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temperatura mesdfi Ia e com fornecimento de oxigénio em quanttdade

também descritas composigoes de limpeza compreendendo as refendas
. amilases. ’
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Relatorio Descritivo
PROCESSO DE PRODUCAO DE AMILASE TERMOESTAVEL E
COMPOSICOES PARA LIMPEZA

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengao refere-se genericamente a enzimas industriais € a processos
para sua produgdo. Mais especificamente, refere-se a produgdo de uma amilase
termoestavel produzida a partir de um fungo filamentoso de linhagem CBiot-UFRGS
com crescimento em processo submerso em batelada, batelada alimentada ou continuo,
utilizando como meio de produgdo composto contendo uma ou mais fonte de nitrogénio
e carbono, além de sais minerais e complementos nutricionais. O processo € realizado
em biorreator com temperatura meséfila e com fornecimento de oxigénio ao sistema de
producdo acima da concentragio inibitéria minima durante todo o processo. O produto
apos separacdo do micélio e concentrado é estavel em surfactantes e em outros produtos
utilizados em formulagdes para uso industrial em detergentes e outras aplicagdes

industriais.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

As enzimas sdo biocatalisadores cuja excepcional capacidade catalitica tem

atraido a ateng@o daqueles que atuam na industrial. As enzimas estdo presentes em todos
0s sistemas biol(’)gvicos. Sdo moléculas bioldgicas, e quando degradadas sdo
reaproveitadas como aminoacidos. Agem em matérias-primas renovaveis, como frutos,
cereais, leite, g&fduras, carne, algoddo, coufo, madeira e indimeros outros. Sendo
originalmente produzidas para atuar em células vivas, mantém a atividade em pressio
atmosférica e em condigdes moderadas de temperatura e pH. A maioria das enzimas
possui uma atividade maxima a temperaturas de 30 a 70°C em pH proximo ao neutro.
As enzimas de origem microbiana sdo utilizadas no processamento de alimentos,
manufatura de detergentes, téxteis, industria farmacéutica e terapéutica. O uso
diversificado das enzimas se deve a sua caracteristica de atuar como biocatalizadores.
Entretantb, enzimas produzidas por diferentes microrganismos, com a¢do’ idéntica

variam significativamente nas condigdes otimas de suas reagdes. Por isto, é necessario
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encontrar microrganismos que produzam enzimas para substratos especificos, com
variag0 no espectro de temperatura e pH de diferentes processos de produgéo.

Quase todas as enzimas industriais originam-se de microrganismos. Um
determinado microrganismo pode sintetizar mais de mil enzimas diferentes. Um periodo
longo de experimentagdo laboratorial € necessario para se isolar o melhor
microrganismo produtor de um tipo particular de enzima. Quando este microrganismo
adequado é encontrado, inicia-se a segunda etapa de pesquisa. O microrganismo deve
ser “domesticado” de forma a produzir a enzima desejada com alto rendimento. A
técnica de bioprocesso tornou possivel a producgdo de enzimas por microrganismos, de
forma economicamente viavel e em quantidades virtualmente ilimitadas. O produto
final de um bioprocesso é uma mistura contendo uma série de enzimas.

As amilases, produzidas por fungos ou bactérias, sdo hidrolases capazes de
degradar especificamente as ligagoes glicosidicas do amido (amilose, amilopectina) e de
seus produtos de degradagdo (maltodextrinas) até o estagio de oligossacarideos ou
monossacarideos. Sdo amplamente distribuidas entre 0s microrganismos, animais e
vegetais, onde estdo presentes em varios processos biologicos tais como a digestdo de
alimentos por animais € microrganismos € a germinag¢do e maturagdo de grios. Sdo
amplamente empregadas na industria, para despolimerizagdo do amido originando
substratos que sdo importantes na preparagdo de xaropes de glicose, maltose ou mistos,
panificagdo, cervejaria, produgdo de etanol e na formulagdo de detergentes, onde sdo
utilizadas para a rem{océ’to de residuos de alimentos ricos em amido. Segundo seu modo
de agdo sobre a molécula de amido sdo classificadas em o-amilases, B-amilases,
glicoamilases, isoamilases, pululanases e ciclodextrinas glicosiltransferases.

As oa-amilases (1,4-a-glicano-glicohidrolases EC 3.2.1.1) s3o endoenzimas
extracelulares que hidrolisam aleatoriamente ligagdes a-1,4 no interior da molécula de
amido, sem hidrolisar as liga¢des a-1,6. A hidrélise do amido por estas enzimas origina
uma mistura de glicose, maltose e amilopectina, ou seja, oligossacarideos ramificados e
ndo ramificados que contém liga¢Ges a-1,6.

As B-amilases (o-1,4-glicano-maltohidrolases EC 3.2.1.2) sdo endoenzimas,
usualmente sintetizadas por plantas superiores, entretanto, alguns microrganismos tais

como Bacillus polymyxa, Bacillus cereus, Bacillus megaterium e algumas espécies de
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Streptomyces € Rhizopus japonicus, também as produzem. As enzimas produzidas por
microrganismos possuem uma grande resisténcia a temperaturas altas (> 70°C), sendo
esta resisténcia maior do que as P-amilases isoladas de plantas. Atuam retirando
unidades de maltose na forma B-anomérica das extremidades ndo redutoras das
moléculas de amido. Na molécula de amilose obtém-se como resultado final & maltose
quase pura. Entretanto, como nio possui a¢do sobre ligagdes a-1,6 da amilopectina, a
reagdo de deplecdo do amido termina dando origem a fragmentos de polissacarideos
conhecidos como B-dextrinas.

As glicoamilases (a-1,6-glicano-glicohidrolases) (E.C.3.2.1.3) s@o exoenzimas
que atuam sobre ligagdes a-1,4 da extremidade ndo redutora do amido e da
amilopectina, retirando monémeros a partir da extremidade da molécula. As moléculas
de maltose também sdo hidrolisadas, porém, muito lentamente. Assim, glicose, maltose
e uma quantidade de dextrinas s&o obtidas a partir do amido.

