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RESUMO: Biomoléculas produzidas por processos fermentativos através de rotas sustentaveis
ganharam destaque no cenério mundial da Ultima década. A purificacdo dessas biomoléculas € uma
etapa de grande importancia para o conhecimento e entendimento de sua fungdo, bem como sua
aplicacdo em diversas areas de interesse industrial. Diante de tal contexto, o projeto contempla a
producdo e os estagios iniciais de purificagdo da enzima Tanase, obtida através de fermentacéo solida,
tendo como matéria prima rejeitos agroindustriais regionais € um microrganismo isolado no solo do
campus do IFSP.
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EARLY STAGES OF PURIFICATION OF BIOMOLECULE PRODUCED BY SOLID STATE
FERMENTATION

ABSTRACT: Biomolecules produced by fermentative processes through sustainable routes gained
prominence in the global scenario of the last decade. The purification of mentioned biomolecules is a
step of great importance to get to know and comprehend their functions, such as applications in many
areas of industrial interest. In face of such context, the project contemplates the production and the early
stages of purification of the enzyme Tannase, obtained through solid-state fermentation, having as raw
material regional agro-industrial residues and a microorganism isolated from the soil of the IFSP
campus.
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INTRODUCAO

Os residuos gerados pela agroindustria representam um potencial problema ambiental, tendo em
vista seu descarte indiscriminado decorrente da auséncia de aplicacBes diretas para tais materiais.
(PANESAR et al., 2016 apud SANTOS et al., 2018). Em paises como o Brasil, onde a economia ainda
é fortemente ligada a agropecuaria, o problema é ainda mais alarmante. Em contrapartida a premissa de
que tais rejeitos representam crescente preocupacdo ambiental para o pais, esta o potencial de
reaproveitamento dessa matéria através das diferentes utilidades da biomassa (COELHO et al., 2001,
apud SANTOS et al., 2018).

Os rejeitos da agroindustria sdo, em sua maioria, ricos em agucares, proteinas e fibras — essas
substancias podem ser reaproveitadas em outros processos industriais através do tratamento correto dos
rejeitos, que permite a obtengdo de diversas moléculas de valor agregado e aplicabilidade interessante,
como, por exemplo, enzimas. A Tanase (TAH) (E.C: 3.1.1.20) ¢ um exemplo de enzima que destacou-
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se no cendrio mundial gracas a sua capacidade de produzir antioxidantes de grande relevancia para a
indUstria quimica, farmacéutica e alimenticia, e que pode ser obtida através da fermentacdo em estado
s6lido tomando como matéria prima os rejeitos agroindustriais. (COUTO, 2008). Para sua aplicacao, €
ainda necesséria a etapa de purificacdo, onde a enzima é devidamente isolada dos demais produtos do
processo de fermentacdo. Nesta etapa, 0s processos de purifica¢do de proteinas fazem-se essenciais; essa
classe de processos denota grande interesse para a comunidade cientifica, e foi o principal fator que
permitiu 0s avangos mais recentes na area de biotecnologia (JANSON, 2011).

Tendo o cenério descrito em vista, o projeto de pesquisa foi desenvolvido visando a producéo e
a pré-purificacdo da enzima Tanase, a ser obtida atraves de fermentacdo s6lida, tomando como matéria
prima rejeitos agroindustriais da regido do Vale do Paraiba, e pré-purificada através do fracionamento
com sulfato de amonio.

MATERIAL E METODOS
Materiais:
Reagentes e meios de cultura:
Acido Tanico, SDS-trietanolamina, sais minerais e tampdes, PDA (Agar de batata dextrosado),
farelo de trigo, BSA (albumina de soro bovino), sulfato de aménio, membrana para dialise.
Equipamentos:

Espectrofotdmetro (Metash-Tecnal); banhos termostaticos (Tecnal); centrifuga (Kasvi kl14-
4000); estufa de cultura (Tecnal TE-392-1); incubador Shaker (K-330-Pro); balanca analitica (Mettler
Toledo Me 104); pHmetro (Metler Toledo).

Métodos:

Utilizou-se linhagem fungica isolada do solo da &rvore Inga edulis, o Inga. A linhagem,
identificada como Aspergillus niger, foi conservada em meios de PDA (&gar de batata dextrosado) em
tubos de ensaio inclinados e a 10°C, e repicada com suplemento de acido tanico 0,2% (p.vt) e pH final
do meio igual a 5,2, sob incubagdo em estufa a 32°C, pelo periodo de 120 horas, objetivando a pré-
inducdo da Tanase. Para o preparo do meio de fermentag&o, utilizou-se de 20g da mistura de farelo de
trigo e solucéo de sais, em proporcéo inicial de 1:1, misturando as substancias em Erlenmeyers de 250
mL de capacidade, acrescendo ao residuo solugdo de sais (0,02 g/L de CaCl; 1 g/L de KH4PO4; 0,2 g/L
de MnSOy4; 2 g/L de (NH4)SOq4; 0,2 g/L de MgSQ.) e acido tanico, até alcancar a concentracao final de
10% de &cido tanico. Esterilizou-se esse meio a 120°C pelo periodo de 20 minutos, €, apds, os frascos
foram inoculados com 2mL de solucdo de esporos. Os fungos raspados da superficie do meio PDA
foram incubados a 32°C em estufa bacterioldgica durante 120 horas. Ao fim do processo de fermentacéo,
foram adicionados 70 mL de solucdo tampdo acetato 0,2 M, de pH igual a 5. Os frascos foram agitados
a 150 rpm durante 1 hora. A solucg&o foi filtrada em algodéao e, em seguida, levada a centrifuga durante
15 minutos e a 3000 rpm.

