também sejam viaveis em termos de custos
(SANKARAN et al., 2019)

A industria procura maneiras praticas, economicamente viaveis e eficazes de separar
e purificar biomoléculas provenientes de subprodutos. Isso envolve a utilizacdo de técnicas
como a precipitacdo utilizando solventes organicos, como acetona e etanol, ou solucbes
salinas, como sulfato de amdnio, juntamente com processos sucessivos de centrifugacao e
filtracdo, com o objetivo de aprimorar a pureza dessas biomoléculas.

Uma etapa inicial da recuperacdo de enzimas obtidas por fermentacdo semissélida é
a lixiviacao ou extracdo sélido-liquido do material fermentado. Esta etapa envolve a extracao
altamente seletiva de um componente soltvel contido em uma substancia sélida, fazendo uso
de um solvente (MESQUITA, 2020). Tal solvente pode ser: agua, tampdes, solucdes salinas
diluidas ou solucdes aquosas de glicerol, de modo a obter-se, ap6s a operacéo de separacdo do
tipo soélido-liquido, um extrato enzimatico bastante limpido. Alternativamente, a massa
semissdlida pode ser seca a baixas temperaturas, antes da extragdo. O material seco pode ser
armazenado para posterior manipulagdo ou pode ser usado como uma preparacdo comercial
bruta. O extrato bruto liquido pode ser concentrado a vacuo ou por ultrafiltracdo. O
concentrado assim obtido pode ser vendido na forma liquida, ap6s a adi¢do de estabilizantes,
como, por exemplo, glicerol ou tampdes (CASTILHO, 1997).

Foi empregada a ESL (Extracdo Solido-Liquido) a temperatura amena nos residuos
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de agrotéxicos vindos da polpa de caja-manga. O solvente usado como extrator, foi a
acetonitrila (6 mL) e o congelamento aconteceu na temperatura de - 4 °C por 90 minutos.
Recuperacdes na ordem de 75 a 129% com limite de detecgio entre 0,17 a 0,43 pg g * foram
calculados para quatro pesticidas analisados. Foram verificadas como mais vantajosas em
relacdo as metodologias normalmente usadas para extracdo de pesticidas em alimentos, o
menor volume de solvente organico, menor tempo de congelamento e massa de amostra
inferior a 75%. Ainda, mesmo a matriz estando com coloracdo intensa e alto teor de
substancias solUveis, ndo foi necessaria etapa de clean-up (SANTANA et al. 2018).

Este método com uso de solvente ocorre quando os compostos sollveis do material
solido sdo extraidos por um solvente liquido que é seletivo a ele. No citado processo, o
solvente adentra nos capilares do composto e o dissolve, ocasionando a producdo de uma
solucdo de concentracéo elevada. Pela difusdo, ocorre uma modificacdo da concentracdo entre
a solugdo do material extraido e a solugcdo que rodeia as particulas (SAWADA, 2012).

A precipitacdo é uma das operacdes mais adotadas para a purificacdo de proteinas,
tanto de origem microbiana como, animal ou vegetal. E uma das principais técnicas utilizadas
para a separacdo de proteinas de uma mistura em virtude da sua simplicidade, sendo
empregada ha décadas. Tradicionalmente é considerada como um método de concentracéo e
utilizada antes da aplicacdo de métodos de maior resolucdo na purificacdo (KILIKIAN e
PESSOA JUNIOR, 2020.).

A precipitacdo de proteinas utilizando sais e solventes organicos tem como finalidade
concentrar e eliminar contaminantes ou substancias ndo desejadas. Em termos gerais, a
capacidade de solubilizacdo das enzimas esta relacionada a distribuicdo de grupos ionizaveis,
regibes hidrofébicas e hidrofilicas na superficie da molécula. Esses elementos sédo
responsaveis por interacbes com o solvente aquoso, interacBes ibnicas com 0s sais e
interacdes de repulsdo eletrostatica entre as moléculas. O gerenciamento desses elementos
permite aprimorar o processo de separacao e recuperacao das enzimas (DAMODARAN et al.,
2018).

No processo de precipitacdo por adicdo de sais, sdo utilizadas concentracGes mais
elevadas com o objetivo de modificar a solubilidade das enzimas, tornando assim o
fracionamento e a separacdo mais eficazes. A escolha do sulfato de amoénio ((NH4)>SOy)
como agente de precipitacdo de proteinas é devido a sua alta solubilidade, custo acessivel,
baixa toxicidade e praticidade. E fundamental garantir que o sal ndo cause alteracdes na
estrutura da molécula a ser purificada, uma vez que isso poderia resultar na redugdo parcial ou
completa de sua atividade funcional (SANTOS, 2020; ISIK e SOYDAN, 2023.)
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A utilizacdo do sal sulfato de aménio na purificacdo parcial da enzima Exo-
poligalacturonase apresentou resultados elevados em uma concentragdo de 75% do ponto de
saturacdo. Ainda neste estudo os autores demonstraram que 0 sobrenadante ndo possuia
atividade, em seguida foi realizado a coleta dos pellets e dialisados como segunda etapa em
agua destilada para remocao dos sais (AMIN et al., 2023)

Portanto o método de precipitacdo com etanol é empregado com o propdsito de
eliminar impurezas soltveis em alcool, resultando na obtencdo de uma forma purificada da
enzima. A acetona, por sua vez, demonstra uma versatilidade ainda maior em procedimentos
experimentais de purificacdo de proteinas, desempenhando fun¢Ges como agente precipitante,
solvente desengordurante e extrator de metabdlitos de menor solubilidade. Entretanto, é
relevante destacar que a utilizacdo de solventes organicos pode acarretar em desvantagens,
como o risco de desnaturacdo da biomolécula alvo e a necessidade de cuidadosa remocdo do
solvente apds a precipitagdo. Portanto, € fundamental otimizar criteriosamente a escolha do
solvente e as condi¢des de precipitacdo para assegurar a eficacia do processo e a manutengdo
da integridade da biomolécula alvo (MELO et al., 2021).

A utilizacdo de etanol a 95% (v/v) como etapa preliminar de purificacdo mostrou
resultados otimistas onde essas enzimas obtidas do B.gladioli Bps-1 passaram por uma
segunda etapa onde foram suspendidas em tampé&o de piperazina e posteriormente purificadas
por cromatografia tiveram um fator de purificacdo (Fp) de 4,57 (ZHU et al., 2019).

Com a busca pela utilizacdo de enzimas no setor industrial tem se destacado estudo
na procura de técnicas mais baratas e confidveis seguindo na linha de purificacdo e
caracterizacdo destas biomoléculas (ABDULAAL e ALMULAIKY, 2020; NAWAY et al.,
2021).

3.5 CARACTERIZACAO ENZIMATICA

Fatores como temperatura e pH sdo eficientes em controlar a atividade de uma
enzima e podem ser ajustados a fim de aumentar ou diminuir a velocidade de uma reacao.

O aumento da temperatura esta diretamente relacionado ao aumento na taxa de
reacdo, chegando eventualmente a um ponto conhecido como temperatura ideal ou 6tima, no
qual a atividade enzimatica atinge seu maximo desempenho. No entanto, a medida que a
reacdo de interesse continua, a velocidade da reacdo tende a diminuir, e a molécula passa por
desnaturacdo ou inativacdo térmica. Essa transformagdo ocorre devido a modificacfes na

conformacdo da estrutura enzimatica em temperaturas mais elevadas, o que afeta a interacao
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entre a enzima e o substrato, tornando-a incapaz de realizar sua fungdo catalitica (LUO et al.,
2023; MIGUEL-RUANO et al., 2021).

As enzimas, em sua maioria, possuem um pH 6timo, no qual sua atividade € maxima
e, assim como ocorre com a temperatura, conforme o pH se afasta deste valor a velocidade da
reagdo diminui. O pH interfere tanto no estado de ionizag&o da enzima como na velocidade de
reacdo, pois, as enzimas possuem grupos quimicos ionizaveis nas cadeias laterais de seus
aminoéacidos e, conforme muda o pH do meio, estes grupos podem possuir carga elétrica
negativa, positiva ou neutra e ainda contribuirem na manutencdo da estrutura da molécula ou
fazer parte do sitio ativo dela. Portanto, deve-se determinar as condi¢Ges de temperatura e pH

nas quais as enzimas devem ser ativadas para sua utilizacdo em processos industriais.

3.6 SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS

Os sistemas aquosos bifasicos (SABS) sdo uma técnica que consiste na separacdo de
substancias de interesse como proteinas e outras, utilizando dois polimeros ou um polimero
mais um sal. Ocorrendo a formacdo de duas fases imisciveis que atua no fracionamento de
proteinas em uma das fases a depender dos componentes utilizados no sistema (BALOCH et
al., 2023).

A extracdo liquido-liquido utilizando SABS é amplamente empregado na industria
em diversas areas pois apresenta um baixo custo e um carater amigavel com o meio ambiente,
diferentes de outras técnicas de extracdo que liberam gases poluidores, solventes prejudiciais
a saude, entre outros. Na extracdo de molibdénio essa técnica tem a capacidade de formar
duas fases cada uma rica em um componente de forma seletiva, ap6s atingir o equilibrio
(MURUCHI, LUNARIO e JIMENEZ, 2019).

A separacdo das fases ocorre acima das concentracdes termodindmicas criticas
desses componentes. Quando essas concentracdes excedem determinado valor, ha a formacao
das duas fases aquosas, formando um meio capaz de manter a atividade bioldgica de
macromoléculas, para posterior particdo (KILIKIAN e PESSOA JUNIOR, 2020.).

A composi¢do quimica das duas fases se encontra em equilibrio termodindmico, e
para garantir que o sistema seja formado, é necessario ter conhecimento da concentracao
global destes reagentes no sistema (GONTIJO et al., 2017).

Devido as vantagens, como simplicidade operacional, separacdo rapida e seletiva,
facilidade de escalonamento, transferéncia de massa eficiente e a possibilidade de alcancar

niveis de rendimento e pureza considerados, a extracdo por meio de sistemas agquosos
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bifasicos vem ganhando espaco na obtencdo de biomoléculas (LAFETA JUNIOR et al.,
2022).

Esses sistemas dependem de fatores como, resisténcia a deformacdo, viscosidade,
permeabilidade interfacial e tensGes interfaciais, que contribuem no processo de separacdo das
fases. Na tentativa de determinar as melhores condic¢des de trabalho muitos trabalham visam
identificar as condicdes de formulagdo (SILVA et al., 2020).

