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1. RESUMO

Durante a de fermentagdo alcodlica industrial, contaminagdes sdo comuns no
meio fermentativo, causadas por bactérias e/ou leveduras selvagens. Um dos principais
problemas devido a contaminagdes microbianas € a floculacdo das leveduras,
responsavel por dificuldades operacionais na industria e implicacdes econOmicas. A
floculagdo pode ser resolvida por um tratamento enzimatico a base de proteases, que
agem na parede celular da levedura, substituindo o tratamento convencional, que
emprega 4cido sulfurico. No entanto, o tratamento enzimdtico € economicamente
invidvel para a aplicacdo industrial. Para reduzir esses custos, o presente trabalho
estudou duas técnicas para reutilizar a atividade catalitica da papaina. A primeira foi
baseada na recuperacdo da enzima livre pela centrifugacdo da suspensdo de leveduras.
A segunda foi a imobilizacdo da enzima nos suportes quitina e bagaco de cana
(celulose). A enzima foi imobilizada em quitina tratada ou nido com glutaraldeido,
empregando diferentes concentracdes de polietilenoimina, perfazendo 6 diferentes
protocolos de imobilizacdo em quitina. A imobilizagdo em bagaco de cana foi efetuada
pela ativacdo da celulose com 4cido periédico. A quantidade de proteina imobilizada e
os rendimentos da atividade da enzima imobilizada foram muito baixos nas técnicas de
imobilizacdo. A atividade especifica da enzima imobilizada, no entanto, foi satisfatéria
em algumas imobiliza¢gdes, com excecdo daquelas que utilizaram suporte tratado com
glutaraldeido, mostrando o efeito negativo desse reagente sobre a papaina e a
importancia do aprimoramento dessa técnica. A suspensao de leveduras tratada com
papaina livre foi centrifugada e esse processo foi realizado 14 vezes, usando a mesma
papaina recuperada. O uso de SDS nesse processo para potencializar a desfloculagdo
celular ndo foi eficiente. A centrifugacdo da suspensdo de células de leveduras apds o

tratamento com enzima livre deve ser estudada para fins industriais.



2. ABSTRACT

During the industrial alcoholic fermentation contaminations are common due to
bacterium and/or wild yeasts in the wort. One of the principal problems due to
microbial contaminations is the yeasts flocculation, responsible by industrial
operational difficulties and economic implications. The flocculation can be solved by
protease enzymatic treatment, which acts on the yeast cellular wall, changing the
conventional treatment, which employs sulfuric acid. However, the enzymatic
treatment is economically impracticable for industrial application. In order to reduce
these costs, this work studied two techniques to reuse the catalytic activity of papain.
The first one was based on the free enzyme recuperation by yeast suspension
centrifugation. The second one was the enzyme immobilization on chitin and sugar
cane bagasse (cellulose) supports. The enzyme was immobilized on treated or non-
treated chitin with glutaraldehyde, using different concentrations of polyethylenimine,
resulting in 6 different immobilization techniques on chitin. The immobilization on
cane bagasse was made by cellulose activation with periodic acid. The quantity of
immobilized protein and its activity yields were very low in the immobilization
techniques. Nevertheless, the specific activity of the immobilized enzyme was
satisfactory in several immobilizations, except those which have used treated-support
with glutaraldehyde, showing the negative effect of this reagent on papain and the
importance of improvement of this technique. The yeast suspension treated with free
papain in solution was centrifuged and this process was done 14 times, using the same
recovered papain. The use of SDS in this process to improve the cell deflocculation
wasn’t efficient. The yeast cell suspension centrifugation after free-enzyme treatment

must be studied to industrial purposes.



3.INTRODUCAO

As industrias sucroalcooleiras enfrentam atualmente um sério problema de
contamina¢do microbiana, devido a impossibilidade de manter as condicdes assépticas
adequadas para seu funcionamento. O caldo-de-cana, principal substrato para a
fermentacdo alcodlica, nesse caso, funciona como um excelente meio para o
desenvolvimento de bactérias e/ou leveduras contaminantes, devido aos seus
constituintes nutricionais, bem como as condi¢des de pH e temperatura proporcionadas
por esse processo (GALLO, 1989).

Virios sdo os problemas causados pela contaminacdo microbiana, sendo que
pode-se destacar, dentre outros, o consumo de acucar e etanol pelos contaminantes, a
queda da viabilidade e morte das células de levedura, devido as toxinas lancadas no
meio pelos contaminantes (AMORIM; OLIVEIRA, 1982a), fermentacdes secunddrias
oriundas da atividade desses microrganismos (BOVI; MARQUES, 1983; OLIVA-
NETO; YOKOYA, 1994) e, por fim, o problema da floculacio das células de levedura,
provocado principalmente por bactérias do género Lactobacillus e também por
leveduras (YOKOYA; OLIVA-NETO, 1991).

A floculacdo das células de levedura faz com que estas se agrupem e se
precipitem no fundo das dornas, prejudicando o processo fermentativo. Isso porque,
para que ocorra uma total conversao de actiicar em etanol e CO,, € necessario que as
leveduras permanecam sempre suspensas € livres no liquido de fermentacdo (ROSE,
1980). Além disso, esse fendmeno causa o entupimento de tubulacdes e perda de
células na centrifuga, implicando em problemas operacionais € econdmicos, pois se

aumentam os gastos com dcido, biocidas (usados no controle dos contaminantes),



antiespumantes e com a reposi¢do celular das leveduras perdidas (AMORIM;
OLIVEIRA, 1982a e b; OLIVA-NETO; YOKOYA, 1994).

A floculagdo das leveduras pode ser causada pelo seu contato com gomas de
origem bacteriana (SERRA et al.; 1979) ou com as proprias bactérias indutoras de
floculagdo (YOKOYA; OLIVA-NETO, 1991), e ainda, pela contaminacdo com
leveduras floculantes (STRATFORD, 1989). A floculacio depende diretamente da
parede celular da levedura, que é composta, principalmente, de uma complexa estrutura
de glucanas com liga¢des do tipo B (1-3) e B (1-6) em sua camada interior e de mananas
ou fosfomananas em sua camada externa, que correspondem, juntas, a cerca de 80-90%
da parede (LYONS; HOUGH, 1970; FLEET, 1991). Estao presentes também proteinas
e pequenas quantidades de quitina (FLEET, 1991; HUNTER; ANSEJO, 1988). As
mananas estdo associadas a proteinas e acredita-se que os grupos carboxila da por¢do
protéica dessas glicoproteinas (que, nesse caso, sdo chamadas “lectinas™) exercam o
papel de ligacdo com as mananas ou o fosfato das fosfomananas das células adjacentes
(ESSER; KUES, 1983; CALLEJA, 1991).

Sendo assim, as proteinas associadas as mananas e aos sais minerais, tais como
o Ca** (ESSER; KUES, 1983; CALLEJA, 1991; YOKOYA; OLIVA-NETO, 1991),
parecem estar envolvidas no processo de floculacido, uma vez que a agcdo de proteases €
eficaz na desfloculacdo do fermento (MILL, 1964; NISHIHARA, 1977; STRATFORD;
BRUNDISH, 1990; HENRIKSSON et al., 1991; YOKOYA; OLIVA-NETO, 1991;
SANTOS; YOKOYA, 1993; LUDWIG et al., 2000).

Nao existe no momento uma solucdo definitiva para o problema da
desfloculag¢do nas destilarias, uma vez que o tratamento usado atualmente, a base de
acido sulfdrico, ndo € ideal, pois permite novamente a ocorréncia do fendmeno na
medida em que o pH sobe, quando o fermento, depois de acidificado (pH = 2,5), é
misturado ao mosto (pH ao redor de 6,0). Dessa forma, um tratamento enzimético para
o controle da floculacdo seria uma boa alternativa, pois esse método é menos afetado
pelo pH do meio, sendo a desfloculagdo, nesse caso, irreversivel (NISHIHARA, 1977;
LUDWIG, 1998; LUDWIG et al., 2000). No entanto, a aplicacdo de enzimas em escala
industrial s6 serd vidvel economicamente, se os custos forem comparaveis com os do

tratamento acido.



Dessa forma, uma alternativa seria a reutilizacdo da enzima. Isso pode ser
conseguido por meio de sua recuperacdo ainda no estado livre ou pela imobilizacdo
dessa enzima em suportes sOlidos. A imobilizacdo permite, além da reutilizacdo da
atividade catalitica, um melhor controle das reagdes e o projeto de biorreatores que
podem ser facilmente incorporados numa linha de processo continua (WHITAKER,
1990). A imobilizagdo enzimdtica em suportes apropriados constitui uma area de
interesse enquanto pode significar a melhoria de processos e reducdo de custos
(COMERLATO, 1995).

Sendo assim, a quitina, retirada do exoesqueleto de crusticeos, e a celulose, sob
a forma de bagaco de cana, foram escolhidas como suportes para as imobiliza¢des, que
foram realizadas utilizando-se papaina. A quitina € um material organico de custo
relativamente baixo, obtido do exoesqueleto de crustidceos, um residuo da industria
alimenticia (MARTINS, 1997), onde € usado em muitas aplicacdes, além da industria
farmacéutica (KNORR, 1984 ¢ KRAJEWSKA, 1991). O processo de imobilizacdo em
quitina ndo € apenas barato, mas também muito f4cil de realizar, fazendo com que seu
potencial para a aplicacao industrial seja consideravel (VAILLANT et al., 2000).

A celulose, por sua vez, também € um material organico de baixo custo e facil
acesso, uma vez que pode ser obtida do bagaco da cana-de-agicar, um residuo da
propria industria sucroalcooleira. Ademais, a celulose apresenta vantagens para a
imobilizacdo enzimdtica, por seu cardter hidrofilico e por possuir um grande nimero de
grupos hidroxila em sua superficie, o que favorece a ocorréncia das reacOes de
imobilizacdo (VARAVINIT et al., 2002).

Para o controle da floculacdo na producio de etanol, é importante a obtencdo de
solugdes préticas e vidveis economicamente, sobretudo tratando-se de um problema em
escala industrial. Nesse caso, a aplicacdo e reutilizagdo de enzimas capazes de provocar
a desfloculagdo podem contribuir para o aperfeicoamento na tecnologia de produgdo de
etanol carburante no pais.

Considerando o exposto, o trabalho visou estudar algumas técnicas de reciclo da
papaina pela sua recuperagdo no estado livre via centrifugacdo ou pela sua imobiliza¢ao
nos suportes quitina e celulose, para sua utilizagdo no processo de desfloculacdo de

Saccharomyces cerevisiae.



4. REVISAO DA LITERATURA

4.1. Contaminac¢ao microbiana na industria de alcool

A contaminagd@o por microrganismos ¢ um fato comprovado na maioria das
usinas produtoras de dlcool do pais, nas quais o problema pode ser agravado em razao
do processo utilizado, que fornece as condi¢Oes ideais de desenvolvimento da
populagdo desses microrganismos (ALTERTHUM et al., 1984).

Segundo AMORIM e OLIVEIRA (1982a), a contamina¢do nas industrias
sucroalcooleiras tem inicio na cana-de-acticar ainda no campo e vai até a etapa de
fermentagdo alcodlica nas dornas. Os contaminantes, dessa forma, podem ser trazidos
as industrias aderidos as raizes, colmos e folhas da cana, pois sdo habitantes naturais da
planta, do solo e da matéria organica em decomposi¢do, destacando-se fungos
filamentosos, leveduras, bactérias lacticas e esporuladas. BOVI e MARQUES (1983)
também destacam que alguns microrganismos também podem adentrar a indistria pela
dgua utilizada em alguns processos, como na lavagem da cana, no preparo do pé-de-
cuba e na limpeza dos equipamentos.

RODINI (1985) e GALLO (1989) apontam o caldo de cana, que é o principal
substrato na fermentagdo alcodlica, como um excelente meio de cultura para os
microrganismos contaminantes, em funcdo de sua constitui¢do nutricional. Os autores
também destacam as condig¢des fisicas do processo, como o pH e a temperatura, que sao
ideais para o desenvolvimento de tais microrganismos. A floculacdo das células de
levedura, por exemplo, que € um fendmeno caracteristico da contaminagdo, ¢ bem

pronunciada numa faixa préxima de pH entre 3,0 a 3,5, segundo YOKOYA e OLIVA-



NETO (1991). J4 STRATFORD (1996), observou que a floculagao se desenvolve bem
em faixas de pH de 4,5 a 6,3. De qualquer forma, esses intervalos de pH sao os mesmos
com o0s quais se processa a fermentacdo nas industrias, sobretudo nas dornas de
fermentacao.

O papel da temperatura do processo na contaminacao também foi observado por
AMORIM e OLIVEIRA (1982a). Eles mostraram que a contaminacdo do mosto pode
variar dependendo da temperatura, € que as temperaturas de 30 a 40°C (faixa de
temperatura comumente utilizada no processo) sdo as mais criticas, sendo que existe
um aumento na multiplicacdo das bactérias, quando a temperatura sobe de 30 a 39°C.
Os autores destacam também que o desenho do processo pode interferir na
contamina¢do, uma vez que a condugdo do caldo ou mosto por longas canalizacdes
podem provocar um aumento na intensidade do fendmeno.

De acordo com CASTRO (1995) e LIMA et al. (2001), existem diferentes
fatores que contribuem para o aumento da populagdo de microrganismos contaminantes
e suas possiveis conseqiiéncias: falta de assepsia da sala de fermentacdo, falta de
limpeza das dornas e canalizagdes, dornas abertas e expostas ao ambiente, auséncia de
controle da acidez e nutrientes do mosto, varia¢des nas formas de colheita e qualidade
da cana, dentre outras. Tudo isso € aliado ao modo em que estas industrias operam,
onde as condi¢des assépticas, como a utilizacdo de mosto esterilizado, por exemplo, sdo
dificeis de serem alcangadas, ou praticamente impossiveis (LUDIWIG et al., 2000).

Sdo vérios os microrganismos contaminantes em usinas de dlcool, dentre os
quais podemos destacar as bactérias dos géneros Leuconostoc, Lactobacillus, Bacillus,
Pseudomonas e Aerobacter (LIMA et al., 1974; GALLO, 1989). No entanto, oS
contaminantes da fermenta¢do alcodlica com capacidade infectante sdo restritos a
poucos géneros, porque este ambiente € altamente seletivo, permitindo apenas o
desenvolvimento de microrganismos resistentes ao etanol e a pH baixo. As bactérias do
género Leuconostoc, apesar de contaminarem a fermentagdo alcodlica (oriundas do
caldo de cana) provocando o entupimento de tubulagdes, centrifugas e peneiras, devido
a floculacdo pela produg¢do da goma dextrana, raramente chegam a causar grandes
infeccOes na fermentacdo, devido a sua baixa resisténcia ao etanol (LUDWIG, 2005).
Segundo GALLO (1989) e YOKOYA e OLIVA-NETO (1991), existe um predominio

de contaminantes do grupo Lactobacillus, destacando-se o L. fermentum (62-65%),



isolado a partir de amostras de “leite de leveduras”, apresentando-se resistentes ao
etanol.

As conseqiiéncias da contamina¢do microbiana nas destilarias sdo debatidas por
véarios autores. AMORIM e OLIVEIRA (1982a e b) discutem que o fendmeno €
prejudicial a producdo de dlcool por diversos motivos, tais como: o consumo de agicar
pelos microrganismos contaminantes (pois praticamente todo microrganismo consome
actucar); o consumo do dlcool produzido (como no caso das bactérias acéticas); morte
de células de leveduras por toxinas langadas ao meio pelos microrganismos infestantes
ou pelo excesso de dcido ou outro produto utilizado para combater a infeccao; e perda
de células nas centrifugas, causada pela flocula¢do do fermento.

A degradacao de sacarose por estes microrganismos pode resultar na formagao
de 4cidos orgéanicos, como o 4cido lactico e o acido acético, que, juntamente com outros
metabdlitos, podem afetar a atividade fermentativa da levedura no processo (CASTRO,
1995; LIMA et al., 2001). Isso também foi observado por OLIVEIRA-FREUGLIA e
HORII (1998), que afirmaram que os produtos metabdlicos do Lactobacillus fermentum
podem causar prejuizos as leveduras do processo, devido a toxidez dos seus produtos
para as mesmas. O mesmo fora atestado também por BOVI e MARQUES (1983),
ESSIA-NGANG et al. (1989) e OLIVA-NETO e YOKOYA (1994).

YOKOYA e OLIVA-NETO (1991) apontam ainda o problema da floculagdo
das leveduras, causada principalmente por bactérias do género Lactobacillus e também
por leveduras selvagens, como sendo uma das conseqiiéncias das contaminagdes € um

dos mais sérios problemas na fermentacao industrial do dlcool.

4.2. Floculacao

O fendmeno da floculagdo, que pode ser observado na figura 1, surge quando
células individuais numa suspensdo sdo unidas, formando flocos ou agregados que
sofrem sedimentacdo ou flotacdo. As células agregadas de uma tunica linhagem
determinam a autofloculacdo quando ocorre com as leveduras que ja t€ém um
crescimento floculado, enquanto que agregacdes entre diferentes linhagens ou entre
diferentes espécies provocam a co-floculagido, podendo ser entre leveduras de cepas
diferentes ou até mesmo entre leveduras e bactérias (STEWART et al., 1975; ESSER;
KUES, 1983). Segundo STEWART et al. (1976), a floculagdo do fermento pode ser



definida como ‘“fendmeno no qual as células do fermento se aderem em flocos e
sedimentam rapidamente no meio em que estao suspensas’.

