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RESUMO

SILVA, D. L. Purificacdo parcial de amilases de Aspergillus Niger ATCC por troca idnica
utilizando adsorventes monoliticos macroporosos. 63p. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de
Alimentos) Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia e Ciéncia de Alimentos, Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia, Itapetinga-BA, 2023.

As amilases sdo biomoléculas importantes para aplicacdo na indudstria alimenticia, bem como para
producdo de detergentes, biocombustiveis, papel, produtos farmacéuticos, etc. Essas enzimas séo
produzidas pelos fungos do género Aspergillus, uma vez que sdo considerados GRAS (reconhecido
como de uso seguro) na producdo de alimentos, principalmente. Para extracdo enzimatica, sao
realizadas pesquisas utilizando a fermentacdo em estado solido com posterior purificagdo. Técnicas
cromatograficas mostram-se como uma importante estratégia de purificacdo, sendo constante o
desenvolvimento de novos adsorventes, e as colunas monoliticas poliméricas (criogel) sdo uma
proposta promissora, pois conferem versatilidade no uso, bem como possibilidade de funcionalizacdo
e aplicacdo na purificacdo de enzimas/proteinas. Sendo assim, objetivou-se purificar amilases obtidas
por fermentacdo em estado sélido utilizando novos trocadores monoliticos funcionalizados com
arginina. O A. niger foi inoculado na concentragéo 107 esporos.g™* de meio sélido, e a melhor condig&o
para a producéo da a-amilase foi no tempo de fermentacdo de 48 horas e pH de extracdo de 7,4 obtida
utilizando Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). Em relacdo a caracterizacdo
estrutural, os criogéis apresentaram porosidade de 92%, grau de expans&o de 20,36 L.kg™?, capacidade
de inchamento de 21,36 kg.kg™ e ponto de carga zero em torno de pH 9,2. A funcionalizagio com
arginina ndo apresentou resultados esperados para purificacdo em leito monolitico, entretanto o
criogel funcionalizado com arginina mostrou-se eficiente para retirada de compostos indesejaveis no
extrato bruto enzimatico, elevando a atividade enziméatica do mesmo, e consequentemente a atividade
especifica da a-amilase no sobrenadante, indicando que compostos que interferiam na atividade
enzimatica foram adsorvidos do meio pela matriz polimérica, havendo a purificacdo parcial do extrato

contendo a-amilase.

Palavras-chave: arginina; criogel; extracdo; fermentacdo em estado solido.
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ABSTRACT

SILVA, D. L. Partial purification of amylases from Aspergillus Niger ATCC by ion exchange
using macroporous monolithic adsorbents. 63p. Dissertation - Master's in Engineering and Food
Science), Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Itapetinga-BA, 2023.

Amylases are biomolecules that have significant applications in multiple industries, including food,
detergents, biofuels, paper, and pharmaceuticals. These enzymes are typically produced by fungi
belonging to the genus Aspergillus, as they are recognized as safe to use in food production. To extract
these enzymes, researchers use solid-state fermentation followed by purification, with
chromatographic techniques being a popular choice. Novel adsorbents are continuously being
developed, with polymeric monolithic columns (cryogels) being a promising option due to their
versatility, functionalization potential, and ability to purify enzymes and proteins effectively. The
objective of this study was to purify amylases that were obtained through solid-state fermentation
using new monolithic exchangers functionalized with arginine. The A. niger than inoculated at a
concentration of 107 spores.g? of solid medium, and found that the optimal conditions for the
production of a-amylase were a fermentation time of 48 hours and an extraction pH of 7.4, as
determined by the Central Composite Rotational Design (CCRD). The cryogels that were used in the
study had a porosity of 92%, a degree of expansion of 20.36 L.kg™?, a swelling capacity of 21.36
kg.kg?, and a zero charge point around pH 9.2. The use of arginine for functionalization in a
monolithic bed did not yield expected purification results. However, the use of arginine-
functionalized cryogel effectively eliminated undesirable compounds from the crude enzyme extract,
thereby increasing the enzymatic activity and specific activity of a-amylase in the supernatant. This
suggests that the polymeric matrix adsorbed compounds that interfered with the enzymatic activity,

resulting in partial purification of the extract containing a-amylase.

Key words: arginine; cryogel; extraction; solid state fermentation.
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INTRODUCAO

A producgdo comercial de enzimas amiloliticas teve inicio no comec¢o do seculo 20 em
decorréncia do interesse industrial para a producdo de glicose a partir de materiais amilaceos
(Ravindran et al., 2018). As amilases (1,4-a-D-glucano glucanohidrolase, EC 3.2.1.1) fazem parte de
um grupo conhecido como enzimas amiloliticas. As a-amilases sdo endoenzimas capazes de clivarem
as ligagbes a- 1,4 encontradas no interior nas moléculas de amilose e amilopectina produzindo
oligossacarideos de 6-7 unidades de glicose e, posteriormente, agucares redutores (Torres et al.,
2012).

Os produtos gerados atravées da acdo da a-amilase sob o substrato sdo os mais encontrados no
ramo alimenticio devido a sua utilizacdo no processamento do amido e a vasta aplicabilidade na
industria de panificacdo, visando o crescimento da massa e a qualidade do pdo, além de contribuir
para retardar o seu processo de envelhecimento (Pereira et al., 2018; Wang et al., 2024); além do uso
na fabricacdo de cerveja, processos fermentativos das industrias farmacéuticas (Han et al., 2021;
Wang et al., 2024).

Desde entdo, a busca por tecnologias que possam suprir demandas e reduzir custos nesse
segmento é crescente, sendo as técnicas fermentativas algumas das mais utilizadas. A busca por
substratos para a fermentacdo, que ndo comprometam outras cadeias produtivas é um grande desafio
atual. Residuos de agroindustrias podem gerar problemas ambientais tornando-se potenciais
poluentes. Nesse sentindo, estes residuos podem se tornar matérias-primas para 0S Processos
fermentativos, pois além de reduzirem o impacto industrial, permitem a sua utilizacdo como
substratos principais dos métodos de producdo de enzimas(Raina et al., 2022).

A fermentacdo em estado solido (FES) apresenta-se como método mais tradicional e favoravel
para aproveitamento dos residuos agroindustriais (Pandey et al., 2005), uma vez que é exigido em seu
processo baixo volume de dgua; o crescimento do microrganismo é favorecido em condi¢cdes mais
proximas ao ambiente natural; além de maiores rendimentos e concentracdo mais alta do produto
desejado (Meghavarnam & Janakiraman, 2017; Putri et al., 2020).

Os residuos agroindustriais como, polpa de café, bagaco de cana, batata, farinhas de cereais,
mandioca e outros, tem como principal caracteristica uma estrutura porosa, e capacidade de
fornecerem carbono e energia para 0 crescimento de microrganismos. Dentre estes, o residuo da
mandioca (Manihot esculenta Crantz) (casca, entrecasca e pontas) € um material constituido de 30 a
50% de amido, em base seca. Este polissacarideo possibilita 0 crescimento de biocatalisadores
seletivos ao utilizar a fermentacdo em estado solido como método para producdo de enzimas

amiloliticas (Pandey et al. 2005).
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O Aspergillus niger ¢ uma espécie de fungo filamentoso que se destaca na FES. E amplamente
utilizado para a produgéo de enzimas por ser considerado GRAS (Generally Recognized as Safe -
reconhecido como de uso seguro), grau conferido pela Food and Drug Administration (FDA) devido
a sua baixa toxicidade (Dini et al., 2014). O género Aspergillus é o de maior importancia na
bioconversdo de residuos, sendo capazes de excretar mais de 20 diferentes tipos de enzimas ap06s
inoculacdo em substratos (Seena et al., 2019a).

Apesar da FES ser uma técnica de baixo custo para producdo de enzimas, é necessario que as
enzimas apresentem alto grau de purificacdo para proporcionar tais atribuicdes ao produto final. Para
obter tal resultado, técnicas cromatogréficas sdo aplicadas, (Lenhoff, 2011; Gongalves et al., 2016,
Silva et al., 2019). Este tipo de método requer a utilizacdo de colunas cromatogréficas e o
desenvolvimento de leitos fixos ndo tradicionais, como 0s criogéis que tem atraido a atencdo em
aplicacOes para purificacdo de enzimas devido a seletividade, elevada porosidade e capacidade de
separac¢do sob condi¢fes proximas as fisioldgicas, causando menos danos aos compostos. (Chen et
al., 2008; Haleem et al., 2024). Dentre as técnicas cromatogréficas, a de troca i6nica (CTI) é um
método viavel na extracdo e purificacdo de proteinas, visto a grande quantidade de cargas das
proteinas, pois a técnica se baseia em uma competicao dos ions de interesse pelos grupos que estao
carregados na fase estacionaria. E muito usada na purificagio de proteinas, peptideos e enzimas, e
tem como principio a separacdo da biomolécula retida na superficie da matriz porosa a partir da
adsorcdo diferenciada, podendo haver a atra¢do ou repulsdo entre os constituintes da fase movel (mix
proteico/enzimatico) e fase estacionaria (matriz porosa) (Chen et al., 2008; Fidelis, 2011).

Sendo assim, neste trabalho, objetivou-se sintetizar uma coluna cromatografica de troca iénica

com grupo ativo disponibilizado pela arginina no intuito de purificar enzimas amiloliticas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Enzimas

A etimologia da palavra enzima, derivada de enzymos, é subdivida em duas partes, a primeira
do grego medieval “en” em ou dentro ¢ a segunda “zymos” levedura. Desde o século XIX sao
realizados estudos sobre a acdo catalitica de enzimas e séo referenciados o uso de processos que hoje
s&o reconhecidos como enzimaticos (Tonolli et al., 2021).