Os diagramas de fases sdo representacGes graficas que ilustram a relacdo entre a
concentracdo de um polimero com um sal ou um segundo polimero em solucgéo. Eles incluem
as chamadas "linhas de amarracdo,” que estabelecem conexdes entre dois pontos que
correspondem as concentracBes das fases completamente segregadas. Além disso, esses
diagramas contém a curva binodal, que define os limites do sistema multifasico. Quando as
concentracdes de polimeros se encontram abaixo dessa curva, ocorre a miscibilidade entre
eles. Os diagramas de fases sdo uma ferramenta valiosa para analisar como a temperatura e o
peso molecular do polimero afetam a composicdo das fases aquosas nas emulsdes. Por
exemplo, em situacBes envolvendo polimeros de maior peso molecular, as curvas binodais
tendem a deslocar-se para concentracdes mais baixas desses polimeros. Essas representacdes
graficas fornecem informacdes essenciais para determinar as condi¢des requeridas e criar
emulsBes a partir de polimeros especificos, levando em consideracdo suas concentraces
(DUMAS et al., 2020, JIMENEZ et al., 2020).

Na Figura 3.2, pode-se observar um diagrama de fases onde é possivel determinar

caracteristicas do equilibrio formado por SAB.

Figura 3.2 - Diagrama de fases esquematico de um Sistema Aquoso Bifasico (SAB)
formado por um polimero e um sal.
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No diagrama em questdo, uma variedade de informacGes estd disponivel, todas
relacionadas a reducdo da energia livre do sistema. Por exemplo, € possivel identificar as
composicdes globais em que o sistema existe como uma Unica fase ou como duas fases
distintas. Essas duas regides sdo delimitadas por uma linha conhecida como curva binodal
(SILVA et al., 2020).

As curvas binodais sdo representagdes das concentragdes minimas encontradas em
sistemas aquosos bifasicos (SABs). Quando as concentraces de polimeros e sais excedem
essas curvas, torna-se fundamental poder prever tanto o volume quanto a composicao das
fases resultantes da separagdo liquido-liquido nos SABs, além de calcular a tenséao interfacial
entre essas fases. Essas propriedades para cada fase e a tenséo interfacial podem ser obtidas
por meio de linhas de ligacdo que unem pontos especificos ao longo da curva binodal
(KOJIMA et al., 2019).

Qualquer conjunto de pontos que pertengam a regido bifasica e que estejam sobre a
mesma linha de amarracdo fornecer4d fases superiores, que possuirdo propriedades
termodinamicas intensivas iguais (densidade, volume molar, entalpia molar, etc.), entretanto,
sendo distintas as suas variaveis termodinamicas extensivas (massa, volume, etc.). Aplica-se 0
mesmo raciocinio para as fases inferiores formadas a partir de composi¢cdes globais
localizadas sobre uma mesma linha de amarragao (SILVA e LOH, 2006).

O particionamento de biomoléculas entre as fases depende principalmente das

relacBes de equilibrio do sistema. O coeficiente de particdo é definido como (Equacéo 3.1):

[Ct] 3.1)

Na Equacdo 3.1, [Ct] representa a concentragdo do soluto na fase superior, enquanto
[Cb] corresponde a concentracdo na fase inferior. O valor do coeficiente de distribuicéo,
denotado como K, é influenciado por vaérias varidveis experimentais, incluindo pH,
temperatura, presenca de sais, peso molecular e concentracdo do polimero, bem como
hidrofobicidade e tamanho da proteina, entre outras. Ao controlar cuidadosamente essas
variaveis, € viavel direcionar uma proteina presente em uma mistura complexa para uma das
fases, ao passo que as proteinas indesejadas permanecem na fase oposta (GANDOLFI et al.,
2020).

A avaliacdo do desempenho ou eficacia de qualquer método de purificagdo de
proteinas envolve a consideracdo de dois parametros fundamentais: a recuperagéo e o fator de

purificacdo da proteina ou atividade enzimatica. Esses valores sdo determinados em relacéo a
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solugéo inicial, estabelecendo uma relagdo entre a concentracdo do material purificado e a
concentracdo do material inicial, ou em qualquer etapa intermediéria do processo, sempre
tomando como referéncia uma etapa anterior (WESSNER et al., 2021)).

A recuperacdo da atividade (RA) é calculada como a proporcéo entre a atividade total
presente no material purificado e a atividade total inicial no material bruto, expressa em forma
percentual pela Equagdo 3.2. O fator de purificacdo (FP) é um pardmetro que permite
comparar a atividade enzimatica especifica total no material purificado com a atividade
enzimatica especifica total no material bruto, conforme a Equacdo 3.3
(SHAHBAZMOHAMMADI, SARDARI € OMIDINIA, 2019).

_ Atividade enzimaicarecuperada (3.2)

Atividade enzimaticainicial

Atividade enzimatica especifica recuperada (3.3)
~ Atividade enzimética especifica inicial

A industria enfrenta desafios significativos na obtencdo de biomoléculas, devido a
complexidade dessas substancias, o que resulta em custos elevados nos processos de extracao
e purificacdo. Como resposta a essa dificuldade, tém sido desenvolvidas técnicas mais
acessiveis, como os sistemas aquosos bifasicos, que oferecem uma abordagem eficaz e
economicamente vantajosa para a extracdo de biomoléculas. Essa inovacdo desempenha um
papel fundamental em tornar o processo industrial mais viavel em termos de custos (REIS e
SANTOS, 2023).

Estudos voltados a industria farmacéutica revelam a utilizacdo de PEG600 e
carbonato de sodio na remocdo de cinco acidos fenolicos de frutas de forma simultanea, como
banana, uva, macd, entre outras onde tais rendimentos chegaram a 84,30% a 100%
(MUMCUHTTPS e BOZKURTHTTPS, 2021).

O modelo mais utilizado na simulacdo do comportamento de misturas envolvendo
SAB ¢é o chamado modelo de coeficiente de atividade. Esses modelos normalmente
respondem por trés contribuigdes: interacbes de curto alcance (NRTL, NRTL estendido,
Wilson, UNIFAC, UNIQUAC), de longo alcance (Debye-Huckel, Pitzer-Debye-Huckel) e
interacdo combinatoria (Florey-Hagin s). No entanto, varios problemas sédo encontrados na
aplicacdo dos modelos, sendo o primeiro que um grande nimero de pardmetros de ajuste a

serem utilizados (12 ou mais parametros podem ser facilmente alcancados em modelos como
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0 NRTL). Além disso, até 0 momento, os modelos de coeficiente de atividade usados para
modelar SABs ndo consideram as interagdes associativas, que sdo criticas para a modelagem
de solucdes aquosas. Outra grande desvantagem de alguns dos modelos de coeficiente de
atividade descritos acima € que os parametros usados para modelagem muitas vezes nao sao
diretamente transferiveis para outros sistemas, reduzindo as capacidades preditivas desses
modelos de coeficiente de atividade (BONIFACIO, 2020).

Outro estudo investigou o desempenho da enzima papaina em um sistema bifasico
aquoso (ATPS) composto por polietilenoglicol (PEG) de 6000 g/mol e sulfato de sodio. Os
resultados indicaram que a configuracdo mais eficaz do ATPS consistia em 10% de PEG 6000
e 18% de Na,SO, num pH 9, o que resultou em uma alta atividade enzimatica (K-e) de 1,43.
Consequentemente, houve um notavel aumento na pureza da enzima, aproximadamente 4,08
vezes (PF), com um rendimento de 26,38% (SINGLA e SIT, 2023).

No contexto apresentado, a investigagdo de métodos para a concentracdo e
recuperacdo de enzimas emerge como uma demanda cientifica imprescindivel. Tal
necessidade se fundamenta na urgéncia de mitigar os custos associados a uma fase produtiva
dispendiosa, com o intuito de obter um produto de aplicabilidade ampla. Estes produtos,
essenciais em setores variados, como a industria alimenticia, farmacéutica e quimica,

desempenha um papel vital como catalisador em diversas reagdes.
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4 METODOLOGIA

O projeto de pesquisa foi desenvolvido nos laboratorios pertencentes ao
Departamento de Engenharia Quimica da UFPB, tais como o LPFD (Laboratério de Produtos
Fermento-Destilados e o LaBio (Laboratério de Bioengenharia), que continham o0s
equipamentos e reagentes necessarios para o desenvolvimento desta pesquisa.

Inicialmente, foi obtido o extrato bruto nas melhores condicGes indicadas por Santos
(2021) em dissertacdo desenvolvida no grupo de pesquisa. A partir da obtencdo do extrato,
foram estudadas técnicas de concentracdo e purificacdo, como precipitacdo e particdo em
SABs. Leituras da atividade enziméatica em cada etapa do processo serviu para acompanhar o
rendimento de cada passo e realizar o célculo de outros parametros. A caracterizacao
enzimatica apontou as condi¢des ideais para ativar ou preservar as enzimas obtidas, além de

estabelecer limites nos pardmetros do processo para evitar a desnaturagéo.

4.1 MICRORGANISMO E INOCULO

O microrganismo utilizado nesse trabalho foi o Penicillium sp. FSDE15, isolado por
Carvalho-Gongalves (2017) e selecionado como produtor de celulases. Foi mantido no LaBio
em meio agar-batata-dextrose (BDA), sob refrigeracdo e foi utilizado em estudos recentes
sobre producédo de enzimas por fermentacdo em estado sélido.

Para o preparo do inéculo foi realizado o repique do fungo ja cultivado em placas de
Petri contendo 0 meio agar-batata-dextrose e incubadas a temperatura ambiente de 25 °C
durante uma semana (sete dias). Apos o desenvolvimento do fungo Penicillium sp. FSDE15,
foi realizada a suspenséo dos esporos, utilizando agua-destilada esterilizada. Apo6s obtencdo, a
suspensdo foi acondicionada em tubos estéreis. A quantificacdo dos esporos ocorreu por meio
de contagem em camera de Neubauer espelhada, utilizando o microscépio.

Para se obter a concentracdo de 10° esporos por grama de substrato sélido, foram
utilizadas as EquacOes 4.1 e 4.2 que determinou o volume de in6culo a ser utilizado no meio
de fermentacdo (CARDOSO, SANTOS e SANTOS, 2019).

Concentracio (esporo/ml) =Y x 10* x fator de diluicdo / 5 (4.1)

2': numero de esporos na camara de Neubauer (quatro extremidades e 0 centro)
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concentracgido(esporo/grama) X massadomeio(g) (4.2)

Volumeinéculo(mlL) = =
concentracao

4.2 SUBSTRATO

Foi utilizado uma combinacéo de dois residuos agroindustriais, composto por farelo
de trigo e sabugo de milho, ambos foram utilizados nas composi¢des de 50% e armazenados
em recipientes estéreis a temperatura ambiente 25 °C (SANTOS, 2021).

Os substratos foram adquiridos no mercado central da cidade de Jodo Pessoa, onde foi
comprado o milho e debulhado, a espiga utilizada foi deixada ao sol por 3 dias para secar e

assim triturada utilizando um moinho. O trigo foi comprado ja como farelo e utilizado.

