XI11 Seminario Brasileiro de Tecnologia Enzimatica
ENZITEC 2016

Biossintese de enzimas industriais por Alicyclobacillus livres e imobilizados
em diferentes matrizes e 0 emprego da ultrafiltracdo na concentracdo das
enzimas

Suelen Pereira Ruiz, Virginia Maria Feitosa Santos?, Aline Satomi Noce?, Vanderson
Carvalho Fenelon®, Benicio Alves de Abreu Filho! e Graciette Matioli®

'Universidade Estadual de Maringa — Programa de P6s-Graduagao em Ciéncia de Alimentos
2Universidade Estadual de Maringa — Departamento de Farmacia
*Universidade Estadual de Maring4 — Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas
Av. Colombo, 5790, 87020-900 Maringa — PR - E-mail: gmatioli@uem.br

RESUMO

Enzimas de Alicyclobacillus, incluindo proteases e amilases, tém sido estudadas em
aplicagdes industriais devido as suas caracteristicas termoestaveis. Os objetivos deste
trabalho foram a producdo de amilase e colagenase, obtidas de A. acidocaldarius e A.
sendaiensis, respectivamente, assim como a imobilizagdo destes, visando otimizar a
producdo. Para producdo das enzimas, A. acidocaldarius foi cultivado em farelo de trigo e A.
sendaiensis em caldo batata. Diferentes matrizes foram avaliadas para imobilizagdo dos
microrganismos como esponja vegetal, esponja-alginato e alginato, sequido de concentracéo
por ultrafiltracdo. Para amilase, os melhores resultados foram obtidos a partir da
imobilizacdo em esponja vegetal e emprego da ultrafiltracdo (0,67 U/mL) e, para o extrato de
colagenase, a partir da biomassa livre e ultrafiltracdo (13,6 U/mL). Portanto,
Alicyclobacillus sdo passiveis de produzir enzimas de interesse industrial, com possibilidade
de emprego de substrato economicamente viavel, e o uso da imobilizacdo celular e
ultrafiltracdo se mostraram favoraveis.
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INTRODUCAO

Enzimas obtidas do género Alicyclobacillus, incluindo proteases e amilases, tém sido
estudadas em diversas aplicacBes industriais, por apresentarem caracteristicas termoestaveis
(TSURUOKA et al.,, 2003; MATZKE et al., 1997). As amilases hidrolisam as ligagdes
glicosidicas a-1,4, e constituem cerca de um quarto do mercado das enzimas industriais.
Diversas fontes de carbono convencionais tém sido usadas para a producdo de amilase, mas
devido ao elevado custo, é desejavel a substituicdo por meios economicamente vidveis
(GUPTA, 2003). A acdo da enzima colagenase no colageno e a obtencdo da gelatina,
permitem grande utilizacdo destas proteinas estruturais, uma vez que os peptideos de colageno
apresentam atividades biologicas de interesse nas areas alimenticia, cosmética e farmacéutica
(RAVANTI e KAHARI, 2000).

Diversas técnicas de imobilizacdo celular tém sido utilizadas em processos
biotecnoldgicos, como gel de aprisionamento, adsor¢do e ligacdo covalente. As vantagens
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incluem o uso repetido e prolongado das células, reduzido risco de contaminacao,
fermentacgdo continua e facilidade de separacdo (RUIZ et al, 2015). Este trabalho teve
como objetivo a producdo de amilase e colagenase, obtidas de Alicyclobacillus acidocaldarius
e Alicyclobacillus sendaiensis, respectivamente, assim como a imobilizacdo desses
microrganismos, visando otimizar sua capacidade de producao enzimatica.

MATERIAL E METODOS

O microrganismo A. acidocaldarius CBMAI 0298 foi reativado e cultivado em meio
BAT (DEINHARD et al., 1987), pH 4,0 a 60 °C, e A. sendaiensis KCTC 3843 em meio caldo
batata, pH 4,8 a 55 °C. Para manutencdo e armazenamento dos microrganismos no
laboratério, foi realizado o processo de liofilizacdo, e posterior utilizagdo nos experimentos.

Para o preparo do pré-inoculo, 30 mg de células liofilizadas foram adicionadas em 100
mL de meio de cultivo e incubadas por 24 h a 150 rpm. As células foram centrifugadas a 9000
rpm por 10 min a 4 °C, lavadas em solugdo salina 0,9% e transferidas para 0 meio de
producdo das enzimas. Para producdo da amilase, utilizou-se meio BAT contendo 1% de
substrato farelo de trigo a 60 °C, e para colagenase, caldo batata suplementado com 0,5% de
KH,PO, a 55 °C. Apos o cultivo, o meio foi centrifugado e o sobrenadante, livre de células,
utilizado para os ensaios de atividade enzimatica.

A atividade enzimética de amilase foi avaliada pela determinacdo de acucares
redutores (MILLER, 1959). A reacdo consistiu na incubacao de 250 pL de substrato (amido
de batata soltvel 1% em tampdo Mcllvaine pH 3,0), e 250 pL de extrato enzimatico, a 75 °C
por 30 min. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima
que produziu 1 pumol de acucar redutor (glicose) por minuto.