As isoamilases (glicogénio 6-glicanohidrolase, EC 3.2.1.68) hidrolisam a
ramifica¢do do amido liberando glicose e maltose. Sua a¢do ocorre nas ligagdes a-1,6
das amilopectinas, glicogénio e em algumas dextrinas ramificadas e oligossacarideos.
Entretanto, estas enzimas néo hidrolisam as ligagdes a-1,6 da pululana e de B-dextrina
limite. Esta caracteristica foi atribuida a sua baixa afinidade por cadeias laterais curtas
da molécula de amido.

As pululanases (a-dextrina 6-glicanohidrolase, E.C. 3.2.1.41) atuam diretamente
sobre a amilopectina hidrolisando as ligagGes a-1,6. Atuam também sobre as ligagGes
a-1,6 da pululana que, por sua vez, sdo separadas por trés ligagdes glicosidicas do tipo
a-1,4 liberando moléculas de maltotriose.

As ciclodextrinas glicosiltransferases (EC 2.4.1.19), ciclodextrinases, hidrolisam
o amido e outras glicanas com ligagdes a-1,4, formando estruturas circulares
(ciclodextrinas) unidas por ligagdes glicosidicas do tipo a-1,4. Sdo geralmente enzimas
extracelulares, encontradas principalmente em microrganismos. As ciclodextrinas sdo
maltoligosacarideos ciclicos com 6 a 12 unidades de glicose, porém, as mais estaveis
possuem 6, 7 ou 8 unidades. Caracteriza-se pela presenca de uma cavidade interna

hidrofobica, revestida por grupos CH e uma superficie externa hidrofilica. Estas
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caracteristicas fazem com que as ciclodextrinas possuam capacidade de atuar como
encapsuladoras, abrigando em seu interior pequenas moléculas hidrofébicas ou partes
hidrofébicas de moléculas maiores. Esta protegio faz com que as moléculas labeis
adquiram uma estabilidade térmica e quimica. Entre as vantagens industriais das
ciclodextrinas destaca-se a estabilizacdo de cores, sabores, aromas ¢ emulsdes € a
transformag@o de aditivos liquidos em pos.

Muitos setores industriais utilizam enzimas. A industria de detergentes,
contendo enzimas, sdo atualmente as maiores consumidoras destes biocatalizadores.

Também a industria de alimentos situa-se entre aquelas que apresentam maior
demanda por enzimas em seus processos. As areas de panificacdo e biscoitaria, de
produgdo de laticinios e de processamento de carnes e couros utilizam grande numero
de enzimas, com destaque para proteases, lipases e amilases. Isto constitui por si s6 em
demanda suficiente por pesquisas que visem o desenvolvimento de processos em que a
moderna tecnologia enzimatica seja implementada e aperfeigoada.

Enzimas de origem microbiana sdo preferidas as enzimas de plantas e animais,
uma vez que possuem a maioria das caracteristicas desejadas para aplicagdo em
biotecnologia, ndo apresentando limitagdo de produgdo, tampouco sazonalidade, além
de contornar o problema de limitagdo do uso de enzimas de origem animal, devido a
barreiras de carater sanitario. A utilizagdio de enzimas na indudstria estd em grande
crescimento, sendo empregadas cada vez mais em diversos seguimentos.

No ambito industrial, as amilases despontam como enzimas com ampla
aplicagdo, uma vez que a hidrdlise do amido é a etapa inicial em processos que podem
ser tdo diversos quanto a produgdo de etanol, de adogantes e xaropes, de acetona e
butanol, bebidas, etc. Tradicionalmente esse processo se faz com acidos, mas enzimas
apresentam grandes vantagens, que véo desde aquelas inerentes a propria diversidade e
aos produtos gerados, até os aspectos referentes a qualidade, rendimento e pureza dos
produtos formados. De modo geral, o processamento do amido passa pelas seguintes
etapas: moagem do grdo, ruptura e gelatiniza¢do do amido por tratamento térmico, até
cerca de 80°C, e liquefagado por amilases.

Diversas enzimas de uso industrial sdo disponiveis atualmente, mas a crescente

demanda por tais insumos tem gerado intensa atividade de pesquisa para o
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desenvolvimento de enzimas alternativas. O desenvolvimento de novas fontes e de
enzimas com caracteristicas vantajosas em relacdo as atualmente disponiveis é,
portanto, de elevado interesse. Neste contexto, os presentes inventores desenvolveram
um processo de produgdo de amilases de uso industrial, sendo a referida amilase
denominada HM2003 e produzida por uma espécie de Aspergillus, de linhagem isolada
pelo Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CBiot-
UFRGS). A amilase da presente invengdo apresenta grande termoestabilidade,
estabilidade satisfatoria para uso em detergente e outras aplicagdes industriais. Além
disso, a presente invengdo proporciona as seguintes caracteristicas vantajosas.
1) A atividade enzimatica de amilase termoestavel superior a 100 U em cada
mL de mosto de crescimento antes do processo de concentragdo, determinada
a temperatura de 42°C em pH 6,0, utilizando método sacarificante € como
substrato amido solavel 1%,
2) O rendimento enzimatico de amilase termoestavel superior a 5 U para cada
mg de meio utilizado;
3) A produtividade enzimaética de amilase termoestavel superior a 5 U por hora
de bioprocesso;
4) A atividade enzimatica de amilase termoestavel na faixa de pH de 3,5 a 7,5;
5) A temperatura de atividade 6tima entre 50 e 60°C;
6) A manutengdo de atividade enzimatica de amilase acima de 50% apds 100
horas a temperatura de 53°C;
7) Mesma atividade de hidrélise sobre amido de mandioca, milho, arroz, batata
¢ amilopectina;
8) Aumento de atividade enzimética de amilase termoestavel em pelo menos
50% em formulagdo contendo 1,5% de surfactante Nonil Fenol etoxilado
6M;
9) Nenhuma perda de atividade enzimética de amilase termoestavel em
formulagdo contendo 15% de surfactante Nonil Fenol etoxilado 9,5M;
10) Aumento de atividade enzimatica de amilase termoestavel em pelo menos
50% em formulagdo contendo a mistura de 1,5% de surfactante Nonil Fenol

etoxilado 6M e 15% de surfactante Nonil Fenol etoxilado 9,5M;
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11)A perda de atividade enzimatica de amilase inferior a 5% em formulaggo
contendo 1, 2, ou 5% de isopropanol;