4.3 CULTIVO

As proporcdes utilizadas para o substrato foram 50% sabugo de milho e 50% farelo
de trigo, com as caracteristicas em 100 gramas de meio: 60% de umidade, temperatura
ambiente (30 °C) e concentracéo dos esporos a 10° por grama de substrato. Os ensaios foram
realizados em triplicatas (SANTQOS, 2021).

Como fonte de nitrogénio e umedecimento do substrato foi utilizado uma solucéao a
1% de sulfato de aménia (m/my20) (CARDOSO, SANTOS e SANTOS, 2019). A quantidade
de agua necessaria para umedecer os residuos foi calculada pela Equacéo 4.3:

massadoresiduo X (umidadeideal — umidadedoresiduo) (4.3)

MHzo = 1 — umidadeideal

Apds umedecer os residuos com a solucdo de sulfato de aménia, estes foram
transferidos para um Erlenmeyer de 1000 mL de capacidade, onde foi autoclavado por 15 min
a 121 °C. Apo6s o procedimento, permaneceu a temperatura ambiente (25 °C) até alcancar a
temperatura necessaria para 0 processo.

Entdo ocorreu a inoculacdo dos esporos em suspensdo, com volume ja determinado
para a obtencdo da concentracdo de 10° esporos por grama de substrato sélido. O cultivo
durou 10 dias (SANTOS, 2021).
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4.4 EXTRATO BRUTO

O extrato bruto foi obtido por meio da técnica empregada por Santos (2021). Foram
adicionados 15 mL de tampéo citrato de sodio para cada 1 g de substrato (amostra). Apds
homogeneizagéo e repouso de 30 min em temperatura de 30° C, as amostras foram filtradas,
usando papel de filtro qualitativo. O extrato enzimético foi estocado em recipientes plasticos e
congelado (-20 °C) para posterior analise de atividade de CMCase (endoglicanase), FPase

(celulase total), e ensaios de estabilidade, recuperacao e concentracao.

4.5 ATIVIDADE ENZIMATICA

Para a andlise da atividade enzimatica, os extratos obtidos foram descongelados, até
temperatura ambiente. Todas as analises foram realizadas em triplicatas.

A atividade CMCase foi determinada de acordo com a metodologia padrdo descrita
pela IUPAC (GHOSE, 1987). O método se baseia na dosagem da concentracdo de reducing
sugars (AR) liberados durante a degradacédo do substrato carboximetilcelulose (CMC).

O valor da atividade enzimatica CMCase pbde entdo, ser calculado através da
Equacéo 4.4:

(A-B)Xfxrxk (4.4)

CMCase (U/g) = EXy Xz

Onde:

A = Absorbancia da amostra;

B = Absorbéncia do controle da amostra;

f = Fator de conversdo da curva de calibragcdo (mg/ml);

r = razdo volume de solvente por grama de meio cultivado (ml/g).
k = Volume total do meio de reacdo (ml);

x = Fator de conversdo de mg para umol de glicose;

y = Tempo de reacdo (min);

z = Volume da enzima no meio de reacdo (ml).

A quantificagdo da atividade enzimatica FPase (celulase total) foi realizada
utilizando papel de filtro qualitativo como substrato de acordo com metodologia adaptada de
(GHOSE, 1987).
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O valor da atividade enzimatica FPase foi calculada por meio da Equacéo 4.5:

(A-B)Xfxrxk (4.5)

FPase (U/g) = I Xy Xz

Onde:

A = Absorbancia da amostra;

B = Absorbéncia do controle da amostra;

f = Fator de conversdo da curva de calibragdo (mg/ml);

r = razdo volume de solvente por grama de meio cultivado (ml/g).
k = Volume total do meio de reacdo (ml);

x = Fator de conversdo de mg para pumol de glicose;

y = Tempo de reacdo (min);

z = Volume da enzima no meio de reacdo (ml).

O valor da atividade enzimatica AVICELase foi calculada por meio da Equacéo 4.6,
sua determinacdo da atividade enzimatica (celulase microcristalina) foi realizada utilizando o
sal de celulase microcistalina parcialmente dissolvido em tampéo citrato, como substrato de
acordo com metodologia adaptada de (GHOSE, 1987).

(A-B)Xfxrxk (4.6)
XXyXz

AVICELase (U/g) =

Onde:

A = Absorbancia da amostra;

B = Absorbéncia do controle da amostra;

f = Fator de conversdo da curva de calibragdo (mg/ml);

r = razdo volume de solvente por grama de meio cultivado (ml/g).
k = Volume total do meio de reacéo (ml);

x = Fator de conversdo de mg para umol de glicose;

y = Tempo de reacdo (min);

z = Volume da enzima no meio de reacdo (ml).
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4.6 CARACTERIZACAO ENZIMATICA

4.6.1 Ensaios de temperatura 6tima e estabilidade

Os ensaios de temperatura 6tima e termoestabilidade foram baseadas na metodologia
utilizada por Akcapinar et al. (2012). Para o estudo de temperatura Otima, 0 extrato
enzimatico foi incubado nas temperaturas de 40, 50, 60, 70, 80, 90 °C, sendo em seguida,
determinada a atividade de CMCase e FPase. Nos ensaios de termoestabilidade, o extrato
enzimético foi incubado nas temperaturas de 40, 50, 60, 70, 80, 90 °C, por 2 horas € uma
amostra foi retirada a cada 15 min, em pH 4,8 e analisada quanto a atividade de CMCases,
FPases e AVICELases.

4.6.2 Ensaios de pH 6timo e estabilidade

Os ensaios de pH 6timo foram realizados fixando- se a temperatura no valor 6timo
do item anterior e variando-se o pH. Os valores de pH testados foram obtidos por meio de
misturas dos tampdes (citrato de sodio e fosfato de sédio monobasico e dibéasico 50x107
mol.L-1) para alcancar valores valores de 3, 4, 5 e 6 (AKCAPINAR, 2012).

Quando da realizacdo do estudo da estabilidade ao pH, foi utilizado amostras de 20
mL de extrato enzimatico, obtidos com a solucdo tampdo citrato 0,05 Mol.L™ pH 4,8,
realizando a adicdo de volumes de HCL ou NaOH 1M cada, com objetivo de alcancar os
valores de pH 3, 4, 5 e 6. Para valores de pH 7 e 8, foram adicionados a 10 mL de extrato
enzimatico ao volume de 20 mL do tamp&o fosfato 0,1 Mol.L™, realizando adicdo de NaOH
para alcancar os pH 7 e 8. Permanecendo, as amostras, por 24 horas, na temperatura ambiente.
Por fim, o pH das amostras foi corrigido para 4,8 e realizou-se as analises CMCase, Fpase e
AVICELase, para a atividade celulolitica (GHOSE, 1987). Os resultados foram expressos em
termos da atividade residual (%).

4.7 ENSAIOS DE CONCENTRACAO E PURIFICACAO

Uma vez obtido e caracterizado o extrato enzimatico, foi centrifugado a 3600 rpm,
por 5 minutos na temperatura 4°C, em seguida foi realizado, analise da concentracdo e
purificacdo parcial das enzimas celulases presentes. O estudo foi realizado em duas etapas.

Inicialmente, foram testadas técnicas classicas de precipitacdo de proteinas, tais como
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precipitacdo por adicdo de solvente e adicdo de sal, conforme sugere (SOUSA, 2014). As
suspensOes obtidas foram centrifugadas a 3500 rpm por 15 minutos & temperatura de 4°C. O
precipitado foi recolhido e ressuspendido em tampdo citrato de sodio 50mM pH 4,8.
Posteriormente, foram feitas leituras de atividade de atividade de CMCase, FPase e
AVICELase e proteinas no sobrenadante, para avaliar 0s processos de precipitacdo quanto ao
rendimento, atividade especifica e fator de purificacéo.

4.7.1 Precipitacdo com solventes organicos.

Como agente precipitante, foi utilizado o etanol 99°GL, conforme a metodologia
empregada por Sousa (2014). O etanol foi previamente aclimatado em freezer (entre 15 e -
25°C). Os testes foram realizados com 50 mL do extrato enzimatico e foram conduzidos em
banho de gelo.

O solvente foi acrescentado lentamente ao extrato enzimético sob leve agitacdo. As
proporcbes de solvente testadas foram de 1:1; 1:2 e 1:3 (mL/mL). As amostras foram
mantidas em geladeira (5 °C), em seguida, os tubos foram centrifugados ainda frios, (com
temperatura de aproximadamente 5°C) a 3500 rpm por 15 min. Os precipitados resultantes
foram lavados com agua destilada, deixados a temperatura ambiente até evaporagdo do
solvente (constatada pela auséncia do odor de alcool nos precipitados) e ressuspendidos com
tampdo citrato 0,05M de pH 4,8.

Em seguida, a atividade de CMCase, FPase e AVICELase foi determinada e

comparada com aquela que o extrato bruto apresentava, em triplicata.

4.7.2 Precipitacdo com sulfato de amonio.

Inicialmente, foram adicionadas a 50 mL de extrato bruto quantidades de sulfato de
amonio ((NH4).SO,4) que resultem em solugdes com 20, 50 e 80 % (massa/volume) da
concentracdo de saturacdo do sal. A adicdo foi feita com agitacdo branda, em banho de gelo,
até complete solubilizacdo do sal. As amostras foram mantidas em geladeira (5 °C) por 12
horas, sendo em seguida, centrifugadas a 3500 rpm a cerca de 5 °C por 15 min. Apos lavagem
com agua destilada, o precipitado foi ressuspendido em tampéo citrato de sodio (pH 4,8). A
atividade CMCase, FPase e AVICELase foi determinada e comparada com a contida no
extrato bruto (SOUSA, 2014).
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4.8 ENSAIOS DE PARTICAO EM SABS

Com o objetivo de obter extratos com indices maiores de atividade especifica e
purificacdo, o sobrenadante ou o extrato bruto foi utilizado na formacéo de sistemas aquosos
bifasicos constituidos por polietilenoglicol e citrato de sddio para ensaios de concentracao e
purificagdo. Na constru¢do dos SABs foram utilizadas as condigdes apontadas na literatura
como adequadas a recuperacdo de celulases (SOUSA, 2014), porém buscando-se uma
otimizacdo em relacdo a temperatura de operacdo e composicao.

As fases dos SABs foram recolhidas e caracterizadas quanto a atividade de CMCase
e proteinas sollveis, que serviram para calcular o rendimento, coeficiente de particéo,
recuperacdo e fator de purificacdo. De posse destes parametros, foram eleitas as condigdes
mais adequadas para recuperacdo das celulases com maximo rendimento (FARINAS et al.,
2011).