O processo de floculagido das leveduras pode ser observado em industrias de
bebidas como um fendmeno benéfico, que pode facilitar a separacdo do fermento da
suspensdo de bebida fermentada (JIN; SPEERS, 1998), enquanto que na industria do
alcool este processo é considerado desfavordavel, pois ocasiona problemas durante o

processo de fermentacdo e de separacdo do fermento nas centrifugas (YOKOYA;

OLIVA-NETO, 1991).

Figura 1: Fotomicrografia ilustrando a floculagdo de leveduras por bactérias.
Fonte: Fermentec (Piracicaba/SP).

A floculacdo do fermento usado nas industrias produtoras de etanol leva ao
assentamento das leveduras no fundo das dornas. Isso dificulta a conversdo do agicar a
etanol e leva a uma conseqiiente queda no rendimento alcodlico, pois, como ji
apontado por ROSE (1980), é essencial que as leveduras permanecam suspensas no
liquido de fermentacdo e ndo floculadas, para que haja uma méxima conversao de
acucar em etanol e CO,.

Além do mais, a floculacdo do fermento nas usinas produtoras de etanol causa
varios prejuizos ao processo fermentativo, dentre os quais podem ser destacados:
dificuldades operacionais devido a obstru¢des (entupimentos) de tubulacdes e
centrifugas; dificuldades no combate do contaminante do processo, j4 que ele é
retornado ao sistema junto com o fermento, levando ao aumento do gasto com 4cido

sulftrico e desinfetantes; gastos excessivos com antiespumantes; morte de células de
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leveduras por toxinas lancadas no meio pelo microrganismo infectante ou pelo excesso
de 4cido ou outros biocidas; perdas no rendimento alcodlico devido ao consumo de
acucar pelo contaminante e reposi¢do celular das células perdidas na fermentacao (pela
baixa viabilidade) ou na centrifugacdo, pois o floco (agregado de células), sendo mais
pesado, € separado junto com o vinho (AMORIM; OLIVEIRA, 1982a e b;
ALTHERTUM et al., 1984; CRUZ et al., 1985; JOLLY; PRAKASH, 1987; OLIVA-
NETO, 1990; YOKOYA; OLIVA-NETO, 1991; OLIVA-NETO; YOKOYA, 199%4;
OLIVEIRA-FREGUGLIA; HORII, 1998).

GUERRA (1995), estudando diferentes linhagens de bactérias indutoras da
floculagdo, individualmente ou em associagdes, observou que quando estas estavam
associadas a leveduras, em 15 horas de fermentacdo, provocavam uma diminui¢do da
viabilidade em 13%, do brotamento em 59,4%, da viabilidade dos brotos em 37,7% e
do fermento final em 55,7% em relacdo ao controle, que era constituido por levedura
em cultura pura. OLIVEIRA-FREGUGLIA e HORII (1998) observaram que a
viabilidade das leveduras floculadas € fortemente reduzida, atingindo valores proximos

a 0 com 12 horas apds o término da fermentacao alcodlica.

4.2.1. Causas da floculacao

A origem da floculagdo das células de leveduras pode ser devida a varias causas
que podem ou ndo estar relacionadas (LUDWIG, 2005). Especificamente para a
producdo do élcool carburante, destacam-se as seguintes:

1. Segundo STRATFORD (1989) e YOKOYA (1989), a presenca de leveduras
selvagens floculantes pode ser responsével pela floculagdo nas destilarias.

2. De acordo com SERRA et al. (1979), AMORIM e OLIVEIRA (1982a) e
JOLLY e PRAKASH (1987), a producdo de polissacarideos bacterianos, como a
dextrana, pode causar o bloqueio das centrifugas nas destilarias devido a flocula¢do do
fermento, pois parte dessa goma nio € eliminada no processo de clarificacao.

3. Para YOKOYA e OLIVA-NETO (1991), bactérias podem ser adsorvidas a
parede das leveduras e causar a floculagio do fermento. SERRA et al. (1979)
observaram que bactérias esporuladas (Bacillus) eram capazes de flocular o fermento e
ndo eram resistentes ao tratamento 4cido. Por outro lado, Sporolactobacillus inulinus,

além de flocular o fermento, era resistente a pHs 1,9 a 2,0. Segundo os autores, a
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presenca de capsula protéica gelatinosa acarretou a fixacdo das bactérias as células de
leveduras.

Segundo BELLAL et al. (1995), a floculacio de leveduras, quer seja por
bactérias ou por outras leveduras € um fendmeno considerado complexo que envolve as
paredes celulares das leveduras e bactérias. Na verdade, este processo envolve bases
bioquimicas de formacdo da parede e ligacdes moleculares para o processo se
desenvolver (STEWART et al., 1975).

A floculacdo causada por outras leveduras depende diretamente das
propriedades da parede celular, que mesmo isolada apresenta um comportamento
semelhante as células intactas, determinado por genes do lécus FLO (MIKI, et al.,
1982) e fatores como tratamento com manose € presenga ou auséncia de cdlcio. Apesar
disso, sabe-se que a floculagdo ocorre por intermédio de interagdes envolvendo a
parede celular de células vizinhas (EDDY; PHIL, 1955; STEWART et al., 1975).

De acordo com HUNTER e ANSEJO (1988), a parede celular das leveduras é
descrita como uma estrutura bastante complexa e formada por diferentes biopolimeros,
incluindo glucanas, mananas, proteinas e até uma pequena por¢cao de quitina. Os
polimeros de glucanas com liga¢des do tipo B (1-3) e B (1-6) representam 55 a 60% da
parede, enquanto que as mananas e proteinas (estas Ultimas conjugadas, formando as
chamadas glicoproteinas ou lectinas) representam aproximadamente 40% (HOUGH;
MADDOX, 1970; LYONS; HOUGH, 1970).

O mecanismo de agregacdo entre as células pode ser explicado de diversas
formas, sendo que, muitas vezes, os autores se contradizem em busca da melhor
explicacdo para esse fendomeno, apresentando hipdteses diversas (LUDWIG, 2005). Na
verdade, para explicar o processo de agregacdo entre as leveduras, existem duas
hipdteses basicas que devem ser levadas em consideracao.

Na primeira hipétese, proposta por MASSCHELEN et al. (1963), MILL (1964),
LYONS e HOUGH (1971) e STEWART et al. (1975), assume-se que as células de
levedura se liguem por meio de pontes de hidrogénio e ligacdes idnicas formadas entre
os grupos carboxilicos das proteinas da parede celular de um grupo de leveduras e os
fosfatos das fosfomananas das células adjacentes. O cdlcio atuaria induzindo a ligagdo e

provocando a adesdo celular.
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A segunda hipdtese, mais recente, sugerida por FIRON et al. (1983), ESSER e
KUES (1983) e SHARON e LIS (1989), propde um modelo que recebeu o nome de
“Modelo das Lectinas”. Essa teoria assume que as lectinas (glicoproteinas) da
superficie celular podem mediar a interagdo célula-célula por combinarem-se com
carboidratos complementares das células adjacentes. Assim, existem glicoproteinas
(denominadas, nesse caso, de “lectinas’) responsaveis pela agregacio das células. Aqui
os fons célcio (Ca*?) atuam como co-fatores, ativando a capacidade de ligacdo de certos
componentes das lectinas com os grupos OH dos carboidratos, mantendo a
configuracdo correta das proteinas destas lectinas. Deste modo, a teoria “lectin-like”
sugere que as proteinas (lectinas) presentes na parede de células floculantes se unem
aos carboidratos presentes sob a forma de manana da parede celular de outras células.

De qualquer forma, o envolvimento de proteinas da superficie celular € certo em
qualquer uma das duas hipdteses, uma vez que varios autores, como CALLEJA (1974),
STRATFORD e BRUNDISH (1990) e BOWEN er al. (1992), atestaram que o
tratamento das células com proteases leva a perda irreversivel da capacidade de
floculagdo. A figura 2 ilustra a clivagem de uma mananaproteina (glicoproteina) por
uma protease litica.

No caso da participacao das bactérias para a formacgao de flocos, os fatores que
mais se destacam sdo as gomas excretadas por bactérias que provocam uma adesdo
entre as células de levedura (SERRA et al., 1979) e a interacao direta de parede-parede
entre bactéria e levedura, que também levaria a formacdo de flocos, o que foi
comprovado por YOKOYA e OLIVA-NETO (1991), que observaram a capacidade de
floculacdo do fermento por certas linhagens de Lactobacillus fermentum.

Os contaminantes produtores de goma provocam diversos problemas no
processo de produgdo do etanol, pois elevam a viscosidade do caldo, provocando
entupimento de tubulagdes, centrifugas e peneiras (TILBURY, 1975). De acordo com
GALLO (1989), os principais microrganismos produtores de goma isolados sdo dos
géneros Enterobacter, Bacillus produtores de levana, Leuconostoc mesenteroides que
produz dextranas e Lactobacillus confusus, produtor de grande quantidade de goma a

partir de sacarose.
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Virios estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de explicar o processo de
formacdo de flocos por meio da produgcdo de gomas (polimeros). UNZ e FARRAH
(1976), por exemplo, acompanharam o processo de floculacdo de Zoogleae MP6 por
meio da producdo de exopolimeros de mucopolissacarideos, que agem formando
agregados ou flocos. Sdo poucos, no entanto, os trabalhos que estudam a fundo o
fendmeno de floculacdo de células de levedura por gomas de origem bacteriana.

Na floculacdo causada pelo contato direto das leveduras com as bactérias, a
parede celular bacteriana também € uma estrutura fundamental que, além de conferir
forma a célula, participa efetivamente do processo de floculacdo, apesar de o
mecanismo de floculacdo ser diferente daquele mediado por leveduras (LUDWIG,
2005). Os estudos sobre formacdo de flocos entre tipos celulares diferentes, como a
floculagdo em usinas, que pode ocorrer entre a levedura do processo e contaminantes
como bactérias do género Lactobacillus, ja provocaram muito questionamento. Porém,
ja é certo que as estruturas quimicas componentes das paredes celulares estdo
envolvidas neste mecanismo de adesao (NGONDI-EKOME et al., 2003). ZARRATINI
et al. (1993) verificaram os possiveis mecanismos envolvidos na floculacdo por
bactérias. Eles mostraram que os componentes celulares estdo envolvidos na formagao
de flocos e existe a necessidade da participagdo das mananas (leveduras) e proteinas
(bactérias). O tratamento de suspensdes de leveduras floculadas com proteases e
carboidrases, por exemplo, indica que provavelmente as enzimas proteoliticas tenham
mais acdo em nivel de parede bacteriana (LUDWIG, 1998; LUDWIG et al., 2000).

Diferentes estudos foram desenvolvidos com o objetivo de explicar o
mecanismo de floculagdo que ocorre entre as células de bactérias contaminantes da
fermentagdo alcoodlica e as leveduras. Os resultados mostram que este fendmeno esta
associado ao contato fisico entre a parede celular dos dois microrganismos, existindo
uma relacdo 6tima entre a quantidade de células de bactéria e levedura para causar a
floculacdo, que segundo YOKOYA e OLIVA-NETO (1991), é de 4.8 bactérias por
célula de levedura, o que explica a aparicao repentina de floculagdo em industrias de
producdo de etanol, quando ocorre um aumento da contaminagdo bacteriana, sobretudo
por L. fermentum.

Os resultados do trabalho de BROMBERG e YOKOYA (1995) revelaram que

residuos de aminodcidos da superficie de L. fermentum e residuos de carboidratos das
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leveduras sdo responsdveis pelo desenvolvimento do fendomeno da floculagdo. As
reacOes com varios reagentes de modificacdo protéica indicaram que o grupo indoil do
triptofano e o grupo hidroxil fendlico da tirosina devem estar presentes na superficie
celular bacteriana para a floculacio ocorrer. Os residuos de carboidratos na superficie
celular de leveduras, que sdo responsdveis pela ligacdo, sdo provavelmente do grupo
das mananas, que, por experimentos de inibicdo por acucares, foram demonstradas na
parede celular por SANTOS e YOKOYA (1993). A participagdo das mananas das
células de leveduras também pode ser evidenciada nas células de Kluyveromyces
bulgaricus, nas quais o grupo quimico mais precisamente envolvido é o das
fosfopeptidomananas, que estdo presentes na parede celular de leveduras floculantes
(MAAZOUZI et al., 2004).

A necessidade de ions cdlcio para o desenvolvimento de agregacdo entre
leveduras e bactérias floculantes foi também evidenciada por YOKOYA e OLIVA-
NETO (1991) e SANTOS e YOKOYA (1993). O célcio pode atuar como ponte de
ligacdo entre os grupos negativos das fosfomananas e os receptores protéicos das
células bacterianas (KIHN, 1988), muitas vezes também carregados negativamente
(ESSER; KUES, 1983). O envolvimento do célcio é claro, fato demonstrado pela
lavagem com EDTA (um composto quimico quelante), que retira o cdlcio naturalmente

presente nas células e provoca a desagregacdo das células (MAAZOUZI et al., 2004).

4.2.2. Controle da floculacao

O controle dos contaminantes na fermentacdo ¢ a melhor maneira de evitar a
floculacdo do fermento, uma vez que este fendmeno estd associado ao tipo e ao grau de
contaminac¢do. Entretanto, este controle ndo € conduzido nas destilarias, o que torna
comum o elevado nivel de contaminacdes microbianas. Isto estd diretamente associado
a dificuldade que as industrias encontram para trabalhar em condic¢des assépticas, como
a utilizacdo de mosto esterilizado, por exemplo, além da dificuldade de adotar uma
técnica de controle da floculagdo que seja rapida e eficiente (LUDWIG et al., 2001).

De acordo com AMORIM e OLIVEIRA (1982a e b), para se combater as
infeccdes microbianas na fermentagdo alcodlica, faz-se necessario o uso de produtos
quimicos na moenda e na fermentacdo (compostos quaterndrios de amonio,

organossulfurados e formol), sendo que, durante a fermentacdo, também podem ser
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aplicados antibiéticos como o clorafenicol, a tetraciclina, a virginamicina e a penicilina,
sendo estes dois dltimos os mais utilizados. Segundo NISHIHARA et al. (1976a e b), a
floculagdo pode ser completamente inibida por ciclohexamida, mas ndo por
clorafenicol.

Os antibidticos e biocidas penicilina V potéssica, virginamicina, nisina, sanicol,
nasaquat, busan 881, busan 1001, busan 1212 e busan 1202 foram testados em
diferentes bactérias indutoras de floculacdo e, quando aplicados isoladamente,
mostraram-se ineficientes no controle dessas bactérias, sendo necessario, de acordo
com GUERRA (1995), o teste de concentragdo minima inibitéria para cada tipo de
bactéria e melhor economia na industria.

Virios trabalhos demonstram a ineficidcia de muitos dos produtos usados no
controle dos contaminantes, principalmente os antibidticos, como a penicilina, cujo uso
continuo leva a uma selecdo dos contaminantes mais resistentes, além do fato de tratar-
se de produtos muito especificos, o que limita sua a¢do na fermentacao alcodlica mista
(LUDWIG, 2005). CRUZ et al. (1985) demonstrou que a adicdo de penicilina (500
U/L) no mosto ndo foi suficiente para o controle de uma das linhagens de bactérias
Gram positivas testadas devido a alteragdes no equilibrio natural da microflora
contaminante.

O tratamento convencional com d4cido sulfirico sob agitacdo (BOVI;
MARQUES, 1983) ainda é muito utilizado atualmente e, apesar de eficaz na
desfloculagdo, desfaz temporariamente os flocos. A técnica ndo constitui, portanto, um
tratamento duradouro para combater a floculacio do fermento causada por
contaminantes da fermentagdo, permitindo a volta do fendmeno em fun¢do da alteragdo
de pH, quando o indculo tratado retorna as dornas de fermentagao (LUDWIG, 2005). A
faixa de pH utilizada no tratamento do fermento (2,0 a 2,5) pode afeta-lo, tendo como
conseqiiéncia uma diminuicdo da viabilidade celular. O tempo de permanéncia do
fermento durante o tratamento € 0,5 a 2 horas e, quanto maior for esse tempo e menor o
pH, maior serd o impacto prejudicial ao metabolismo da levedura (OLIVEIRA-
FREGUGLIA; HORII, 1998; LUDWIG et al., 2000; DORTA et al., 2006).

Um tratamento alternativo, com o uso de enzimas, foi proposto por LUDWIG
(1998). Foram testadas uma enzima proteolitica e uma carboidrase, que se mostraram

eficazes na desfloculagdo do fermento, ndo alteraram a viabilidade das células e tiveram



17

um efeito irreversivel sobre a desfloculacdo do fermento. A mesma autora (2005)
elaborou vdrios extratos enzimdticos de origem fingica (produzidos pelo fungo
filamentoso do género Trichoderma), na tentativa de diminuir os custos com o
tratamento enzimético.