12) A manutengdo da atividade enzimatica de amilase em solugdes aquosas
contendo concentragdo igual ou inferior a 4 mM dos ions de magnésio e
calcio;

13) Sem ocorréncia de inibigdo de atividade enzimatica de amilase termoestavel,
na presenga de até¢ 10 mM de glicose ou maltose;

14) A manutenciio da atividade enzimatica de amilase termoestavel superior a
70% utilizando membranas de ultrafiltragdo com sobrepressio igual ou
inferior a 2kgf/cm’.

15) A massa molecular da amilase HM2003 de 62.000+3.000 através de gel de
poliacrilamida SDS-PAGE;

16) O ponto isoelétrico de 3,3+0,6 por cromatografia de focalizagdo isoelétrica
em Rotofor;

17) A amilase termoestavel HM2003 especificada nos itens acima de 1 a 16 ¢

produzida por um microrganismo que pertence ao género Aspergillus;

SUMARIO DA INVENCAO

Tendo em vista as hmitagdo do estado da técnica e as peculiaridades da presente

inven¢do, € um objeto de presente invengdo proporcionar composi¢des para limpeza
doméstica ou industrial compreendendo amilases alternativas as presentemente
disponiveis.

Em um aspecto da presente invengdo, sendo, portanto, um objeto da mesma, as
amilases da presente invengdo apresentam elevada estabilidade térmica e
compatibilidade com substéncias presentes em composi¢des de uso industrial.

Em um outro aspecto, sendo, portanto, um adicional objeto da presente
invengdo, € provido um processo para a produgdo das referidas amilases, sendo o
referido processo caracterizado pelo cultivo do fungo filamentoso Aspergillus linhagem

CBiot-UFRGS em processo submerso.
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BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS
FIGURA 1: Aspecto morfolégico do Aspergillus CBiot-UFRGS. Microscopia

eletronica de varredura.

FIGURA 2: Atividade amilolitica pelo método dextrinizante da amilase HM2003.
FIGURA 3: Atividade amilolitica pelo método sacarificante da amilase HM2003.
FIGURA 4: Determinagdao do crescimento celular por da massa seca durante a
produgdo de amilase HM2003. Filtragem em papel filtro.

FIGURA 5: Concentragdo de amido pelo método de Fuwa durante a produgdo de
amilase HM2003.

FIGURA 6: Concentracdo de agicares redutores totais durante a produgdo de
amilase HM2003.

FIGURA 7: Concentragao de glicose durante a produg@o de amilase HM2003.
FIGURA 8: Concentrag@o de proteina pelo método de Biureto durante a produg@o
de amilase HM2003.

FIGURA 9: Atividade enzimatica de amilase HM2003 em fung¢do do pH.

FIGURA 10: Atividade enzimatica de amilase HM2003 em fung¢&o da temperatura.
FIGURA 11: Estabilidade térmica da amilase HM2003 de Aspergillus CBiot-
UFRGS.

FIGURA : Atividade amilolitica em diferentes nutrientes determinada pelo método
dextrinizante, utilizando diversas fontes de amido comercial.

FIGURA 12: Cromatografia de troca idnica do mosto de crescimento de
Aspergillus CBiot-UFRGS.

FIGURA 13: Cromatografia de troca ibnica do mosto de crescimento de

Aspergillus CBiot-UFRGS.

DESCRICAO DATALHADA DA INVENCAO

A confirmagdo da identificagdo da linhagem CBiot-UFRGS foi realizada através

de microscopia eletronica de varredura. A microscopia eletrénica de varredura foi

utilizada para observar as estruturas do fungo filamentoso. Apos crescimento em placa

de Petri contendo 0 meio MCc na temperatura de 28°C por 7 dias. O micélio foi fixado

com glutaraldeido1% (v/v)/formaldeido 4% (v/v) a temperatura ambiente. A seguir as
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amostras foram lavadas trés vezes em tamp@o fosfato de sédio 100 mM pH 7,0 e fixado
em tetroxido de dsmio 1% (p/v) por uma hora e submetido novamente a trés lavagens
com O mesmo tampao.

Apés este procedimento, o material foi desidratado em banhos com
concentragdes crescentes de acetona (30, 50, 70, 80, e 90% (v/v)), por quinze minutos
cada concentragdo e mais duas vezes em acetona 100% por dez minutos. O material foi
levado ao aparelho de secagem ao ponto critico para completa secagem. Em seguida, o
material foi colocado em suportes de aluminio (“stubs™) com fita dupla face e levado ao
aparelho “Sputter Coaters” para ser revestidlo com uma pelicula de ouro.
Posteriormente, o material foi analisado ao microscopio eletronico de varredura.

O micélio deste fungo filamentoso, em placas de Petri contendo agar Czapeck,
tinha caracteristica lanosa de coloragdo branca, migrando posteriormente para o preto.

Foi observado hifas aéreas e os conididésporos em cadeia, produzidos pelo

Aspergillus CBiot-UFRGS. Os conididésporos apresentam uma caracteristica radial.

Manutengdo em baixa temperatura A

O fungo foi semeado em placas contendo meio Cove completo (MCc). As placas
foram incubadas em estufa por 7 dias na temperatura de 28°C. Posteriormente, as placas
foram lavadas com 20 mL de agua destilada estéril contendo 0,01% de Tween 80. A
suspensdo obtida foi centrifugada a 5.000 rpm por 7 minutos. O sobrenadante foi
desprezado. Os esporos foram novamente suspensos em solugdo de 0,01% de tween 80
estéril, repetindo-se o processo de centrifugacdo. Os esporos lavados foram suspensos
em uma solugdo estéril de glicerol a 20% e realizado o teste de pureza da suspensao por
adi¢do de 10puL da suspensdo de esporos em tubo contendo 10 mL de LB, incubado a
37°C por 24 horas.