Atualmente, o mercado global de enzimas industriais atingiu um valor estimado de US$ 9,9
milhdes de ddlares em 2019 com perspectivas indicando um aumento de 7,1 % até 2027 (Zhang et
al., 2020; Baptiste, 2020). Entretanto, no cenério brasileiro, apesar do vasto potencial do pais para a
producdo de enzimas devido a abundancia de matéria orgénica e diversidade bioldgica, a realidade é
marcada predominantemente pela importacdo desses compostos (Kumar et al., 2021). Na busca de
atender as crescentes demandas por novos biocatalisadores com propriedades Unicas e especiais e
substituicdo de 40 % das reacBes quimicas que utilizam solventes tdxicos por reacfes enzimaticas,
muitas alternativas estdo sendo estudadas. E entre as enzimas produzidas por técnicas
biotecnologicas, as que apresentam atividade aminolitica representam o grupo enzimatico de grande

aplicacdo industrial (Bruno et al., 2019).

2.2. a-Amilase

A a-amilase (1,4-a-glucano-4-glucanohidrolase, E.C. 3.2.1.1) fazem parte do grupo das
endoenzimas carboidrases com atividade hidrolitica das ligagdes a-1,4 em polissacarideos que
possuem trés ou mais unidades de D-glicose em unido do tipo a-1,4 (Torres et al., 2012; Zhang et al.,
2020). E desempenha papel fundamental na conversdo do amido em produtos de baixa massa
molecular que podem ser utilizados por outras enzimas do mesmo grupo. As a-amilases podem ser
sintetizadas a partir das glandulas salivares, pancreas humanos, pancreas do rato, cevada malteada,
algumas espécies do género Aspergillus (oryzae, niger), Pseudomonas saccharophila, Bacillus
subtilis, Bacillus coagulans, Bacillus stearothermophillus (Zhang et al., 2020).

Dentre as diversas fontes amilaceas, as a-amilases produzidas por fungos tém carater cido,
com atividade em uma faixa de pH entre 4,0 e 7,0, com o ponto isoelétrico entre 4,0 e 5,0. Estudos
indicam que essa caracteristica ocorre devido a grande quantidade de residuos de aminoacidos acidos
na superficie da proteina, principalmente aspartato e glutamato (Paul et al., 2021; Mesbah, 2022). Em
relacdo a massa molecular, pode variar numa faixa de 10 a 210 kDa dependendo da sua origem. As

a-amilases de origem microbiana variam o peso molecular entre 28 e 69 kDa, e estdo divididas entre
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bacterianas e fungicas, aquelas de origem bacteriana apresentam variagdes de 28 a 78 kDa, e as
fangicas; de 41 a 69 kDa (Cortez et al., 2017; Oliveira, 2020).

Autores como Friedberg (1983) e Canganella e colaboradores (1994) destacaram que, mesmo
tendo diferentes origens, as fontes da enzima amilolitica podem apresentar homologia semelhante
como sitios cataliticos e o sitio de ligagdo ao substrato. A Figura 1 apresenta a estrutura tridimensional
das a-amilases e seus 3 dominios principais (A, B e C).

Sitios de ligacOes

* | St secundarias
. I\ A\ J
B4 Ve X
Dominio B Dominio A Dominio C

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura de a-amilase e seus dominios.

Fonte: Adaptada de Métyan et al., 2011.

O dominio catalitico A é o mais conservado em todas as familias da a-amilases. Ele consiste
de um barril, denominado “TIM - Triosephosphate isomerase”, com oito fitas-p paralelas arranjadas
circuladas por 8 a-hélices numa estrutura em forma de barril. O TIM possui 4 regies ativas na
estrutura da a-amilases, séo elas: primeira regido — residuo de histidina na regido C-terminal da
terceira fita- que interage com o residuo de glicose do substrato; segunda regido — residuo de &cido
aspartico na quarta fita-p que age como nucleéfilo durante a catalise; terceira regido — residuo de
acido glutamico na quinta fita-p que age como doador/aceptor de protons; e quarta regido — residuo
de histidina e de acido aspartico na sétima fita-p que podem formar ligacGes de hidrogénio com o
residuo de glicose do substrato (Van Der Maarel et al., 2002). O dominio B forma grande parte da
ligacdo com o substrato, d& flexibilidade a molécula e presume-se que seja importante para a
especificidade de substrato observada entre diferentes a-amilases (Janecek & Balaz, 1997). E por fim
0 dominio C que auxilia na estabilizagdo do dominio catalitico e na ligagdo com o substrato
(Macgregor, 1988).
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2.3. Fermentacdo em estado solido

A fermentacdo em estado sélido (FES), ou fermentacdo semissélida aplica-se aos processos
onde existe crescimento de microrganismos sobre ou dentro de particulas em matriz sélida, em que a
quantidade de liquido apresenta um nivel de atividade de agua que possa garantir o crescimento e
metabolismo dos microrganismos, mas ndo exceda a méxima capacidade de ligacdo da dgua com a
matriz sélida (Putri et al., 2020). O processo da FES ganhou destaque para ser aplicado na producao
de enzimas por meio de residuos agroindustriais, pois mesmo apds o0 processo de extracao, € gerado
menos residuo liquido quando comparado aos processos de fermentacdo submersos. Este processo
gera maior interesse econdémico para a agroindustria e para produtores da agricultura familiar, uma
vez que 0s coprodutos gerados sdo utilizados como fonte principal para produgédo de enzimas (Putri
et al., 2020).

Visando maior rendimento na FES, o A. niger sdo os fungos mais utilizados devido a sua
caracteristica filamentosa, visto que estes nao se utilizam de dgua como fator principal para o seu
desenvolvimento, necessitando apenas de umidade suficiente para 0 metabolismo e a manutencdo do
crescimento, possuindo a capacidade de se desenvolver em pH baixo, além de produzirem esporos
(Farinas, 2015; Putri et al., 2020).

2.1. Residuo de Mandioca

A mandioca, denominada cientificamente como Manihot esculenta Crantz, ¢ também
conhecida no Brasil por aipim ou macaxeira. E um alimento rico em amido e é fonte alimentar para
milhdes de pessoas de paises tropicais incluindo o Brasil. A Nigéria é o maior produtor mundial
representando cerca de 18% da producdo mundial, o Brasil ocupou a quinta posicdo em 2022 com
uma producdo de 17 milhdes de toneladas (Shahbandeh, 2023; Knoema, 2024). Além de ser um
alimento basico em muitos paises, a mandioca é usada para a producdo de etanol, medicamentos,
produtos quimicos, racdo animal, dentre outros (Shahbandeh, 2023).

Levando em consideragéo as riquezas encontradas na mandioca e seu coproduto, cultura de
raizes amilaceas que contribuiu com 12 % da producdo mundial de amido, no ano de 2011, € possivel
justificar a utilizacdo como substrato para produgdo de enzimas aminoliticas juntamente a
microorganismos capazes de sintetiza-las, principalmente por fermentacéo em estado sélido (Odoch
et al., 2020). Por este fato, 0s microoganismos que mais se adaptam a fermentacdo em estado sélido
para sintese amilacea sdo as especies do género Aspergillus devido a sua estabilidade e producéao
dessas enzimas em condicgdes salinas e pH, variaveis de grande interesse industrial (Fujinami &
Fujisawa, 2010).
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2.1.1. Aspergillus niger

Espécies do género Aspergillus formam o grupo mais importante de microrganismos
utilizados para producdo de enzimas empregadas na industria alimenticia. As col6nias, geralmente,
tém crescimento rapido, inicialmente sdo brancas e amarelas, passando para marrom ou para 0 negro,
e sdo compostas por micélio aéreo com conidiéforos eretos, densamente distribuidos sobre a
superficie do meio e farta producéo de conideos (Kempka et al., 2017).

As espécies que compdem esse género tém ampla distribuicdo mundial estando presente na
superficie solida, no ar e na agua, tanto em organismos vegetais, bem como em animais, além de
estarem associadas com a deterioracdo de materiais vegetais e alimentos, principalmente em regides
de clima tropical e subtropical (Rodrigues et al., 2011).

Em funcdo das condicGes do meio, essa espécie € capaz de produzir mais de 19 enzimas

diferentes, tais como celulases, peroxidases, lactases, lacases e amilases (Rodrigues et al., 2011).

Figura 2. Imagem do fungo Aspergillus niger ampliado em 400 vezes.

Fonte: Igarashi & Kohiyama, 2011.

O uso do A. niger apresenta vantagens como facilidade de manipulagéo, especificidade para
uso em fermentacdo em estado sélido, alta produtividade em baixa umidade, habilidade de fermentar
uma grande variedade de matérias-primas de baixo custo, e produzir rendimentos elevados de
bioprodutos (Kempka et al., 2017).

2.2. Técnicas cromatograficas para purificacdo de proteinas Cromatografia de troca-
ibnica

Um sistema cromatografico compreende duas fases, uma fase estacionaria fixa e uma fase
movel. O principio de separacdo se baseia na diferenca de interacdo dos componentes da solucédo
(fase movel) com a fase estacionaria, resultando em migracdes diferenciais do composto, permitindo
assim separa-los (Fidelis, 2011). E chamado de alimentac&o, o movimento da fase movel pela fase
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estaciondria, que resulta na captura das moléculas, ou seja, € o processo na qual os componentes da
fase movel sdo adsorvidos a coluna (Silva & Collins, 2011).

A cromatografia € uma das técnicas mais utilizadas para purificacdo de proteinas e dentre as
técnicas de cromatografia liquida, pode-se destacar: cromatografia de afinidade (CA) que tem como
principio a interacdo especifica por determinado grupo quimico, cromatografia de interagdo
hidrofébica (CIH) se da pela unido da matriz & molécula por grupos apolares e a cromatografia de
troca-ibnica (CTI) que se baseia na interacdo pelas diferentes cargas existentes (Silva et al., 2019;
Oliveira et al., 2019; Nascimento et al., 2019).

2.2.1. Colunas cromatograficas: criogel

Os criogéis sdo geis poliméricos formados em condi¢cBes de congelamento moderado
(temperatura entre -10°C e -20°C). Possuem um sistema continuo de macroporos interconectados
com tamanho que varia de 10 a 100 um e se diferenciam das demais matrizes de separacdo por
fornecer uma baixa resisténcia ao escoamento e uma difusdo desobstruida de solucéo (Fontan et al.,
2018).