A atividade colagenolitica foi avaliada com 500 puL de azocoll (suspendido em solucéo
tampdo acetato de sodio 50 umol pH 4,0, em concentragdo final de 4 mg/mL) e 500 uL da
enzima a 60 °C e pH 4,0, durante 18 h. A reacdo foi interrompida com fosfato de sédio pH
7,0, resfriamento e centrifugacdo. Uma unidade de atividade colagenolitica foi determinada
como a quantidade de enzima que aumentou 0,1 na densidade Otica a 540 nm.

Para aprimorar a produgdo das enzimas, 0os microrganismos foram imobilizados em
diferentes matrizes como esponja vegetal, alginato-esponja e alginato. A esponja vegetal
(Luffa cylindrica) foi preparada conforme descrito por Pazzeto et al. (2011). Para a
imobilizacdo em esponja vegetal, trés discos de esponja vegetal foram adicionados ao meio
contendo 0 microrganismo reativado e submetidos & incubagdo por 72 h e 150 rpm. Para
imobilizacdo em alginato-esponja, as células foram retiradas do meio por centrifugacdo apos
cultivo de 4 dias, ressuspensas em 5 mL de solucédo de NaCl 0,9% e adicionadas a 50 mL de
solucdo de alginato 3% (p/v), formando a mistura alginato-célula. Trés discos de esponjas
estéreis foram imersos, transferidos para uma solugéo de CaCl;, 1,47% (p/v), e mantidos em
leve agitacdo por 15 min. Para a imobilizacdo em alginato sem a esponja, apds obtencdo da
mistura alginato-célula, foi realizado o gotejamento em 100 mL de solucdo de CaCls,,
ocorrendo a formacédo de esferas de gel. Apos estes procedimentos, as matrizes foram lavadas
em solucdo de NaCl 0,9% (p/v), transferidas para o meio de producdo das enzimas e
incubados por 48 h. A producdo também foi avaliada pela biomassa livre submetida aos
mesmos tratamentos.

Apols cultivo em meio de producdo, os extratos enzimaticos foram obtidos por
centrifugacdo e submetido ao sistema de ultrafiltracio em membrana Millipore® de 30 kDa
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NMWL (Nominal Molecular Weight Limit) e 44,5 mm de diametro, utilizando dispositivo
Amicon® acoplado a uma bomba e sob agitagdo. O extrato foi concentrado 2 vezes (v:v) e a
atividade enzimatica foi avaliada. Os resultados foram comparados com 0s ensaios sem 0 uso
da ultrafiltracdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A imobilizacédo de A. acidocaldarius em esponja vegetal contribuiu para o aumento da
atividade enzimatica da amilase, diferindo da atividade enzimatica obtida com a biomassa
livre, correspondendo a 0,56 U/mL e 0,44 U/mL, respectivamente (Fig. 1). A atividade
enzimatica dos extratos produzidos pelo A. acidocaldarius imobilizado em esponja-alginato e
apenas alginato resultou em 0,37 U/mL e 0,20 U/mL, respectivamente. Estes valores foram
inferiores aos obtidos com a biomassa livre e, também, com a imobilizacdo em esponja
vegetal.
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Fig. 1. Atividade enzimatica de amilase produzida por A. acidocaldarius utilizando
imobilizacdo em esponja vegetal, esponja-alginato e biomassa livre com e sem uso de sistema
de ultrafiltracdo. B.L: Biomassa Livre, E.V: Esponja vegetal, E.A: Esponja-alginato, A:
Alginato. U: Ultrafiltracdo.

Para a enzima colagenase produzida por A. sendaiensis, verificou-se que os melhores
resultados da atividade enzimatica foram obtidos com o uso da biomassa livre (7,2 U/mL)
guando comparados com as matrizes de imobilizacdo (Fig. 2). Dentre os sistemas de
imobilizagdo, o que possibilitou maior atividade enzimatica foi a imobilizagdo do
microrganismo em esponja vegetal (3,17 U/mL).

Apo6s o emprego do sistema de ultrafiltracdo, a atividade enziméatica para ambas
enzimas foi avaliada, resultando no aumento de seus valores em todas as situagdes estudadas
(Fig 1 e 2). Para o extrato semipurificado de amilase, a maior atividade foi obtida a partir do
uso do concentrado enzimatico cultivado por biomassa livre e do microrganismo imobilizado
em esponja vegetal, sendo 55% superior se comparado com a biomassa livre sem
ultrafiltracdo. Para o extrato semipurificado de colagenase, a atividade enzimética obtida com
a biomassa livre apresentou melhor resultado, e este foi 53% superior ao extrato sem
ultrafiltracéo.
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Fig. 2. Atividade enzimatica de colagenase produzida por A. sendaiensis utilizando
imobilizacdo em esponja vegetal, esponja-alginato e biomassa livie com e sem uso de
sistema de ultrafiltracdo. B.L: Biomassa Livre, E.V: Esponja vegetal, E.A: Esponja-alginato,
A: Alginato. U: Ultrafiltracdo.

CONCLUSOES

Na presente pesquisa, foi possivel a producdo de amilase por A. acidocaldarius,
utilizando subproduto industrial, contribuindo como meio economicamente viavel para a
indGstria. O uso da imobilizacdo propiciou aumento na atividade enzimatica para amilase,
guando do emprego da esponja vegetal. Para a colagenase, os resultados da imobilizacdo nédo
diferiram quando comparados com a biomassa livre. O emprego do sistema de ultrafiltracdo
foi favoravel para ambos os extratos enzimaticos, sendo possivel candidato para uso em
preparacGes enzimaticas industriais na hidrolise do amido e colageno.
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