Testada a auséncia de contaminago, o material foi dividido em aliquotas de 100
uL utilizando tubos de microcentrifuga de 1,5 mL, selados, congelados por 24 horas

a—10°C e posteriormente mantidos a -20°C, -80°C e -196°C.



10

15

20

9/21

ev®e oS
.
L]
sso eSS

TABELA 1: Manutengao dos esporos de 4Aspergillus CBiot-UFRGS.

Condigdes de manutengdo

Tempo -20°C -80°C -196°C Liofilizagédo

0 8,8x10°+1,9x10° |8,8x10°+1,9x10° | 8,8x10°+1,9x10° |8,8x10°+1,9x10°
7dias  |8,1x10°+1,3x10° |8,3x10°+1,7x10° |8,5x10°£1,7x10° | 1,2x10%+1,2x10?
30dias  |8,4x10°+1,7x10° |9,1x10°+1,5x10° | 8,8x10°+1,9x10° -

2 meses |7,9x10°+1,8x10° |[8,5x10°+2,2x10° |8,3x10°+1,9x10° -
3meses |7,9x10°+1,7x10° - 8,2x10°+2,1x10° -

4 meses |85x10°+1,6x10° - 8,7x10°+2,3x10° -

6 meses |8,9x10°+2,1x10° - 8,5x10°+2,6x10° -

Determinagdo dos esporos vidveis.mL . pela técnica de “spread plate”. Ensaio

realizado com cinco repeti¢des. Médiatdesvio padrao.

Preparagdo da suspensdo de esporos do Aspergillus CBiot-UFRGS

Para preparagdo da suspensdo de esporos de Aspergillus CBiot-UFRGS o fungo

foi cultivado em 100 g de arroz em um Erlenmeyer de 2.000 mL adicionado de 30 mL
de 4gua esterilizado a 121°C por 30 minutos € mantido em estufa a 28°C por 10 dias
28°C por 10 dias. O arroz foi autoclavado por 30 minutos e inoculado com 1 mL de uma
suspensdo de esporos contendo 10° esporos.mL".

A quantidade de suspens?o de esporos de Aspergillus CBiot-UFRGS adicionada
ao reator foi a necessaria para ser obtido 10° esporos.mL™ no volume do meio de

produgdo.

Reator

Foi adicionado de meio de cultura matérias primas contendo a composi¢do
descrita na Tabela 2, pH ajustado para préximo a neutralidade e 1 mL de antiespumante.
O biorreator contendo o meio de produgdo foi autoclavado a 121°C por 1 hora. Nesta
produgdo foram mantido os parametros de agitagdo constante, taxa de aeragio acima da

concentragdo inibitoria minima ao longo de todo o processo e temperatura mesofila.



Para cada tempo de tomada de amostra do processo, foi retirada uma aliquota de
20 mL do mosto, sendo antes desprezados os primeiros 20 mL contidos no tubo de
amostragem do biorreator. As aliquotas amostradas foram utilizadas para a realizagéo
dos ensaios fisico-quimicos: pH, massa seca, proteinas totais, agucares redutores totais,
amido, glicose, atividade enzimatica sacarificante e dextrinizante e ensaios
microbiolégicos de verificagdo de contaminagdes por microscopia dptica com coloragido
de Gram.

TABELA 2: Composic¢do percentual média do meio de cultivo

Composi¢cdo média (%)

Umidade 6,00
Proteina b.s. (N x 6,25) 30,00
Lipideos 0,75
Cinzas 3,75
Fibras 0,75
Carboidratos 58,75
Aminoacidos
Acido aspartico 3,245
Acido glutimico -
Alanina 0,83
Arginina 2,915
Cistina 4,13
Fenilalanina 1,555
Glicina 0,78
Histidina 0,23 L
Isoleucina 1,005
Leucina 2,075
Lisina 1,225
Metionina 0,215
Prolina 1,655
Serina 1,2
Tirosina 0,56
Treonina 2,515
Triptofano 0,37

Valina ' 1,705
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PREPARACAO DO BIOPROCESSO NO REATOR DE ESCALA LABORATORIAL

Apos esterilizagao por | hora e resfriado, o biorreator foi montado e os sistemas
de agitacdo, aeragdo e controle de temperatura foram conectados para que os pardmetros
do processo fossem mantidos estaveis. Foi retirada uma aliquota, da qual foram
determinados os valores de pH, absorbancia, massa seca, presenca de contaminagdo
microbiana, proteina, amido, glicose, aglcares redutores totais, atividade amilolitica.
Esta aliquota foi denominada como “mosto”.

Apbs a introdugdo do indculo no biorreator, a mistura de mosto e inéculo foi
homogeneizada durante 10 minutos. Foram retiradas as aliquotas identificadas como
tempo zero (T0), para controle do processo.

Ao término dos processos de produgdo, o mosto foi centrifugado, sob
refrigeragdo. O sobrenadante foi armazenado em frasco de vidro esterilizado e

congelado, para posteriores ensaios.

DETERMINACOES DOS PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

Amilase

a) Atividade sacarificante

A determinacdo da atividade amilolitica sacarificante foi realizada utilizando-se
amido soluvel a 1,0%, como substrato.

Para o ensaio foi utilizada a seguinte mistura de rea¢@o: 100ul de amostra; 300pl
de tampdo citrato de sodio 50 mM pH6,0 e 200uL de substrato; incubados a temperatura
de 42°C por quinze minutos. Transcorrido o tempo de incubagdo, foram adicionados 1,5
mL de reagente DNS. As amostras foram fervidas por cinco minutos. Os tubos foram
resfriados e foram adicionados 17,9 mL de agua destilada. Todos os tubos foram
homogeneizados em vortice. Os ensaios com as amostras foram realizados em triplicata,
utilizando-se um branco para cada amostra. A leitura da atividade amilolitica foi
realizada em espectrofotdmetro com um comprimento de onda de 550 nm para
determinagdo da OD.