Os sistemas foram construidos inicialmente com polietilenoglicol de massa molar
4000, em concentracdo de 20,5% e tampdo citrato de sodio pH 5,0 com composicdo de
14,5%, adaptados das condicGes apontadas por Sousa (2014) como adequadas para a

recuperacdo de celulases produzidas por Trichoderma reesei.
4.8.1 Avaliacdo do SABs por planejamento fatorial

Foi realizado os ensaios de acordo com um planejamento experimental fatorial
completo 22, conformacdo estrela utilizando 3 repeticbes no ponto central, estudou-se a
influéncia da concentracdo do sal e do polimero, na recuperacdo e particdo de celulases.

Obtido atraves do extrato. No mais, a matriz do planejamento esta na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Matriz de planejamento fatorial 22 + conformacéo estrela + 3 pc. para 0 SABs

continua
Ensaio C PEG (%) C Citrato (%)

1 -1 -1
2 -1 +1
3 +1 -1
4 +1 +1
5 -0l 0

6 +a, 0
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Tabela 4.1 — Matriz de planejamento fatorial 22 + conformacéo estrela + 3 pc. para 0 SABs

concluséo
Ensaio C PEG (%) C Citrato (%)
7 0 -a,
8 0 +a
9 0 0
10 0 0
11 0 0

Os valores reais adotados nos sistemas aquosos bifésicos testados encontram-se na
Tabela 4.2, foi adaptado utilizado niveis baseados na literatura onde afirma-se ser a melhor

combinacdo para extracdo de enzimas celulases por Souza (2014).

Tabela 4.2 — Valores decodificados dos niveis utilizados

Varidveis Niveis
-0 -1 0 +1 +o
Concentraca 19,8786%  20,5% 22% 235%  24,1213%
0 de PEG
Concentraca 13.2573%  14,5% 17,5% 20,5%  21,7426%
o de Citrato

4.9 AVALIACAO DOS PROCESSOS DE RECUPERACAO

Os coeficientes de partigdo foram determinados segundo Prodanovi¢ e Antov (2008).
Sendo o Coeficiente de particdo (K) definido como a concentracdo de proteina (Kp) ou
atividade enzimatica (Ke), na fase superior dividida pelo valor correspondente na fase

inferior, como exibido nas Equacdes 4.7 e 4.8, a sequir:

Ct (4.7)
Kp = —
P=hb
At (4.8)
Ke = —
“=

Onde Ct e Cb sdo as concentracdes de proteina total em mg/mL nas fases superior e
inferior, respectivamente, e At e Ab s&o as atividades enzimaticas nas fases superior e inferior,
respectivamente.

Para melhor avaliacdo do processo de recuperacdo das celulases nos SABs foi

necessario o célculo de outros parametros além dos coeficientes de parti¢cdo. Portanto, foi
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calculada a atividade enzimatica especifica (AS), expressa em U/mg; o fator de purificacdo
(FP) e a recuperacdo de enzimas na fase superior (RT) e na fase inferior (RB). A Equacéo

(4.10) demonstra como foi calculada a atividade especifica de cada fase.

Afase (4.10)
Cfase

O fator de purificacdo da atividade enziméatica em cada uma das fases ou etapas foi

ASfase =

calculada de acordo com a Equacéo 4.11:

Afase (Superior) (4.11)

FPfase =
ase Afase (Inferior)

A recuperacao de atividade enzimatica nas fases superior e inferior dos SABs foram
obtidas através das Equacoes: (4.12) e (4.13).

4.12
Rt (%) = 100/(1 + (I‘;—IZ x %)) (412
Rb(%) = 100/(1 + (Ke x Vt/Vb)) (4.13)

Onde, Ke é o coeficiente da atividade enzimatica, Vt volume da fase de topo ou

superior e Vb volume da fase de baixo ou inferior.

4.10 CARACTERIZACAO ENZIMATICA NOS SISTEMAS DE CONCENTRACAO E
RECUPERACAO.

4.10.1 Ensaios de atividade enzimatica.

Os ensaios de atividade, foi determinada a atividade de CMCase conforme descrito

na secdo 4.5.
4.10.2 Ensaios de proteina.
A determinacéo do teor de proteinas no extrato, nos precipitados ressuspendido e nas

fases dos SABs foi realizada pelo método de Bradford de forma adaptada (BRADFORD,
1976); utilizando-se albumina da clara de ovo como padréo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO ENZIMATICA

5.1.1 Temperatura 6tima

Apos a realizacdo do cultivo foi iniciado os testes para determinar as melhores
condicdes de temperatura para atividade de cada enzima. Nas Tabelas 5.1 a 5.3 contém o0s
valores obtidos para CMCase, FPase e AVICELase, respectivamente, nas temperaturas de 40
a 90 °C. O valor da atividade residual foi adquirido adotando a maior atividade obtida sendo

100% e assim realizando a proporc¢ao das demais.

Tabela 5.1 — Atividade CMCase em diferentes faixas de temperatura.

Temperatura (°C) Allvidade Desvio (U/g) At.|V|dade
CMCase (U/g) Residual (%)
40 2,31 +0,11 75,83
50 3,04 + 0,03 100,00
60 2,46 + 0,05 80,70
70 2,05 +0,27 67,18
80 2,06 + 0,08 67,63
90 1,42 +0,15 46,62

A temperatura Otima, obtida com a méaxima atividade, foi de 50°C, logo sendo
adotada como 100% da atividade residual, nas demais faixas pode-se observar que ha uma
gueda com 0 aumento desta temperatura, embora a enzima permaneca com uma atividade
residual de 46,62 % na temperatura de 90 °C, apés trinta minutos de incubacdo. Loc, Van e
Quang (2020), relatam a temperatura 6tima da atividade CMCase produzida pelo
Trichoderma asperellum, como sendo 55 °C, o que favorece os valores encontrados, uma vez
que acima de 70 °C a atividade comega a cair.

A Tabela 5.2 mostra a atividade FPase, que trata da atividade enzimatica obtida sobre

a capacidade da enzima degradar celulose amorfa em glicose.
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Tabela 5.2 — Atividade FPase em diferentes faixas de temperatura.

Atividade FPase _ Atividade
Temperatura (°C) Desvio (U/g) ]
(Ulg) Residual (%)
40 0,84 + 0,08 96,53
50 0,87 + 0,06 100,00
60 0,53 + 0,06 61,20
70 0,53 + 0,06 60,57
80 0,40 + 0,07 45,43
90 0,21 + 0,02 23,97

A atividade adotada como 100 %, novamente, foi a temperatura de 50 °C, que obteve
um valor de 0,87 U/g. é notdrio um decaimento de 76,03 % da atividade até a temperatura de
90 °C chegando a quase 24% da atividade restante. Este mesmo comportamento é relatado
por Parveem, Bishet e Tewari (2020), onde obtiveram 100 % da atividade residual em 50 °C,
utilizando Aspergillus terreus Ppcf.

A tabela 5.3 evidencia uma leve alteracdo no padrdo da temperatura 6tima da
atividade AVICELase.

Tabela 5.3 — Atividade AVICELase em diferentes faixas de temperatura.

Temperatura (°C) Allvidade Desvio (U/g) At.|V|dade
AVICELase (U/g) Residual (%)
40 0,75 + 0,09 100,00
50 0,52 +0,08 69,60
60 0,18 + 0,06 24,18
70 0,46 +0,12 60,81
80 0,23 + 0,02 30,40
90 0,18 +0,02 24,54

Para a atividade AVICELase, que é responsavel por degradar a celulose micro
cristalina, Salazar et al. (2020) relataram que a temperatura 6tima para AVICELase produzida
a partir do Penicillium sp. € 30 °C, o que condiz com o seu trabalho pois a menor temperatura
estudada foi de 40 °C obtendo-se a atividade maxima. J& com o aumento da temperatura
ocorreu um decaimento da atividade chegando a 24,54 % em 90 °C, acreditando-se ser fruto

da desnaturacdo a altas temperaturas.
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A Figura 5.1 apresenta o comportamento das enzimas em estudo diante da alteracéo
de temperatura.
Figura 5.1 — Efeito da temperatura na atividade enzimatica.
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E possivel observar uma atividade enzimatica maxima na temperatura de 50 °C para
as enzimas CMC e FPase, entretanto para a terceira atividade AVICELase tem-se a
temperatura 40 °C como a temperatura 6tima. Narra et al. (2014) relataram que a temperatura
Otima encontrada em seu estudo na producdo de endoglucanases a partir no Aspergillus
terreus foi de 50 °C, igualmente como, Cysneiros et al. (2013) encontraram a temperatura
6tima de 50°C no seu estudo, que tinha como objetivo a caracterizagdo de enzimas na
digestdo da forragem de milho, utilizando o fungo Humicola grisea var.

O intervalo 6timo da temperatura encontrado foi de 40 °C a 50 °C, ap6s esses valores
observou-se um decaimento das atividades celuloliticas chegando até 46 % para CMC e 24 %
para as atividades FPase e AVICELase. Saroj et al. (2022) demonstraram valores que véo de
acordo com o exposto na Figura -5.1, a temperatura 6tima encontrada para a enzima CMCase

estd dentro da faixa térmica de 46 °C a 62 °C alcancada pelo Aspergillus terreus.

5.1.2 Valor de pH 6timo

A atividade enzimatica em funcdo da atividade residual é demonstrada nas tabelas

5.4 a 5.6, que ilustram os valores obtidos da atividade enzimatica, por valores de pH que
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variam de 3 a 6.
Tabela 5.4 — Atividade CMCase em diferentes faixas de pH.

Atividade _ Atividade
pH Desvio (U/g) )
CMCase (U/g) Residual (%)
3 3,59 + 0,02 100,00
4 3,38 + 0,05 94,04
5 3,04 +0,03 84,79
6 1,18 +0,08 32,87

Os valores de atividade encontrados apresentam os valores maximos em faixas de pH
mais acidos como de 3 a 5. J& com valor de pH mais préximo do neutro, 6, observa-se um
decaimento significativo da atividade no complexo enzimético produzido pelo fungo. Tal

caracteristica se repete para a atividade FPase exposta na Tabela 5.5.

Tabela 5.5 — Atividade FPase em diferentes faixas de pH.

Atividade FPase _ Atividade
pH Desvio (U/g) )
(U/g) Residual (%)
3 1,23 + 0,06 100,00
4 0,97 +0,10 79,19
5 0,87 + 0,06 70,92
6 0,32 + 0,02 25,73

Com a mesma caracteristica a atividade demonstrada na Tabela 5.5 concorda com a
atividade CMCase vista na Tab. 5.4, ambas tendo um méaximo de atividade no pH 3 e um
declinio significativo quando comparados ao pH 6, demonstrando uma possivel desativacdo
enzimatica em ambos 0s casos. J& na Tabela 5.6 pode-se observar uma pequena alteracdo

demonstrada no padréo da atividade encontrada nas enzimas.