A acdo de enzimas proteoliticas que destituem as paredes celulares de sua
capacidade de formacao de flocos também foi mostrada em diversos trabalhos, como os
desenvolvidos por EDDY et al. (1957), NISHIHARA et al. (1977 e 1982),
STRATFORD e BRUNDISH (1990) e YOKOYA e OLIVA-NETO (1991). O efeito
das enzimas proteoliticas sobre a floculagcdo também foi evidenciada por KAMATA e
MURATA (1984). Estes autores verificaram que a aglutinacdo das células foi
diminuida com o tratamento com enzimas proteoliticas (pepsina e pronase), enquanto
que as demais enzimas testadas (mananase, lisozima, zimoliase, fosfatase acida, lipase e

ribonuclease) nao tiveram o mesmo efeito.

4.3. Papaina

A enzima papaina (EC 3.4.22.2) é uma proteina alcaldide extraida do latex do
mamao (Carica papaya), a qual é caracterizada como uma cisteina endopeptidase que
apresenta forte acdo proteolitica (AZARKAN et al., 2003; MEZHLUMYAN et al.,
2003), assim como a quimopapaina (EC 3.4.22.6), as quais pertencem a familia das
papainas (C1) (RAWLINGS; BARRET, 1994). Inclui-se nesse grupo, também, a ficina
(EC 3.4.22.3), a bromelina (EC 3.4.22.4) e a enzima microbiana Streptococcus protease
(Streptococcus cisteina protease, EC 3.4.22.10). A similaridade dessas enzimas deve-se
ao fato de todas serem inibidas por reagentes sulfidricos e terem a mesma seqiiéncia de
aminodacidos ao redor dos residuos de cisteina e histidina do sitio ativo (TARDIOLI,
2003).

De acordo com WHITAKER (1994), a papaina, a ficina (obtida do figo) e a
bromelina (do abacaxi) também tém em comum o fato de terem ampla faixa de pH
6timo (pH 6 a 7,5) e serem muito estdveis a temperaturas de 60 a 80°C e pH neutro. A
papaina e a ficina hidrolisam com igual efici€éncia substratos contendo residuos de
lisina, arginina, glicina e citrulina.

As enzimas proteoliticas em geral ja sdo amplamente aplicadas em diversas

areas, como nas industrias farmacéuticas, no amaciamento de carnes, na clarificagdo de
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cerveja, na preparacdo de alimentos infantis e dietéticos, além de serem utilizadas nas
inddstrias téxteis, no tratamento de distdrbios digestivos (PAQUES & MACEDO,
2006), assim como na medicina e em pesquisas cientificas (HAYASHI et al., 1993;
OTUKA et al., 1996; FUSCO et al., 2002; NITSAWANG et al., 2006; SANGEETHA
et al., 2006; LI et al., 2007). NITSAWANG et al. (2006) destaca que a papaina, em
particular, é amplamente utilizada como amaciadora de carnes, além de muitas outras
aplicacdes como, por exemplo, na defibrinacio de ferimentos, no tratamento de edemas
e no tratamento de tecidos da industria té€xtil em geral.

Além dessas aplicagdes, a papaina ja foi utilizada por alguns autores na
desfloculacdo de S. cerevisiae. ESSER e KUES (1983) e LUDWIG (1998) conseguiram
reduzir a agregacdo das células de levedura tratando-as com papaina, outras proteases
como a tripsina e carboidrases. OLIVEIRA-FREGUGLIA e HORII (1998) também
observaram o papel das enzimas do grupo das peptidohidrolases, como a papaina, na
desfloculagdo celular. Os autores utilizaram papaina, além de bromelina e ficina, e
mostraram que tais enzimas tém uma boa acdo sobre o componente causal da

floculagdo de S. cerevisiae por L. fermentum.

4.4. Imobilizacao de enzimas

Segundo KENNEDY (1987), enzimas imobilizadas sdo definidas como enzimas
fisicamente confinadas em certa regido definida do espaco, com retencdo de sua
atividade catalitica, e que podem ser usadas repetida e continuamente. O termo enzimas
imobilizadas inclui enzimas modificadas para tornd-las insoldveis em 4gua; enzimas
soliveis usadas em reatores equipados com membranas de ultrafiltracio nao-
permedveis, as quais retém as moléculas de enzima no reator; e enzimas cujas
moléculas foram ligadas a outra macromolécula, sendo o derivado resultante soldvel
em dgua. Quanto a obtencdo de enzimas insoldveis, os métodos de imobilizacdo sdao
classificados em: ligagdo cruzada intermolecular (enzima-enzima); ligacdo a um
suporte solido insoldvel, por adsorcdo; ligacdo idnica, covalente ou metélica; e
enredamento em fibras, géis poliméricos ou microcdpsulas.

O autor ainda destaca que, dentre os diversos métodos existentes, a ligacido da
enzima por ligacdo covalente a um suporte sélido é o método mais empregado na

preparagdo de enzimas insoldveis, pois, quando a imobiliza¢do é bem sucedida, obtém-
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se uma enzima imobilizada com alta estabilidade devido a forte ligacdo resultante.
Neste caso, € dificil haver elui¢do da enzima aderida ao suporte, mesmo na presenca de
alta forca i16nica. De fato, GERHARTZ (1990) aponta que a imobilizagdo de enzimas
por ligacdo covalente apresenta as seguintes vantagens: (1) as enzimas ndo se
desprendem do suporte durante sua utilizacdo devido a firme ligacdo; (2) a enzima
imobilizada pode entrar em contato facilmente com o substrato porque ela é localizada
na superficie do suporte; e (3) um aumento na estabilidade a temperatura € sempre
observado em funcdo da forte interacdo entre a enzima e o material do suporte.

Os primeiros relatos de imobilizagdo quimica de proteinas e enzimas,
especificamente, surgiram na década de 1960. Desde entdo, enzimas imobilizadas tém
sido largamente utilizadas no processamento de uma variedade de produtos, bem como
na quantificacdo especifica de moléculas (MARTINS ez al., 2006). Diversos autores
destacam as vantagens da utilizacdo de enzimas imobilizadas em relacdo a utilizacdo de
enzimas livres. Dentre elas estdo: a reducao dos custos com a enzima pela reutilizagao
de sua atividade catalitica; a facilidade de aplicacdo da reacdo enzimdtica em processos
continuos; um maior controle da velocidade das reagdes; a facilidade de manipulacao e
de remocdo da enzima do meio de reacdo; uma maior estabilidade estrutural da
molécula de enzima e, conseqiientemente, uma maior resisténcia dessa molécula as
variacOes temperatura e pH; a possibilidade de elaboracdo de diversos modelos de
reatores; € o aumento da atividade enzimatica em alguns casos (ZABORSKA, 1995;
TISCHER; KASCHE, 1999; VARAVINIT et al., 2002; FERREIRA et al., 2003;
BARROS, et al., 2003; KRAJEWSKA, 2004; OLIVEIRA; VIEIRA, 2006; LI et al.,
2007; HARISH-PRASHANTH; THARANATHAN, 2007).

TARDIOLI (2003) também destaca que a imobilizacdo em suportes sélidos
insoliveis € uma das estratégias de estabilizacdo (térmica e ao pH) de enzimas mais
investigada, pois outras vantagens advém atreladas a ela. Por exemplo, o uso continuo e
repetido da atividade catalitica, facilidade de separacdo do produto final, reducdo do
volume de reacdo (alta concentracdo de enzima em menor volume de reator) e
facilidade de controle do processo. Todas essas vantagens tornam a tecnologia de
imobiliza¢do atrativa para fins industriais.

Virios métodos tém sido adotados para imobilizar a papaina em diversos

suportes (BHARDWALJ et al., 1996; HUCKEL et al., 1996; KHAN; IQBAL, 2000;
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GANAPATHY et al., 2001, LI et al., 2001; LEI et al., 2004; LI et al., 2007). A ligagdo
covalente dessa enzima também tem sido mostrada em diversos estudos conduzidos por
alguns autores (ZHUANG; BUTTERFIELD, 1992; HUCKEL et al., 1996). Além da
papaina, diversas outras proteases, como alcalases, carboxipeptidases, tripsina,
quimiotripsina e cardosina, t€ém sido imobilizadas em diversos suportes, como silica,
agarose, quitina, quitosana, dentre outros (FERREIRA et al., 2003; PEDROCHE et al.,
2002; TARDIOLLI, 2003; BARROS et al., 2003; KRAJEWSKA, 2004).

Existe uma imensa gama de suportes soOlidos insoluveis, organicos (por
exemplo, agarose e poliacrilamida) e inorganicos (por exemplo, alumina, silica e vidro
de porosidade controlada). Os preferidos sdo aqueles altamente porosos, regeneraveis,
resistentes a agitacdo mecanica, ao ataque microbiolégico e a compactacio. Suportes
sOlidos porosos tém grande drea superficial disponivel a imobilizagdo. Entretanto, hd de
se atentar para que o didmetro dos poros seja suficientemente grande para facilitar a
transferéncia de massa intraparticula (KENNEDY, 1987).

De acordo com TARDIOLI (2003), embora haja referéncias que os suportes
inorganicos tenham muitas vantagens sobre 0s suportes organicos para o processamento
industrial (alta resisténcia mecanica, estabilidade térmica, facil regenerabilidade e
resisténcia ao ataque microbiano e de solventes organicos), muitas das enzimas
imobilizadas comercialmente disponiveis sdo obtidas com suportes organicos, devido a
sua alta reatividade. Isto se deve a grande variedade de grupos funcionais reativos que
podem contactar com esse tipo de suporte. Além disso, a superficie dos suportes
inorganicos exibe, em solucdo, grupos hidroxilicos que somente podem interagir com
grupos amino ou carboxilicos das enzimas por meio de adsor¢do fisica ou ligacdo
ionica. Para ligar os suportes inorganicos covalentemente as enzimas, hd a necessidade
de que estes suportes sejam ativados e somente por poucas técnicas.

Segundo KENNEDY (1987), os suportes organicos sao classificados como
polimeros naturais (polissacarideos e proteinas) ou polimeros sintéticos
(poliacrilamidas, poliestireno, poliamidas, dentre outros), tendo caracteristicas
hidrofilicas ou hidrofébicas. Os polissacarideos (celulose, agarose, quitina, quitosana,
dentre outros) sdo os polimeros mais utilizados como suportes. Os grupos hidroxilicos
desses polimeros naturais podem ser ativados pela introdugdo de grupos eletrofilicos,

que reagem posteriormente com a enzima. A maior vantagem dos derivados de
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polissacarideos para a imobilizacdo € a presenga de grupos hidroxilicos residuais, 0s
quais protegem a enzima ligada.

Este autor ainda destaca que, na ligacdo covalente, dependendo dos grupos
ativos (ligantes) disponiveis no suporte, este se liga quimicamente a grupos funcionais
da enzima, tais como: aminos terminais ou de residuos de lisinas; carboxilicos de
dcidos aspdrticos e glutamicos; fendlicos de tirosinas; tiol de cisteinas; hidroxil de
serinas, tirosinas e treoninas; imidazol de histidinas; e indol de triptofanos. Poucos
suportes, no entanto, possuem grupos reativos para permitir o acoplamento direto
enzima-suporte, necessitando, na maioria das vezes, de ativagdo. A ativacdo do grupo
ligante é freqiientemente realizada no suporte a fim de reduzir o risco de diminui¢do da

atividade catalitica da enzima (TARDIOLI, 2003).

4.4.1. Quitina

A quitina € um poliaminossacarideo natural (PETER, 1995), sendo o material
organico renovavel mais abundante na natureza, depois da celulose (MONTEIRO-
JUNIOR, 1999). A quitina € biossintetizada e biodegradada na biosfera terrestre, com
uma estimativa anual de 100 bilhdes de toneladas por ano, sem haver um excesso de
acimulo (HIRANO, 1996; KRAJEWSKA, 2004). Esse polissacarideo € bem
distribuido na natureza, sendo o maior componente estrutural do exoesqueleto dos
invertebrados marinhos (cuja quantidade relativa varia de 30 a 60% nos crusticeos) e
da cuticula dos insetos, como também é encontrada na parede celular de alguns fungos
e leveduras (AUSTIN et al., 1981).

Embora esteja bastante difundida na natureza, a fonte economicamente mais
vidvel para a obtencdo de quitina, no momento, tem sido os refugos industriais do
processamento de crusticeos, destacando-se, entre eles, j4 em larga escala, os
caranguejos, camardes e lagostas (SHAHIDI; SYNOWIECKI, 1991; ABAZINGE et
al., 1993). O Brasil produz grande quantidade de residuos de crusticeos que sdo quase
completamente desperdicados. Alguns autores, como OGAWA et al. (1973) e
TENUTA-FILHO e ZUCAS (1985 e 1987), apontam que existe boa quantidade de
quitina no cefalotérax do camardo-rosa (Penaeus brasiliensis e P. paulensis), no

caranguejo ugd (Ucides cordatus) e na lagosta (Panulirus argus), sendo encontrado em
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torno de 14% desse polissacarideo em base imida, demonstrando, portanto, grande
potencialidade do Brasil em produzir quitina em larga escala.

De acordo com MONTEIRO-JUNIOR (1999), quimicamente, a quitina € um
polimero de cadeia linear, formado por unidades de N-acetil-2-amino-2-dioxi-D-
glicopiranose interligadas por ligacdes glicosidicas B (1-4) glucosamina, formando um
polissacarideo cristalino, representado pela formula geral [CsH;30sN],. Normalmente é
denominado poli[B(1-4)-N-acetil-D-glicosamina] ou N-acetilglicosamina. Sua massa
molecular é estimada de 1 a 2 x 10° daltons. A estrutura quimica da quitina é muito
semelhante a da celulose. A principal diferenca entre elas se encontra no tipo de
grupamento situado na posicao axial do carbono 2 do anel de piranose. No carbono 2 da
celulose se encontra uma hidroxila, enquanto na quitina tem-se um grupamento mais
volumoso, que é uma acetamida (-NHCOCH;). Esta diferenga pode ser mais bem
visualizada na figura 3.

Ainda segundo o autor, a quitina é biodegradavel, ndo téxica, insolivel em dgua
e em muitos solventes organicos. A quitina € um dos poucos polieletrdlitos catidnicos
presentes na natureza, diferentemente dos outros polissacarideos naturais, que se
apresentam neutros ou negativamente carregados.

Existem vdrios trabalhos que tratam da imobilizacdo de diversas enzimas em
quitina. Dentre elas estdo a fosfatase dcida (KURITA et al., 1997), protease alcalina
(ABDEL-NABY et al., 1998), a-amilase (REISS et al., 1998; ABDEL-NABY et al.,
1999b), celulase (VAILLANT et al., 2000), quitosanase (ZENG; ZHENG, 2002), a-
quimiotripsina (GE; ZHANG, 1996), dextranase (ABDEL-NABY et al., 1999a), a-
galactosidase (ONAL; TELEFONCU, 2003), B-galactosidase (ILLANES ez al., 1998),
glicoamilase (REISS et al., 1998), glicose oxidase (OHASHI; KORIYAMA, 1992;
SUGAWARA et al., 2000), isoamilase (LIU et al., 1997; CHEN et al., 1997), lisozima
(RUCKENSTEIN; ZENG, 1997; BAYRAMOGLU; ARICA, 2002), papaina (LIN et
al., 2002), pectina-liase (VAILLANT et al., 2000), a-L-rhamnopiranosidase (SPAGNA
et al., 2001), tripsina (GE et al., 1996), tirosinase (BATRA; GUPTA, 1994;
CARVALHO et al., 2000), endo e exopeptidase (SHI-JUN et al., 1996), inulinase
(GASPARI et al., 1999), a-L-arabinofuranosidase (SPAGNA et al., 1998) e trealase
(MARTINS et al., 2006).
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(A) Quitina

(B) Celulose

Figura 3: Estrutura molecular da quitina (A) e da celulose (B) (KUMAR, 2000).

4.4.2. Celulose
A celulose, uma substancia fibrosa, resistente e insolivel em agua, é o material
organico mais abundante na natureza (MONTEIRO-JUNIOR, 1999). De acordo com
NELSON e COX (2002), é encontrada na parede celular dos vegetais, particularmente
em troncos, galhos e em todas as partes lenhosas e constitui a maior parte da madeira.
A molécula de celulose € um homopolissacarideo linear e nao-ramificado, de 10 a 15
mil unidades de D-glicose unidas por ligacdes glicosidicas do tipo B (1-4), como pode

ser observado na figura 3 (B).
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PRZYBYT e SUGIER (1988) apontam que materiais celuldsicos t€ém sido
largamente utilizados como suportes para enzimas imobilizadas por apresentarem
algumas vantagens como acessibilidade, baixo custo, cardter hidrofilico e um grande
nimero de grupos hidroxila em sua superficie, capazes de realizar reacdes quimicas. No
entanto, apresenta algumas desvantagens enquanto suporte, como a baixa resisténcia
mecanica e a facilidade de biodegradacao.

De acordo com esses autores, as enzimas podem ser imobilizadas em celulose
de diversas maneiras. Dentre elas, se inclui a adsor¢do em celulose de troca idnica, a
ligacdo pela formacdo de anéis quelados na superficie da celulose ativada por sais de
metais de transicdo e a ligacdo covalente. Pela ligacdo covalente, podem ser
mencionados: a ligacdo com a celulose ativada por brometo de cianogénio (PORATH,
1967); a ligagdao por meio de glutaraldeido com aminometil celulose (LILLY, 1970); a
ligacdo com o uso de triazina (KAY; CROOK, 1967); e a ligacdao com a carboximetil
celulose pelo tratamento com azida (CROOK et al., 1970).