Para a realizagdo deste ensaio, todas as amostras foram dialisadas em membrana

de dialise. As membranas foram fervidas por trinta minutos em solu¢do contendo
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carbonato de célcio 1% (p/v)/EDTA 0,1%, lavadas em é4gua destilada. As amostras
foram dialisadas contra tampio citrato de sédio 50 mM pH 6,0 por 24 horas, a 4°C.

Neste ensaio a unidade enzimatica foi expressa pela quantidade de enzima
necessaria para formar 1 pMol agtcar redutor, nas condi¢des especificadas.

b) Atividade dextrinizante

Colocou-se de 100 a 400uL de solugdo de amido a 1%, 40uL de tamp@o acetato
de so6dio 500 mM, pH 6, 10uL de amostra, e adicionou-se dgua destilada para completar
volume de 500pL. Os tubos foram incubados a 42° C durante 15 minutos. Apds, foram
adicionados 200uL de solugdo de acido acético 1M, 200uL de solug@o iodo Fuwa e 3,1
mL de agua destilada. A leitura das amostras foi realizada a 660nm.

Para este ensaio a unidade enzimatica foi expressa pela quantidade de enzima

necessaria para degradar 1 mg de amido, nas condi¢des especificadas.

Produgdo de amilase

A determinag¢@o da atividade enzimatica foi iniciada nestas produgdes a partir da
hora zero. Até a sexta hora ndo foi detectada uma atividade amilolitica enzimética
significante pelo ensaio dextrinizante.

No ensaio dextrinizante, as producdes apresentaram atividade a partir da oitava
hora com média de 1,140,3 U mL.min"'. Houve um aumento constante de atividade até
a vigésima segunda hora com média de 30,5+2,2 U mL.min"'. A partir deste ponto
ocorreu uma estabilizagdo na produciio enzimatica. Nos ensaios sacarificantes as
atividades enzimaticas foram nulas até a sexta hora. A partir da hora oito as produgdes
apresentaram um aumento constante de atividade. No reator de 10 litros apresentaram
uma atividade média na hora oito de 33,8+1,1 U mL.min". As estabilizacbes da
atividade enzimatica sacarificante ocorreram na vigésima primeira hora, tendo sido
obtido uma atividade média de 141,4+18,3 U mL.min"".

Determinag¢do da massa seca

As aliquotas referentes aos tempos de crescimento foram agitadas em vortice por
15 segundos em tubo de ensaio. Uma aliquota de 20 mL do mosto Aspergillus CBiot-
UFRGS foi utilizada para producdo de amilase. Esta foi filtrada através de sistema de

filtragdo a vécuo, utilizando papel filtro Whattman n® 2 previamente pesados ap0s terem
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sido mantidos por 3 dias a temperatura de 50°C. Os filtros foram lavados com 10 mL de
agua destilada por trés vezes, sendo levados a estufa a 40°C. Posteriormente, as
amostras secas foram pesadas diariamente até a massa permanecer constante e destes
valores foram descontados os pesos iniciais dos papéis filtros.

As amostras obtidas apés a filtragdo foram transferidas para frascos e mantidas

a —20°C para as analises fisico-quimicas.

Massa seca
Os mostos apresentaram uma massa seca média inicial de 0,4610,12 mg.mL']. A
massa seca apresentou um crescimento constante até a vigésima quarta hora, com

8,20+0,87 mg.mL™".

Determinagdo da concentragdo de proteina total

A concentragdo de proteina das amostras foi determinada pelos métodos de
Bradford, biureto, 4cido bicinchoninico e espectrofotometria em UV.

As determinagdes de proteina foram realizadas para cada tempo de bioprocesso
e comparadas com a respectiva curva-padrdo. A curva foi preparada utilizando-se

albumina sérica bovina.

Ensaios para Determinacgdo de Proteina

a) Bradford

Neste método, 20 pL. de amostra foram adicionados a 1,0 mL de reagente de
Bradford (100 mg de comassie Blue G-250, 50,0 mL de etanol 95%, 100 mL de 4cido
fosférico e agua destilada para um volume final de 1000 mL) e apds a incubagdo a
temperatura ambiente por 10 minutos, a quantidade de proteina foi determinada a 595
nm.

b) Biureto

Para realiza¢do da dosagem de proteina total pelo método do Biureto, em 300
pL de amostra foram adicionados 700 pL de reagente Biureto (1,5 g de sulfato de cobre
penta hidratado, 6,0 g de tartarato de sodio e potassio em 500 mL de 4gua destilada, 300

mL de hidréxido de so6dio 10% e novamente adgua destilada para um volume final de
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1000 mL) e ap6s a incubagio a temperatura ambiente por 10 minutos, a quantidade de
proteina foi determinada a 520 nm.
¢) Acido bicinchoninico
Em 5 pL de amostra foram adicionados 100 pL de reagente écido
bicinchoninico (reagente A: 1% de é4cido bicinchoninico, 2% de carbonato de sodio
hidratado, 0,16% de tartarato de sodio, 0,4% de hidroxido de sodio e 0,95% de
bicarbonato de sodio; reagente B: 4% de sulfato de cobre penta hidratado em agua). A
relagdo dos reagentes ¢ de 98 partes de A e 2 partes de B e apds a incubagdo a
temperatura ambiente por 30 minutos, a quantidade de proteina foi determinada a 562
nm.
d) Espectrofotometria UV
A leitura foi determinada em 280 nm e 205 nm utilizando-se cubeta de quartzo
com caminho 6ptico de 1 cm. Em 280 nm as amostras foram diluidas seguindo um fator
de 1:50 em agua destilada e em 205 nm foram diluidas seguindo um fator de 1: 1000,
também em agua destilada. Posteriormente aplicou-se os valores obtidos na seguinte
equagao:
Es =27,0 + 120 x Ao
A5

A concentra¢do média de proteina total, dosada nos mostos na hora inicial pelo
método de biureto, foi de 5,13+0,6 mg.mL".