Tabela 5.6 — Atividade AVICELase em diferentes faixas de pH.

continua
Atividade ) Atividade
pH Desvio (U/g) )
AVICELase (U/g) Residual (%)
3 1,84 +0,03 88,29

4 2,09 +0,21 100,00




41

Tabela 5.6 — Atividade AVICELase em diferentes faixas de pH.

concluséo
Atividade _ Atividade
pH Desvio (U/g) )
AVICELase (U/g) Residual (%)
5 0,52 + 0,08 25,00
6 0,07 +0,01 3,42

A Tabela 5.6 contém a atividade enzimatica AVICELase que mantém as mesmas
caracteristicas das atividades anteriores, sendo uma faixa ideal de trabalho em pH &cido.
Porém, diferente das atividades anteriores, é possivel visualizar um maximo de atividade em
pH correspondente a 4 e um decaimento no pH 5, chegando proximo a 0 no pH 6. A Figura

5.2 mostra 0 comportamento das atividades enzimaticas nos diferentes valores de pH citados.

Figura 5.2 - Efeito do pH na atividade enzimatica.
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Jung et al. (2015) observaram que para as atividades celuloliticas, a melhor faixa de
pH, encontra-se entre os valores de pH 4,8 e 5,5. O que se enquadra com os resultados
expostos anteriormente, onde vé-se uma maior atividade em valores de pH acidos e ocorre
uma perda de atividade em valores mais neutros.

Morais et al. (2021), demonstraram valores de atividade para cada enzima de forma
individual excretadas pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides URM 7080, variando seus

valores um a um por planejamento fatorial. Para a atividade FPase é ressaltado que o valor de
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maior significancia foi obtido em pH 5. Entretanto, para CMCase o maior resultado
observado foi em pH 7.

Falcdo (2021) utiliza o fungo Aspergillus brasiliensis na fermentacdo em estado
solido e tem resultados similares, € apontado que as enzimas endoglucanases obtidas
apresentaram maior atividade celulolitica no pH correspondente a 4. Outros trabalhos,
entretanto, demonstraram valores de pH proximo ao encontrado por Imran et al. (2018), que
relataram pH 4,5 para endoglucanase produzidas a partir do fungo A. niger IMMISL. Ja

Sulyman, Igunnu e Malomo (2020) informaram o valor de pH 4 para o fungo A. niger.
5.1.3 Estabilidade térmica

No estudo da estabilidade a temperatura, as enzimas foram colocadas a diferentes
temperaturas 40 a 90 °C, em intervalos regulares 20 min até 120 minutos, assim determinando

a atividade residual ap6s o processo. A Figura 5.3 contém a estabilidade da CMCase.

Figura 5.3 - Efeito da temperatura em funcéo do tempo na atividade CMC.
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Na Figura 5.3 é possivel observar que a enzima CMCase, produzida através do fungo
Penicillium sp. FSDE15, possui resisténcia a faixa de temperatura 40 e 70 °C, desnaturando
em temperaturas mais elevadas. Ocorrendo a desativacdo das enzimas nas temperaturas de 80
°C e 90 °C apo6s 20 minutos de incubacdo. As demais faixas de temperaturas, 40 °C a 70 °C,

mantiveram uma estabilidade com o passar do tempo, chegando a ter mais de 60 % da
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atividade residual com 120 minutos de incubacgdo em suas determinadas faixas, com excec¢ao
da temperatura de 40 °C que houve uma queda para 42,44 % em sua atividade residual.

Gu et al. (2021) determinaram que as enzimas endoglucanases produzidas a partir do
Aspergillus fungigatus, tem uma estabilidade térmica consideravel, em vista que a atividade
residual caiu para 50 % ap6s 30 minutos na temperatura 80 °C. J& Kim et al. (2022) utilizaram
enzimas celuloliticas produzidas pela bactéria marinha Pseudoalteromonas e o fungo
comercial Aspergillus niger, relatando que as enzimas provenientes das bactérias sdo
desnaturadas apds uma hora na temperatura de 55 °C, agora para as enzimas flangicas a
estabilidade se mantém proximo de 50 % em 75 °C até 60 minutos. O que condiz com 0
exposto na figura 5.3.

Yadav (2013), relatou a utilizacdo do fungo endofitico Bartalinia sp., na producéo de
celulase para fins industriais e afirma que as enzimas estudadas mantiveram cerca de 50% da
atividade inicial a 100 °C por 120 minutos, demonstrando uma forte resisténcia a altas
temperaturas.

Os resultados para atividade FPase encontram-se na Figura 5.4, demonstrando uma

estabilidade a altas temperaturas.

Figura 5.4 - Efeito da temperatura em funcéo do tempo na atividade FPase.
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As enzimas mantiveram a estabilidade durante todo o teste, nas temperaturas iniciais
entre 40 °C e 50 °C a atividade residual se manteve proximo a 100 %, entretanto, com o

aumento da temperatura pdde-se observar um declinio, nesses valores, chegando préximo a
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50 % da atividade inicial, com excecdo de dois pontos, um a 100 e outro a 120 minutos, nas
temperaturas de 90 °C e 40 °C respectivamente. Ja a fFgura 5.5 demonstra o perfil de

estabilidade das enzimas sobre a atividade AVICELase.

Figura 5.5 - Efeito da temperatura em funcéo do tempo na atividade AVICELase.
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A Figura 5.5 demonstra a atividade residual da enzima AVICELase, observa-se
atividade em temperaturas mais brandas e uma reducdo da atividade quando a temperatura
passa dos 70 °C, um comportamento peculiar acontece na temperatura de 40 °C onde a
atividade varia de 0 a 27 % durante os 120 minutos e tendo um pico maximo de atividade em
60 minutos.

Silva et al. (2016) relataram que as enzimas Beta-Glicosidade produzidas pelo fungo
Myceliophthora heterothallica F.2.1.4 obtiveram estabilidade até 60 °C, ja em temperaturas
superiores ocorre a reducao da atividade, chegando proximo a 0 % em 70 °C. Contudo, na
faixa de 40 °C a atividade é aproximadamente 90 %.

Bonfa et al. (2018) estudaram a termoestabilidade das enzimas Beta-glicosidade a
partir do fungo myceliophthora thermophila M.7.7, nas temperaturas fixas de 30 °C a 80 °C,
tendo resultados proximos de 90 % da atividade residual permanecente a temperatura de 60
°C, quando observado temperaturas maiores a atividade chegou a zero, indo de acordo com 0s

valores encontrados na figura 5.5.
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5.1.4 Estabilidade ao pH

A Figura 5.6 mostra a atividade residual encontrada na inoculacdo das enzimas

diante da alteracéo do pH.

Figura 5.6 - Atividade residual do extrato enzimatico ap6s inoculacdo em diferentes pH.
100,00 oo A o

¥::: .... kY 3 -
—~~ LY o .
g “\ 3 E'.-: K
= 80,00 \ R
< \
-) %
% 60,00 ‘.“ L ",
v \F n T X --«#:- CMCase
L3 .

LéJ 40,00 = ',. -.@-+ FPase
5 AVICELase
< NG x‘ e
E 20,00 S e -
< S

0,00 b >

3 4 5 6 7 8
pH

Segundo Santos (2021), o pH 6timo para a inoculacdo do Penicillium sp. FSDE15 é
aproximadamente 5. Portanto, em primeiro momento foi utilizado este pH como referéncia e
dado inicio ao estudo, em seguida, foi alterado a faixa de pH para 3 a 8.

O valor de referéncia foi obtido a partir do pH com o maior resultado para cada tipo
de atividade enzimatica CMCase e FPase, quando ambas tiveram o seu maximo no pH 4, ja
na AVICELase o resultado méximo obtido foi no pH 5.

Tais resultados levam a cré que CMCase e FPase tem uma boa faixa de atividade no
pH de 3 a 6, quando valores chegam a neutralidade, ambas perdem atividade iniciando o
processo de desnaturacdo, diminuindo para proximo de 50% e 25% a atividade.

Qu et al. (2022) relataram alta eficiéncia na biotransformacdo quando utilizam
recombinagfes do fungo Trametes trogii, encontrado em madeira, com uma faixa de
estabilidade ao pH indo de 5 a 10, com seu ponto maximo de atividade entre 5 e 7.

Ja a atividade AVICELase teve seu rendimento préoximo de 20 % comparando as
melhores situacdes encontradas nas demais atividades, com seu maximo de 100 % no pH 5

adotado como referéncia, no processo de inoculacdo. Na indastria ter um intervalo de
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estabilidade tanto térmico como de pH, é 0 mais interessante em vista que em processos de
grande escala o controle exato de variaveis é complicado e de facil variabilidade, no mais, as
enzimas obtidas pelo Penicillium sp. FSDE15 demonstram uma boa estabilidade para
processos industriais.

Olajuyigbe, Nlekerem e Ogunyewo (2016) realizaram a caracterizacdo de Beta-
glicosidase a partir do fungo Fusarium oxysporum, e obtiveram o resultado similar ao
encontrado neste trabalho, onde a atividade AVICELase teve um maximo no pH

correspondente a 5 e nas demais faixas ocorreu perda da atividade.

5.2 CONCENTRACAO E PURIFICACAO DE ENZIMAS POR PRECIPITACAO

5.2.1 Precipitagdo com etanol e acetona

Os experimentos de precipitacdo com etanol estdo apresentados na Tabela 5.7,

contendo concentracdo do precipitante, atividade enzimatica e taxa de recuperacao.

Tabela 5.7 — Atividade CMCase recuperada por precipitacdo com etanol

) Concentracgéo CMCase ) Recuperacéo
Ensaio Desvio (U/mL)
de Etanol (U/mL) (%)

Extrato

. - 0,21 +0,06 -

Clarificado

1:1 50% 0,09 +0,01 4,46

1:2 67% 0,12 +0,00 5,91

1:3 75% 0,13 +0,01 6,25

Na Tabela 5.7 tem-se a atividade enzimatica CMCase do extrato bruto clarificado
com valor de 0,21 U/mL, e para os demais ensaios, com a adi¢do do precipitante etanol nas
proporcoes de 1:1, 1:2 e 1:3 (V/V). A coluna recuperacéo se refere ao percentual de atividade
do precipitado em relacdo ao extrato enzimatico.