Por conter uma estrutura de grandes poros interconectados e diametros diferentes que
possibilitam baixa resisténcia ao escoamento, os monolitos tém se tornado uma tecnologia muito util
na area de biosseparacdo (Ertirk; Mattiasson, 2014), constituindo uma fase estacionaria muito
atrativa para cromatografia, principalmente, no processamento de grandes biomoléculas como as
proteinas.

Estas colunas cromatograficas apresentaram grande potencial para reparar os desafios que
limitam a aplicacdo das colunas convencionais aos métodos cromatograficos como, elevada area
superficial gerando alta capacidade de saturacdo e resisténcia a matérias-primas altamente
concentradas, fluidos viscosos ou particulados (Goncalves et al., 2016; Machado et al., 2015), e entre
os mondlitos poliméricos utilizados como colunas cromatograficas o criogel de poliacrilamida
apresenta destaque.

Estes mondlitos poliméricos podem ser formados a partir de qualquer precursor de formagéo
de gel (Plieva et al., 2004), como exemplo os géis de agarose, amido ou gelatina, meio onde a rede
formada é mantida unida por ligagdes ndo-covalentes ditas como ligagdes fracas. O criogel é obtido
da polimerizacéo de moléculas de acrilamida (Aam) com o agente formador de liga¢6es cruzadas, o
N, N’-metileno-bis-acrilamida (BAam), adicionados ou ndo de outros monémeros, como o alil-
glicidil éter (AGE) (Silva et al, 2019; Gun’ko et al., 2013), juntamente a agentes catalisadores de
reacao pela técnica da criogeleificacao, ilustrado na Figura 3.
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Figura 3. Reacdo de formacao do criogel de poliacrilamida.

Fonte: Adaptado de Mallik e Hage (2006).

A reacdo quimica ocorre nesta microfase liquida ndo congelada, sendo que a polimerizacao
das fracdes monoméricas (Aam + BAam) ocorrem em baixas temperaturas (Machado et al., 2015;
Wang et al., 2014; Carvalho et al., 2014; Yun et al., 2014; Hixon et al., 2017). O didmetro dos poros
formados ap6s o descongelamento gradual da coluna monolitica estd diretamente relacionado com o
rearranjo dos mondmeros de Aam e BAam, em conjunto com a taxa de congelamento da matriz, como
ilustrado na Figura 4, uma vez que taxas mais lentas podem resultar em poros maiores com
interconectividade aumentada. Em contrapartida, as taxas de congelamento mais rapidas produzem

criogeis mecanicamente mais fracos e com baixo nivel de interconectividade (Hixon et al., 2017).

R R Poros formados apds o descongelamento
Cristais de gelo lento dos cristais de gelo.

.
&4

Descongelamento lento
dos cristais de gelo

—_—

Microfase ndo congelada. onde a reacdo de Paredes de polimero formadas como
polimerizacao prossegue mesmo quando resultado da reacio de polimerizacio na
toda a mistura parece ser um bloco sdlido. microfase ndo congelada.

Figura 4. Representacdo esquematica da producéo de criogéis.

Fonte: Adaptado de Erturk e Mattiasson (2014).

Plieva e colaboradores (2007) fizeram uma andlise comparativa através da microscopia
eletronica de varredura de criogéis preparados a partir de uma mesma composi¢do, mas submetidos
a reacdo de polimerizacdo em diferentes temperaturas (-20 e 20° C), e observaram que, enquanto a
estrutura do material preparado a temperatura ambiente (20° C), é compacta e praticamente sem

funcionalidade para cromatografia, o criogel (-20°C), apresenta grandes poros interconectados,
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separados por paredes solidas poliméricas, que permitem o fluxo de fluidos por sua estrutura, como
pode ser observado na micrografia apresentada na Figura 5.

Figura 5. Imagem por microscopia eletrénica de varredura: (a) Criogel sintetizado a -20 °C e (b)
gel sintetizado a 20 °C.
Fonte: Plieva et al., 2007.

Os criogeis, sintetizados em condi¢bes de congelamento (-12 °C a -20 °C), sdo um tipo de
polimeros altamente porosos e permite que solugdes contendo fragmentos celulares e materiais
particulados em geral possam ser escoados sem provocar sua obstrucéo (Silva et al., 2019), podendo
ser utilizados em diversas aplicagbes (Tian et al., 2024), como imobilizacdo e purificacdo de
biomoléculas (Hixon et al., 2017; Gongalves et al., 2016; Machado et al., 2015), e outros. Além de
apresentam versatilidade, podendo ser produzidas na forma de coluna, discos ou membrana, e quando

comparadas as colunas cromatograficas tradicionais, apresentam baixo custo (Silva et al., 2019).

2.3. Modificacao da superficie dos criogeéis

Embora ja exista uma ampla variedade de colunas monoliticas disponiveis, ndo ha uma que
seja uma solugdo universal, visto que, cada tipo de biomolécula e cada sistema apresentam suas
peculiaridades. A variedade de combinacfes de mondmeros e reagentes modificadores da superficie
dos criogéis permitem que estes monolitos poliméricos se adéquem a quase todos os tipos de
separacgdo (Silva et al., 2023). Colunas cromatogréficas sintetizadas com Aam e BAam podem conter
mondmeros alil-glicidil-eter (AGE) que disponibilizam grupos epOxi para ancorar os ligantes que
dardo a caracteristica principal ao criogel, sendo de troca ibnica, afinidade ou interacdo hidrofébica
(Paiva et al., 2019).

Esta modificacdo da superficie das colunas cromatograficas pode ser realizada a partir da

funcionalizacdo das mesmas a partir da introducdo, além do grupo epoxi, de grupos reativos por meio
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da circulacdo de solugdes contendo agentes reticulantes, ou imobilizagdo de grupos funcionais na
superficie dos monolitos ap6s a sua polimerizacdo (Yao et al., 2007). Varias metodologias de
funcionalizacdo de superficie sdo apontadas como essenciais para imobilizacdo e purificacdo de
biomoléculas (Silva et al., 2023; Batista et al., 2018).

A identificacdo de uma imobilizacdo inadequada pode levar a alteracGes na conformacéo da
proteina/enzima ou a modificagdes estruturais que reduzem a sua bioatividade (Garifullina & Shen,
2019). Para reduzir esse efeito, sdo estudados protocolos para imobilizacdo grupos funcionais ou
regibes ativas presentes na superficie dos monolitos, uma vez que, os grupos funcionais presentes em
aminoacidos conferem caracteristicas especificas para 0 monélito, uma vez que, o radical presente
neles pode ser de carater catidnico ou aniénico (Mateo et al., 2007). O aminoacido arginina (NH*?)
(Figura 6) é um desses que pode conferir um carater anidnico ao criogel, sendo ele capaz de atrair o
seu contra ion. Os demais grupos fornecidos pelo acido glutdmico (COOQO"), pela Proteina A
(especificidade a Imunoglobulina G - 1gG), Concanavalina A (especifico para glicoproteinas e
polissacarideos), Heparina (especifico para fatores de coagulacéo, lipoproteinas, lipase, hormonios e
fatores de crescimento) sdo utilizados para favorecer a interacdo do mesmo com a biomolécula alvo
de acordo a sua especificidade (Santos et al., 2016). Essa interacdo tem como intuito reduzir o efeito
de impedimento estério, e, consequentemente, aumentar a capacidade de adsorcdo da biomolécula

alvo.
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Figura 6. Estrutura molecular da arginina.

A estrutura de um aminodacido da informacdes acerca de como o pH pode afeta-lo, o que tem
relacdo direta a sua forma de interacdo, assim a arginina pode ser utilizada como um trocador i6nico,
em decorréncia da presenca de fungdes orgénicas protonadas e/ou desprotondas. O pKr de um
aminoacido define a desprotonacdo do grupo amina presente na cadeia R, no caso da arginina, quando
esse valor se encontra abaixo de 9,04 (NH*?) esta apto para troca aniénica. Ja existem trabalhos
utilizando a arginina como ligante, Baptista (2009) utilizou mini colunas de agarose funcionalizadas
com arginina para purificacdo de plasmideo.

Biazus e colaboradores (2010) estudaram a purificacdo de amilases de malte de milho (Zea
mays), tendo como etapas de pré-purificacdo, a adsorcéo em leito expandido (ALE) usando as resinas

de troca anionica Amberlite IRA 410 e, como purificacéo, o fracionamento utilizando alcool etilico.
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Os autores conseguiram recuperar cerca de 96 % da atividade inicial do malte indicando uma boa
afinidade desta resina com as enzimas aminoliticas do malte. H& a necessidade de estudos similares
a dos autores supracitados juntamente com a funcionalizacdo das colunas, uma vez que foi

demostrado que a purificacdo de amilases por leito utilizando trocadores ibnicos séo eficientes.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Purificar amilases produzidas por fermentacdo em estado solido utilizando novas colunas

monoliticas macroporosas de troca aniénica funcionalizadas com arginina.

1)
2)
3)

4)

5)

3.2. Objetivos Especificos

Desenvolver uma nova coluna monolitica macroporosa pelo processo de criogeleificagdo e
funcionalizar como um trocador de anions, sendo a arginina o grupo ativo do mesmo;
Caracterizar o adsorvente produzido com relagéo a aspectos fisicos, quimicos e operacionais;
Caracterizar o residuo de mandioca em relacdo a sua composicéo centesimal,

Estudar a acdo do fungo Aspergillus niger na etapa de fermentacdo em estado sélido para
obtencdo da amilase;

Verificar o potencial do adsorvente produzido na purificacdo de amilases.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Local do experimento

O experimento foi realizado na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, campus de
Itapetinga, no Laboratério de Engenharia de Processos (LEP) e Laboratério de Residuos
Agroindustriais (LABRA).

4.2. Principais Reagentes

Para realizacdo deste projeto foram utilizados Acrilamida (Aam), bis-acrilamida (BAam),
N,N,N’,N’- tetrametilenodiamino (TEMED), persulfato de aménio (APS), alil-glicidil-eter (AGE)
para a sintese dos criogéis e arginina para funcionalizacdo dos criogéis. Os demais reagentes
utilizados no experimento estdo descritos ao longo da metodologia e todos possuiam, ho minimo,
grau de pureza PA-ACS. O residuo de mandioca, doado pela Empresa Boa Terra Chips, da cidade de
Gandu-BA.