Nas produgdes ocorreu um aumento de concentrag@o de proteina total a partir da
quarta hora de cultivo, atingindo a concentragio maxima de 6,7+0,4 mg.mL"' na décima
segunda hora. A seguir, ocorreu uma queda constante na concentragdo de proteina total,
até o final do cultivo, na hora 23, onde foi determinada uma concentragdo de 1,2+0,25
mg.mL™.

Determinagdo de agucares redutores totais

As concentragdes de agucares redutores nas amostras dos diferentes tempos de

fermentagdo foram determinadas pelo método de Sumner.

Método para a determinagdo de agucares redutores totais
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As determinagdes de agucares redutores totais foram realizadas para cada tempo
de cultivo e comparadas com a respectiva curva-padrdo. Esta curva foi preparada
utilizando-se uma solugfio de glicose anidra 10 mg.mL".

O reagente de acido dinitrosalicilico (DNS) foi preparado pela dissolugdo de
3,53 g de acido 3,5-dinitrosalicilico e 6,0 g de hidréxido de soédio em 472 mL de agua
destilada. Foram acrescentados 102 g de tartarato duplo de sédio e potéssio, 2,53 mL de
fenol e 2,76 g de metabissulfito de sodio.

Preparagdo da curva-padréo para a determinagdo de agucares redutores totais

Foi preparada uma solugdo estoque de glicose anidra com concentrag@o igual a
10 mg.mL". Foram preparados tubos com solucdes de glicose com concentragdes
crescentes de 1 a 10 mg.mL"', utilizando a solugio estoque de glicose e adequados
volumes de agua destilada, ficando cada tubo com volume final de 100pL.
Posteriormente, foi acrescentado um volume de 500 pL de solugéio tampdo citrato de
s6dio 50 mM pH 6,0 e 1,5mL de reagente de DNS. Os tubos foram homogeneizados em
vértice. O tubo com 0 mg.mL™ de glicose foi utilizado como branco. Todos os tubos
foram submetidos a fervura durante 5 minutos. Apos a fervura foram adicionados
17,9 ml. de agua destilada em cada tubo. A absorbancia de cada solugdo foi
determinada a 550 nm.

Preparag@o das amostras para a determinagéo de agucares redutores totais

Foram pipetados 100 pL. de cada amostra referente aos diferentes tempos de
cultivo, para tubos de ensaio. Em cada tubo foi acrescentado um volume de 500 pL de
tampao citrato de s6dio 50 mM pH 6,0 e 1,5 mL de reagente de DNS. Os tubos foram
homogeneizados em voértice, fervidos durante 5 minutos, acrescidos de um volume de

17,9 mL de 4gua destilada. A absorbancia de cada amostra foi determinada a 550 nm.

Determinagdo de Glicose

As concentragdes de glicose nas amostras dos diferentes tempos de crescimento
foram determinadas através de teste enzimético colorimétrico utilizando glicose-
oxidase.

Método para a determinacdo de glicose
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As determinagdes de glicose foram realizadas para cada tempo de crescimento e
comparadas com a respectiva curva-padrdo. Esta curva foi preparada utilizando-se
glicose anidra.

Preparagédo da curva-padréo para a determinagdo de glicose

Foi preparada uma solugdo estoque de glicose com concentragdo igual a
1 mgmL". Foram preparados tubos com solugdes de glicose com concentragdes
crescentes de 0,1 a 1 mgmL", utilizando a solugdo estoque de dextrose anidra e
adequados volumes de agua destilada para completar um volume final de 100 mL. Em
cada tubo foi acrescentado um volume de 2 mL de reagente de glicose oxidase. Os tubos
foram homogeneizados em vértice. O tubo com concentragdo 0 mg.mL™" foi utilizado
como branco. Todos os tubos foram incubados a 37°C durante 10 minutos. A
absorbancia de cada solugdo foi determinada a 500 nm.

Preparag@o das amostras para a determinagdo de glicose

Foram pipetados 100 pul. de cada amostra referente aos diferentes tempos de
cultivo para tubos de ensaio. Em cada tubo foi acrescentado um volume de 2 mL de
reagente de glicose oxidase. Os tubos foram homogeneizados em vértice, incubados a
37°C durante 10 minutos, e a absorbancia de cada amostra foi determinada a 500 nm.

O momento de maxima concentragdo de agucares redutores totais foi com uma
concentragcdo média de 4,4+0,2 mg.mL'l, na hora 4, durante as produgdes de amilase
HM2003 em biorreator. Apos este periodo, ocorreu uma queda constante da
concentragdo, sendo determinado uma concentragéo de 0,4440,09 mg.mL", ao final do
processo, na vigééima quarta hora.

Analisando as curvas de concentragdo de agucares redutores totais e glicose foi
observada uma certa semelhanga entre elas, sugerindo ser a enzima analisada uma
glicoamilase (E.C. 3.2.1.3).

A concentragdo média méaxima de glicose encontrada nas produgdes foi de

3,840,2 mg.mL"' na quarta hora de cultivo.

Determinacdo de amido

As concentra¢des de amido nas amostras dos diferentes tempos de cultivo foram

determinadas pelo método de Fuwa.
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Meétodo para a determinag@o de amido

As determinagdes de amido foram realizadas para cada tempo de fermentagéo e
comparadas com a respectiva curva-padrao. Esta curva foi preparada utilizando-se uma
solugdo aquecida e filtrada de amido soluvel a 1%.