A papaina, em especifico, ja foi imobilizada em celulose por alguns autores,
como LI et al. (2007), que imobilizaram essa enzima em algodao. VARAVINIT ez al.
(2002) imobilizaram uma o-amilase termoestivel em celulose de bagaco de cana,
utilizando o método da ativacdo da celulose com &cido periédico, que promove a
formacdo de grupos aldeido reativos na molécula (figura 4).

Segundo DEBABRATA et al. (1993), o bagaco da cana-de-agucar, que € um
residuo da industria sucroalcooleira, ¢ composto de 50% de celulose, 24% de
hemicelulose e 24% de lignina. Esse material, além de ser uma grande fonte de
celulose, possui indmeras outras aplicacdes, incluindo geracdo de energia elétrica,

producdo de papel, racdes, aglomerados e chapas.
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Figura 4: Esquema da imobilizacdo enzimdtica em celulose, por ativagdo com 4cido
periddico (VARAVINIT et al., 2002).

4.4.3. Glutaraldeido
Métodos de ativacao, preferencialmente realizada no suporte, t€m por objetivo
introduzir grupos reativos na superficie do suporte, capazes de reagir com 0s grupos
reativos da enzima. As ativagdes mais usuais sdo feitas com brometo de cianogénio,
reagentes bifuncionais contendo grupos ep6xidos, como o dioxirano ou aldeidos, como

o glutaraldeido (TARDIOLI, 2003).
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O glutaraldeido, mostrado na figura 5, ¢ uma molécula bifuncional que interage
muito fortemente com compostos que possuem grupos amino em sua estrutura e, com
menor intensidade, com o grupo tiol. Inicialmente, o glutaraldeido foi muito utilizado
como fixador na histoquimica e na microscopia eletronica. SO depois ele foi utilizado
como reagente bifuncional no estudo estrutural de proteinas simples e macromoléculas

agregantes (HAJDU; FRIEDRICH, 1975).

0 H
Ne—c -
o H;CHCH,C
0

Figura 5: Estrutura molecular do glutaraldeido (MONTEIRO-JUNIOR,1999) .

O glutaraldeido normalmente age como um agente formador de ligacdes
cruzadas (crosslinking). A intera¢do ocorre entre os grupos aldeidos do glutaraldeido e
os grupos aminas livres dos compostos (HAJDU; FRIEDRICH, 1975). No entanto, o
mecanismo de formacdo desta interacdo e as estruturas dos compostos obtidos ndo
estdo ainda bem definidos. Normalmente, afirma-se que nessa interacdo hd a formacao
de uma base de Schiff, que é uma ligacdo covalente instivel (MONTEIRO-JUNIOR,
1999).

A interagdo do glutaraldeido com o grupo amina livre tem sido muito explorada
em diversas circunstancias, destacando-se, entre elas, a imobilizagdo de enzimas
(WEETALL, 1976; GROSE et al., 1978), sendo nesta utilizada uma gama muito grande
de diferentes enzimas e suportes (ONYEZILI, 1987; MAKINO et al., 1988;
VASUDEVAN et al., 1990, HUANG; CHEN, 1992; KUROKAWA et al., 1993).
Embora seja o método mais utilizado em imobilizacdes de enzimas, ele apresenta
alguns problemas, tais como: a ligacao da molécula de enzima no suporte com diversas
orientacdes, o que pode tornar o sitio de algumas enzimas inacessivel para grandes
substratos (TARDIOLI et al., 2003a e b); a formacdo de aglomeragdes ou multiplas
camadas de enzima no interior dos poros do suporte, dificultando o acesso do substrato

ao sitio ativo (SOBRAL et al., 2002 e 2003); a produgdo de derivados que sdo poucas
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vezes mais estdveis que a enzima soldvel; a alta reatividade e instabilidade dos grupos
reativos, as quais requerem rapido contato com a enzima, nao permitindo a estocagem
prolongada do suporte ativado (TARDIOLI, 2003); e a queda da atividade enzimatica
em alguns casos (CETINUS; OZTOP, 2003; FERREIRA et al., 2003).

Ainda assim, muitos trabalhos t€m sido realizados com a ativa¢do dos suportes
pelo glutaraldeido (GASPARI et al., 1999; BARROS et al., 2003; CHANG; JUANG,
2005; LOPEZ-GALLEGO et al, 2005; AMAYA-DELGADO et al., 2006;
KAWAGUTI et al., 2006; OLIVEIRA; VIEIRA, 2006; MARTINS et al., 2006; MAIA
et al., 2007). SPAGNA et al. (1998), inclusive, utilizaram o glutaraldeido de diversas
formas na imobilizagcdo de a-L-arabinofuranosidase em quitina e quitosana e obtiveram
bons resultados. Os processos adotados em seu trabalho envolveram a ativacdo dos
suportes com glutaraldeido antes de colocd-los em contato com a enzima
(funcionalizacdo) ou, alternativamente, a adsor¢do da enzima no suporte e sua ligacdo
cruzada, sempre com glutaraldeido, que foi adicionado tanto na auséncia (crosslinking)

quanto na presenca (conjugacdo) da solucdo de enzima remanescente apos a adsorcao.

4.4.4. Polietilenoimina

A polietilenoimina (PEI), mostrada na figura 6, é uma amina polimérica
alifatica polibasica (KAWAGUTI; SATO, 2008), representada pela férmula geral
H(NHCH,CH;),NH,. Segundo JESSEL et al. (2004) € utilizada como um eletrdlito
multicamada em superficies carregadas para produzir uma cobertura biocompativel
sobre as superficies. A polietilenoimina também induz a precipitacdo seletiva de
proteinas, pois, sendo um polimero positivamente carregado, induz a precipitacdo de
proteinas 4cidas (GALVAO, 2005).

A polietilenoimina também € empregada nas reacdes de imobilizagdo. De
acordo com KAWAGUTI e SATO (2008), na imobilizagdo de células, € utilizada como
um constituinte menor, dando uma caracteristica hidrofilica e maior for¢ca mecanica as
preparacdes de células imobilizadas. Pode também ser usada como um constituinte
primdrio do suporte, como agente de reticulacdo ou ligagio (BAHULEKAR et al.,
1991). Segundo BOFO et al. (2005), que imobilizaram células de leveduras em bagacgo
de cana, a polietilenoimina ativa os radicais amina presentes no suporte. SHIMIZU et

al. (1982) estudaram o uso de glutaraldeido e de polietilenoimina na imobiliza¢dao de
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células de Serratia plymuthica NCIB-8285 em alginato, no processo de batelada para a
conversao da sacarose em isomaltulose, no qual os autores descreveram a
polietilenoimina como um agente de ligacdes cruzadas (crosslinking) nas células

imobilizadas em alginato.
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Figura 6: Estrutura molecular da polietilenoimina (PEI).
Fonte: Sigma-Aldrich Co.

Na imobilizacdo de enzimas, alguns autores também utilizam a
polietilenoimina. MAIA et al. (2007), trabalhando com a imobilizacdo de urease em
silicone poroso, utilizaram a polietilenoimina como um agente fixador, aplicando-a
sobre o suporte. Da mesma forma, MATEO et al. (2000) propdem o tratamento do
suporte com polietilenoimina como uma ferramenta para melhorar a adsor¢dao de
proteinas sobre suportes catiénicos, assim como LOPEZ-GALLEGO et al. (2005), que
empregaram o reagente para a imobilizagdo de D-aminodcido oxidase. POCAS et al.
(2004) utilizaram a polietilenoimina de diversas formas para a imobilizagdo de

invertase em bucha vegetal.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Material de estudo

5.1.1. Microrganismos utilizados

As amostras de Saccharomyces cerevisiae floculado que foram utilizadas nos
ensaios de desfloculacdo, reciclo da atividade enzimatica e viabilidade celular, foram
obtidas de amostras de vinho levurado (mosto fermentado com leveduras, oriundo das
dornas de fermentacdo) proveniente de destilaria (Nova América — Maracai/SP). O
vinho levurado, cuja concentragdo gira em torno de 10% a 15% de leveduras em massa
umida, foi centrifugado para separar o vinho do fermento, o qual foi ressuspendido em
dgua destilada na concentracdo de 30% de fermento (em massa umida), que é o
percentual utilizado nas cubas de tratamento dcido das destilarias. O fermento, entdo,
foi reservado em geladeira para sua imediata utilizacdo nos ensaios de desfloculacdo e
viabilidade celular ou preservado em freezer comum (-4 a -10°C), quando sua

utilizacdo foi necessdria apenas posteriormente.

5.1.2. Papaina (EC 3.4.22.2)
Nesse trabalho, foi utilizada a enzima papaina comercial em pé (seca) da marca
Vetec Quimica Fina LTDA, com 6000 Ul/mg de atividade proteolitica. Essa enzima foi
dissolvida em tampao fosfato a 0,2 mol/L, pH 6,4 quando utilizada em sua forma livre

nos ensaios de atividade proteolitica e em tampao fosfato a 0,2 mol/L, pH 7,0 quando
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imobilizada. A papaina foi ainda utilizada em pd (sem dissolucido) nos ensaios de

desfloculacdo do fermento.

5.1.3. Glutaraldeido
Foi utilizado glutaraldeido a 25% em dgua (P.A.) da marca Nuclear, o qual foi

diluido em 4gua até as concentragdes desejadas nos ensaios.

5.1.4. Polietilenoimina (PEI)
Foi empregada no trabalho a polietilenoimina (PEI) de alto peso molecular da
marca Aldrich (Sigma-Aldrich Co.), a qual foi diluida em 4dgua até as concentracdes

desejadas nos ensaios.

5.1.5. Suportes

5.1.5.1. Quitina

A quitina foi obtida a partir de carapacas de camardo, segundo KIMURA et al.
(1999). Tais carapagas, apds serem secas ao ar, em temperatura ambiente, e trituradas
até o tamanho de cerca de 1 a 2 mm, foram imersas em uma solu¢do de HCI a 2,0
mol/L, numa propor¢do de 10 mL de solu¢cdo por grama de carapaca, durante 5 h a
temperatura ambiente para a eliminacdo dos sais de cdlcio. O material foi entdo lavado,
seco e novamente imerso em HCl a 2,0 mol/L por 48 h com agitagdo, numa propor¢ao
de 2,5 mL de solu¢do por grama de material. Para eliminacdo das proteinas, o material
foi colocado em contato com uma solu¢cdo de NaOH a 1,0 mol/L (2,5 mL de solugdo
por grama de material) durante 12 h a 100°C, com agitacdo. A extracdo com dalcali foi
repetida por mais 2 vezes, e entdo o material foi lavado seqiiencialmente com 4gua até
meio neutro, etanol para eliminagdo dos pigmentos e éter etilico. Finalmente, o material

foi seco a 60°C. Um resumo do processo estd apresentado na figura 7.
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RESIDUO DE
CRUSTACEOS
\ TRITURACAO
DOS RESIDUOS
DESMINERALIZACAO /
(HCI - 2x)
\ LAVAGEM E
SECAGEM
DESPROTEINIZACAO /
(NaOH - 3x)
\‘ LAVAGEM
ELIMINACAO DOS /
PIGMENTOS (ETANOL)
/ ETILICO
SECAGEM
\ QUITINA

Figura 7: Fluxograma do processo de obtenc¢do de quitina.

5.1.5.2. Celulose
A obtencdo de celulose a partir de bagaco de cana-de-actcar foi realizada de
acordo com o método proposto por VARAVINIT et al. (2002). Cerca de 500 g de
bagaco de cana triturado em particulas de 1 a 5 mm, obtidos de usina (Nova América —
Taruma/SP), foram embebidos 3 vezes em 1 L de 4gua destilada por 1 h em cada vez e
secos em estufa de ar forcado a 70°C. Posteriormente, 15 g de bagago lavado foram
purificados, mergulhando o material em 2 L de solu¢do de H,SO4 a 1,25% por 1 h e

depois, em 2 L de solucdo de NaOH a 1,25%, também por 1 h. Entdo, o material foi
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lavado em 1 L de dgua destilada e 500 mL de etanol, respectivamente, para, finalmente,
ser seco em estufa de ar forcado a 100°C por 2 h. O resumo do processo estd

apresentado na figura 8.

BAGACO
DE CANA
\ TRITURACAO
DO BAGACO
EMBEBICAO, /
LAVAGEM E
SECAGEM
\ PURIFICACAO
(HzSO4 € NaOH)
LAVAGEM
SECAGEM /
\ CELULOSE

Figura 8: Fluxograma do processo de obtencdo de celulose.
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5.2. Imobilizacoes

5.2.1. Imobilizacao da papaina em quitina

O processo de imobilizacdo da papaina em quitina teve como base os métodos
utilizados por SYNOWIECKI et al. (1987), ROSA et al. (2004) e OLIVA-NETO
(2004), com algumas modificagdes. A imobilizacdo em quitina foi conduzida,
basicamente, de duas formas: sem tratamento prévio do suporte e tratado com
glutaraldeido. Para o tratamento, foram adicionados 10 mL de glutaraldeido a 2% (v/v)
por grama de quitina em temperatura ambiente. Essa mistura permaneceu por 2 h para a
ativacao do suporte. Depois de transcorrido o periodo de ativagdo, a mistura foi filtrada
e lavada seqiiencialmente com dgua destilada (3 x 500 mL) para remover o excesso de
glutaraldeido. A partir de entdo, foram realizadas as imobilizac¢des, adicionando a cada
grama de quitina ndo-tratada, 10 mL das solucdes de (a) papaina comercial a 100
mg/mL em tampao fosfato a 0,2 mol/L, pH 7, (b) papaina comercial a 100 mg/mL em
tampao fosfato a 0,2 mol/L, pH 7 e polietilenoimina (PEI) a 0,1% (v/v) e (c) papaina
comercial a 100 mg/mL (m/v) em tampao fosfato a 0,2 mol/L, pH 7 e polietilenoimina
(PEI) a 0,5% (v/v), por 2 h a temperatura de 5°C. O mesmo procedimento foi realizado
com a quitina previamente tratada com glutaraldeido, totalizando, dessa forma, 6
diferentes protocolos de imobilizacdo (tabela 1). Posteriormente, esse material foi
filtrado para a separacdo do excesso de solugc@o enzimdtica e lavado 2 vezes com dgua
destilada (50 mL e 500 mL por grama de suporte, respectivamente) e acondicionado em
tampao fosfato a 0,2 mol/L, pH 7, em geladeira para sua utilizagdo nos testes da
atividade proteolitica e nos ensaios de desfloculagdo. Foi avaliado o grau de
imobiliza¢ao, medindo-se a atividade enzimadtica e a quantidade de proteinas da solugdo
enzimadtica restante do processo, bem como a da dgua utilizada na retirada do excesso

dessa solu¢do, em relagdo a solugdo inicial.
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Tabela 1: Protocolos de imobilizagdo de papaina (EC 3.4.22.2) em quitina
Soluciao adicionada ao suporte Tratamento prévio do suporte

A) papaina comercial a 100 mg/mL -

B) papaina comercial a 100 mg/mL
+ polietilenoimina a 0,1%

C) papaina comercial a 100 mg/mL
+ polietilenoimina a 0,5%

D) papaina comercial a 100 mg/mL glutaraldeido a 2%

E) papaina .cor.ner01.a1 a 100 mg/mL elutaraldeido a 2%
+ polietilenoimina a 0,1%

F) papaina comercial a 100 mg/mL elutaraldeido a 2%

+ polietilenoimina a 0,5%

5.2.2. Imobilizacao da papaina em celulose de bagaco de cana

A 1mobilizacdo da papaina em celulose foi realizada de acordo com a técnica
proposta por VARAVINIT et al. (2002). Para a imobilizagdo, nesse caso, foi necesséria
a oxidagdo do bagaco purificado para a liberacdo de grupos aldeido da celulose. Dessa
forma, 5 g de bagaco purificado foram imersos em 375 mL de solu¢do de HsIO¢ a 0,03
mol/L. A mistura teve seu pH ajustado para 3 e foi mantida em agitagdo constante de
200 rpm, a 90°C por 15 h. O material entdo foi filtrado, lavado 3 vezes com dgua
destilada (3 x 1000 mL) e seco em estufa de ar for¢cado a 100°C.