4.3. Sintese do Criogel

Para a sintese dos criogéis, foram adaptadas as metodologias propostas por Gongalves et al.
(2016) e M0l et al. (2017). Foram formulados criogéis com 7 % de monémeros, onde 3,3 % (m/v) de
acrilamida (Aam) e 1,2 % (m/v) de mondmeros de bis-acrilamida (BAam) foram solubilizados em
agua deionizada com 2,5 % (m/v) de alil-glicidil-éter (AGE), e esta solu¢do foi desgaseificada em
banho de ultrassom por cerca de 5 minutos. A polimerizacdo se deu a partir da adicdo dos
catalisadores desta reacdo, 140 pL de solucdo de persulfato de aménio (APS) na concentracédo de 0,5
g.mL? e 91 pL de N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamino (TEMED) para cada 100 mL de solucdo de
mondmeros, sob condicbes de resfriamento. A solucdo foi homogeneizada e vertida em seringas de
10 mL e 1 cm de diametro e estas foram imersas em banho termostético com alcool a temperatura de
-12 °C por 24 h. Em seguida, os criogéis foram retirados do banho termostatizado com &lcool,
mantidos a temperatura de 4°C por 4 h para o descongelamento lento e por fim secos em estufa a
60 °C por 24 h. Cada criogel foi submetido ao corte das extremidades defeituosas e realizada a
lavagem dessas colunas monoliticas com agua destilada em 4 ciclos com duracdo de 1 h cada
lavagem. Em seguida as colunas foram secas em estufa de secagem e esterilizacdo Tecnal (TE-393/1)

para posteriores etapas.

4.4. Funcionalizacdo dos criogéis para troca idnica
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O processo de funcionalizagdo dos criogéis seguiu a metodologia descrita por Nascimento
(2021) e Gongalves et al. (2017), com adaptacdes. Foi preparada uma solugdo-tampéo carbonato de
sddio (TCS) 0,05 mol.L™* em pH 9,2 e solucio-tamp&o fosfato de sédio (TFS) 0,1 mol.L™* pH 7,2,
para dissolucdo dos componentes utilizados na funcionalizacdo. Utilizou-se seringas de 20 mL que
eram entdo seladas, em cada percolagéo de solucdo, agitagéo orbital foi mantida a 20 rpm. A cada
ciclo os criogeis eram suavemente comprimidos para retirada do excesso da solucdo da etapa anterior.

Primeiramente os criogéis foram imersos em 20 mL de alcool etilico absoluto por 2 h para
abertura do anel epdxi. Feito isso, realizou-se uma lavagem com &gua destilada por 1 h, sendo
posteriormente utilizada a solugdo TCS por também 1 h. Em seguida, os criogéis foram imersos em
20 mL de solucdo etilenodiamina 0,5 mol.L™ em TCS e mantidos por 14 h a temperatura ambiente
(25 °C).

Passado esse tempo realizou-se duas lavagens com &gua destilada, cada uma de 30 min, na
qual, os criogeéis eram deixados nas seringas em agitador orbital. Em seguida, 20 mL de solugdo TFS
foi deixado em contato com o criogel por 1 h. Para retirada do excesso da solugdo anterior realizou-
se duas lavagens de 30 min com agua destilada. Entdo os criogéis foram mantidos em 20 mL de
solucdo de arginina 10 mg.mL™* em TFS por 17 h a temperatura ambiente de 25 °C.

Realizou-se uma lavagem de 1h com &gua destilada, sendo posteriormente passada uma
solugéo de borohidreto de so6dio 0,1 mol.L™* em TCS por 1 h em temperatura ambiente de 25 °C, nessa
etapa as seringas ficaram abertas, devido a formacdo de gas, e agitadas manualmente a cada 15 min.
Por fim, duas lavagens de 30 min cada com agua destilada foram realizadas para finalizacdo do
processo. Os criogéis foram secos em estufa a 60 °C e assim obteve-se uma coluna adsorvente

monolitica supermacroporosa de interacdo anionica.
4.5. Caracterizacdo estrutural e hidrodindmica do leito monolitico

45.1. Caracterizacao estrutural
A caracterizacdo tem por objetivo conhecer as propriedades das matrizes produzidas antes e
ap0s o0 processo de ativacdo e com isso, determinar a melhor aplicacdo das mesmas. Os parametros
avaliados foram: Capacidade de inchamento e Grau de expansao; Ponto de Carga Zero; Porosidade

Total e suas fracoes.

4.5.2. Capacidade de Inchamento e Grau de Expanséao (ED)
Capacidade de inchamento (S) do criogel foi determinada, primeiramente, por pesagem de
cada coluna monolitica em balanca analitica Mettler Toledo — ME204, e com posterior hidratacdo

dos mesmos em béqueres contendo 50 mL de agua ultrapura Arium® Mini a temperatura ambiente

30



de 25°C por 24 h para promover a hidratacdo das suas fragdes porosas. O valor de S foi calculado a
partir da Equacéo 1 (Savina et al., 2005).
(ms - md)
§=—— 1
- €
Onde: mg e m, sdo as massas do criogel hidratado e desidratado (em g) e S expresso em gn20.gde gel

seco™.

O grau de expansdo (ED) foi calculado de acordo a equacédo (2) que relaciona o volume
(v,) ocupado pela coluna monolitica, j& hidratada, apos imersdo da mesma numa proveta contendo
30 mL de agua ultrapura Arium® Mini.
UV, — VD
p— 2= v @
mgq
Onde: v, € o volume inicial da proveta graduada (mL), v, é o volume identificado na proveta

graduada apos a colocacgdo do criogel (mL) e m, é a massa do criogel desitratado.

4.5.3. Analise de ponto de carga zero (PCZ)

O PCZ é definido como o pH em que o criogel possui carga neutra. Com adaptacGes da
metodologia proposta por (MOl et al., 2019) o procedimento consistiu em condicionar 50 mg de
criogel funcionalizado, em contato com 50 mL de solucdes de cloreto de sodio (0,1 mol.L™?) em
diferentes valores de pH (1-11) sendo deixados sobre agitacdo orbital a 25 rpm durante 24 h. O pH
de cada solucéo foi ajustado com solucéo de HCI (0,5 mol.L ™) ou NaOH (0,5 mol.L?). Ao final de
24 h, o pH foi medido e construido o gréafico, do pH final versus pH inicial. O pH do PCZ corresponde
a faixa onde o pH final se mantém constante independentemente do pH inicial, ou seja, a superficie

comporta-se como um tampao.

454. Porosidade dos criogéis
Para a determinacdo da porosidade, os criogéis, com massa inicial conhecida, foram
acondicionados por sete dias em dessecador contendo solucdo de sulfato de potéssio, para que a
umidade relativa do ar permanecesse em torno de 98% a temperatura ambiente (25 °C). Apds sete
dias as massas dos criogéis foram anotadas.
Os criogéis foram submersos em recipientes contendo cerca de 30 mL de agua por 24 h, apos
iSso as suas massas foram obtidas novamente. Os criogéis foram entdo delicadamente espremidos e

secos com lencos de papel para retirada da gua livre no interior dos macroporos, sendo suas massas
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novamente medidas. A fracdo de macroporos (@), com tamanho > lum, fracdo de meso e
microporos (em), com tamanho < 1um, fracdo de &gua ligada (¢wn), fracdo de polimero seco (@q) €
porosidade total (¢1) dos criogéis foram calculadas utilizando as Equagfes 3 a 7, respectivamente
(Plieva et al. 2004a e 2004b).

o = 3)
o = me_Tsme 4)
oup = = 5)
0a = % 6)
<pT=mS_TSme=<pM+ Om (7)

Onde: ms é a massa do criogel hidratado (kg), md € a massa do criogel desidratado (kg), me é a

massa do criogel espremido (kg) e mwb é a massa do criogel com agua de ligacdo (kg).
4.1. Caracterizacdo hidrodinamica

A caracterizacdo ocorreu no equipamento AKTA Pure 25 (Figura 7) (GE Healthcare Life
Sciences) com volume de coluna (VC) de 15,386 mL. Os pulsos de acetona 5 % (m.vt) foram
monitorados por um sistema conectado ao computador e controlado por meio do Software Unicorn
7.2. Os parametros hidrodindmicos avaliados neste trabalho foram: Permeabilidade ao Escoamento;

a Distribuicdo dos Tempos de Residéncia; e Altura Equivalente de Pratos Tedricos.

4.1.1. Permeabilidade ao Escoamento

Para o célculo da permeabilidade ao escoamento foi utilizada a equacéo de Darcy (Paredes et
al., 2004; Guiochon, 2007) (Equacao 8), para um escoamento em meios porosos, onde o coeficiente
angular da equacdo ajustada no grafico de vazdo versus pressdo hidrostatica sobre a coluna
determinara a permeabilidade.

AK
Q= H—L" AP (8)
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Sendo AP avariagdo da pressdo hidrostatica sobre a coluna (Pa), nj é a viscosidade cinematica
da fase movel (m?.s?), Q € a vazdo volumétrica (m3.s™), A é a area transversal da coluna (m2?), L é a

altura do leito (m) e K,,, é a permeabilidade ao escoamento do leito (m2).

4.1.2. Distribuicéo dos tempos de residéncia (DTR)

A determinacdo das curvas de distribuicdo dos tempos de residéncia foi realizada empregando
0 método adaptado de Yao et al. (2006a e 2006b). Para tal, emprega-se a Equacdo (9), e aléem do
tempo de retencdo, foram calculados também as variancias (o?) ou os segundos momentos
estatisticos (M) de cada pulso, segundo Furusawa et al. (1976).

_ _ IhiAln o
M, = o= S, LR (9)

Onde: M, € o segundo momento estatistico (s?) corrigido considerando-se o volume vazio do
equipamento, o%é a variancia do pulso observado (s2), t; é o tempo (s) em que a i-ésima observacao
foi registrada, At;é o intervalo de tempo (s) entre a i-ésima e a (i-1)-ésima observacao (para i > 2), 4;
é a absorbancia registrada no tempo t; e t; € 0 tempo de retencdo do pulso observado (s).