Analisando os ensaios de forma pontual, é notério um pequeno aumento da atividade
a partir do acréscimo de etanol adicionado nos testes, inicialmente de 0,09 U/mL
correspondendo a 4,46 % da atividade inicial para a proporc¢do de 1:1 com volume de 50 mL
de extrato para etanol e chegando a 0,13 U/mL para o ultimo ensaio sendo 6,25 % da

atividade recuperada. Contudo, ao avaliar a viabilidade dessa técnica, encontrasse um
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resultado desfavoravel devido a perda da atividade inicial. Isso ocorre devido aos grandes
volumes de reagentes necessarios para sua execugdo, o que pode levar a desnaturacdo das
enzimas, uma vez que o etanol tem o potencial de desnatura-las.

Os valores referentes a atividade FPase encontram-se na Tabela 5.8, mostrando que

somente com 75% de etanol no sistema ocorreu uma recuperagao acima de 10%.

Tabela 5.8 — Atividade FPase recuperada por precipitacdo com etanol.

) Concentracéo ) Recuperacéo
Ensaio FPase (U/mL) Desvio (U/mL)
de Etanol (%)

Extrato

- - 0,07 +0,02 -

Clarificado

1:1 50% 0,03 +0,01 4,91

1:2 67% 0,05 +0,02 6,91

1:3 75% 0,15 +0,03 22,08

Para a atividade sobre o papel de filtro tém-se um resultado mais satisfatorio, onde o
valor da atividade do extrato enzimatico era de 0,07 U/mL passou para 0,15 U/mL no ensaio
1:3, correspondendo em uma concentracdo e recuperacdo de 22,08 %. Na Tabela 5.9

encontra-se os valores para atividade enziméatica AVICELase.

Tabela 5.9 — Atividade AVICELase recuperada por precipitacdo com etanol

) Concentracdo ~ AVICELase ) Recuperacéo
Ensaio Desvio (U/mL)
de Etanol (U/mL) (%)

Extrato

- - 0,01 0,02 -

Clarificado

1:1 50% 0,02 0,01 24,46

1:2 67% 0,01 0,00 7,81

1:3 75% 0,00 0,00 3,12

Os resultados obtidos para AVICELase tem uma caracteristica oposta aos demais,
onde a maior taxa de recuperacdo chega a 24,46 %. Foi no primeiro ensaio onde a fracdo de
etanol é de 50 %, que a atividade enzimatica passou de 0,01 U/mL do extrato clarificado para
0,02 U/mL e decaindo com o aumento do precipitante no meio, chegando a 0,00 U/mL na

proporcao 1:3 extrato-precipitante.
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A Figura 5.7 mostra de forma ilustrativa uma comparacéao de recuperacgéo obtida para
cada atividade enzimatica discutida anteriormente.

Figura 5.7 - Percentual de recuperacdo da atividade enzimatica precipitada com etanol.

30
25
20
g 15 m CMCase
=3 m FPase
3 10
o AVICELase

1 2 3
Ensaio

A Figura 5.7 mostra o percentual de atividade recuperada para cada ensaio,
comparando assim que, para cada ensaio, houve uma melhor atividade enzimatica recuperada,
no primeiro caso, onde a propor¢do de precipitante € 50%, foi obtido o melhor resultado para
atividade AVICELase, no segundo ensaio embora ndo tenha ocorrido a precipitacdo de
valores consideraveis tém-se um resultado maior para Fpase e no ultimo ensaio onde a fracédo
de etanol é de 75 % ocorreu a precipitacdo e concentracao de 22,08 % da atividade FPase.

Almeida (2021) utilizou em seu trabalho as mesmas técnicas de precipitacdo e
relatou que, para a obtengdo de enzimas xilanases, 0 seu sistema com maior efetividade foi a
precipitacdo com solventes organicos em especifico a utilizacdo de etanol nas propor¢oes de
70 % (v/v), onde alcangou uma recuperacao da atividade em 85% do extrato bruto.

Santos (2022) relata a utilizacdo de 10 solventes orgéanicos na proporcao de extrato-
solvente de 1:4, obtendo o melhor resultado de atividade lipolitica residual recuperada no
etanol onde chega aos 100 % em comparagao ao extrato bruto.

Os resultados para precipitagdo com acetona tiveram um percentual de recuperagéo
pouco maior, na Tabela 5.10 encontra-se os valores de atividade endoglucanases.
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Tabela 5.10 — Atividade CMCase recuperada por precipitagdo com acetona.

) Concentracgéo CMCase ] Recuperacéo
Ensaio Desvio (U/mL)
de Acetona (U/mL) (%)

Extrato

. - 0,21 + 0,06 -

Clarificado

1:1 50% 0,08 +0,00 3,92

1:2 67% 0,25 +0,01 11,82

1:3 75% 0,23 +0,01 11,08

Com o aumento na fracdo de acetona é possivel visualizar uma melhora na proporgéo
de concentracdo e recuperacdo das enzimas celuloliticas, como relatado anteriormente o
extrato bruto continha uma atividade de 0,21 U/mL, obtendo uma recuperacgdo de 3,92% na
fracdo de 50 % de acetona e chegando a 11,08 % quando adicionado o volume de 3 vezes o
extrato, contudo tendo um maximo de recuperacdo no segundo ensaio 11,82 9%,
correspondendo a 0,25 U/mL. Entretanto quando considerado os desvios padrfes para 0s
ultimos ensaios observasse que ndo a diferenca entre eles logo os ensaios contendo 67 e 75%
em acetona sdo correspondentes.

O excesso da acetona no meio pode ocasionar a desnaturacdo das enzimas sendo um
indicativo do motivo da estagnacdo de atividade recuperada com o maior volume do
precipitante.

Os resultados para as enzimas exoglucanases presente na Tabela 5.11, demonstra

valores de recuperacdo formidaveis.

Tabela 5.11 — Atividade FPase recuperada por precipitacdo com acetona.

] Concentracdo ] Recuperacéo
Ensaio FPase (U/mL) Desvio (U/mL)
de Acetona (%)

Extrato

- - 0,07 +0,02 -

Clarificado

1:1 50% 0,01 +0,01 0,89

1:2 67% 0,21 +0,01 29,33

1:3 75% 0,46 +0,01 65,42

O aumento do volume de acetona nos ensaios resultou na recuperacdo crescente de

até 65,42% da atividade enzimatica que passou de 0,07 U/mL do extrato bruto para 0,46
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U/mL do precipitado, contendo 3 volumes de acetona. Contudo na tabela 5.12 que demostra

os valores obtidos para as Beta-glucosidade vemos a melhor taxa de recuperacdo no primeiro
ensaio.

Tabela 5.12 — Atividade AVICELase recuperada por precipitacdo com acetona.

) Concentragdo  AVICELase ) Recuperacéo
Ensaio Desvio (U/mL)
de Acetona (U/mL) (%)
Extrato
- 0,01 10,02 -
Clarificado
1 0,50 0,01 +0,00 12,49
2 0,67 0,01 +0,00 11,71
3 0,75 0,01 +0,00 7,03

O melhor percentual de recuperacdo encontrado foi de 12,49 % para um volume de
acetona, correspondendo a um pouco mais de 0,01 U/mL de atividade do extrato bruto, a

Figura 5.8 demonstra a porcentagem de atividade para cada ensaio com acetona.

Figura 5.8 - Percentual de recuperacdo da atividade enzimatica precipitada com acetona.
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Com o aumento da concentracdo de acetona no sistema temos uma melhora na
atividade FPase chegando a 65,42 % da atividade inicial, entretanto com as outras atividades
essa caracteristica ndo se mantém, observa-se a atividade AVICELase vem diminuindo com o

avanco dos ensaios e a CMCase teve seu maximo de recuperagdo no ensaio numero 2
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chegando a 11,82 % da atividade recuperada, correspondendo a proporgédo de 1:2 extrato e
precipitante.

Sampaio (2021), utilizou 8 tipos de solventes organicos diferentes e destacou que 0s
melhores resultados foram para os sistemas utilizando alcool n-propilico e acetona, ambos nas
proporcdes de 1:2 extrato-solvente, quando foi obtida a recuperagéo de 30,96 % da atividade
para o precipitante alcool e 30,32 % para acetona.

Sohail, Soomro e Muhammad (2022), relataram a utilizacdo de acetona nos volumes
de 200 mL do precipitante para 50 mL do extrato, tal sistema de precipitacdo fez com que a
atividade enzimatica celulolitica passasse de 420 U/mL para 725 U/mL, obtendo uma
concentragéo de 172,61 %

Cui e Jia (2015) relataram como funciona a precipitacdo por solventes, 0 motivo da
verificacdo com mais de um precipitante ocorre pela forma que ele atua sobre as enzimas, seja
por alteracdo do estado de hidratagdo molecular ou alterando a constante eletrostatica das

solucdes.

5.2.2 Precipitacéo por sal

5.2.2.1 Precipitagéo com Sulfato de aménio.

Na tentativa de alcancar uma precipitacdo satisfatdria por adicdo de sal, (salting-out),
o0 sulfato de amo6nio é comumente mais utilizado para esses estudos, por alcancar forcas
ibnicas consideraveis. Os ensaios de precipitacdo com sal de aménio foram realizados com a
adicdo de 20%, 50% e 80% do sal em relacdo ao ponto de saturacdo sendo respectivamente
5,3;14,55e 25,8 g.
A Tabela 5.13 explana os resultados de atividade do precipitado e seus ensaios com
suas concentracdes do sal.

Tabela 5.13 — Atividade CMCase recuperada por precipitacdo com sulfato de aménio.

continua
Concentracgéo
) CMCase ) Recuperacéo
Ensaio de Sulfato de Desvio (U/mL)
o (U/mL) (%)
Amonio

Extrato
- 0,21 + 0,06 -
Clarificado
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Tabela 5.13 — Atividade CMCase recuperada por precipitagdo com sulfato de amonio.

concluséo
Concentracgéo
) CMCase ] Recuperacéo
Ensaio de Sulfato de Desvio (U/mL)
- (U/mL) (%)
Amonio
1:1 20% 0,08 +0,00 3,92
1:2 50% 0,16 +0,01 7,56
1:3 80% 0,15 +0,01 7,19

A atividade CMCase obtida apds a recuperacdo com sulfato de amoénio nédo passou de
10 % em todos osensaios, tendo um méaximo de 7,56 % do valor inicial, correspondendo a
0,16 U/mL de atividade na concentracdo de 50 % de amonio presente no extrato.

A Tabela 5.14 exp0e valores de atividade FPase para 0 mesmo sistema.

Tabela 5.14 — Atividade Fpase recuperada por precipitagdo com sulfato de amonio.

Concentracao N
) ] Recuperacéo
Ensaio de Sulfato de  FPase (U/mL) Desvio (U/mL) )
0
Amonio

Extrato

. - 0,07 +0,02 -

Clarificado

1:1 20% 0,00 +0,00 0,00

1:2 50% 0,07 +0,01 9,66

1:3 80% 0,08 + 0,02 11,75

Para o caso da atividade FPase vemos um percentual de recuperacdo de acordo com
0 aumento da concentracdo do sal, saindo de 0 % e chegando a 1111,75 % da atividade
inicial. Para a AVICELase tém-se um melhor percentual de recuperacéo na proporgédo de 50
% do sal demostrado na Tabela 5.15.
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Tabela 5.15 — Atividade AVICELase recuperada por precipitacdo com sulfato de amonio.

