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Resumo

Neste trabalho, a purificacdo parcial das enzimas sera realizada utilizando-se técnicas
conhecidas como sendo de baixo custo e de facil escalonamento, com destaque para a
precipitacdo sequencial com etanol. Além dos beneficios que traria no desenvolvimento de
processos de producdo de enzimas para a sacarificacdo de bagago, o aluno de graduacgdo
finalizaria o projeto com conhecimentos praticos em técnicas de isolamento primério e
intermediario de bioprodutos (downstrem processing), que € uma area carente de profissionais

no Brasil.

Introducéo e estado da arte

A hidrélise enzimética de material lignoceluldsico € o resultado de uma agéo cooperativa de
diversas glicosil hidrolases. Destacam-se as endo-B-1,4-glucanases (EG, E.C. 3.2.1.4),
celobiohidrolases ou exoglucanases (CBH, E.C. 3.2.1.91) e B-glicosidases (E.C.3.2.1.21) que
atuam sobre a fracdo celulésica e um conjunto de hemicelulases, tais como xilanases, b-
xilosidases, glucuronidases, acetilesterases, galactomananases e glicomananases, que atuam
sobre a fracdo hemicelulésica.3 Muitos esforcos no sentido de se aumentar a eficiéncia da
hidrélise enzimatica tém sido voltados para a obtencdo de preparados enzimaticos de

propor¢cdes adequadas das diferentes enzimas envolvidas e de alta concentracdo para que se



tenha, assim, um efeito sinérgico maximo do complexo enzimatico, além de minima diluicdo da
mistura de hidrélise e facilidade no armazenamento e transporte destes biocatalizadores

(Queiroz et al., 2001).

No tocante a producédo de etanol 2G, estudos na literatura tém antecipado que a producgéo
do coquetel enzimatico “on site”, ou seja, em uma planta anexa a planta de etanol 2G, pode ser
a melhor opcédo para a viabilizagdo desta tecnologia, uma vez que a biomassa lignocelulésica
pode ser usada como principal fonte de carbono (Barta et al., 2010; Piovesan et al., 2013).
Consequentemente, a recuperagao primaria visando concentrar o coquetel enziméatico, torna-se
uma etapa necessaria para a obtencdo de um coquetel com concentracdo protéica aceitavel
para a aplicagdo na reagdo de hidrolise, principalmente considerando os esforcos no
desenvolvimento de reagc6es com alta carga de sélidos com vistas a tornar o reator de hidrolise

mais produtivo.

A precipitacdo é considerada uma operacdo unitaria simples largamente utilizada para
concentrar biomoléculas em solu¢ges aquosas, principalmente proteinas (Queiroz et al., 2001).
Especificamente, a precipitacdo com etanol oferece a vantagem de ser de baixos custos de
capital e operacional. Ela apresenta a possibilidade de se poder reciclar este agente
precipitante por destilagdo simples apds a separacdo da fase liquida da fase precipitado,
reduzindo, assim, o impacto ambiental dos afluentes. Além disto, considerando o cenario de
producado de celulases “on site”, a recuperagdo primaria utilizando etanol como agente de
precipitacdo apresenta-se como uma técnica fortemente recomendavel a ser otimizada e

aplicada.

Com base nos resultados obtidos anteriormente por este grupo de pesquisa (Borhoquez et
al., 2015), pode-se concluir que a adicdo de 90% de etanol ao fermentado de T. harzianum a

5°C leva a precipitacdo instantdnea e completa das proteinas, garantindo a recuperacao



completa da atividade xilanasica e 77% da atividade celuldsica presentes no fermentado.
Assim, o etanol se mostrou um agente concentrador de bom potencial para a industria de etanol
2G, principalmente se associarmos sua caracteristica de produto da prépria biorrefinaria, de ser
um produto facilmente reciclavel por destilacdo e possibilitar uma o6tima recuperagdo de

xilanase com recuperacdo substancial de celulases.

Entretanto, nestes estudos notou-se perda de recuperacdo de algumas atividades
enzimaticas por desnaturacdo causada pela alta concentracdo de etanol, sendo interessante a

abordagem de precipitacdo com etanol em modo sequencial.

Desta forma, considerando-se a importancia da concentracdo de coquetéis enzimaticos e o
contexto da biorrefinaria da cana de agucar, o objetivo deste estudo sera avaliar a possibilidade
de se obter, a partir de fermentados de bactérias produtoras glicosil hidrolases, precipitados
com altas recuperagcbes de atividades através de precipitagdo sequencial com etanol que
permitam preparar concentrados enzimaticos com altas atividades para a produgédo de etanol

2G.

Objetivo

Estudar a recuperacado e purificacdo parcial de glicosil hidrolases a partir de fermentados

brutos através de técnicas de precipitacdo com etanol, em modo sequencial.

Metodologia
1. Produgéo de enzimas
As enzimas serdo produzidas por outros alunos do grupo da pesquisadora e o

fermentado bruto ser& cedido para o desnevolviemnto destes estudos de recuperagao primaria.

2. Ensaios de precipitacao



O volume desejado do fermentado foi distribuido em tubos Eppendorf de 2 mL e mantido
na temperatura pré-determinada em um banho termostatizado (banho modelo TE-2000 com
precisdo de 0,1°C da Tecnal, Brasil). A seguir, etanol absoluto (Sigma-Aldrich, EUA) a
temperatura desejada de precipitacdo foi adicionado gota a gota aos tubos até atingir a
concentracao final desejada. Ap6s homogeneizacdo por inversao, as solu¢cdes permaneceram
no banho em estado estatico por tempos pré-determinados. A seguir, os precipitados formados
foram separados por centrifugacdo a temperatura da precipitacdo, 9000 g e por 10 min. Os
precipitados foram dissolvidos em tampao citrato de sédio 0,05 mol/L pH 4,8. Todas as

precipitacdes foram realizadas em triplicata.

3. Ensaios de atividades enzimaticas

A determinacdo da atividade de B-glicosidase foi realizada através da quantificacdo de
p-nitrofenol (Sigma-Aldrich, EUA) liberado apds hidrélise de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo
(Sigma-Aldrich, EUA) nas condi¢ées de reacdo: tampdao citrato de sédio 50 mmol.L* pH 4,8
durante 10 min a 50°C (termociclador Nexus da Eppendorf, Alemanha). O calculo da unidade
de atividade enzimatica (UA) foi baseado na quantidade de enzima capaz de catalisar a
liberacéo de 1 umol de produto (agucar redutor) por minuto a 50°C.

As atividades de endoglucanase e xilanase foram determinadas utilizando os substratos
utilizados carboximetilcelulose 0,5% (m/v) (Ghose, 1987) e xilana 0,5% (m/v) (Ruller et al.,
2006), respectivamente. Para quantificar a concentracdo de acucar redutor liberada foi utilizado
o teste colorimétrico com acido 3,5-dinitrosalicilico e curva padrdo correspondente a cada
protocolo, glicose para endoglucanase e xilose para xilanase.

O ensaio de atividade celulasica sobre papel de filtro (FPAse) foi realizado como descrito

por Ghose?® com uma reducéo de escala de volume de trabalho de 10 vezes.

4. Determinacdo da concentracdo de proteina



A concentracéo de proteina em solucao foi determinada através do método baseado no
método de Bradford com BSA como proteina padrdo. O método foi adaptado a microplacas
utilizando o reagente Coomassie Brilliant Blue previamente diluido em propor¢éo 1:4 em agua.
Medidas de absorcdo foram feitas no espectrofotobmetro Evolution 60S da Thermo Scientific

(EUA).
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