O reagente de Fuwa foi preparado pela mistura de uma solugéo alcodlica de iodo
a 1% , uma solug@o aquosa de iodeto de potassio a 10% e 4gua na propor¢do 1:1:3,
respectivamente.
Preparagdo da curva-padrdo para a determinacdo de amido

Foi preparada uma solucdo estoque de amido soluvel com concentragdo de
10 mg.mL". Foram preparados tubos contendo solugdes de amido com concentragdes
crescentes de 1 a 10mgmL”’, utilizando a solugio estoque de amido soluvel e
adequados volumes de agua destilada, ficando cada tubo com um volume final de
100 pL. Em cada tubo foi acrescentado um volume de 40 pL de solugdo tamp@o acetato
de s6dio 500 mM pH 6,0, 60 pL de agua destilada, 200 pL de acido acético 1M, 3,4 mL
de agua destilada e 200 pL de reagente de Fuwa. Os tubos foram homogeneizados em
vortice. O tubo que ndo continha amido foi utilizado como branco. A absorbancia de
cada solug¢do foi determinada a 660 nm.
Preparagdo das amostras para a determinagdo de amido

Foram pipetados 10 uL. de cada amostra referente aos diferentes tempos de
cultivo para tubos de ensaio. Em cada tubo foi acrescentado um volume de 40 pL de
solugdo tampao acetato de sodio 500 mM pH 450 pL de agua destilada, 200 uL de
acido acético 1M, 3,1 mL de agua destilada e 200 pL de reagente de Fuwa. Os tubos
foram homogeneizados em vértice, e a absorbancia de cada amostra foi determinada a
660 nm.

Na determinagdo de amido presente no mosto, foi dosado uma média de inicial
de 14,3+1,1 mg.mL"' nas producdes.

A queda na concentragdo de amido no reator foi muito mais rapida, sendo
dosado uma média de 1,2+0,8 mg.mL"' na quarta hora. A partir deste ponto, as
concentragdes foram insignificantes, ndo sendo determinada mais a presenca de amido

na décima hora.
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ENSAIOS COM O SOBRENADANTE DAS CULTURAS

Determinag¢do do pH e temperatura

As atividades da amilase HM2003 foram testadas em uma faixa de pH
compreendida entre 3,0 a 10,5. Os tampdes utilizados foram tampao citrato/fosfato para
pH entre 3,0 e 5,5, tampéo fosfato de sodio para pH entre 6,0 e 8,0, tampdo Tris-Cl para
pH 8,5 € 9,0 e tamp@o carbonato/bicarbonato de sddio para 9,5, 10,0 e 10,5, todos na
concentragdo de 50 mM pelo ensaio sacarificante no pH 6,0 e temperatura de 42°C,
sendo incubados por 15 minutos.

Para determinagdo da atividade em funcdo da temperatura, o ensaio da amilase
HM2003, com tampdo citrato 50 mM pH6,0.

A temperatura 6tima de atividade da amilase produzida por Aspergillus CBiot-
UFRGS, esta entre 55 e 60°C

O produto Duramyl® possui um pH 6timo em 6,5. apresentando uma forte queda
de atividade ap6s este valor. Ja o produto Termamyl® possui uma grande estabilidade de

pH, possuindo uma atividade praticamente inalterada na faixa de 6,0 a 8,0.

Termoestabilidade

O sobrenadante do cultivo de amilase HM2003 foi testado para estabilidade
térmica a 53°C, em diferentes tempos de pré-incubagdo e determinada a atividade pelo
ensaio sacarificante.

Foi observado no ensaio de estabilidade térmica da amilase produzida por
Aspergillus CBiot-UFRGS. Ao ser pré-incubada a 53° apds 200 horas, a mesma
apresentava mais de 70% da atividade inicial.

O produto Termamyl® apresenta uma estabilidade térmica bem menor, pois em

uma pré-incubag¢do de 30 minutos, na temperatura de 55°C, sua atividade cai em 20%.

Efeito de inibidores, detergentes, agente redutor € ions sobre a atividade enzimatica

A amilase HM2003 foi pré-incubada durante 30 minutos com os seguintes
produtos: surfactante nonil fenol etoxilado 6 M e 9,5 M; 1,5% RENEX 60, 15%
RENEX 95, 1,5% e 15% RENEX 95, polietilenoglicol 1%, 5% e 10% e isopropanol
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1%, 5% e 10%. O efeito dos agucares glicose € maltose nas concentragdes de 2, 5 e 10
mM na atividade enzimatica de amilase também foi testado.

O efeito de ions na atividade da amilase HM2003 foi determinado apds a pré-
incubagdo por 30 minutos das enzimas com 4 mM de sulfato de cobre, sulfato de
manganés, sulfato de zinco, cloreto de calcio, sulfato de calcio, sulfato ferroso e cloreto
de litio.

Para determinar a especificidade das diversas fontes de amido, foram utilizados
amilose, amilopectina, amido de batata, amido de arroz, amido de mandioca, amido de

milho e farinha de trigo, ensaiados pelo método dextrinizante.

Efeito de inibidores, detergentes, agente redutor, ions e especificidade pelo substrato
sobre a atividade enzimatica

A concentracdo 4 mM de ions na amilase HM2003 de Aspergillus CBiot-
UFRGS, ocasionou uma queda da atividade quando adicionado sulfato de cobre
(96,3%), sulfato de zinco (82,5%), cloreto de calcio (12,4%) e sulfato ferroso (85,6%).
Nenhum ion ocasionou aumento significativo de atividade de amilase.

Os tensoativos e a mistura dos mesmos alteraram de maneira significativa a
atividade de amilase, em alguns casos, quase dobrando a atividade amilolitica.

O polietilenoglicol, o isopropanol e concentragdes de 2, 5 e 10 mM de glicose e
maltose ndo alteraram a atividade enzimatica.

Nao foi encontrada diferenca significativa entre os amidos de mandioca, milho,

arroz, batata e de amilopectina.

Concentrag@o e purificagdo
Membrana de ultrafiltragdo
O processo de concentragdo utilizando ultrafiltragio foi realizado com

membranas de celulose regenerada com poro de 10 kDa e de SO kDa.

Cromatografia de troca i6nica

Preparagdo da amostra
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Os sobrenadantes de cultura foram dialisados por 24 horas contra tampao tris-Cl
50 mM pH 8,5, a 4° C, em sacos de dialise com poro de excluséo de 12 a 14 kDa.