Concentracgéo
) AVICELase ) Recuperacéo
Ensaio de Sulfato de Desvio (U/mL)
- (U/mL) (%)
Amonio
Extrato - 0,01 + 0,02 -
1:1 20% 0,00 +0,00 0,00
1:2 50% 0,03 +0,00 25,50
1:3 80% 0,01 +0,01 10,93

A atividade enzimatica do extrato bruto para AVICELase era de 0,01 U/mL com o
aumento da concentragdo do sal ocorreu a precipitacdo das enzimas com excegdo da
concentracdo de 20 % do ponto de saturacdo, com o aumento do sal para 50 % ocorreu a
recuperacdo de 25,50 % da atividade, entretanto quando passado deste ponto a atividade
recuperada diminuiu para 10,93 %, indicando que para este caso a melhor situacdo € com o

ponto de saturagdo em 50% massa/volume.

A Figura 5.9 contém os resultados de forma comparativa para 0s ensaios de
precipitacdo com o sal de aménio.

Figura 5.9 - Percentual de recuperacéo da atividade enzimatica precipitada com sulfato de

amonio.
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A Figura 5.9 mostra que com 0 aumento da concentragdo de sal ocorreu o aumento
da precipitagdo das enzimas, e por sua vez o aumento da atividade enzimatica por mL, A agua
tem afinidade tanto por proteinas quanto por ions de sal, mas preferencialmente se liga aos
ions menores. Quando as moléculas de agua se associam aos ions, as proteinas tendem a se
agrupar, o que diminui a solubilidade e resulta na precipitacdo da proteina.

Esse fendbmeno ocorre devido ao aumento significativo da forga idnica no ambiente,
conhecido como salting-out, ressaltando que o melhor ensaio de uma forma geral foi o
segundo, onde houve 50% do ponto de saturacdo do sal de amobnio e onde teve 0s maiores
valores a atividade CMCase e AVICELase 7,56 % e 25,50 % respectivamente, o melhor
ensaio para FPase foi o terceiro onde teve a recuperacao de 11,75 % da atividade inicial.

Abdel-Sater et al. (2019) relataram o aumento da atividade enzimatica celuloliticas
em duas vezes produzida pelo fungo Penicillium brevicompactum AUMC 10987 com a
utilizacdo do sal de aménio como agente precipitante.

Bano et al. (2019) utilizaram o sulfato de amonio em 90% do ponto de saturagéo para
precipitar celulases produzidas por Aspergillus flavus, os autores determinaram a atividade
CMCase do extrato bruto como 14,9 U/mg, apds o processo de concentracdo e purificacdo a

atividade do precipitado passou a 38,8 U/mg.

5.3 AVALIACAO DOS PROCESSOS DE RECUPERACAO

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford, a Tabela 5.16
contém os valores das concentracdes de pg/mL e o desvio padrdo para o extrato bruto

clarificado e cada sistema de recuperacdo e concentracdo de enzimas, acetona, alcool e sal de

amonio.
Tabela 5.16 — Concentracdo de proteina pelo método de Bradford.
continua
AMOSTRA PROTEINA (ug/mL)  DESVIO (ug/mL)

EXTRATO 15,84 +1,22
ACETONA 1:1 10,45 + 0,27
ACETONA 1:2 13,59 +1,13

ACETONA 1:3 20,24 +0,93
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TABELA 5.16 — Concentracdo de proteina pelo método de Bradford.

concluséo
AMOSTRA PROTEINA (ug/mL)  DESVIO (ug/mL)
ALCOOL 1:1 1,18 +0,33
ALCOOL 1:2 6,96 +0,36
ALCOOL 1:3 10,45 +0,80
AMONIO 20 % 0,00 +0,00
AMONIO 50 % 4,70 + 0,89
AMONIO 80 % 10,82 +0,39

Os resultados mostram um total de 15,84 pg/ml de proteina para o extrato bruto com
um desvio padrdo + 1,22, para 0s sistemas de concentracdo tem um resultado, a priori,
qualitativamente favoravel, onde com o aumento da concentracdo do precipitante obtém-se
um acréscimo na quantidade obtida.

Para o sistema contendo acetona o melhor resultado foi na proporgéo 1:3 extrato e
solvente, sendo 50 mL do clarificado com 150 mL de acetona, onde a concentracdo de
proteina passou de 15,84 pug/ml do extrato bruto para 20,24 pg/ml, obtendo-se o maior teor de
proteina dos sistemas em estudo.

Os resultados para os sistemas de alcool e sal de aménio tiveram os resultados bem
semelhantes, onde a maior taxa de recuperacdo foi obtida nos sistemas de 50 mL extrato e 150
mL precipitado (1:3), obtendo uma recuperacédo de 10,45 e 10,82 pg/ml, respectivamente. Em
destagque temos o sistema contendo sulfato de aménio a 20 %, onde ndo ocorreu a precipitacao
de proteinas.

Em primeiro momento apds a ressuspensdo das enzimas com tampé&o citrato 0,05M
de pH 4,8, foi determinado o valor de cada atividade enziméatica, CMCase, FPase e
AVICELase, mostrado na secdo 5.2, para assim obter os valores de atividade enzimatica
especifica (AS) e fator de purificagéo (FP).

Faz-se necessario a utilizacdo destes parametros para determinacgéo da eficiéncia dos
sistemas de concentracdo e purificacdo de proteinas, uma vez que os precipitantes utilizados
possuem um efeito indesejado sobre as enzimas em estudo, que € a desnaturacdo. A Tabela

5.17, demonstra tais fatores de forma comparativa.
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TABELA 5.17 — Atividade enzimatica especifica (AS U/mg). e fator de purificacao (FP).

AS AS AS
FP FP FP
AMOSTRA CMCase FPase AVICELase
CMCase AVICELase
(U/mg) (U/mg) (U/mg)

EXTRATO 13,18 £ 1,21 431 +0,36 0,90 + 0,08
ACETONA1:1 788+041 060+0,07r 007+106 002+026 0,86+0,70 0,92+0,75
ACETONA 1.2 1766+0,17 1,39+0,06 1583+149 356+0,02 091+0,31 1,00+0,21
ACETONA 1:3 1152+0,99 0,88+0,13 22,63+0,46 5728+051 0,12+0,40 0,10+0,45

ALCOOL 1:1 12590+043 948+1,19 27,86+0,80 6,84+0,26 1535+0,80 17,80+ 2,37
ALCOOL1:2 17,32+0,01 130+016 7,12+273 122+090 1,19+0,00 1,46=0,00
ALCOOL 1:3 1239+0,41 111+021 17,21+189 347+092 0,31+023 0,37+0,30
AMONIO20% 0,00+£0,00 0,00+000 6,11+432 134+085 6,11+4,32 654+396
AMONIO50% 38,86+0,10 264+056 1486+387 342+070 6,33+040 6,12+0,96
AMONIO80% 13,93+063 1,06+0,08 21,04+121 491+065 1,40+012 1,10+0,67

A Tabela 5.17 mostra o valor de 13,18 U/mg como sendo atividade especifica da

CMCase do extrato, quando comparado com 0s demais sistemas, obtém-se uma melhora nos
que foram utilizados acetona 1:2, onde a atividade chegou a 17,66 U/mg, quando utilizado
alcool 1:1 o melhor resultado desta atividade foi 125,90 U/mg, com alcool 1:2 foi 19,39, com
amonio 50% obteve-se 38,86 U/mg e com amdnio 80% o valor foi de 13,93 U/mg.

A atividade especifica FPase teve no extrato bruto o valor de 4,31 U/mg, entretanto
teve uma melhora nesta atividade em quase todos os sistemas, com excecao da acetona 1:1,
que foi utilizado a proporcéo de acetona e extrato, 50 mL cada. Em destaque tem o sistema
utilizando alcool 1:1 com atividade especifica de 27,86 U/mg.

Para a ultima atividade AVICELase os valores obtidos ndo foram tdo expressivos
como os anteriores onde o sistema utilizando alcool 1:1, mais uma vez, obtém o maior valor
de atividade, chegando a 15,35 U/mg.

Entre todos os resultados apresentados o melhor fator de purificacdo ocorreu para o
sistema contendo etanol 1:1, onde para cada atividade os valores alcancados foram 9,48 na
atividade CMCase, 6,84 na FPase e 17,80 em AVICELase.
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Ferreira et al. (2011) demostraram sistemas de purificagéo e concentracdo utilizando
PEG 4000/fosfato em diferentes valores de pH 7 a 9, obtendo valores que variaram de 1,64 a
3,34 de purificacdo em seu estudo com enzimas bromelinas.

Taddia et al. (2021) caracterizaram um sistema de recuperacdo de enzimas
xilanoliticas utilizando duas etapas, a primeira composta por SABS e uma segunda utilizando
cromatografia de troca idnica, é afirmado em seu trabalho que o melhor sistema obteve
valores de recuperacao enzimatica de 79,9 % e um fator de purificacdo de 11.

Pessoa Junior et al. (2020) relataram a utilizacdo de sistema aquoso bifasico para
recuperacdo e concentracdo de enzimas celuloliticas produzidas por Aspergillus fumigatus
CCT 7873, o SABs foi formado utilizando o surfactante triton x-114 e variando temperatura e
concentracdo do extrato. O melhor sistema determinado em seu trabalho foi a 55 °C e com 40
% do extrato, obtendo um fator de purificacdo para CMCase e FPase de 10,89 e 0,65,
respectivamente.

Pode-se observar que para o sistema apresentado neste trabalho, quando contém
etanol na proporcdo de 1:1 houve resultados mais elevados em relacdo a alguns trabalhos

encontrados na literatura.

5.4 AVALIACAO DOS PROCESSOS DE PARTICAO POR SABS

O extrato utilizado nos sistemas aquosos bifésicos foi o clarificado, proveniente de
uma nova fermentacdo. Na Tabela 5.18, 0 encontram-se algumas informacdes como proteina,
atividade CMCase, atividade especifica (AS) e fator de purificacdo (FP) para os SABs como o
novo extrato clarificado, considerando “sup” como a fase superior ¢ “inf” como a dase

inferior de cada sistema aquoso bifésico.