Para a imobilizacdo, 1 g de bagaco oxidado foi misturado a 30 mL de solucdo
de papaina comercial a 100 mg/mL em tampao fosfato a 0,2 mol/L, pH 7. Essa mistura
foi incubada em banho-maria a 50°C com constante agitacdo por 30 minutos. Entdo, o
material foi filtrado para remover o excesso de enzima e lavado, seqiiencialmente, com
800 mL e 100 mL de 4gua destilada. A solucdo enzimdtica remanescente do processo,
bem como a 4gua utilizada na retirada do excesso dessa solucao, foram reservadas para
posterior ensaio de atividade enzimdtica e quantificacdo de proteinas, para se avaliar a

eficiéncia do processo de imobilizacao.
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5.3. Procedimentos analiticos

5.3.1. Determinacio da atividade proteolitica

A atividade proteolitica da enzima foi determinada pela hidrdlise de azocaseina
sulfanilamida, de acordo com o método de LEIGHTON et al. (1973), no qual foram
misturados 250 pL de solucdo de azocaseina (Sigma — Sigma-Aldrich Co.) a 1% com
150 puL de solugdo de enzima para as amostras de enzima livre e 0,5 mL de solugdo de
azocaseina a 3,75% com 1 g de suporte para a enzima imobilizada. Essas solucdes e/ou
misturas foram incubadas em banho-maria a 60°C por 30 minutos e a reacdo
interrompida com dcido tricloroacético (TCA) a 10% (m/v). Esse material, entdo,
depois de centrifugado, foi misturado a uma solucdo de NaOH a 1 mol/L. para
estabelecer a coloragdo, a qual foi identificada espectrofotometricamente em A = 440
nm. A unidade de atividade volumétrica (U/mL) foi definida como a variacao de
absorbéncia por 30 minutos, por mL da solu¢@o de enzima ou por grama do suporte. A
atividade total (U) foi determinada por meio do produto da atividade volumétrica pelo
volume total de solug¢do utilizada, enquanto que a atividade especifica (U/mg) foi
determinada por meio do quociente da atividade volumétrica pela concentracdo de

proteinas da solucao ou do material em questao.

5.3.2. Determinacao de proteinas
A metodologia empregada para a determinacdo de proteinas totais utilizada foi
aquela descrita por BRADFORD (1976). Esta metodologia baseia-se no monitoramento
de um complexo formado (A = 588 nm) entre as proteinas e o reagente Comassie Blue
em meio acido. A equacdo da curva padrdo para este ensaio foi [y = 0,0051x + 0,071],
enquanto que o coeficiente de regressao linear (R?) foi de 0,9928. As quantificacdes de

proteinas foram realizadas antes e apds o procedimento de imobilizacao no suporte.

5.3.3. Efeito do glutaraldeido e da polietilenoimina sobre a atividade
enzimatica

Uma vez que altas concentracdes de glutaraldeido, o qual foi utilizado em

algumas reacdes de imobilizacdo com quitina, podem afetar a atividade catalitica de

algumas enzimas (SYNOWIECKI er al., 1987; FERREIRA et al., 2003), foi necessaria
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a realizagdo de um ensaio para a determinacdo da sensibilidade da papaina a esse
reagente. Dessa forma, foi realizada a determinacdo da atividade proteolitica da
papaina, mantida em contato com diferentes concentragdes de glutaraldeido por 120
minutos (0; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 1,5; 2,5 e 10%, em v/v). As concentragdes de 0,05 e 0,1%
(v/v) de glutaraldeido também foram mantidas em contato com a papaina por 30, 60 e
90 minutos.

O mesmo procedimento foi feito utilizando-se polietilenoimina ao em vez do
glutaraldeido (com excecdo da concentracdo de 0,05%), mantendo o material em
contato por 120 minutos, visto que tal reagente também foi utilizado em algumas

reacOes de imobilizagdo em quitina.

5.3.4. Determinacdo da viabilidade celular do fermento submetido ao
tratamento enzimatico

A porcentagem de células vivas (viabilidade) do fermento submetido ao
tratamento com papaina livre foi determinada por meio de microscopia Optica em
camara de Neubauer, na qual as células foram contadas escolhendo-se cinco quadrados
médios (quatro nas extremidades e um no centro da lamina), ajustando a diluicdo das
amostras para uma nitida mensuracdo (entre 20 a 40 células por quadrado médio)
(JOHNSTONE; THORPE, 1987). Para tanto, as células de leveduras tratadas e ndo-
tratadas com papaina foram coradas com solu¢do de eritrosina (SHARF, 1972). A
amostra de leveduras ndo-tratada com papaina foi tratada com H,SO,4, em quantidade
suficiente para provocar a desfloculagdo celular, necessdria para uma visualizacdo
adequada ao microscépio. Os resultados foram dados em porcentagem de células vivas

(ndo-coradas) em funcao do nimero total de células contadas.

5.4. Determinacio do rendimento da atividade enzimatica
O rendimento da atividade enzimética foi definido pelo rendimento da enzima

imobilizada em quitina ou celulose e expressada na seguinte equacdo segundo

VARAVINIT et al. (2002).

Atividade total da enzima imobilizada

[1] Rendimento da Atividade (%) = 100 x B
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A € a atividade total da enzima livre adicionada ao suporte, e B € a atividade
total da enzima que ndo foi imobilizada durante o processo (enzima restante na solugao
excedente e enzima ndo imobilizada, presente na dgua utilizada na retirada do excesso
de solugdo do suporte).

Além da equacdo acima exposta, foi também proposto nesse trabalho um
célculo de rendimento simplificado, que ndo leva em consideracdo a perda de atividade
nas solucdes remanescentes, mas apenas a atividade total da enzima imobilizada em

relagdo a atividade total da enzima livre adicionada ao suporte, a saber:

Atividade total da enzima imobilizada

[2] Rendimento Simplificado (%) = 100 x
A

5.5. Desfloculacao celular

5.5.1. Utilizacdo da enzima imobilizada na desfloculac¢ao celular

Além dos experimentos de atividade proteolitica com a enzima imobilizada em
quitina ou celulose, foram conduzidos ensaios para a determinacdo da estabilidade
dessa atividade ao longo de sua reutilizacdo, por meio de ciclos de testes de
desfloculagdo de fermento. Tais testes foram executados de acordo com o método de
LUDWIG et al. (2000), com certas adaptacdes. Para os testes foram utilizadas amostras
de 50 mL do fermento floculado, proveniente de destilaria, j4 centrifugado e
ressuspendido em 4gua destilada, numa concentracdo de 30% (m/v). A essas
suspensdes foi adicionada a papaina ja no seu estado imobilizado, para a reacdo de
desfloculacdo. Essas misturas, além dos controles negativo (mistura sem adi¢do de
enzima, completamente floculado) e positivo (mistura com a adi¢cdo de papaina
comercial livre, na concentragdo de 4 mg/mL, determinada em ensaios preliminares —
item 6.1), foram incubadas a uma temperatura de 28°C e agitagdo de 70 rpm em
Erlenmeyers de 250 mL. As solug¢des agitadas eram transferidas para frascos conicos
(tacas) permanecendo em repouso por 15 minutos, e, em seguida, uma aliquota do
sobrenadante de cada taca era retirada e determinada sua turbidez
espectrofotometricamente em A = 600 nm, a qual é inversamente proporcional ao

percentual de floculacdo. As misturas de cada taca eram, entdo, devolvidas aos seus
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respectivos Erlenmeyers para nova agitacdo, e o procedimento de descanso das
misturas nas tacas e retirada das amostras de seus sobrenadantes foi realizado nos
intervalos de 15, 40, 70 e 120 minutos de reacdo, concluindo, dessa forma, um ciclo.
No entanto, o ciclo podia ser interrompido nos intervalos iniciais, se observada a
completa desfloculacdo. Concluido o ciclo, a enzima imobilizada era separada, lavada
com dgua destilada e reutilizada no préximo ciclo, e assim, subseqiientemente, até que
se observasse expirada a atividade desfloculante.

A separacdo de fases obtida nas tacas (sobrenadante/S. cerevisiae floculado) foi
caracterizada visualmente e também fotografada. A quantificacdo da desfloculacdo foi
determinada, utilizando-se a tabela de porcentagens de desfloculacao (tabela 2),

adaptada de LUDWIG et al. (2000).

Tabela 2: Porcentagem de desfloculag@o de Saccharomyces cerevisiae floculado,
proveniente de destilaria, em suspensao a 30% (m/v) em dgua destilada.

Turbidez % Desfloculacao Separacao de fases

<12,0 0 s2
27,0 25 ns3

40,5 37,5 ns

54,0 50 ns

67,5 62,5 ns

81,0 75 ns

94,5 87,5 ns

> 120,0! 100 ns

I maxima desfloculacio obtida com 4cido
2 s = separadas;
3 ns = ndo-separadas

5.5.2. Utilizacdo da enzima solivel na suspensao de fermento para a
desfloculacao celular

Além do reciclo da enzima imobilizada, também foi testado o reciclo da enzima

em sua forma livre. O reciclo da papaina livre sobre o fermento foi realizado de

maneira semelhante ao método descrito no item 5.5.1. No entanto, foi adicionado ao

fermento floculado papaina comercial livre, na concentracido de 4 mg/mL (concentragcdo

Otima, determinada em ensaios prévios de desfloculagdo, item 6.1), bem como uma



39

mistura de papaina e dodecil sulfato de sédio (SDS) a 10 ug/mL, que, por ser um
agente surfactante, poderia potencializar a desfloculagdo do fermento. O emprego dessa
concentracdo reduzida de SDS se justifica pela toxicidade desse agente para as células
de levedura, observada por OLIVA-NETO e YOKOYA (1998), a partir de 30 pg/mL.
Dessa forma, observada a desfloculagdo do fermento pela enzima e/ou pela
mistura enzima + SDS, o ciclo era interrompido por meio da centrifugacdo do
fermento, ja desfloculado. Desse modo, separava-se o fermento de grande parte da
enzima que ainda estava em solugdo. Essa solu¢do era utilizada em um novo ciclo,
adicionando-a a uma nova amostra de fermento ndo-tratado. Caso a solucdo
sobrenadante obtida da centrifugacdo nao fosse suficiente para ressuspender o fermento
a uma concentracao de 30% (m/v) de células, era adicionada uma solu¢do de enzima ou
enzima + SDS, nas concentragdes iniciais do ensaio, porém, em volumes bem

inferiores, apenas para a compensacdo das perdas com a centrifugacao.

5.6. Tratamento Estatistico
Os testes de andlise da desfloculacio e de atividade enzimadtica foram
conduzidos em triplicata, e os dados submetidos a andlise de varidncia (ANOVA),
enquanto que as médias foram comparadas por testes de Student ou Tukey e Kramer,
através do programa GRAPHPAD INSTAT (Rutgers University). Os tratamentos

analisados estatisticamente foram considerados significativos para p < 0,05.
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6. RESULTADOS
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Bioquimica e
Microbiologia da Faculdade de Ciéncias e Letras — Campus de Assis da Universidade

Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho™.

6.1. Concentracido minima de papaina livre necessaria para a desfloculacao do
fermento

Para servir de parametro para os outros ensaios, foi determinada a concentragdao
minima de papaina necessdria para desflocular completamente o fermento. A tabela 3 e
a figura 9 mostram o efeito do tratamento da papaina comercial a 3 mg de papaina/mL
de suspensio e 4 mg de papaina/mL de suspensdo sobre o fermento floculado.

Pode-se observar que houve desfloculacdo efetiva do fermento pelas duas
concentracdes de enzima apds 15 minutos de reagdo (ANOVA F=162,32 e Tukey
p<0,001). No entanto, houve uma diferenca significativa entre as duas concentracdes de
enzima analisadas, na qual a concentracdo de 4 mg/mL de papaina comercial obteve
melhores resultados (ANOVA F=162,32 e Tukey p<0,05), sendo escolhida como

concentracdo 6tima para os ensaios de desfloculagdo do fermento.
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Tabela 3: Efeito da papaina comercial nas concentragdes de 3 mg de papaina/mL de
suspensdo e 4 mg de papaina/mL de suspensdo, na desfloculacdo celular de S.
cerevisiae floculado, com 15 minutos de reacgdo.

Turbidez (600nm)
Tratamento Repeticoes Média + SD
1 2 3
Controle 42,42 45,81 36,45 41,56 +£4,74
(sem tratamento)
papaina comercial 106,02 96,71 111,53 104,75 + 7,49

a3 mg/mL

papaina comercial 122,85 125,58 116,76 121,73 £ 4,51
a4 mg/mL

100+

80—

o
T

% de Desfloculacao
ES
|

20+

Controle (sem tratamento) 3 mg/mL 4 mg/mL

Tratamento

Figura 9: Porcentagem de desfloculacio da suspensdo de fermento floculado de
destilaria a 30% (m/v), tratada com 3 mg de papaina/mL de suspensdao e 4 mg de
papaina/mL de suspensdo de fermento, em 15 minutos de reacdo.
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6.2. Viabilidade celular do fermento submetido a alta concentracao de papaina

Por meio da quantificacdo da viabilidade celular, foi verificada a sensibilidade
das células de levedura a papaina, uma vez que esta enzima, sendo uma protease,
poderia degradar componentes celulares de natureza protéica. Dessa forma, o fermento
floculado foi tratado com papaina comercial a 5 mg de papaina/mL de suspensdo de
fermento por 2 h. Outra amostra de fermento foi tratada com 2% (v/v) de H,SOy,
apenas para que ocorresse a desfloculagdo, necessaria para uma visualizacdo adequada
das células ao microscopio.

A viabilidade celular do fermento tratado com H,SO4 e com papaina foi de
67,19% e de 72,40%, respectivamente. O percentual de células vidveis do mesmo lote
de fermento, informado pelo laboratério da destilaria (Nova América — Maracai/SP), foi
de 67,70%. Isso evidencia que o tratamento enzimdtico ndo afeta a viabilidade celular,
o que ja foi demonstrado por OLIVEIRA-FREGUGLIA e HORII (1998), além de se
mostrar mais adequado que o tratamento dcido, uma vez que baixos valores de pH
podem afetar a viabilidade das células de levedura, como foi observado por DORTA et

al. (2006). O mesmo foi determinado por LUDWIG er al. (2000), que, no entanto,

utilizaram uma quantidade 2,5 vezes menor de enzima proteolitica sobre as leveduras.

6.3. Efeito do glutaraldeido de da polietilenoimina sobre a atividade enzimatica

Visto que o glutaraldeido seria utilizado em algumas reacdes de imobilizacao,
foi realizado um ensaio de atividade proteolitica com papaina comercial a 10 mg/mL,
na qual a referida enzima foi mantida em contato com glutaraldeido em diversas
concentracoes (0,1% a 10%) por 120 minutos em baixas temperaturas (4°C a 10°C),
simulando as condicdes a que a enzima seria exposta nas imobilizacdes. Como se pode
observar na tabela 4 e na figura 10, verificou-se que o glutaraldeido, em qualquer uma
das concentragdes testadas, afeta a atividade enzimadtica, quando comparado com a
atividade da enzima sem tratamento com o referido reagente, sobretudo nas
concentracoes de 5% e 10%, para as quais a atividade enzimatica tende a 0 (ANOVA

F=1564,3 e Tukey p<0,001).
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Tabela 4: Efeito do glutaraldeido em diferentes concentracdes, sobre a atividade

volumétrica (U/mL) da papaina comercial a 10 mg/mL, com 120 minutos de reacdo.

Concentracao de

Atividade enzimatica (U/mL)

glutaraldeido (v/v) Repeticoes Média = SD
(%) 1 2 3
0 (controle) 2,02 2,09 2,01 2,04 £0,04
0,1 0,26 0,15 0,15 0,19 £ 0,06
0,5 0,13 0,14 0,12 0,13 £0,01
1 0,13 0,12 0,13 0,13 £0,01
1,5 0,12 0,11 0,15 0,13 +0,02
2 0,09 0,13 0,13 0,12 +£0,02
5 0,01 0 0,03 0,01 £0,02
10 0 0 0 0,00 + 0,00
2.5
21
=
£
2
g1
b~
£
N
g
e 1
=
=
0 : - - - \
0 0,1 0,5 1 15 2 5

Concentracao de glutaraldeido (%)

10

Figura 10: Atividade enzimatica volumétrica da papaina comercial a 10 mg/mL, em
funcdo da concentragdo de glutaraldeido empregada, em 120 minutos de reacgao.
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Dessa forma, optou-se por testar novamente a menor concentracdo de
glutaraldeido experimentada (0,1%) em contato com a enzima em menores intervalos
de tempo (30, 60 e 90 minutos), bem como a concentragdo de 0,05%, submetida aos
mesmos tempos de reacdo, além do tempo de 120 minutos (tabela 5 e figura 11).
Constatou-se, da mesma forma, que tais concentragdes de glutaraldeido, mesmo com
menores tempos de contato com a papaina, interferem na atividade proteolitica da
papaina, inviabilizando seu uso concomitante nas reacdes de imobilizacdo. SPAGNA et
al. (1998), trabalhando com a-L-arabinofuranosidase de Aspergillus niger, obtiveram
resultados diversos. Em seu trabalho, a enzima livre, em contato com glutaraldeido a
2% por 2 a 3 h de reacdo a 25°C, sofreu apenas uma pequena queda na atividade (cerca
de 20% a 30%). Os autores sugerem que isso se deve a possibilidade de haver proteinas
estranhas na solucdo tratada, que reagiriam com o glutaraldeido ao invés da enzima em
questdo, o que ndo ocorreu no caso da papaina. Além do mais, € possivel que cada
enzima responda de uma forma distinta ao contato com o glutaraldeido. Assim, optou-
se por utilizar o glutaraldeido apenas para tratar a quitina previamente, a qual foi lavada
depois do tratamento para remover todo o glutaraldeido livre, antes da adicao da
enzima no procedimento de imobilizacdo. Dessa maneira, evitou-se o contato direto da

enzima com glutaraldeido livre no processo.
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Tabela 5: Efeito do glutaraldeido, nas concentragdes de 0,05% e 0,1% (v/v), sobre a
atividade volumétrica (U/mL) da papaina comercial a 10 mg/mL, com 30, 60, 90 e 120

minutos de reagdo.