Cromatografia em coluna DEAE-Sepharose e CM-celulose

Apos lavagem e equilibrio da coluna com tampao Tris-Cl 50 mM pH 8,5, foram
aplicados na coluna C26/40 1.000 mL das amostras contendo 200 mL de resina DEAE-
Sepharose ¢ CM-celulose. Inicialmente, foram aplicados 4 volumes de coluna do
tampdo de equilibrio. A primeira etapa de eluigdo foi realizada com tamp@o até a leitura
em 280 nm voltar a linha de base. Posteriormente, foi aplicado um gradiente de NaCl
que foi levado até 1,0 M em 6 a 7 volumes de coluna. O fluxo utilizado foi de 5
mL.min"' (resina DEAE Sepharose) e 2,5 mL (CM celulose). Foi coletada fragdo de 20
mL. O acompanhamento da purificagéo foi realizado com leitura das fra¢des em 280 nm
e ensaio de atividade dextrinizante. A purificagéo foi realizada a temperatura ambiente.

Todas as formulagGes experimentais utilizando os lotes de produgéo
experimental de amilase foram realizadas adicionando os produtos enzimaticos no
volume de 20 mL.L"' de amilase HM2003. Os lotes apresentaram estabilidade e
caracteristicas visuais semelhantes aos detergentes formulados com concentrados
enzimaticos comerciais. Entretanto, ao ser realizada a concentragdo utilizando
membranas de celulose regenerada de 10 kDa de poro, a concentragdo de proteina nos
concentrados enzimaticos experimentais foi excessivamente elevada.

Ao ser determinada a proteina pelo método do acido bicinchoninico, foi
encontrada a concentragdo média protéica no mosto centrifugado e filtrado de amilase
HM2003 de 1,16+0,84 mg.mL"'. Ao ser realizada a concentragio, foi feita proxima a
10x, onde foi encontrada uma concentragio média de proteina de 10,03+1,82 mg.mL"".

Como a formula¢@o comercial do detergente enzimatico recebe até 10% de
isopropanol, este solvente pode acarretar uma precipitagdo de proteinas, causando o
aparecimento de precipitados nas formula¢des experimentais.

Para solucionar este problema foram testadas precipita¢cdes fracionadas com
sulfato de aménio, pré-filtragem em membrana de ultrafiltragdo com poro de 50 kDa e

passagem do mosto centrifugado e filtrado em resinas de troca idnica.



10

15

21/21 §~

CONCENTRACAO
Membrana de ultrafiltragio

Na passagem pela membrana de 10kDa, o concentrado manteve 98,3% da
atividade e houve uma redugdo 31,73% de proteina. Na passagem pela membrana de
50kDa, o permeado manteve 87,6% da atividade e houve uma redugdo 50,72% de
proteina. Na passagem do permeado da membrana de S0kDa, pela membrana de 10kDa,
o concentrado manteve 82,9% da atividade e houve uma redugéo 54,86% de proteina.

Cromatografias do mosto de amilase

Ao ser utilizada uma resina de troca idnica DEAE Sepharose, foi observado que
a amilase HM2003 ligou-se a resina nas condigdes do experimento. Neste processo,
84% da atividade foi mantida, com uma redugéo de 18% de proteina, dosada por Azgonm.

Ja com a utilizagdio da resina CM celulose, a amilase experimental foi eluida.
Foram mantidas 93% da atividade amilolitica, com uma redugido de 64% de proteina
total.

A resina mais eficiente para retirada de proteina, sem o objetivo de purificagéo e

sim de diminuigdo da concentrag@o protéica, foi a CM celulose.

Material Volume | Atividade | Atividade , Ptn % % . | Atividade
da final 1 Proteina 1 Im ~ | Redugido i
Membrana ina (UA 4 tota (mg.mL'l) tota ar'lt{tenqao de especi 1'<l:a
(mL) | mL.min") W (mg) atividade protefna (Umg™)
Mosto 9.000 18,64 167.760 0,92 8.280 100,0 0,00 20,26
Concentrado | 1.000 164,90 164.900 5,65 5.650 98,3 31,76 29,19
10 kDa
Permeado 8.000 18,36 146.880 0,51 4.080 87,6 50,72 36,00
50kDa
Permeado
50 kDa 730 190,44 139.021 5,12 3.738 82,9 54,86 37,20
Concentrado
Em 10kDa
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Reivindicacdes
PROCESSO DE PRODUCAO DE AMILASE TERMOESTAVEL E
COMPOSICOES PARA LIMPEZA

1. Processo de produgdo de amilase termoestavel caracterizado pelo fato de
compreender o cultivo do fungo Aspergillus linhagem CBiot-UFRGS em meio
submerso.

2. Processo, conforme reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que oi cultivo ocorre
em temperatura mesoéfila e com fornecimento de oxigénio em concentragdo acima da
inibitéria minima.

3. Composigdo para limpeza compreendendo amilase, caracterizada pelo fato de que a
referida amilase ser obtida do cultivo do fungo Aspergillus linhagem CBiot-UFRGS.

4. Composig¢do, conforme reivindicagdo 3, caracterizada pelo fato de a referida amilase
ter elevada atividade enzimatica e ser estavel na presenga de surfactantes.

5. Composi¢do, conforme reivindicagdo 3, caracterizada por adicionalmente

compreender outras enzimas e agentes de branqueamento.
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Resumo
PROCESSO DE PRODUCAO DE AMILASE TERMOESTAVEL E
COMPOSICC)ES PARA LIMPEZA

A presente invengdo descreve um processo de produgdo de uma amilase
termoestavel HM2003 a partir da utilizagdo de um Aspergillus linhagem CBiot-UFRGS;
o crescimento ¢ feito em processo submerso utilizando como meio de cultura um
composto contendo uma ou mais fontes de nitrogénio, carbono sais minerais e
complementos nutricionais, sendo o processo realizado em temperatura mesofila e com
fomecimento de oxigénio em quantidade acima da concentragdo inibitéria minima
durante todo o processo; sdo também descritas composigdes de limpeza compreendendo

as referidas amilases.
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