Os graficos das curvas de DTR foram plotados na forma normalizada de acordo com a
Equacdo 10 (Zabka et al., 2006).

C(t) Abs(t)
DTR = — = —
J, c®dt [ Abs(t)dt

(10)

Onde: DTR ¢ a funcio de distribuicdo de tempo de residéncia normalizada (s™) e Abs € a

absorbancia registrada em funcéo do tempo.

4.1.3. Altura equivalente de pratos tedricos (AEPT)

Os valores da AEPT foram calculados conforme a Equacédo 11:
2
O¢
AEPT = L— (11)
tR
Onde: L é a altura do leito (m), t2é o tempo de retencdo do pulso (s?) e 0 o€ a sua variancia (s).

4.2. Preparo do substrato

O residuo de mandioca, doado pela Empresa Boa Terra Chips, da cidade de Gandu — BA, foi
lavado, higienizado, seco em estufa com circulagdo de ar a 65 °C (SL 102; Solab). Apos a retirada
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parcial da umidade, o residuo foi triturado em moinho de facas tipo Willey (EDB-5; DeLeo, POA)
para a obtencéo de particulas com 2 mm. Por fim, o residuo em p0 foi caracterizado com base na sua
composicao centesimal e armazenado em sacos de polietileno de baixa densidade até o0 momento de

serem utilizados na etapa de fermentacéo em estado solido.
4.3. Caracterizacao quimica e fisico do farelo do residuo de mandioca

4.3.1. Analise de umidade, cinzas e proteinas do farelo do residuo de

mandioca

Os seguintes métodos foram realizados conforme descrito pela Association of Official
Analytical Chemists (Aoac, 2005): teor de umidade (n° 925.09) em estufa a 105 °C até peso constante;
contetido de cinzas (n° 923.03) em mufla a 550 °C; proteina (n° 920.87) por Kjeldahl, utilizando o

fator de conversdo de 6,25.
4.3.2. Teor de amido total no farelo do residuo de mandioca

O teor de amido foi quantificado de acordo com o0 método de antrona (Moraes e Chaves, 1988)

com modificagdes.

A amostra do farelo do residuo de mandioca foi embrulhada em papel de filtro e imersas em
solucdo de hexano, permanecendo por 72 h sob refrigeracdo a 8 °C para desengordurar. Pesou-se 0,5
g da amostra desengordurada diretamente em tubo de ensaio e adicionou-se 10 mL de acido sulfurico
(H2S04) 0,50 mol.L™. A mistura foi aquecida em banho-maria a 100 °C por 1 h, agitando o tubo em
agitador VVértex Mixer (Labnet Internaitional, Inc). Em seguida, transferiu-se o conteldo do tubo para
um baldo volumétrico de 500 mL e completou-se o volume com agua ultrapura Arium® Mini. Foram
realizadas curvas de calibracdo para determinar a concentracdo de solucdo de amido necesséria para
realizar a leitura espectrofotométrica. Com auxilio de uma pipeta automatica, retirou-se 100 uL, 200
uL e 300 pL da solucédo contida no bal&o para tubo de ensaio adicionou-se 900 uL, 800 uL, 700 puL
de &gua ultrapura Arium® Mini, respectivamente, e 2000 puL de solugdo antrona e agitou-se em
Vortex Mixer (Labnet Internaitional, Inc). Os tubos foram colocados em banho-maria a 100 °C por 3
minutos, retirados do banho e esfriados na temperatura ambiente 25 °C. Foi realizada a leitura da
absorbancia das amostras em espectrofotometro (KASVI, modelo K37-VIS) a 620 nm. Preparou-se
um branco com 1 mL de agua destilada e 2000 pL de antrona. Os valores de absorbancia foram
correlacionados com a equacgéo obtida da curva padréo. O procedimento foi realizado em triplicata.

O teor de amido total foi obtido por meio da Equagdo 12.
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) (A*F*100%0,9)
Amido (%) = 5 (12)

Onde: A refere-se a absorbancia da amostra, F ao fator de correcdo da curva, P a massa da amostra

da aliquota em microgramas (ug) e 0,9 como o fator de correcdo de glucose para amido.

4.3.3. Teor de amilose aparente e amilopectina do farelo do residuo de

mandioca

O contetdo de amilose do farelo do residuo de mandioca foi determinado por espectrometria
de acordo com o método colorimétrico do iodo simplificado proposto por Martinez e Cuevas (1989)
com modificacBes, que se baseia na transmissdo da luz através de um complexo colorido que a
amilose forma ao reagir com iodo, e o teor de amilopectina foi encontrado por diferenca entre a

concentragdo de amido e amilose.

Pesou-se 0,01 g da amostra desengordurada em tubos de ensaio com tampa. Adicionou-se 1
mL de etanol 95%, vagarosamente com posterior homogeneizagdo. A mistura foi aquecida em banho-
maria a 100 °C por 10 min, transcorrido esse tempo, 9 mL de hidroxido de sodio 1 mol.L?, foi
adicionado e a amostra foi resfriada por 30 min em temperatura ambiente. Em seguida, foram
transferidos para baldes de 100 ml e os volumes foram completados com agua ultrapura Arium®
Mini. Utilizou-se 200 uL da solucdo da farinha do residuo de mandioca, 40 uL de acido acético (1
mol.LY), seguido de agitagdo. Completou-se com 80 uL de solucdo de iodo e 4780 uL de agua
ultrapura Arium® Mini. A suspensédo foi homogeneizada e deixada em repouso por 30 minutos. A
leitura das absorbancias foram realizadas em espectrofotometro (KASVI, modelo K37-VIS), no
comprimento de intervalo de luz visivel a 610 nm. Os resultados obtidos foram a média de duas

repeticdes em triplicata. O teor de amilose foi obtido de acordo com a Equacéo 13.

A =100

Amilose (%) = v
1

(13)
Onde: A ¢ a concentracdo de amilose na solugdo (ng.uL™), obtida por meio da curva padrdo e C;¢é a

concentragdo de amido solugdo (ug.uL™).

4.4. Condicdes de cultivo do microrganismo

O fungo utilizado para este trabalho foi o Aspergillus niger ATCC 10535 cedido pela
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, Rio de Janeiro — RJ), sendo esta cepa isolada, caracterizada e

depositada no Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS. Rio de Janeiro, RJ),
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sob o registro de nimero: 40018 e lote: 068840018. Este fungo vem sendo renovado periodicamente
e preservado em silica, mantido sob refrigeracdo (2 £ 1 °C). O fungo foi inoculado em meio Potato
Dextrose Agar (PDA) e incubado em estufa bacterioldgica (SL 222; Solab) a 30 °C por 7 dias. Apés
o periodo de 7 dias, a cultura de esporos foi extraida com uma solucdo 0,01% v.v'* de Tween 80
(Vetec, Brasil) e raspada com auxilio de pérolas de vidro com movimentos circulares, ambos
previamente esterilizados em autoclave vertical a 121 °C por 15 min. Foi coletada uma aliquota de
0,1 mL da solucéo de esporos obtida e diluida para a quantificacdo dos esporos em microscopio

binocular (L1000; Bioval) utilizando cdmara de Neubauer.
4.5. Fermentacao em estado solido (FES)

A FES foi conduzida em erlenmeyers de 250 mL contendo 10 gramas do residuo de mandioca
e autoclavados a 121 °C por 15 minutos. A concentracdo de esporos utilizada como indculo foi de
107 esporos.g™ de meio sdlido (Tung et al., 2004). Com o objetivo de observar a melhor condigio
para a produgdo de a-amilase, foi realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR)
para variaveis independentes: tempo de fermentacédo (TF) e pH da fermentacdo conforme apresentado
na Tabela 1. Foram realizados 20 ensaios, sendo 4 fatoriais (combinacdes entre niveis -1 e +1), 4

axiais, ambos com 2 repeticoes e 1 central com 4 repeticdes.

Tabela 1. Niveis e variaveis estudadas para avaliacdo da producdo de amilase.
Niveis

-1414 -1 0 1 1414

TF (horas) (X1) 395 42 48 54 56,5

pH (X2) 46 5 6 7 14

Variaveis

Todos os biorreatores foram incubados a 30 °C em estufa bacteriol6gica. Para favorecer o
crescimento e a atividade metabolica do microrganismo cada biorreator possuiu 60 % de umidade

total.

4.6. Preparo do extrato enzimatico

O extrato enzimatico de cada tratamento foi preparado com a adicdo de 20 mL da solucao
tampdo referente a cada pH (X2) nos respectivos biorreatores, e foram mantidos sob condicdes de
agitacao de 200 rpm em shaker de bancada QUIMIS-Q816M20 por 30 minutos a 30 °C. A remoc¢ao
dos sélidos suspensos foi realizada por prensagem mecanica e o liquido homogéneo centrifugado a
2338 G por 15 min a 4 °C (Centrifuga Refrigeradora SPLabor) (PURWANTO, 2016).

4.7. Purificacio da a-amilase obtida por FES em leito monolitico

36



O processo de purificacdo da solugéo de alimentacgéo foi realizado em triplicata, utilizando-se
um equipamento AKTA Pure 25 Figura 7 (GE Healthcare Life Sciences) com uma coluna montada
com 2 pecas monoliticas de criogéis funcionalizados, totalizando um volume de leito de 15,386 mL.
O monitoramento da fase maével foi realizado utilizando-se um detector com comprimento de onda
fixo em 280 nm, com o sistema conectado a um computador e controlado por meio do Software
Unicorn 7.2.

Figura 7. Cromatografo Akta Pure para purificacdo de proteinas.