Preparou-se a solucdo de substrato através da adicdo de acido tanico 0,2% (p.v!) em tampao
acetato 0,2 M (pH 5,5). Utilizando-se de 0,3 mL da solucdo de substrato e 0,5 mL de extrato enzimatico
bruto, deixado em banho maria a 60°C por 10 minutos, realizou-se a reacdo, paralisada ap0s a incubacéao
através da adicdo de 3 mL de solucdo de BSA 1 mg.mL™ e cloreto de sddio 0,17M em tampéo acetato
0,2M (pH 5). Em seguida, foi realizada centrifugacdo a 3000 rpm pelo periodo de 10 minutos. O
precipitado formado foi adicionado a 3 mL de solu¢éo SDS-trietanolamina, acrescido de 1mL de solugdo
de FeCls. A absorbancia foi medida apds 15 minutos, e a 530 nm, em concordancia com a metodologia
de Mondal et al. (2001). A curva padrdo foi elaborada através das quantidades de &cido tanico, variando
entre 0,02 e 0,14mg, e, por fim, calculou-se a atividade enzimatica através da absorbancia a 530 nm, de
acordo com a equacdo abaixo descrita:

Abs,,, = Abs

em que:
Abssz= Absorbancia medida

AbsSteste = substrato + enzima ativa
ADbScontrole= Substrato + enzima desnaturada

Absteste 1)

controle ~
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Adicionou-se ao extrato enzimatico bruto sulfato de amdnio em quantidades suficientes para
fornecer 20%, 40%, 60% e 80% de saturagdo. O sal foi adicionado lentamente e com agitacdo branda.
A mistura permaneceu em repouso por 24 horas, a temperatura de 4°C, para que ocorresse a precipitacao
completa das proteinas. Passado o periodo descrito, a mistura foi centrifugada a 4000 rpm pelo periodo
de 20 minutos, e o precipitado foi dialisado por 24 horas em membrana de dialise para a retirada do sal.
A atividade enzimatica foi medida ap6s o periodo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os melhores resultados de producéo da enzima através do processo de fermentacdo sélida foram
obtidos utilizando o residuo de farelo de trigo. O extrato obtido da fermentacdo sélida foi filtrado,
centrifugado e denominado extrato enzimatico bruto. Este extrato enzimatico bruto seguiu para a etapa
de pré purificagdo com sulfato de aménio.

Para a pré purificacdo, adicionou-se a frascos contendo 50 mL de extrato enzimatico bruto, sob
agitacéo branda, o sal sulfato de amdnio, em quantidades suficientes para obter 20%, 40%, 60% e 80%
de saturacdo. As misturas permaneceram em repouso durante 24 horas, resfriadas a temperatura de 4°C,
para total precipitacdo das proteinas, conforme ilustra a figura 1. A quantidade de sal a ser adicionada
aos frascos para obtencdo das saturacdes desejadas foi calculada através de regra de trés simples,
utilizando como parédmetro de proporgdo valores tabelados.

5,7g de sulfato 12,15g de sulfato 19,5g de sulfato 28,05g de sulfato

FIGURA 1. Precipitacdo com diferentes concentragdes de sulfato de amonio (ilustrativa).

Uma vez terminado o periodo de repouso das amostras, estas foram centrifugadas sob agitagéo
de 10000 rpm, durante 20 minutos, resultando na formacdo de um sistema com sobrenadante e
precipitado. O precipitado foi dialisado para remocéo do sal pelo periodo de 24 horas, e a atividade
enzimaética foi medida em concordancia com a metodologia descrita em materiais e métodos. A figura
2 elucida o contraste entre os niveis de atividade enzimatica aferidos para cada saturacdo com sulfato
de amdnio no sobrenadante e no precipitado dialisado.
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FIGURA 2. Atividade enzimética aferida no sobrenadante e no dialisado.

Observa-se que a enzima sofre maior precipitacdo sob saturacdo de 80% de sal, encontrando-se,
apos a centrifugacdo, no dialisado. Ao adicionar 80% de sal no extrato enzimético bruto, a grande
maioria das proteinas foram precipitas, incluindo a enzima tanase que é o objeto da arte deste estudo.
Sob esta concentracdo de sal obteve-se uma atividade enzimatica de 2,26 U/mL.

Esse resultado estd de acordo com conhecimentos pré estabelecidos acerca da precipitacdo de
proteinas com sulfato de aménio, conforme demonstrado por Wingfield (2016), que aponta que
moléculas de baixo peso molecular, como é o caso da tanase, requerem maiores concentracfes do sal
para realizar precipitagdo efetiva. O estudo desenvolvido também entra em concordéancia com 0s
resultados observados por Al-Mraai, Al-Fekaiki e Al-Manhel (2019), onde a tanase teve maior
precipitacdo sob saturacdo de sulfato de amonio variando entre 50% e 70%. Este estudo vai ao encontro
com os dados reportados por Abdal, Al-Jubori e Muslim (2020) no qual utilizaram processo de
precipitacdo de proteinas com sulfato de amonio e os melhores resultados foram obtidos utilizando a
saturacdo de 70%.

CONCLUSOES

Os protocolos de purificacdo de enzimas microbianas extracelulares dividem-se nas etapas de
pré purificacdo e purificacdo por métodos cromatograficos; ao passo de que a pré purificacdo, realizada
no presente projeto, consiste em uma técnica de concentracdo de proteinas, a purificacdo por métodos
cromatograficos obtém resultados mais eficazes e com maiores taxa de purificacdo. A pré purificacdo
com sulfato de amoénio, no entanto, demonstrou-se eficiente com 80% de concentracdo. Em estudos
futuros, sera necessario liofilizar a enzima, determinar a concentragdo proteica neste extrato liofilizado
e avancar para as etapas de purificagéo utilizando colunas de troca idnica.
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