Concentracao de

Atividade enzimatica (U/mL)

glutaraldeido fﬁg;p;) Repeticoes Média = SD
(v/v) (%) ) 1 2 3
0 (controle) 30 1,96 1,57 1,83 1,79 £ 0,20
60 1,72 1,59 1,57 1,63 +0,08
90 1,53 1,44 1,40 1,46 +£0,07
120 3,37 3,11 3,05 3,18+0,17
0,05 30 0,53 0,48 0,47 0,49 +£0,03
60 0,44 0,43 0,47 0,45 +0,02
90 0,45 0,46 0,49 0,47 £0,02
120 0,43 0,38 0,45 0,42 £ 0,04
0,1% 30 0,26 0,21 0,23 0,23 £0,02
60 0,28 0,31 0,29 0,26 £ 0,01
90 0,20 0,19 0,25 0,21 £0,03
35
s I\
=
E 25
2
[+]
3§ 5 ——30'
E =60
N ..\\ —4—90'
S 15, —=- 120
;E \
Z 1
=
0,5
0 :
0 0,05 0.1

Concentracao de glutaraldeido (%)

Figura 11: Atividade enzimdtica volumétrica da papaina comercial a 10 mg/mL, em
funcdo da concentracdo de glutaraldeido empregada, em 30, 60, 90 e 120 minutos de

reacao.
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Da mesma forma, foi conduzido um ensaio de atividade proteolitica, tratando a
papaina com diversas concentracdes de polietilenoimina (0,1% a 10%) por 120
minutos, uma vez que tal reagente também seria empregado em conjunto com a enzima
nas reacOes de imobilizacdo (tabela 6 e figura 12). POde-se observar que, em relacdo ao
controle (papaina ndo-tratada), apenas a concentracdo de 0,1% de polietilenoimina ndo
afetou a atividade enzimatica. Quando tratada com 0,5% de polietilenoimina, a enzima
perdeu parte de sua atividade proteolitica. Tal queda de atividade, apesar de pequena,
foi significante para p<0,05 (ANOVA F=151,68). As demais concentracOes de
polietilenoimina testadas afetaram excessivamente a atividade da papaina (ANOVA
F=151,68 e Tukey p<0,001). Dessa forma, foram selecionadas, para a utilizacdo
concomitante com a enzima nos processos de imobilizacdo, apenas as concentracdes de

0,1% e 0,5% de polietilenoimina.

Tabela 6: Efeito da polietilenoimina em diferentes concentracdes, sobre a atividade
volumétrica (U/mL) da papaina comercial a 10 mg/mL, com 120 minutos de reacgao.

Concentracao de Atividade enzimatica (U/mL)
polietilenoimina Repeticoes Média + SD
v/v) (%) 1 2 3
0 (controle) 2,59 2,76 2,71 2,69 £ 0,09
0,1 2,96 3,05 3,01 3,01 £0,04
0,5 2,50 2,02 2,25 2,26 £0,24
1 0,63 0,49 0,58 0,57 £ 0,07
1,5 0,89 0,81 0,73 0,81 £0,08
2 0,65 0,57 0,53 0,58 £0,06
5 0,59 0,80 0,85 0,75+0,14

10 0,45 0,91 0,43 0,60 + 0,27
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Figura 12: Atividade enzimadtica volumétrica da papaina comercial a 10 mg/mL, em
funcdo da concentracdo de polietilenoimina empregada, em 120 minutos de reagdo.

6.4. Imobilizacao da papaina em quitina

As diversas imobilizacdes em quitina (tabela 1) foram propostas com base nas
observacoes feitas nos ensaios de atividade proteolitica, nos quais a papaina foi tratada
previamente com diversas concentracdes de glutaraldeido ou de polietilenoimina (item
6.3). Dessa forma, foram realizados seis protocolos de imobilizacdo em quitina,
variando-se o tratamento prévio do suporte, bem como as concentragdes de
polietilenoimina aplicada a papaina.

A concentracdo de proteinas totais das solugdes originais adicionadas ao
suporte, bem como das solugdes residuais do processo (incluindo a dgua utilizada na
retirada do excesso dessas solucdes), foi quantificada e, por diferenca, determinou-se a

quantidade de proteinas imobilizadas por grama de suporte (tabela 7).
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Tabela 7: Quantidade de proteina imobilizada por grama de quitina, definida pela
diferenca de concentracdo das solucdes adicionadas e retiradas do suporte, em fungao
da técnica de imobilizacio utilizada.

Quantidade de th;a:;;?;ge
~ . . Tratamento papaina . o
Solucao adicionada P . o imobilizada
prévio do imobilizada (mg de ~ x
ao suporte ] em relacao a
suporte proteina/grama de massa de
quitina seca)
suporte (%)
A) papaina comercial a
100 mg/mL* i 0.12 0,01
B) papaina comercial a
100 mg/mL" +
polietilenoimina a i 0,15 0,01
0,1%
C) papaina comercial a
100 mg/mL* +
polietilenoimina a i 0,15 0,01
0,5%
D) papaina comercial a glutaraldeido a
100 mg/mL* 2% 6,73 0.67
E) papaina comercial a
100 mg/mL" + glutaraldeido a
polietilenoimina a 2% 21,63 216
0,1%
F)  papaina comercial a
100 mg/mL* + glutaraldeido a
polietilenoimina a 2% 33,46 3,35
0,5%

* Concentracdo real de proteinas da solugdo = 5 mg/mL

Nas técnicas que ndo utilizaram quitina previamente tratada com glutaraldeido,
a quantidade de proteina imobilizada por grama de suporte foi extremamente baixa, ndo
perfazendo, em qualquer um dos casos, nem 0,02% da massa total do suporte. Alguns
autores conseguiram taxas de retencdo maiores, como SPAGNA er al. (2001), que
obtiveram uma percentagem que variava entre 1 a 3% de a-L-rhamnopiranosidase de
Aspergillus niger, em relagdo a massa total de quitina.

As metodologias que utilizaram quitina previamente tratada com glutaraldeido,
por sua vez, alcancaram uma maior adsor¢do de proteina ao suporte. Isso pode ser

explicado pelo fato de que o glutaraldeido confere um melhor desempenho ao processo
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de imobilizacdo (GASPARI et al., 1999) ao promover a formagdo de bases de Schiff
entre seus grupos aldeido e os grupos amina do suporte e da enzima (SPAGNA et al.,
1998). Por outro lado, MARTINS et al. (2006), ao trabalhar com trealase de
Escherichia coli, atingiram um valor méximo de 0,026% de enzima imobilizada em
quitina, em relagdo a massa de suporte, mesmo com o tratamento com glutaraldeido.

Um importante dado deve ser observado com relacdo a pureza do material
utilizado. Nos ensaios de determinacdo de proteinas totais da solucdo original aplicada
ao suporte, foi constatado que a pureza da papaina comercial utilizada era muito baixa.
Verificou-se, nesse caso, que em uma solu¢do que teria, teoricamente, 100 mg/mL de
enzima, havia apenas 4,7 mg de proteina por mL, ou seja, cerca de 5% daquilo que
deveria existir. Em outras palavras, foi adicionada uma solucdo de apenas cerca de 5
mg/mL de proteina ao suporte, em cada imobilizacdo. Logo, a oferta de proteinas
disponiveis ao suporte foi bem mais baixa que a esperada inicialmente, o que pode ter
comprometido a eficdcia do processo de adsor¢do da enzima.

A tabela 8 mostra os dados referentes a atividade enzimética das diversas etapas
de cada imobiliza¢do. Fazendo uso dos dados contidos na tabela, foi possivel calcular o
rendimento da atividade enzimadtica e o rendimento simplificado de cada imobilizagao,

por meio das equacdes [1] e [2], respectivamente, apresentadas no item 5.4.
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Tabela 8: Atividade total da papaina em vdrias etapas, de acordo com cada protocolo de

imobilizacao.
Atividade total da papaina (U)"
Etapas
Solucao de Solucao Enzima nao- Enzima nao-
Protocolo de ., e . . - . o
papaina enzimatica imobilizadana  imobilizada na
imobilizacdo” | comerciala remanescent dgua utilizada p/ Aagua utilizada .
. . . Enzima
100 mg/mL. e removida retirada de p/ retirada de . o d
p imobilizada
antes da apos o excesso de excesso de
imobilizacio processo de solucdo—1° vez solucio — 2" vez
(20mL) imersao® (100mL) (1000mL)
A 355,14 215,88 (14) 74 0 1,53 (6,5)
B 481,34 333,48 (14) 136 0 0,72 (6,5)
C 416,86 122,46 (13) 148 66,7 0,43 (6,5)
D 316 132,66 (18) 48 0 0(7,5)
E 360,94 240,79 (18) 70,3 31 0(7,5)
F 424 46 225,54 (18) 87 0 0,1(7,5)

* Protocolos de acordo com os descritos na tabela 1.

® Os valores representados sdo as médias de trés determinagdes.

¢ Os volumes (mL) das respectivas solu¢cdes remanescentes obtidas de cada
imobilizacao estdo indicados, entre parénteses, ao lado de cada valor na tabela.

¢ Foram empregados 2 g de quitina seca em cada imobilizacdo. As massas (g)
das respectivas amostras de quitina umida obtida de cada imobilizagdo estdo
indicadas, entre parénteses, ao lado de cada valor na tabela.

Foi verificado, dessa maneira, que tanto o rendimento da atividade enzimética
quanto o rendimento simplificado da papaina imobilizada foi muito baixo em qualquer
uma das técnicas, como se pode observar na tabela 9. O melhor rendimento da
atividade enzimdtica (6,04%) foi obtido pela imobilizagdo da papaina tratada com
polietilenoimina a 0,1%, seguido pela imobiliza¢do simples apenas da papaina (2,35%),
ambos em suporte ndo tratado previamente com glutaraldeido. J4 o rendimento
simplificado, por sua vez, apresentou o maior valor (0,43%) com a imobilizacdo da
papaina sem polietilenoimina em quitina nao-tratada. As imobiliza¢des realizadas com
o suporte previamente tratado com glutaraldeido a 2% nao apresentaram rendimento
algum, pois a enzima imobilizada, nesses casos, sequer apresentou alguma atividade
nos ensaios de atividade proteolitica. Excecdo feita ao processo no qual foi empregada
solucdo de enzima com polietilenoimina a 0,5% sobre o suporte previamente tratado

com glutaraldeido a 2%, cujo rendimento da atividade e o rendimento simplificado
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foram de 0,085 e 0,022%, respectivamente, que, ainda assim, sdo considerados valores
praticamente insignificantes. A figura 13 mostra um comparativo entre o percentual de
proteina imobilizada no suporte, o rendimento da atividade enzimética e o rendimento
simplificado das imobilizacdes. Pode se observar claramente que as técnicas que
utilizaram quitina tratada com glutaraldeido tiveram uma maior adsor¢ao de proteinas,

ao passo que os melhores rendimentos foram conseguidos com o suporte nio-tratado.

Tabela 9: Rendimento da atividade enzimatica e rendimento simplificado da papaina
imobilizada em quitina, definidos, respectivamente, pelas equacdes [1] e [2],
apresentadas no item 5.4, em fung¢do da técnica de imobilizagdo utilizada.

Rendimento da

. . Rendimento
~ . . Tratamento atividade -
Solucio adicionada L . . . simplificado [2]
prévio do enzimatica [1] da .
ao suporte . da enzima
suporte enzima imobilizada (%)
imobilizada (%)
A)  papaina comercial a
100 mg/mL i 2,35 0,43
B) papaina comercial a
100 me/mL + - 6,04 0,15
polietilenoimina a
0,1%
C) papaina comercial a
100 me/mL. + - 0,54 0,1
polietilenoimina a
0,5%
D) papaina comercial a glutaraldeido a 0 0
100 mg/mL 2%
E) papaina comercial a
100 mg/mL + glutaraldeido a
. o 0 0
polietilenoimina a 2%
0,1%
F)  papaina comercial a
1.00. mg/mL + glutaraldeido a 0.08 0.02
polietilenoimina a 2%

0,5%
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44 O Proteina imobilizada em relagdo ao
suporte (%)

B Rendimento da atividade enzimatica da
enzima imobilizada (%)

ORendimento simplificado da enzima
2 imoblizada (%)

rendimento simplificado (%)

Percentagem de proteina imobilizada,
rendimento da atividade enzimatica ou
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Técnicas de imobilizacao*

Figura 13: Percentual de proteina imobilizada em relacdo ao suporte, do rendimento da

atividade enzimadtica e do rendimento simplificado das imobiliza¢cdes em quitina.

*Técnicas de imobilizacdo:

A — papaina comercial a 100 mg/mL em quitina ndo-tratada

B — papaina comercial a 100 mg/mL + polietilenoimina a 0,1% em quitina ndo-tratada

C — papaina comercial a 100 mg/mL + polietilenoimina a 0,5% em quitina ndo-tratada

D - papaina comercial a 100 mg/mL em quitina tratada com glutaraldeido a 2%

E — papaina comercial a 100 mg/mL + polietilenoimina a 0,1% em quitina tratada com
glutaraldeido a 2%

F — papaina comercial a 100 mg/mL + polietilenoimina a 0,5% em quitina tratada com
glutaraldeido a 2%

Se for considerado o cdlculo de rendimento simplificado [2], a imobilizacao que
teve o melhor desempenho foi aquela que usou apenas papaina sem polietilenoimina
em quitina ndo-tratada. No entanto, esse cdlculo apenas leva em consideracdo a
atividade total da enzima imobilizada em relacdo a atividade total da enzima livre
utilizada na imobilizacdo. Essa equagdo ndao contempla, portanto, a perda de atividade
nas solucdes residuais do processo, que seria importante, caso se desejasse reutilizar
essas solugdes excedentes em novas reacdes de imobilizagdo. Para tanto, utiliza-se o
cédlculo de rendimento da atividade enzimdtica [1], que computa a eficiéncia do

processo de imobilizacdo, considerando a atividade perdida das solugdes residuais do
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processo. Nesse caso, a imobilizacdo que obteve maior rendimento de atividade
enzimadtica foi aquela que utilizou papaina com polietilenoimina a 0,1% em quitina nao-
tratada.

Contudo, esses valores ainda sdo baixos. Por defini¢do, pelo cdlculo [1] (item
5.4), um baixo rendimento de atividade indica que houve perda dessa atividade
enzimadtica durante o processo de imobilizacdo, uma vez que tal cdlculo nada mais é
que o quociente de toda a atividade presente no suporte pela atividade tedrica méxima
possivel (diferenca entre a atividade total da enzima adicionada ao suporte e a atividade
total de tudo o que foi retirado do suporte, apds o processo de imobilizagcdo). Portanto,
expressa a percentagem de atividade que ainda estd realmente presente no suporte em
relacdo a atividade que deveria haver. Desse modo, teoricamente, o rendimento da
atividade enzimdtica da imobilizacdo deveria ser de 100%, em condi¢Oes ideais, ndo
importando a quantidade de proteina presente no suporte (o cdlculo ndo leva em
consideracdo a quantidade de proteina que foi imobilizada, e sim, sua atividade).
Assim, os baixos rendimentos de atividade em todas as metodologias de imobilizacdo
em quitina, aferidos pelo célculo [1], apontam que houve perda de atividade enzimdtica
no processo.

Essa perda de atividade pode ter sido causada por vérias razdes, mas € bastante
presumivel que tenha ocorrido algum dano na estrutura da enzima durante o processo
de imobilizacdo. Por outro lado, a enzima pode-se ligar de vérias formas ao suporte e
assim, sua atividade pode ser afetada, caso essa ligacio comprometa o sitio catalitico da
molécula ou dificulte a sua disponibilidade para o substrato. Sabe-se também que a
polietilenoimina pode afetar a atividade da papaina, dependendo de sua concentragdo
(tabela 6 e figura 12). Isso pode explicar o fato de a papaina imobilizada com 0,5% de
polietilenoimina ter apresentado um rendimento muito inferior aquela que utilizou 0,1%
do referido reagente, ou mesmo em relacdo a que ndo o utilizou (tabela 9), nas
imobilizacdes que empregaram quitina ndo previamente tratada.

Os rendimentos extremamente baixos apresentados pelas técnicas que
utilizaram quitina previamente tratada com glutaraldeido, em particular, mostram que o
glutaraldeido, apesar de ndo estar presente livre na solucdo, mas apenas aderido a
quitina, afetou significativamente a atividade da papaina de alguma forma. GASPARI

et al. (1999), trabalhando com inulinase de Kluyveromyces marxianus, também se
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depararam com um baixo rendimento de imobilizacdo dessa enzima em quitina. Seus
melhores resultados com tal suporte, no entanto, se deram quando este foi tratado
previamente com glutaraldeido, contrastando com os resultados acima mostrados. Isso
demonstra que cada enzima, em particular, pode apresentar diferentes sensibilidades ao
glutaraldeido. Por outro lado, CETINUS e OZTOP (2003) perceberam que o
glutaraldeido, utilizado no tratamento da quitosana para a imobilizacdo de catalase,
reduz a atividade enzimdtica e pode dificultar o contato da enzima com o substrato. A
mudanca na afinidade da enzima por seu substrato é provavelmente causada por
mudancas estruturais na enzima, introduzidas pelo processo de imobiliza¢do, ou pela
baixa acessibilidade do substrato ao sitio ativo da enzima imobilizada (CHANG;
HUANG, 2005).