Para a hidratacdo, lavagem e equilibrio prévio da coluna, utilizou-se agua destilada e tampé&o
fosfato de sodio (TFS) 0,02 mol.L pH 7,0, com 20 volumes de coluna (VC) cada, a uma vazéo de
1,5 mL.min"( utilizada em todo o processo). Apds isso foi realizada uma etapa para equilibrar a
coluna percolando 4 VC de tamp&o TFS (0,02 mol.L, pH 7,0). Dessa forma, teve inicio o processo
de alimentacdo, percolados 5 VC, da solucdo de extrato bruto, até a formacao e estabiliza¢do da curva
de ruptura. Logo ap6s a coluna foi lavada com 4 volumes de tampéo fosfato de sodio para retirada
dos componentes ndo adsorvidos pela coluna. Para a etapa de eluicdo, utilizou-se uma solucéo de
NaCl (1 mol.L ) preparada em TFS (0,02 mol.L™Y) em pH 7,0, passando-se 4 VC. Posteriormente a
coluna foi reequilibrada e lavada com quatro volumes do tamp&o TFS (0,02 mol.L™Y) em pH 7,0 e
agua destilada, respectivamente.

Os picos de eluicdo foram coletados manualmente. Submetidos ao processo de dialise para
retirada do NaCl. Foram utilizadas novamente bolsas de dialise (D0530, Sigma), previamente

ativadas (cddigo D0530, Sigma), com aproximadamente 6 cm de comprimento.
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4.8. Purificacdo da a-amilase obtida por FES em batelada

Para o processo de purificacdo em batelada utilizou-se uma curva de calibragdo com albumina
de soro bovino (BSA - pureza > 98%), para quantificagdo das proteinas totais pelo método de
Bradford (1976). Nos ensaios, 4 mL da solucdo de extrato bruto foram deixados em contato com
aproximadamente 25 mg de criogel seco por 12 h (overnight) a temperatura ambiente, sob rotacao
orbital de 20 rpm. Apos isso, 0 extrato que estava em contato com o criogel foi retirado e foram
realizadas duas lavagens com 4 mL da solugdo tampao TFS (0,02 mol.L™!) em pH 7,0 para retirada
da a-amilase ndo adsorvida na superficie do trocador produzido, o sobrenadante foi reservado. A
eluigdo da a-amilase foi realizada utilizando 2 mL de uma solugéo de NaCl (1 mol.L™) em TFS 0,02
mol.Lt pH 7,0 que permaneceu em contato com o criogel por 4 h. Decorrido esse periodo, a solugéo
eluida foi filtrada e submetida a dialise para retirada do excesso de NaCl. Utilizou-se bolsas de dialise
(D0530, Sigma) com aproximadamente 6 cm de comprimento. Foram realizadas 5 lavagens de 200
mL de tampéo TFS em pH 7,0, trocadas a cada 2 h.

Cada solucdo do processo de purificagdo recebeu uma identificacdo, sendo a solucdo antes do
contato do criogel de nominado como “extrato bruto”, a solu¢do excludente apos a percolacdo sob o
criogel de “sobrenadante” e a solugdo dialisada apos o processo da dessor¢do da a-amilase ‘elui¢do’.
Determinou-se para cada solugdo obtida o teor de proteinas totais pelo método de Bradford (1976) e

atividade enzimatica (Okolo et al., 1995).
4.9. Determinacao da atividade enzimatica

A atividade aminolitica foi determinada de acordo metodologia proposta por Okolo et al.
(1995), com adaptacdes. Utilizou-se 500 pL de solugdo de amido sollvel na concentracdo de 5
mg.mL™ em tamp&o acetato (pH 5,6), 100 pL do extrato enzimatico e 400 pL de &gua destilada,
totalizando 1000 pL de solucdo para atividade enzimatica. O branco continha 1000 pL de &gua
destilada. Essa mistura foi submetida a incubacdo em temperatura de 50°C por 30 minutos para
hidrolise e adicionados 2 mL da solugdo de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), e essa mistura foi
submetida a temperatura de 100 °C por 5 minutos. Os acucares redutores liberados foram
quantificados pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), utilizando a solugéo de glicose como
padrdo conforme Miller (1959), no comprimento de onda de 540 nm utilizando espectrofotdmetro
(KASVI, modelo K37-VIS). Para evitar valores superestimados de atividade enzimatica, foi realizada
a leitura das amostras dos extratos brutos, sobrenadantes e eluidos, porém sem a etapa de hidrolise.
Os resultados para agucar redutor total (ART) com a etapa de hidrdlise e sem a etapa de hidrolise para

cada tratamento foram subtraidos, gerando valores para AART. Segundo GHOSE (1987), uma unidade
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de atividade enzimatica libera 1umol de agUcar redutor por mL de extrato por minuto. A partir da
Equacdo 14 calculou-se a atividade enzimatica, a qual foi expressa em U.mL™.
U ARy * Vp

— = 14
mL 0,18 Vo xTy (14)

Onde: ARy: Aclcares redutores totais produzidos na etapa de hidrolise (mg.mL™); V;: Volume total
utilizado na hidrolise (mL); V. : Volume do extrato enzimatico utilizado na hidrolise (mL); Ty Tempo

de hidrdlise (min); 0,18 : massa de 1umoL de glicose.

4.9.1. Atividade especifica e Fator de purificacéo
Para verificar a eficiéncia do processo de purificacdo foi realizado o célculo do fator de
purificacdo (Equacdo 16), para isso, utilizou-se o célculo da atividade especifica (Equacdo 15). O
fator de purificacdo compara a atividade especifica da solugdo purificada (sobrenadante e eluido) e a

atividade especifica da solucéo bruta (extrato bruto).

Atividade especifica (L) = AlVenzimitico (15)
mg Pt
Fator de Purificacio = —-Euido (16)
EExtrato

Onde: AT VEnzimatica: atividade enzimatica, Pt: proteina total, AEeuwido: atividade especifica do eluido e
a AEEextrato: atividade especifica do extrato.
4.9.2. Teor de proteina no extrato enzimatico
A quantificagdo de proteinas totais no extrato enzimatico foi realizada de acordo com a
metodologia de Bradford (Bradford, 1976) utilizando espectrofotdmetro (KASVI, modelo K37-VIS),
por meio da leitura de absorbancia no comprimento de onda de 595 nm, usando Albumina de Soro

Bovino (BSA) como proteina padrdo, em concentragdes de 0,1 mg.mL™a 1 mg.mL™.
4.10. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida em condi¢des desnaturante (SDS — PAGE)

A analise de eletroforese em gel desnaturante foi realizada seguindo a metodologia descrita
por Laemmli (1970) com adaptacdes. Primeiramente foi produzido um gel de empilhamento na
concentragio de 4 % (v.v') e um gel de separagio na concentragio de 12 % (v.v?).

O tratamento que obteve comportamento mais adequado para producdo de a-amilase apds o0 processo
de FES utilizando o DCCR foi submetido a eletroforese. Os marcadores moleculares foram BSA,

lipase e lisozima, na concentragdo de 1 mg.mL™. Para a desnaturacdo 60 pL das amostras foram
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vertidas em tubos eppendorf e diluidas em 40 pL da solucdo tampédo desnaturante e submetidas a
temperatura de 100 °C por 3 minutos. Aliquotas de 30 pL da amostra desnaturada foi colocada em
cada poco do gel e a corrida realizada a uma tenséo constante de 120 V, ap0s finalizacdo da corrida
o gel foi mantido em contato em solucio fixadora, 10 % (v.v'!) de metanol e 5 % (v.v') de &cido
acético) por 2 h. Feito isso, foi realizada a etapa de coloracdo do gel usando Coomassie Blue G-250,
permanecendo em contato por 24 h, logo apo6s, foram realizadas lavagens com agua destilada. O gel
foi deixado em contato com a solucdo descorante, até obtencdo de um gel transparente, sempre

fazendo a troca da solucdo quando necessario.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. Sintese do criogel

Com base na Figura 8, observou-se formacdo de uma estrutura monolitica de formato
cilindrico, conforme relatado por Silva et al., (2019) e Nascimento et al., 2019. De maneira
abrangente, a matriz porosa do criogel de poliacrilamida permitiu uma expansao de aproximadamente

1 cm em relagdo a sua altura quando hidratado (Figura A).

Figura 8. Imagem do criogel controle desidratado (A) e hidratado (B).

Como evidenciado acima, destaca-se, também, a robustez e consisténcia do material
desenvolvido. Vale destacar que uma matriz porosa se torna relevante, uma vez que a expansao do
material durante o uso confere a capacidade de absor¢éo de agua pelos poros existentes. Além disso,
a uniformidade da estrutura monolitica sugere um controle efetivo da pressdo quando o a matriz esta

em uso.

5.2. Caracterizacdo estrutural dos criogéis controle e funcionalizado

Os valores para caracterizacao dos criogeéis controle e funcionalizado com arginina, incluindo
fracdo de macroporos (¢,,), fracdo de meso e microporos (¢m), fracdo de agua ligada (owb), fracdo de
polimero seco (¢d) e porosidade total (¢T), capacidade de inchamento (S) e grau de expansao (ED),
estdo expressos na Tabela 2. Para todos os parametros investigados, nenhum deles apresentou

diferenca significativa por meio do teste t a 5% de probabilidade (p<0,05) em ambos.
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Tabela 2. Resultados da caracterizago estrutural das matrizes produzidas.

Parametros Controle Funcionalizado (arginina)
Fracdo macroporosa (%o) 0,60 £ 0,042 0,62 £ 0,032
Fracdo meso/microporos (%) 0,33+0,042 0,30 £ 0,032
Fracdo agua de ligacéo (%0) 0,02+0,012 0,03+0,012
Fracao de polimero seco (%) 0,04 £0,012 0,05+0,012
Porosidade total (%6) 0,93+0,012 0,92 £ 0,022
S (kg.kg™?) 20,54 +1,14% 20,36 + 0,71
ED (L.kg?) 21,66 +1,18% 21,36 £1,53%

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si pelo
teste t (p<0,05).

E possivel observar que a ligeira variacdo entre as duas amostras para as fragdes monoméricas
tem provavel influéncia dos grupos amina disponibilizados pela arginina, resultando em uma
redistribuicdo de poros apds o tratamento.

Neste caso, as alteragdes sutis nos parametros estudados no criogel, ndo impactou
negativamente para a aplicacdo especifica da coluna. 1sso sugere que o criogel funcionalizado com
arginina para aplicacdo ndo compromete suas propriedades fundamentais.