Tabela 5.18 — Dados obtidos a partir dos SABS.

continua

Proteina o

Fase Atividade (U/g) AS (U/mg) FP
(Hg/mL)

Extrato 36,10 + 0,18 2,34 £0,12 4,38 £ 0,05

1 sup 7,66 £ 0,55 0,86 £ 0,05 7,55+ 0,03 2,27 £ 0,02

linf 18,32+ 0,74 0,48 £ 0,04 1,77 £ 0,02 0,43 £0,01

2 sup 8,84+ 1,11 0,97 £ 0,08 7,42 + 1,58 2,16 £ 0,04

2 inf 20,30+ 0,18 0,61+0,12 2,01+£0,39 0,34 £ 0,06

3sup 4,10 +£1,48 1,18 + 0,15 20,04 + 4,68 3,86 £0,10




Tabela 5.18 — Dados obtidos a partir dos SABS
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concluséo
Fase Proteina Atividade (U/g) AS (U/mg) FP
(Hg/mL)
3inf 11,87 0,18 0,72 +0,08 4,08 £0,42 1,00 + 0,08
4 sup 753+1,11 1,42 £ 0,35 1253+1,31 1,65+ 1,66
4 inf 10,42 £ 1,48 0,79 +£0,29 498 +1,19 1,22 £ 0,27
5 sup 2,66 +1,30 0,48 £0,01 13,54 £ 6,30 1,55+0,92
5 inf 12,79+ 0,74 0,59+ 0,02 3,03+0,24 0,71+0,01
6 sup 7,79+111 0,39 + 0,07 3,01+0,54 0,70+ 0,03
6 inf 5,95+0,00 0,71+£0,01 8,15+ 0,07 1,62 +0,48
7 sup 542 +0,37 0,61 +0,03 7,74 £ 0,36 1,73+ 0,30
7 inf 3,45+ 0,55 0,38 £ 0,00 7,53+1,22 1,85+0,32
8 sup 2,00+£0,74 0,33+0,01 11,66 + 3,89 2,82 +1,07
8 inf 17,01 £ 0,74 0,89 £0,00 3,48 £0,12 0,77 £ 0,09
9 sup 6,61 + 0,55 0,46 + 0,04 4,72 £0,86 1,16 £ 0,19
9inf 10,60+ 1,18 0,62 £0,03 3,95+ 0,39 0,94 £ 0,04
10 sup 10,56 £ 0,18 0,39 £0,05 2,31+£0,21 0,47 £ 0,06
10 inf 15,43 £ 0,37 0,52+0,04 2,39+0,11 0,52+0,03
11 sup 8,58 + 0,37 0,47 £ 0,07 1,60 +0,13 0,31+0,02
11 inf 13,10 £0,37 0,54 £0,03 1,35+0,11 0,34 £0,03

Apos a separacao das fases dos sistemas aquosos foi determinado o teor de proteinas

solGveis e a atividade CMCase para assim calcular alguns parametros capazes de demonstrar a
eficiéncia de cada SABs no qual a Tabela 4.18 contém a atividade enzimatica especifica que
estd relacionada com o teor de proteinas ativadas na fase e o fator de purificacdo, que € a
capacidade de particdo de cada fase.

O teor de proteina obtido no extrato foi de 36,10 pug/mL, a Tabela 5.18 também
contém os valores para o segundo SABs que teve maior concentracdo das proteinas
preferencialmente em sua fase inferior, correspondendo ao tampédo citrato de sédio, ja a
atividade enzimatica especifica (AS), desta mesma fase, foi uma das menores atingindo o
valor de 2,01 U/mg, concluindo que a quantidade de proteina ativa capaz de degradar celulose
foi baixa em contrapartida a fase superior deste mesmo SAB, que teve um teor de 7,42 U/mg

da atividade especifica e um fator de purifica¢éo 2,16 sendo um dos maiores.
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O menor valor de proteina obtido se encontra na fase superior do oitavo sistema,
alcancando o valor 2,00 pg/mL, obtendo o valor de 11,66 U/mg da atividade especifica,
levando a uma quantidade elevada de proteinas ativas na fase com fator de purificacdo de
2,82.

A atividade encontrada para o extrato foi 2,34 U/g, j& o maior e menor valor
encontrado para as fases foram de 1,42 U/g na fase 4 sup e 0,33 U/g na fase 8 sup. Analisando
a atividade especifica tem-se o valor 20,04 U/mg do SAB 3, que chega a ser quase cinco
vezes superior ao extrato bruto que teve o valor de 4,38 U/mg, o fator de purificagéo
encontrado no mesmo SAB foi de 3,86, 0 maior valor registrado, demonstrando que este
sistema tem a maior concentracéo de enzimas capazes de degradar celulase.

Com a andlise dos dados, pode-se observar que a fase menos seletiva foi a do
segundo sistema, em especifico a fase inferior, que teve um teor alto de proteinas, mas um
fator de purificagdo muito baixo, sendo o menor relatado, e como oposto tem-se a fase
superior do terceiro sistema, sendo a com maior seletividade ao complexo celulolitico
presente no extrato.

A Tabela 5.19 contém os coeficientes de particdo da atividade enzimatica (Ke) e de
proteina (Kp) como também o percentual de recuperacdo de atividade na fase superior (RT) e
inferior (RB).

Tabela 5.19 — Coeficientes de parti¢do obtido partir do SABS.

SABs Kp Ke RT (%) RB (%)
1 036+0,09 1,96+ 0,09 66,31 33,69
2 034+0,12  1,60+0,13 72,56 28,33
3 054+0,09 1,27 +0,47 75,39 24,61
4 023+0,14 0,96 0,29 47,47 52,53
5 0414036  0,82+0,06 65,87 35,05
6 1,04+0,18 0,47 0,02 35,44 64,56
7 091+0,60  1,63+0,03 68,15 31,85
8 011+004  0,36+0,01 31,91 68,09
9 058+0,01 0,84 +0,05 57,16 42,84
10 064+0,02 0,74 +0,06 46,46 52,27
11 086+0,08 0,79 +0,05 41,22 58,78
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Os dados acima mostram um maior percentual de atividade recuperada no terceiro
SABs, com 75% levando a uma maior seletividade das enzimas a fase superior o que vem de
concordancia com os dados apresentados na Tabela 5.19, o maior valor de Kp foi para o sexto
sistema, embora o percentual da atividade recuperada na fase superior foi de 35%, levando a
supor que as impurezas presentes no extrato tenham ficado nesta fase.

As Figuras 5.10 a 5.12 exibem os gréficos de Pareto para cada variavel de resposta

analisada no ensaio de Sistemas Aquosos Bifasicos (SABS).

Figura 5.10 — Gréfico de Pareto para a variavel coeficiente de parti¢do de proteinas (KP).

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: KP
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Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

O gréfico de Pareto Figura 5.10 mostra que para o fator de purificagdo nenhuma das
variaveis foi estatisticamente significativa para o procedimento de extragdo, esta tendéncia se
repete para as demais respostas coeficiente de recuperacao da atividade (Ke) e percentual de
recuperacdo na fase superior (RT%), demonstrados na imagem a seguir, mostrando que na

faixa de concentragOes estudadas as variaveis ndo se mostraram significativas.



igura 5.11 — Gréfico de pareto para a variavel coeficiente de particdo da atividade enzimatica

(KE).
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Essa caracteristica demonstrada, revela que os erros associados as técnicas utilizadas
sdo maiores que os coeficientes de regressao, desta forma ndo € possivel obter uma equacéao
para 0 modelo ou a utilizacdo da superficie de resposta de forma significativa, pelo menos
dentro do intervalo estudado.

Liu et al. (2019), estudaram a influéncia de 4 pardmetros na obtencdo de celulase a
partir da cepa Bacillus velezensis A4, utilizando sistema aquoso bifasico, peso molecular do
polietileno glicol, concentracdo de PEG, pH e concentragdo do sal foram estudadas. O estudo
mostrou que apenas a concentracdo do sal ndo era estatisticamente significativa, logo foi
determinado o modelo utilizando os parametros de concentracdo do PEG, peso molecular e
pH, entre os experimentos o que obteve maior resultado foi o com PEG 4000 e K;HPO4 nas
concentracdes de 20,75% e 8,5% respectivamente e pH 8,5. Chegando a taxa de recuperacao
enzimatica de 67,8% e fator de purificacdo 1,14.

Contudo, Kharayat e Singh (2022), utilizaram SABs na obtencéo de L-Metioninase a
partir do Pseudomonas stutzeri, no estudo utilizam o PEG de massa molar 2000, 4000 e 6000,
com diferentes sais em varias concentracfes, sendo relatado que a melhor configuracdo
encontrada foi a PEG 4000/MgSO,4, nas concentracdes de 40% e 20%, respectivamente,
obtendo a atividade de 129 U, na fase superior.com o coeficiente de particdo da atividade (Ke)
no valor 1,92.

Nascimento et al. (2021) mostram em seu estudo a utilizacdo de um sistema
contendo PEG 4000 ou 2-propanol com sulfato de aménio na obtencdo da enzima lipase
extraida do caroco de pequi e demonstraram que a purificacdo para este caso foi maior
utilizando o propanol no lugar do PEG obtendo os dados de 86,39% para rendimento, 0,057
como seletividade e o fator de purificacdo chegando a 4,48 nas melhores condicdes.

Gandolfi et al. (2020) observaram em seu trabalho que pardmetros como temperatura
e massa molar do PEG influéncia na obtencdo de a-amilase, onde as enzimas tiveram uma
seletividade pela fase composta por PEG, também ¢é relatado que os melhores resultados
foram obtidos em sistemas produzidos com PEG 1500 mais cloreto de 1-etil-3-

metilimidazolio.
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6. CONCLUSOES

O extrato bruto foi obtido seguindo as condig¢Ges de cultivo para o fungo Penicillium
sp FSDE15 por Santos (2021). Foi determinado a presenca das atividades enziméticas
CMCase, FPase e AVICELase no extrato bruto.

A temperatura ideal para a atividade enzimatica de CMCase e FPase foi de 50 °C,
enquanto para a AVICELase, a temperatura 6tima foi de 40 °C. O pH ideal a cada
atividade foi determinado como pH 3 para CMCase e FPase, e AVICELase obteve pH
4. Através da andlise de termoestabilidade, foi comprovado que as enzimas produzidas
pelo Penicillium mantém sua estabilidade a temperaturas de até 70 °C por 120
minutos. Além disso, a estabilidade ao pH foi observada na faixa de 3 a 6 para todas
as atividades enzimaticas estudadas.

O fator de purificacdo com melhores resultados para as trés atividades foi de 9,48
CMCase, 6,84 FPase e 17,80 AVICELase, ambos para o sistema de purificacdo
contendo &lcool na proporgdo 1:1 V/V.

O primeiro sistema aquoso bifasico teve o melhor resultado quando verificado 0s
coeficientes de parti¢des enzimaticos. Também sendo o0 mais econdémico por ter menor

concentracdo de PEG e tampdo citrato.
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