Da mesma forma, FERREIRA et al. (2003), trabalhando com imobilizacdo de
alcalase em silica, constataram que, apesar de haver mais proteina ligada ao suporte, a
atividade especifica da enzima diminufa conforme era aumentada a concentracio de
glutaraldeido no processo, ou quando se aumentava o tempo de exposi¢do da enzima ao
glutaraldeido durante a reacdo de imobilizagdo. O mesmo fora atestado por
SYNOWIECKI et al. (1987), trabalhando com quitina. Isso se d4, provavelmente, pelo
fato de que as moléculas de enzima podem ser imobilizadas neste tipo de suporte com
diferentes orientacdes, tornando o sitio ativo de algumas delas inacessivel para grandes
substratos (TARDIOLI et al., 2003 a e b). Também, nesse caso, podem ser formadas
multiplas camadas de enzima e/ou aglomeracdes excessivas das moléculas no interior
dos poros, dificultando o acesso ao sitio ativo (SOBRAL et al., 2002 e 2003).

Por outro lado, ao observar a atividade especifica da enzima (atividade da
enzima por miligrama de proteina na amostra — U/mg), verifica-se que o desempenho
da enzima imobilizada foi satisfatério em relacdo ao da enzima livre nas técnicas que
ndo empregaram tratamento prévio da quitina com glutaraldeido (tabela 10 e figura 14).
Na imobilizacdo em quitina ndo-tratada, na qual ndo houve adicao de polietilenoimina a
enzima, a atividade especifica da enzima imobilizada foi ainda maior que a da enzima
livre. Isso pode ter ocorrido pelo fato de haver muitas impurezas na amostra original de
papaina, e a imobilizacdo, nesse caso, pode ter efetuado uma purificagdo parcial da
amostra, ao selecionar preferencialmente a proteina enzimdtica em questdo para a

adesdo ao suporte. Como ja supracitado, cabe reforcar que a concentracdo de proteinas
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da amostra original de papaina utilizada era de cerca de 5% da massa da amostra, isto é,
uma solucdo que, teoricamente, teria 100 mg/mL de enzima, tinha, na verdade, apenas
cerca de 5 mg/mL de proteinas, indicando a baixa pureza da amostra de papaina
utilizada (Vetec Quimica Fina LTDA - 6000 U.E./mg). Outro possivel motivo que
relaciona a baixa pureza da amostra e a maior atividade especifica da enzima
imobilizada seria a inibicdo da enzima por substdncias presentes na amostra que
funcionariam como inibidores ou competidores da atividade enzimdtica. Ao se
imobilizar apenas as moléculas de interesse (enzimas, no caso), elimina-se a presenca
desses possiveis inibidores, aumentando, dessa forma, a atividade da enzima. Um
terceiro motivo para a maior atividade especifica da enzima imobilizada, nesse caso, € o
fato de a imobiliza¢do em si promover uma maior estabilidade a estrutura da molécula
de enzima. A presenca de ligacdes covalentes inter e intramoleculares na enzima e entre
a enzima e o suporte confere rigidez a estrutura protéica secunddria e tercidria das
enzimas, reduzindo sua taxa de desnaturacdo, o que as torna menos sujeitas a perda de
atividade por variacdo de temperatura, pH, presenca de inibidores ou outros fatores
(MOZHAEV; MARTINEK, 1990; MOZHAEV, 1993; ZABORSKA, 1995).

Pode-se observar também, nas imobilizagdes que ndo utilizaram quitina tratada,
que a atividade especifica da enzima imobilizada diminui conforme se aumenta a
concentracdo de polietilenoimina aplicada a papaina, destacando mais uma vez seu
papel na reducdo da atividade dessa enzima. Da mesma forma, observa-se a redugdo
drastica da atividade especifica da enzima imobilizada em suporte tratado com
glutaraldeido, confirmando sua a¢do inibitéria sobre a atividade da papaina, como ja

fora demonstrado por FERREIRA et al., (2003).
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Tabela 10: Atividade especifica (U/mg) da papaina comercial livre adicionada ao
suporte e imobilizada em quitina, nas diversas técnicas de imobilizagao utilizadas.

Atividade Atividade
~ oy Tratamento especifica da especifica da
Solucao adicionada P . . .
20 suporte prévio do enzima livre enzima
P suporte adicionada ao imobilizada
suporte (U/mg) (U/mg)
A)  papaina comercial a
100 mg/mL* i 3,95 6,38
B) papaina comercial a
100 me/mL. -+ - 4,81 2,42
polietilenoimina a
0,1%
C)  papaina comercial a
100 mg/mL. + - 4,17 1,41
polietilenoimina a
0,5%
D) papaina comercial a glutaraldeido a 316 0
100 mg/mL* 2% ’
E) papaina comercial a
100 mg/mL" + glutaraldeido a
o o 3,61 0
polietilenoimina a 2%
0,1%
F)  papaina comercial a
100 mg/mL" + glutaraldeido a
o o 4,24 0
polietilenoimina a 2%
0,5%

* Concentracdo real de proteinas da solugdo = 5 mg/mL

Dessa forma, as atividades especificas referentes a algumas imobilizagdes
mostram que a técnica € promissora, caso seja aperfeicoada. As atividades totais e os
rendimentos das imobilizagdes apresentadas, no entanto, ndo permitem ainda que as
técnicas sejam aplicadas em escala industrial. O problema, nesse caso, seria a grande
quantidade de suporte necessdaria para desflocular o fermento, uma vez que a
quantidade de enzima aderida a quitina (0,0148% da massa de suporte), bem como a
atividade volumétrica da papaina imobilizada (0,11 U/g de suporte), foram muito
baixas. Isso faz com que sejam necessarios por volta de 7,5 g de quitina para cada mL
de fermento a ser tratado, o que € invidavel para os processos de tratamento do fermento
utilizados atualmente. Caso a técnica seja aperfeicoada e um sistema de reator em

coluna puder ser desenvolvido, por onde o fermento passaria com um fluxo constante
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em leito fixo de suporte (SHI-JUN et al., 1996), com tempo de retencdo suficiente para
a completa desfloculacdo, ter-se-4, assim, uma alternativa vidvel ao tratamento 4cido

atualmente praticado.
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§ 37 M Atividade especifica da enzima imobilizada
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Técnicas de imobilizacao*

Figura 14: Atividade especifica da enzima livre adicionada ao suporte e da enzima
imobilizada, nas diversas imobilizacdes em quitina.
*Técnicas de imobilizacdo:
A — papaina comercial a 100 mg/mL em quitina ndo-tratada
B — papaina comercial a 100 mg/mL + polietilenoimina a 0,1% em quitina ndo-tratada
C — papaina comercial a 100 mg/mL + polietilenoimina a 0,5% em quitina ndo-tratada
D — papaina comercial a 100 mg/mL em quitina tratada com glutaraldeido a 2%
E — papaina comercial a 100 mg/mL + polietilenoimina a 0,1% em quitina tratada com
glutaraldeido a 2%
F — papaina comercial a 100 mg/mL + polietilenoimina a 0,5% em quitina tratada com
glutaraldeido a 2%
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Ademais, a metodologia que obteve o melhor desempenho (6,04% de
rendimento) deveria ter sua atividade catalitica reutilizada apenas 16 vezes para, ao
menos, abater os custos com a enzima, caso se assumisse que a mesma nao pudesse ser
reaproveitada do sobrenadante e da dgua utilizada para a retirada do seu excesso do
suporte, o que ndo € verdade. No entanto, como nao foi feita a reutilizacdo da enzima
imobilizada em suportes sélidos, ndo é possivel afirmar que as perdas com o processo
poderiam ser compensadas pela eficiéncia da técnica por meio dos métodos de
reutilizagdo.

Essa pesquisa sugere que novos estudos devem ser feitos para se reaproveitar a
enzima ndo imobilizada no suporte, tornando a tecnologia mais vidvel
economicamente. Além do mais, torna-se indispensdvel a elaboracdo de solugdes que
contemplem um aumento na eficiéncia ou rendimento da imobilizacdo, minimizando a
perda de atividade enzimadtica durante ou apds 0 processo.

O emprego de quitosana como suporte para a imobilizacdo seria uma opcao na
tentativa de se aumentar a quantidade de enzima adsorvida ao suporte. A quitosana, que
€ um polimero policatidnico derivado da propria quitina, tem maior afinidade por
proteinas que sua precursora, por apresentar um maior nimero de grupos amina livres
reativos em sua molécula (HIRANO, 1996; MONTEIRO-JUNIOR; AIROLDI, 1999).
SPAGNA et al. (1998), que realizaram imobilizagdes em quitosana, conseguiram um
rendimento médio de adsor¢do da enzima de 25% a 30%, por exemplo. No entanto,
essa maior quantidade de grupos amina livres reativos e, sobretudo, o menor teor de
grupos N-acetil (< 40%), também confere maior solubilidade a quitosana em solugdes
com pH abaixo de 6,5 (KNORR, 1983; ANTHONSEN et al., 1993; YAZDANI-
PEDRAM; LAGOS, 1995). Essa propriedade ndo é desejavel, uma vez que o meio de
tratamento do fermento possui pHs baixos, que gira em torno de 2,0 no tratamento
acido e cerca de 4,5 a 5,0 nas dornas (BOVI; MARQUES, 1983), e a insolubilidade do
suporte € uma condi¢do imprescindivel para o sucesso da aplicacdio da enzima
imobilizada. Nesse caso, realiza-se um tratamento da quitosana com glutaraldeido ou
tripolifosfato para promover a formagao de ligacdes intercruzadas entre as moléculas e,
conseqiientemente, a reducdo da solubilizagdo em meios dcidos (COCHRANE et al.,

1996; OSWALD et al., 1998; KRAJEWSKA, 2004).
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Mesmo assim, foi conduzido um ensaio de desflocula¢do, empregando-se 2 g de
suporte por taca de fermento (50 mL), cujos resultados estdo na tabela 11 e na figura
15. Nesse caso, utilizou se quitina nao-tratada com glutaraldeido, a qual permaneceu
em contato com papaina comercial a 100 mg/mL por 2 h. Esse foi o protocolo de
imobilizacdo escolhido por ter apresentado a maior atividade no suporte, apds a
imobiliza¢do. Pela pequena quantidade de suporte utilizado no ensaio, o fermento
tratado com a enzima imobilizada n3o apresentou diferencgas significativas para p <
0,05, em relacdo ao controle (sem tratamento). Com 120 minutos de reacdo, tanto o
fermento tratado com a enzima imobilizada quanto o controle, apresentaram cerca de
5% de desfloculagdo, enquanto que o fermento tratado com papaina comercial livre a
4mg/mL apresentava mais de 60% de desfloculacdo. Esses resultados ja eram
esperados, pois, nas condi¢cdes determinadas pela imobilizacdo, seriam necessarios
cerca de 7,5 g de suporte para cada mL de fermento para uma satisfatéria

desfloculagdo, o que € invidvel, como ja supracitado.

Tabela 11: Efeito da papaina comercial livre a 4 mg/mL e imobilizada em quitina ndo-
tratada (protocolo “A” — tabela 1), na desfloculacdo celular de S. cerevisiae floculado.

Tempo Turbidez .(6~00nm) o

Tratamento . Repeticoes Média + SD
(min.)
1 2 3

controle 15 13,70 14,60 14,05 14,12 + 0,45
(sem 40 16,00 16,50 16,75 16,42 +£ 0,38
tratamento) 70 16,50 15,85 16,25 16,20 £ 0,33
120 17,50 17,30 16,90 17,23 £ 0,30
papaina 15 12,25 12,85 11,40 12,16 £ 0,73
comercial livre 40 26,90 21,55 25,57 24,67 + 2,78
(4 mg/mL) 70 69,30 70,35 73,95 71,20 + 2,44
120 75,80 82,05 76,70 78,18 £3,38
papaina 15 11,50 14,10 14,50 13,37 £ 1,63
imobilizada 40 17,45 16,80 16,75 17,00 £ 0,39
em quitina' 70 17,25 15,90 16,25 16,47 £0,70
(protocolo “A”) 120 18,45 17,90 18,20 18,18 £ 0,27

' Utilizados 2 g de suporte por taca (50 mL)
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Figura 15: Porcentagem de desfloculacdo celular do fermento de destilaria em fungdo
do tratamento com papaina comercial livre (4 mg/mL) e papaina imobilizada (sem
polietilenoimina) em quitina ndo tratada com glutaraldeido (2 g de suporte), com 120
minutos de reagdo.

6.5. Imobilizacao da papaina em celulose de bagaco de cana

Os dados referentes as atividades totais de cada etapa da imobilizacdo
enzimdtica em celulose estdo apresentados na tabela 12. A quantidade total de proteinas
da solucdo aplicada ao suporte e das solucdes remanescentes (incluindo a dgua utilizada
para a retirada do excesso de solucdo) também foi quantificada, e, por diferenca,
determinou-se a concentracao de proteinas adsorvidas ao suporte, que foi de 0,435 mg
de proteina por grama de celulose, o equivalente a 0,0435% da massa do suporte, que é
um valor extremamente baixo se considerarmos alguns dados da literatura, tais como os
de LI et al. (2007), que conseguiram reter cerca de 2,3% (em relacdo a massa de
suporte) de papaina em celulose sob a forma de algoddo industrializado. A baixa

quantidade de proteinas aderidas ao suporte pode ter sido conseqiiéncia de um possivel

insucesso na etapa de oxidacdo do bagaco, que € realizada para a formacdo dos grupos
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aldeido reativos na molécula de celulose (item 4.4.2), os quais niao foram quantificados

nesse trabalho.

Tabela 12: Atividade total da papaina em vdrias etapas durante o processo de
imobilizacdo em celulose.

Etapa Atividade total da papaina (U)*
Solucdo de enzima antes da imobilizacao
(30mL) 440,01
Solugdo enzimdtica remanescente removida
. . - 199,41
apo6s o processo de imersao (17mL)
Enzima ndo-imobilizada na dgua utilizada p/ 5

retirada de excesso de solugdao (100mL)
Enzima imobilizada (10g de suporte)b 1,5

* Os valores representados sdo as médias de trés determinagdes
® Foi utilizado 1 g de celulose em massa seca. O valor indicado na tabela refere-
se a massa de suporte em base umida.

Ademais, o rendimento da atividade enzimdtica e o rendimento simplificado,
calculados com os dados da tabela 12 pelas equacdes [1] e [2], respectivamente,
apresentadas no item 5.4, foram de 0,64 e 0,34%. Esses valores contrastam com o
rendimento da atividade conseguido por VARAVINIT et al. (2002), que foi de 44%,
trabalhando com a-amilase termoestdvel. Isso indica que houve perda da atividade total
da enzima imobilizada, durante ou apds o processo de imobiliza¢do. Por outro lado,
levando-se em conta a diminuta quantidade de proteina aderida ao suporte, a atividade
especifica da enzima imobilizada (3,45 U/mg) foi maior que a da enzima livre
adicionada ao suporte (2,93 U/mg). Isso também ocorreu em uma das imobilizagdes em
quitina (item 6.4) e, da mesma forma, pode ser justificado pelo fato da técnica ter,
possivelmente, eliminado algumas impurezas da solu¢do enzimatica selecionando,
preferencialmente, mais moléculas de enzima para a imobiliza¢cdo, como um processo
de purificac@o. Isso eliminaria também o problema de uma possivel inibi¢do da enzima
por moléculas presentes na amostra original que, como determinado neste trabalho,
apresentou um grau de pureza muito baixo. Além disso, sabe-se que a imobilizagao

promove uma maior estabilidade a molécula de enzima, minimizando a perda de sua
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atividade catalitica por fatores externos (MOZHAEV; MARTINEK, 1990;
MOZHAEYV, 1993; ZABORSKA, 1995).

No entanto, apesar de as atividades especificas apresentadas apontarem para um
possivel resultado positivo, caso a técnica seja aperfeicoada, o baixo rendimento
apresentado, assim como nas imobilizacdes em quitina, ndo € suficiente para justificar a
utilizacdo da metodologia em escala industrial atualmente. Além do mais, nessas
condi¢cOes, seriam necessarios mais de 5 g de suporte com enzima imobilizada para
cada mL de suspensdo de fermento floculado a ser tratado, quantidade invidvel nas
condic¢des do ensaio de desfloculagdo proposto nesse trabalho. Nesse caso, a otimizagao
da técnica de imobilizacdo, visando, sobretudo, uma maior adesdo de moléculas de
enzima ao suporte, € imprescindivel para sua aplica¢do na industria.

Ainda assim, foi conduzido um ensaio de desfloculagdo, utilizando-se 2 g de
suporte por taca de fermento (50 mL), cujos resultados estdo na tabela 13 e na figura
16. Como era esperado, ndo houve desfloculagdo do fermento por parte da enzima
imobilizada, a qual ndo apresentou resultados significativos em relagdo ao controle para
p < 0,05, mesmo no tempo maximo da reacdo (120 minutos), quando a enzima
imobilizada alcangou apenas 1,14% de desfloculagdo. O inverso ocorreu com a papaina
comercial livre a 4 mg/mL, que atingiu praticamente a total desfloculacio (98,64%) em

120 minutos de reacgdo.
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Tabela 13: Efeito da papaina comercial livre a 4 mg/mL e imobilizada em celulose
(bagaco de cana), na desfloculacdo celular de S. cerevisiae floculado.