Os valores encontrados para S e ED sdo proximos, tais parametros estdo correlacionados, ou
seja, impacta na maleabilidade das matrizes apds sua hidratacéo, o que tem relacdo com a resisténcia
mecanica da matriz (Goncalves et al., 2016), pois ap6s o inchamento ele se torna mais maleavel e
provavelmente menos resistente a pressdes antes de se deformarem (Carvalho et al., 2014).

Esses resultados ndo apresentam semelhanca com os obtidos no trabalho realizado por
Nascimento et al. (2019), que sintetizou criogéis com a mesma concentracdo de mondmeros, 7 %
(m.v1), porém sem a insercdo de grupos radicais epoxi, disponibilizados pelo alil glicidil éter (AGE),
encontrando valores de 12,37 kg.kg? para o criogel trocador idnico (DMAEA-Q). Os valores
superiores obtidos neste estudo, podem ser justificados devido o AGE ser € um componente altamente
reativo com alta densidade de elétrons capaz de promover a ligacdes de hidrogénio, se ligando mais
facilmente a agua disponivel no meio, aumentando consequentemente a capacidade de inchamento
do criogel. Gongalves e colaboradores (2016), ao estudarem criogéis também com 7 % (m.v?!) de
mondémeros e testarem diferentes metodologias de imobilizacdo, verificaram o menor valor para
capacidade de inchamento de 16,41 kg.kg? ao utilizarem método de imobilizagdo. Entretanto, para
as matrizes funcionalizadas pelo método do glutaraldeido o valor obtido (19,46 kg.kg?) foi
semelhante ao deste estudo. Esse valor para 0 método do grutaraldeido pode ser explicado pela

reducdo da mobilidade do criogel ap6s insercdo dos bracos espacadores disponibilizados pelo
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glutaraldeido. O grau de expansdo € um parametro importante pois relaciona a massa do criogel seco
quando armazenado e o volume que ocupa quando hidratado e em condicGes operacionais. Os
resultados obtidos indicaram que ndo houve diferenca significativa entre o grupo controle e
funcionalizado. Isso sugere que ambos 0s grupos apresentam caracteristicas relevantes para aplicacao
em processos cromatograficos, uma vez que a sua natureza macroporosa justifica a sua capacidade
de ligar-se aos componentes que percolam o leite.

Os dados relacionados a porosidade e suas fracGes constituintes reafirmam a principal
caracteristica do criogel pela qual sua utilizacdo se justifica, a sua natureza macroporosa. Os
resultados observados em relacéo a porosidade total em torno de 92%, sendo a fragdo macroporosa
superior a 60 % e microporosa de 32 % o que deixa claro a predominancia de macroporos. Os valores
obtidos foram encontrados, também, por Nascimento et al. (2019), Porfirio et al. (2024) e M4l (2017).
Tal caracteristica tem destaque no uso dessas matrizes para purificacdo de solugdes mais concentradas

ou de natureza viscosa e até mesmo que contenham materiais particulados.

5.1. Caracterizacdo hidrodindmica do mondlito: Permeabilidade ao
Escoamento; a Distribui¢cdo dos Tempos de Residéncia; e Altura Equivalente de
Pratos Teoricos.

Os dados experimentais relativos a queda de pressdo hidrostatica em funcdo da velocidade

superficial de escoamento estdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9. Dados experimentais referentes a variagdo de pressdao (AP) em fungdo da velocidade
superficial de escoamento da fase mdvel no leito de troca anidnica.
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O processo de transferéncia de massa em monolitos € dominado pelo mecanismo convectivo
devido a influéncia do tamanho dos poros, pois favorece o escoamento dos fluidos (Pleiva et al.,
2004b), e a permeabilidade ao escoamento esta relacionada com a resisténcia ao fluxo através da
coluna do mondlito. Mondlitos como o criogel sdo formados por poros interconectados de diferentes
tamanhos, e quanto maior a porosidade e os tamanhos destes, mais facilmente ocorrerd a difusdo das
moléculas sob a matriz monolitica e melhor sera sua eficiéncia como matriz para processos de
purificacéo.

A permeabilidade ao escoamento calculada foi de 2,62 x 10*? m?. Valores préximos foram
encontrados por Neves et al. 2020 que obtiveram Ky igual a 2,51 x 10™® m? ao trabalharem com
criogéis de afinidade e Porfirio et al. 2024 ao estudarem criogeis IMAC verificaram um valor de 1,69
x 1018 m2,

Os resultados encontrados indicam que o mondlito sintetizado apresentou baixa resisténcia ao
fluxo, devido a maior fracdo de macroporos presentes em sua estrutura, como pode ser comprovado
na Tabela 2. A baixa resisténcia ao escoamento permite que as matrizes supermacroporosas possam
ser utilizadas em processos cromatograficos, suportando altas vazfes, sem que elevadas pressdes
sejam alcancadas, o que ¢é desejavel para as técnicas cromatogréaficas (Porfirio et al., 2024; Neves et
al., 2020). A distribuicdo dos tempos de residéncia (DTR) para pulsos de acetona em diferentes

velocidades de escoamento da fase mével sdo apresentadas na Figura 10.
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Figura 10. Distribuicao dos tempos de residéncia para pulsos de acetona em diferentes velocidades
superficiais de escoamento no leito monolitico produzido.
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Ao analisar os perfis das curvas, observa-se uma uniformidade nos picos nas vazoes 6 e 8
mL.min. Essa uniformidade é atribuida ao grau de mistura no escoamento através do leito
monolitico.

O contrario do que se espera numa distribuicdo dos tempos de residéncia, onde geralmente se
espera maior a largura da base do pico em menor vazéo, neste caso, ocorreu 0 oposto. Mostrou-se
que quanto maior a vazdo maior a largura do pico, esse fato pode ser explicado pela distribuicéo
interna dos poros da matriz, favorecendo o escoamento laminar sob esses poros.

De acordo com Yao et al. (2006a), a assimetria nas curvas de DTR com caudas estendidas
esta diretamente relacionada a uma estrutura porosa ndo homogénea ou a falta de uniformidade na
distribuicéo dos poros que sao formados no criogel durante o processo de producgéo, acarretando uma
mistura e dispersao intensas dentro da coluna.

Na Figura 11 sdo apresentados os resultados obtidos para 0 AEPT em funcdo da velocidade
superficial de escoamento.
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Figura 11. Altura equivalente dos pratos tedricos da coluna de criogel produzida em funcéo da
velocidade superficial de escoamento, para pulsos de acetona.

Os valores obtidos neste trabalho de altura equivalente a um prato tedrico (AEPT) estdo na
faixa de 6,5 a 14,2 cm. Verificou-se que a AEPT da coluna produzida variou em funcdo da velocidade
de escoamento da fase mével. Tais valores indicam que a velocidade de escoamento da fase mével
exerce um efeito relevante sobre a AEPT, com disperséo, contribuindo para baixa eficiéncia da coluna

e consequentemente baixos rendimentos.
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5.2. Analise do ponto de carga zero

O ponto de carga zero (PCZ) é o parametro para analisar o comportamento dos sitios ativos
na superficie do criogel. Caso a matriz esteja desprotonada, ou seja, valor de pH acima do PCZ, o
criogel esta apto para adsorver compostos carregados positivamente, enquanto valores de pH abaixo
do PCZ esta protonado favorecendo a adsor¢do anidnica como foi mencionado por Mél et al. (2019).
A figura 12 exibe o comportamento do criogel controle (Figura A) e funcionalizado (Figura B) em
uma faixa de pH de 1,0 a 12,0.
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Figura 12. Anélise do Ponto de carga zero para o criogel produzido. (A) Controle; (B)
Funcionalizado.

A alteracdo observada para o criogel controle é caracterizada pela auséncia de grupos
imobilizados em sua superficie, observando um valor para pH de 7,04. O pH que representa o
momento tamponante para o criogel funcionalizado (B) foi o pH 9,02 aproximadamente. Ao
imobilizar a arginina, o carater anidnico prevalece devido ao surgimento de grupamentos amina
disponibilizados por aminoécidos.

O processo de funcionalizacdo do criogel produzido foi realizado em pH 7,0 por meio da
imobilizacdo da arginina a sua superficie, trazendo um carater anidnico a matriz produzida. Com isso,
ocorreu a disponibilizacdo do grupo amina (NH*?) responsavel pela alteragdo do pH do criogel

produzido, além de atuar no processo adsortivo.

5.3. Composicao centesimal do residuo de mandioca

Os parametros avaliados do farelo do residuo de mandioca encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 3. Composicao fisico-quimica do farelo do residuo de mandioca (Manihot esculenta

Crantz).
Parémetros Avaliados Farelo do residuo de mandioca
Amilose (%) 13,70+0,15
Amilopectina (%) 53,31+0,15
Amido total* (%) 67,01+0,15
Umidade* (%) 8,76 £1,31
Cinzas* (%) 3,25+0,09
Proteina* (%) 5,88+0,04

*Resultados expressos em base seca.

O parametro importante a ser observado € o teor de amilose presente na fonte de amido. O
alto teor de amilose auxilia diretamente na sintese enzimatica ja que as enzimas aminoliticas
hidrolisam as ligagdes a-1,4 presentes na cadeia linear da amilose e nas extremidades da amilopectina,
liberando uma mistura de maltose e glicose. A amilopectina, polissacarideo ramificado, possui em
sua grande maioria, ligagdes glicosidicas do tipo a-1,6 e estas ligagdes ndo séo hidrolisadas de forma

especifica pela a-amilase, mas sim por f-amilases e a-1,6 glucosidase (Conn & Stumpf, 1975).

5.4. Atividade Enzimatica

Na Tabela 4 estido apresentados os resultados obtidos para a atividade especifica da a-amilase
para o planejamento experimental proposto.

Tabela 4. Atividade especifica da a-amilase em funcdo do tempo de fermentacéo (TF) e pH.