Tempo Turbidez .(600nm) o
Tratamento . Repeticoes Média + SD
(min.)
1 2 3
controle 15 11,50 11,55 11,85 11,63 + 0,19
(sem 40 12,20 12,45 12,30 12,32 +0,13
tratamento) 70 12,05 12,25 12,50 12,27 £0,22
120 12,05 11,70 12,70 12,15+ 0,51
papaina 15 10,50 10,30 10,55 10,45 + 0,13
comercial livre 40 74,52 70,65 67,05 70,74 + 12,45
(4 mg/mL) 70 92,70 119.4 105,2 105,8 £ 13,36
120 115,2 120,6 119,8 118,5+291
papaina 15 11,55 11,65 12,00 11,73 £ 0,24
imobilizada 40 11,75 12,25 12,35 12,12 £ 0,32
em celulose' 70 11,90 12,15 12,20 12,08 £ 0,16
(bagaco de cana) 120 13,50 12,95 13,25 13,23 +£0,27

! Utilizados 2 g de suporte, em base timida, por taca (50 mL)
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Figura 16: Porcentagem de desfloculacdo celular do fermento de destilaria em funcdo
do tratamento com papaina comercial livre (4 mg/mL) e papaina imobilizada em
celulose (2 g de suporte — base imida), com 120 minutos de reagao.
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6.6. Reciclo da enzima solivel na suspensio de leveduras para desfloculacao
celular

A estabilidade da papaina livre, bem como a estabilidade dessa enzima
associada ao dodecil sulfato de sédio (SDS), foi testada considerando-se o nimero de
vezes que essas solu¢des enzimdticas conseguiram desflocular completamente varios
lotes de fermento floculado. Dessa forma, o fermento floculado foi tratado com uma
solugdo de papaina comercial a 4 mg/mL (tratamento 2) e com solugdo de papaina
comercial a 4 mg/mL com SDS a 10 pg/mL (tratamento 3), com os quais foram
alcancados 14 ciclos de reutilizacdo da atividade desfloculante da papaina, como
mostrado resumidamente nas tabelas 14a e 14b e na figura 17.

Os ciclos foram conduzidos até que se observasse a completa desfloculagdo do
fermento ou que se chegasse proximo disso, o que, de uma forma geral, ocorreu em
apenas 15 minutos de reacdo até o oitavo ciclo. Excecdo feita no terceiro ciclo, quando
o experimento teve de ser conduzido até 40 minutos, uma vez que, com 15 minutos de
reacdo, obteve-se apenas 56,7 e 60% de desfloculacio com os tratamentos 2 e 3,
respectivamente, embora a diferenca destes em relacdo ao controle ja se mostrasse
bastante significante (ANOVA F=22,062 e Tukey p<0,01). Situagdes semelhantes
ocorreram a partir do nono ciclo, mostrando que, a partir desse ponto, a estabilidade da
atividade enzimética comega a diminuir, mesmo com a reposi¢cao do volume de solugdo
enzimdtica perdido a cada ciclo. Tal reposicao foi de 4,95 e 4,13% por ciclo, em média,
para os tratamentos 2 e 3, respectivamente, em relacdo ao volume final original da
suspensdo.

No décimo segundo ciclo, a reacdo teve de ser conduzida até 70 minutos para se
obter uma completa desfloculagdo do fermento, enquanto que, nos ciclos subseqiientes,
a reacdo foi conduzida até 120 minutos, tempo maximo em que o fermento permanece
no pé-de-cuba para o tratamento 4cido nas destilarias (BOVI; MARQUES, 1983).
Dessa forma, o ensaio finalizou-se no décimo quarto ciclo, quando as solucdes
enzimadticas referentes aos dois tratamentos nao foram mais capazes de desflocular
completamente o fermento no tempo maximo de 2 h de reacdo, alcangando apenas
61,45 e 68,18% de desfloculacdo para os tratamentos 2 e 3, respectivamente. Além do
mais, a diferenca da turbidez dos sobrenadantes dos fermentos tratados em relacio ao

controle nao foi significante para p < 0,05 (ANOVA F=2,774), mostrando que as
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solucdes enzimdticas de ambos os tratamentos perderam a atividade no décimo quarto
ciclo de desfloculacao do fermento.

Ademais, pode-se observar que o tratamento 3, o qual empregava 10 ug/mL de
SDS, teve um desempenho ligeiramente maior que o tratamento 2, na maioria das
vezes. No entanto, nenhuma diferenca de turbidez entre os dois tratamentos foi
significativa estatisticamente para p < 0,05, ndo justificando, portanto, a utilizacdo do
SDS no processo. As figuras 18, 19, 20 e 21 mostram o grau de flocula¢do do fermento

em alguns dos ciclos, em fun¢do do tratamento utilizado.

Tabela 14a: Efeito das solucdes de papaina comercial a 4 mg/mL (tratamento 2) e de
papaina comercial a 4 mg/mL com SDS a 10 pg/mL (tratamento 3), na desfloculacdo
celular de S. cerevisiae floculado, em funcdo do nimero de ciclos de reutilizacdo das
solucdes (ciclos 0 a 9).

, Tempo de Turbidez (600nm)*
Niimero de ~ b
ciclos reacao Tratamento
(min.) 1 2 3
0 15 23,80 £ 0,87 126,4 £4,98 122,6 £1,22
1 15 30,54 £ 1,72 122,7 £ 14,22 109,4 £ 10,85
2 15 20,47 + 3,14 110,8 £ 6,87 125,8 £ 10,82
3 15 35,70 £ 1,23 73,26 + 14,35 83,34 £ 7,04
40 58,37 £1,44 119,9 £ 12,12 140,1 £ 19,66
4 15 31,06 £4,93 117,2 £23,38 127,1 £ 15,86
5 15 24,31 £ 1,57 109,1 + 3,63 122,2 £5,38
6 15 23,37 £1,22 106,4 7,17 116,3 £9,00
7 15 18,06 £ 1,01 136,7 £7,90 141,9 £5,21
8 15 29,40 £ 5,93 162,4 £5,30 163,3 £5,21
9 15 15,30 £ 0,90 75,80 £ 9,54 78,15 + 6,58
40 19,00 £ 0,76 113,6 £2,19 127,8 £17,23

* Os valores representados sao a média de trés determinacgdes (+ SD)

® Tratamento: 1. Controle (sem tratamento)

2. Solucdo de papaina comercial a 4 mg/mL
3. Solugdo de papaina comercial a 4 mg/mL + SDS a 10 ug/mL
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Tabela 14b: Efeito das solucOes de papaina comercial a 4 mg/mL (tratamento 2) e de
papaina comercial a 4 mg/mL com SDS a 10 ug/mL (tratamento 3), na desfloculagio
celular de S. cerevisiae floculado, em fung¢do do numero de ciclos de reutilizacdo das
solugdes (ciclos 10 a 14).

. Tempo de Turbidez (600nm)*
Nimero de ~ b
ciclos reacao Tratamento
(min.) 1 2 3
10 15 27,70 £2,40 68,65 +£7,70 71,91 £ 10,86
40 42,15+ 3,13 112,7 +12,19 122,0 +4,77
11 15 26,67 1,53 22,69 + 3,50 20,64 +3,76
40 28,28 £ 6,76 112,1 8,59 116,2 + 13,35
15 49,21 £15,63 66,09 £ 3,86 79,00 £ 16,25
12 40 47,81 +£0,52 87,82 + 8,30 78,10 £ 8,08
70 27,19 £ 3,21 121,8 £ 6,25 113,4 £0,99
15 43,90 + 1,64 4191 +3,91 44,01 +£5,08
13 40 54,83 £ 6,48 65,05 £5,77 71,49 + 6,39
70 53,80 4,01 76,51 £ 6,91 105,2 +6,72
120 78,09 + 3,00 113,77 £7,02 123,8 + 14,88
15 61,17 +7,54 38,28 £21,54 18,20 + 6,65
14 40 37,54 +2,10 32,27 +3,76 28,09 +5,42
70 25,36 £9,19 41,43 £16,90 28,67 +1,23
120 36,73 +5,61 78,37 + 30,22 85,64 + 36,26

* Os valores representados sdo a média de trés determinacdes (+ SD)

® Tratamento: 1. Controle (sem tratamento)

2. Solucdo de papaina comercial a 4 mg/mL
3. Solugdo de papaina comercial a 4 mg/mL + SDS a 10 ug/mL
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Figura 17: Porcentagem de desfloculagdo da suspensdo de fermento floculado de destilaria
a 30% (m/v), tratada com solugdes de papaina comercial a 4 mg/mL e de papaina comercial
a 4 mg/mL com dodecil sulfato de sédio (SDS) a 10 pg/mL, em vdrios ciclos de
reutilizacdo da atividade catalitica da enzima.
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Figura 18: Fotografia do fermento tratado com papaina comercial a 4 mg/mL (B) e
papaina comercial a 4 mg/mL + SDS a 10 pg/mL (C) em 15 minutos de reacdo, no
ciclo 0. A = controle.

Figura 19: Fotografia do fermento tratado com papaina comercial a 4 mg/mL (B) e
papaina comercial a 4 mg/mL + SDS a 10 pg/mL (C) em 15 minutos de reagdo, no
ciclo 4. A = controle.
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Figura 20: Fotografia do fermento tratado com papaina comercial a 4 mg/mL (B) e
papaina comercial a 4 mg/mL + SDS a 10 pg/mL (C) em 40 minutos de reacdo, no
ciclo 10. A = controle.

Figura 21: Fotografia do fermento tratado com papaina comercial a 4 mg/mL (B) e
papaina comercial a 4 mg/mL + SDS a 10 pg/mL (C) em 120 minutos de reag@o, no
ciclo 14. A = controle.
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Tal método pode ser aproveitado na industria, guardando-se as devidas
proporcdes e ajustes. E possivel se realizar um tratamento enzimatico da mesma forma
que se faz o tratamento acido (nas dornas de tratamento do fermento ou “pé-de-cuba”) e
efetuar a recuperagdo dessa enzima por meio de uma centrifugagdo, na qual se separaria
o fermento do liquido de suspensdo, onde estd dissolvida a enzima, para seu
reaproveitamento em outro lote de fermento floculado. Todavia, as centrifugas
industriais ndo conseguem separar toda a massa Umida de fermento do liquido de
suspensao, o que implicaria em uma perda maior de enzima em cada centrifugacao.

A suspensdo de fermento que chega a cuba de tratamento (chamada, na
inddstria, de “creme de fermento”), proveniente da centrifugacdo do vinho levurado
(mosto fermentado com leveduras, oriundo das dornas de fermentacdo), tem uma
concentracdo aproximada de 14% de sélidos (fermento em massa seca). Ao chegar a
cuba de tratamento, € adicionada a essa suspensdo uma solu¢do que, no tratamento
atual, se constitui basicamente de dgua e H,SO,. Pela técnica proposta neste trabalho,
essa solucdo seria substituida por uma solugdo enzimdtica tamponada. Visto que a
adicdo dessa solugdo se faz numa proporc¢ado de 2:1 (solugdo:suspensdo de fermento), a
concentracdo de sélidos na suspensdo cai para aproximadamente 4,7% na cuba onde se
processa o tratamento. Terminado o tratamento com a completa desfloculacdo das
leveduras, essa suspensdo seria novamente centrifugada para separar a solucdo
enzimdtica (que seria reutilizada em um novo lote de fermento floculado) da suspensao
de células. Contudo, as centrifugas industriais utilizadas nesse processo ndo sao capazes
de separar totalmente o fermento do liquido de suspensdo. Nesse caso, separam do
liquido (fase leve) uma suspensdo com, no maximo, 14% de sélidos (fase pesada).
Sendo assim, do volume total de suspensdo retirada da etapa de tratamento, apenas
cerca de 66% do volume total (ou 70% do volume total de liquido, sem contar os
sOlidos) seria recuperado, sob a forma de solu¢do enzimdtica, para a sua imediata
reutilizagdo na cuba. O restante desse volume (aproximadamente 33% do volume total,
ou 30% do volume de liquido) iria para as dornas de fermentacdo como suspensao de
fermento (a qual ainda conteria parte da enzima).

No entanto, essa solu¢do enzimdtica que sai junto com o fermento para as
dornas de fermentacdo ndo seria totalmente perdida, uma vez que ela ainda

permaneceria no processo. Posteriormente, parte dessa soluc@o retornaria para a cuba
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de tratamento juntamente com o fermento, que € centrifugado ao término da
fermentacdo. Dessa forma, as perdas com a solu¢do enzimdtica se resumiriam a
aliquota que sai do processo juntamente com o vinho delevurado (sobrenadante da
fermentagdo), o qual vai para a destilacdo. Esse valor pode ser calculado por meio da

seguinte equagao:

[3] Perda final de solucao por ciclo (%) =100 x A x (1 —B)

Na qual A € a taxa de liquido perdida para a dorna apds a centrifugacdo da
suspensdo oriunda da cuba de tratamento e B é a taxa liquido recuperada com o
fermento, apds a centrifugacao, no final do processo de fermentagao.

O vinho levurado que vai para as centrifugas, apés a fermentagcdo, tem uma
concentracdo aproximada de 3,7% de s6lidos. Como ja discutido, considerando que a
centrifuga utilizada nesse processo permite a separacdo da fase pesada (que contém o
fermento) com uma concentragdo mdxima de 14% de solidos, cerca de 73,6% do
volume total (ou 76,4% do volume de liquido) do vinho levurado sai como fase leve e
vai para a destilaria. Aproximadamente 26,4% do volume total de vinho levurado
(considerando o volume de sélidos), ou 23,6% do volume de liquido retornam para a
cuba de tratamento. Assim, a perda final do volume de solu¢do de enzima aplicada a
cada ciclo, de acordo com a equagdo [3], seria de aproximadamente 23%. A

representacao esquematica desse processo pode ser observada na figura 22.
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Figura 22: Fluxograma simplificado do reciclo de enzima soldvel para o tratamento de
leveduras na industria de alcool.
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E evidente que o tratamento enzimdtico tem um custo maior que o tratamento
acido, que € bastante econdmico (menos de R$1,00 o quilo de acido concentrado). Essa
técnica, no entanto, seria utilizada em casos nos quais o tratamento &cido ndo €
suficiente ou ineficiente. Isso ocorre quando as leveduras apresentam uma floculacdo
superior a 80%. Nesses casos, um tratamento enzimdtico seria fundamental, pois o
tratamento dcido nessas condicdes nao € eficaz, j& que um aumento da acidez, com
conseqiiente diminui¢dao do pH até valores de 1,9 a 2,0, além de nio remover os flocos,
prejudica a viabilidade do fermento, a qual ja estd comprometida. Além das vantagens
do uso de enzimas nessas condi¢des quanto a sensibilidade do fermento a acidez, ha
também o fato de que cada célula que foi desfloculada enzimaticamente se mantera
livre na suspensdo, independente do pH. Em outras palavras, o fermento desfloculado
pela agdo enzimatica ndo voltara a flocular (NISHIHARA, 1977), o que contribui para a

reversdo do problema a curo prazo.
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7. CONCLUSOES

7.1. Concentragdes de papaina necessdrias para a desfloculagdo completa do fermento

ndo afetam a viabilidade das leveduras.

7.2. O glutaraldeido afeta a atividade proteolitica da papaina em qualquer
concentracdo maior ou igual a 0,05%, mesmo com pouco tempo de contato. Da mesma
forma, concentracdes maiores ou iguais a 1% de polietilenoimina interferem na

atividade proteolitica da papaina.

7.3. As técnicas de imobilizacdo de papaina em quitina testadas apresentaram uma
reduzida concentracdo de proteinas aderidas ao suporte (com excecdo daquelas que
utilizaram quitina tratada com glutaraldeido), bem como um rendimento muito baixo,
dificultando a aplicac@o da técnica em escala industrial. Esses resultados, no entanto,
sugerem a utilizagdo de outros suportes que podem apresentar maior eficidcia no

Pprocesso.

7.4. O maior rendimento de atividade da enzima imobilizada se deu com a quitina
tratada apenas com solucdo de papaina e polietilenoimina a 0,1%. A maior atividade
total no suporte, bem como a maior atividade especifica, ocorreu com a imobilizagdo da

papaina em quitina nao-tratada.
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7.5. O glutaraldeido aderido ao suporte, mesmo depois de lavado, leva a inativagao da

atividade da papaina.

7.6. A imobilizacdo em celulose tratada com acido periddico, nas condigdes avaliadas
também apresenta um baixo rendimento de atividade proteolitica no suporte, o que

inviabiliza sua utilizacdo em escala industrial.

7.7. A utilizacdo papaina solivel na suspensdo de leveduras e recuperada por
centrifugacdo provoca a total desfloculagdo do fermento de usina por 14 vezes. Essa

técnica deve ser avaliada em estudos futuros para possivel aplicacao industrial.

7.8. O SDS ndo potencializou a desfloculacio do fermento de destilaria quando

associado ao tratamento com papaina.
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