Variaveis Atividade enzimatica Prtc:)tg Ina Atividade especifica
Ensaios decodificadas (U.mL™Y) (mg.mL*Y) (U.mg?)
TF (horas) pH
1 42 5 0,88 0,10 8,96
2 42 5 0,50 0,09 5,39
3 42 7 0,80 0,40 1,98
4 42 7 0,12 0,42 0,29
5 54 7 1,41 0,19 7,49
6 54 7 1,58 0,19 8,09
7 54 5 0,04 0,11 0,34
8 54 5 0,45 0,10 4,41
9 39,5 6 0,79 0,15 5,33
10 39,5 6 0,26 0,15 1,78
11 56,5 6 1,10 0,24 4,58
12 56,5 6 1,43 0,19 7,52
13 48 4,6 0,09 0,10 0,94
14 48 4,6 0,41 0,08 4,86
15 48 7,4 1,90 0,22 8,68
16 48 7,4 0,94 0,20 4,62
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17 48 6 0,74 0,20 3,64
18 48 6 0,22 0,21 1,03
19 48 6 1,14 0,12 9,12
20 48 6 0,79 0,27 2,94

O resultado para atividade especifica, Tabela 4, foram submetidos a analise de varidncia
(ANOVA) (Tabela 5) e a significancia do modelo verificado pelo teste F (p<0,05).

Tabela 5. Resultados da analise de regresséo para a atividade especifica da a-amilase para DCCR

22
Fonte de Variagio GL SQ QM F P R2tratamento  R%total
Regressao 3 0,0356 0,0119 8,4164 0,0034 0,9338 0,6638
Modelo 8 0,0381 0,0048 3,3798 0,0326
Falta de ajuste 5 0,0025 0,0005 0,3579 0,8667
Erro 11 0,0155 0,0014
Total 19 0,0536

GL = Graus de Liberdade; SQ = Soma dos Quadrados; QM = Quadrado Médio; F = teste F; p =
probabilidade; R? = Coeficiente de determinacio.

Observando a tabela verifica-se que a regressao foi significativa (P= 0,0034) e falta de ajuste
n&o significativo (P=0,8667).
Dos parametros testados, apenas os efeitos quadraticos (Xi2) e (X2?) foram néo-

significativos (P>0,05). Os efeitos linear e de interacdo destas variaveis foram significativos,
conforme apresentado na Tabela 6.

Tabela 6. Estimativa dos parametros do modelo completo no DCCR.

Parametro Estimativa valor - P
Bo (Intercepto) 0,07418 <0,0001
B1 (X1) 0,02042 0,0139
B2 (X2) 0,02656 0,0042
Bs (X1X2) 0,03716 0,0027

Na Equacdo 17 é apresentado o modelo matematico proposto para determinar a atividade

especifica da a-amilase em termos de valores ndo codificados.

Atividade especifica= 0,07418 + 0,02042TF + 0,02656pH + 0,03716 TFpH an
thratamento=019338

Através da equacao derivada das varidveis nao codificadas, foi possivel determinar a melhor
condi¢cdo para a produgdo de a-amilase. Os melhores resultados foram obtidos no tempo de
fermentacdo de 48 horas e pH 7,4. Resaltando que a eficiéncia da FES para produgdo de enzimas vai
além das escolhas corretas de substrato e microorganismo, sendo necessarias as adequacdes dos
parametros fisico-quimicos do processo. Com relagéo a influencia exercida pelo pH, constatou que o

meio alcalinizado favoreceu para uma atividade enzimatica de 21,68 U.mL™ com possivel aplicacéo
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em processos industriais, visto que o ponto isoelétrico dessa enzima estad abaixo desse valor,

possuindo, entdo, uma densidade de cargas que favoreceu a atuacdo da enzima sob o substrato.

5.5. Purificacdo da a-amilase obtida por FES em coluna monolitica

O extrato bruto enzimatico obtido na FES com 48 horas de fermentacdo e extraido com pH
7,4 foi aplicado em cromatdgrafo Akta Pure, objetivando a purificagdo parcial da a-amilase. O perfil
cromatogréafico pode ser observado na Figura 13. Foi realizada a corrida em triplicata para efeito de

comparagdo dos tempos dos picos referentes a elui¢ao da a-amilase
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Figura 13. Perfil de adsorcéo da purificagdo parcial a-amilase por meio do extrato bruto, utilizando
a coluna de monolitica em sistema cromatografico Akta Pure.
Ode ser analisado o surgimento de picos largos e baixa resolucdo na etapa de eluicéo, isso

mostra a baixa interacdo enzima-matriz.
Os dados referentes a volume, concentracdo, proteina total, atividade enzimatica e atividade
especifica do processo de purificagdo parcial da a-amilase em coluna monolitica sdo apresentados na

Tabela 7.

Tabela 7. Resultados referentes a purificagdo a-amilase obtida por FES por cromatografia de troca
ibnica na coluna monolitica produzida.

Amostra Extrato Eluicéo
Volume (mL) 76,93 10
Conc. Proteina (mg.mL™?) 0,315 <0,1
Proteina total (mg) 24,23 -
Atividade enzimatica (U.mL™) 0,424 + 0,008 0,387 £ 0,037
Atividade especifica (U.mg?) 1,346 £ 0,318 -
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A atividade especifica em um processo de purificacdo € um parametro de grande importancia
pois relaciona a atividade enzimatica (U.mL™) a concentragdo de enzima (mg.mL™) que esta presente
na solugdo. No trabalho, foi encontrado o valor de 1,346 U.mg™ para o extrato bruto, o eluido
apresentou 0,387 U.ml* para atividade enzimatica. A quatificagdo de proteinas totais por analise de
Bradford (1967) ndo apresentou valores aptos para obter resultados para atividade especifica no
eluido.

Para identificar essa baixa interacdo no processo de purificacdo do extrato enzimatico, foi
realizada a purificacdo em batelada, utilizando a mesma coluna polimérica, porém, agora, analisando

0 sobrenadante e o eluido da adsorcao.

5.6. Purificagdo parcial da a-amilase obtida por FES em processo em batelada

Os resultados referentes ao processo de purificagdo parcial da a-amilase obtida por FES em
processo em batelada estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Resultados referentes a purificacdo parcial em batelada da a-amilase por troca idnica.

Amostra Extrato  Sobrenadante Eluicéo
Volume (mL) 4 4 2
Conc. Proteina (mg.mL™?) 0,32 0,11 0,20
Proteina total (mg) 1,26 +0,09 0,44 +0,04 0,39 £ 0,09

Atividade enzimatica (U.mL') | 0,42+0,01 1,42+0,06 0,034+0,01
Atividade especifica (U.mg?) |1,34+0,32 15,32+4,01 0,22+0,14
Fator de purificacéo - 11,04 0,16

Ao analisar os resultados obtidos nestas analises e compara-los aos obtidos para purificacao
em sistema cromatografico, pode-se reconhecer que a coluna polimérica ndo apresentou um
comportamento esperado. Isto é, ndo houve interacdo eletrostatica entre extrato enzimatico e a matriz
polimérica funcionalizada com grupamento amina (NH*?), este resultado pode ser correlacionado ao
pH utilizados nas extra¢fes em conjunto com o ponto isoelétrico da enzima alvo que pode variar entre
4,0 e 5,0 de acordo Paul et al. (2021), ocasionando a falta de interacdo eletrostatica, o que nédo
favoreceu a troca anidnica. Foi possivel observar que o sobrenadante apresentou resultados para a
atividade especifica e fator de purificagdo superiores, quando comparado aos valores encontrados
para o extrato bruto e eluido em batelada, bem como para purificagdo em coluna monolitica. Sendo
possivel concluir, que a coluna promoveu a purificacdo parcial do extrato enzimatico ao remover

possiveis contaminantes que interferiam na atividade enzimatica da a-amilase.

5.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢fes desnaturante (SDS — PAGE)
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A imagem da eletroforese em gel de poliacrilamida (Figura 14) comprovam os resultados

verificados  nas  metodologias  testadas para a  purificagdo da  a-amilase.
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Figura 14. Gel de eletroforese (SDS-PAGE) a 12%, para a-amilase parcialmente purificada. (A)
Padrbes BSA,; Lipase e Lisozima; (B) extrato enzimatico; (C) sobrenadante (batelada); (D) eluido
(batelada); e (E) eluido (coluna monolitica).

Verificou-se que o extrato bruto obtido na FES apresentou uma Unica banda com massa molar
préximo a 66 kDa. Cortez et al. (2017), indicaram que as a-amilases de origem flngica possuem
massa molar na faixa de 41 a 69 kDa. A mesma banda foi verificada na solu¢do sobrenadante, ou
seja, na solucdo que permaneceu em contato com o criogel no processo em batelada, indicando ser a
enzima em estudo ap6s a purificacdo. Enquanto, que as solu¢des eluidas tanto no processo em leito
monolitico quanto em batelada ndo foi verificado a presenca de bandas proteicas, Dey & Banerjee
(2014), estudando a purificacdo e caracterizagdo bioquimica da enzima a-amilase produzida por
Aspergillus oryzae IFO30103, observaram que a massa molar foi de 51,3 kDa, proximo ao verificado
neste estudo.

As imagens indicam a comprovagdo que ndo houve interacdo enzima-matriz, mas sim, a
retirada de compostos indesejaveis, que consequentemente elevou a atividade (enzimatica e

especifica) do sobrenadante ao compara-la com a atividade do extrato bruto.
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6. CONCLUSOES

Foram produzidos criogéis trocadores anidnicos funcionalizados com arginina, aplicados para
purificacdo de amilases produzidas por fermentacdo em estado sélido. Os resultados para
caracterizacdo estrutural da coluna monolitica indicaram ndo haver diferenca significativa (p<0,05)
entre o controle e o funcionalizado, concluindo que os grupos funcionais ali inseridos ndo afetaram a
estrutura do mesmo. Ambos apresentaram porosidade total de 92 %, sendo constituidos
majoritareamente de macroporos, com potencial aplicacdo para purificacdo de macromoléculas.

A etapa de fermentacdo em estado sélido, utilizando Aspergillus niger como fungo
filamentoso, apresentou potencial para sintese de enzimas aminoliticas. A enzima obtida apresentou
atividade especifica de 21,68 U.mL™ com possivel aplicagdo em processos industriais. Apesar da
matriz ndo ter apresentado a eficiéncia como esperado, ainda assim, os resultados demonstram que
houve purificacdo parcial e que o adsorvente retirou do meio contaminantes que interferiam na

atividade enzimética.
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