Importancia Industrial da
Producao de Enzimas



II — Consideracoes

'®  Enzimas:
- Proteinas que apresentam atividade catalitica;
- Aceleram as reacoes quimicas;

- Tem una especificidade por cada substrato;

Ilustracao:

Enzima

Enzima-substrato
X0

Substrato
Produto



II — Consideracoes

'm  Estrutura das Enzimas :

- Proteinas sao heteropolimeros formada por aminoacidos ligados por ligacoes
peptidica.

- Estrutura Tridimensional das enzimas:

Xilanase Celulase — Humicola grisea




II — Consideracoes

'm  Nomenclatura

- Establecida em 1956 pela Uniao Internacional de Bioquimica (IUB)
pela Comissao de Enzima — ( CE);

Definicao:
- Terminacao - sufixo + ase

- Segundo as Classe de acordo com as reacoes catalisadas:

Classe Reacoes catalisada
Oxiredutases Oxido-reducao
Tranferases Translacao de grupos de una molécula a outra
Hidrolases Hidrolise
Liases Quebra e adicao de ligagao com a formacao de dupla ligacao

Isomerases troca intracelular em que um substrato e traformado em um produto isomero
Ligases ligacao covalente de moléculas com quebra de una ligagao




II — Consideracoes

= Atividade enzimatica

- E medida através de sua velocidade de reacao em determinada condicao
experimental estabelecida.

Curva de Actividad Enzimatica

—— Conc. 1,7 u/ml
—— Conc. .85 u/ml
Conc. 0,43 u/ml

E
=
o
=
=
o

Tiempo (min)

Curva del progresso de reacciones para trés diferente concentraciones enzimaticas
iniciais 1,7 u/ml; 0,85 u/mly 0,43 u/ml.



II — Consideracoes

= Substratos empregados para determinacao de Atividade para celulase

pel de fliro ubores

Solk: bext: ; Deferminagic

da turbides;

icel & uma celulose microcristalin ercial;
lka Floc & composta por celuloses cristalinas = amorfas. E relativaments

pura, contem pelo menos 99.3% de celulose:

Tipo de substrato de acordo con las atividade enzimatica para celulares



II — Consideracoes

=  Equipamento usado para a determinacao de produto da acao
enzimatica

espestofotometro

Viscosimetro dindmico

Calorimetro




II — Consideracoes

= O método de Eletroforese para a Determinacao de tamanho das

enzimas.
Equipamento para a determinacao das Perfil Eletroforético
bandas moleculares de enzimas
wt T20 20 T20 T20 amostra amostra
M 120h 48h 72h 96h 120h AB BZ9

kDa

97,4-
66,2-

55,0- <-Pl
a27-
40,0-

31,0-




ENZIMAS PARA USO INDUSTRIAIS



IIT — Aplicacao industrial de las enzimas

B Panificacao

Enzimas

Alfa — amilase
Beta - amilase
Glucoamilase
Xilanase

Protease

Efeito
Pan/ biscoito

maciez

Crocancia

Aroma/volume

Maciez
Uniformizacao




III — Aplicacao industrial das enzimas

® Panificacao

B b i

| Controle §

Efeito do uso de Xilanase em pao



III — Aplicacao industrial das enzimas

m Textil

Celulase

Alfa - amilase

\ 4

Enzimas

Tecido natural (cru) Tecido acabado



IIT — Aplicacao industrial das enzimas

Pectinase / Pectinaliase Homogenidade

-
»

: Estabilidade
Enzimas




III — Aplicacao industrial das enzimas

® Racao Animal
r__* 9 y

Enzimas

\4

Otimiza a degradacao
Fitase / dos ingredientes das
Hemicelulases racoes no sistema

Digestivo dos animais




FATORES QUE INFLUENCIAO A PRODUCAO
DAS ENZIMAS



IV — Producao de Enzimas

Peroxido de Producao de Enzimas

As enzimas podem ser produzidas em estado solido ( CES ) ou em cultivos submergido
(CESm).

Cultivo e estado solido ( CES ) — . Qualquer tipo de cultivo que nao tenha &gua livre;
. 0 crescimento de microorganismo a formacao de
produto ocorrem na superficie ou dentro do sdlido;

Alguns tipos de cultivo sélido para a manutengao de cepas

fungos Bactérias

Aspergi-los Trichoderhia - Clostridium Actinomycetes



IV — Producao de Enzimas

Cultivo em Estado Solido ( CES ):

Vantagem -

. Volume reduzido do meio de cultura

. Baixos custos de manipulacao
. Rendimento de produto que pode ser maior que o submergido;
. Uso direto de produto concentrado no substrato;
. Menor quantidade de substancia extratora para a obtencao de enzimas;
. Maior simplicidade na formacao final de meio de cultura;
. Menor risco de contaminacao bacteriana;
. Equipamento menos complexos que os de cultivos submergido;

Desventajes — .

Uso restrito @ microorganismo capaz de desenvolver em baixos niveis de
umidade;

. Dificuldade de transferéncia de calor, de controle de umidade, pH, ,02

COz.
. Necessidade de grande quantidade de inoculo;
. Dificuldade na determinacao da massa de fungo;

OBS: A pesar das vantagens do CES, somente 5% de das enzimas comercialmente

importantes sao

produzidas por este método.



IV — Producao de Enzimas

.Cultivo em Estado Submergido ( CESm ) — o crescimento microbiano é realizado em
suspensao no meio liquido.

Permite um maior controle de : pH, Temperatura, O2 e concentracao de nutrientes;

Tipos de Cultivos em Estado Submergido ( CESm )— Batelada; Batelada alimentada; Continuo.

Reator com capacidade para 5L.




IV — Producao de Enzimas

. Microorganismo :

Para que a produgdo de enzimas tenha viabilidade economica, € necessario
que haja uma acentuada expressao de proteina, pelo microrganismo.

Selvagem -
- Microorganismo repressivo a glicose;
- Produz pouca quantidade de enzimas no meio;
- Nao é viavel do ponto de vista econdmico;
- Nao produz enzimas seletivas;

Modificado geneticamente -
- Normalmente nao é repressivo a glicose;
- Seletivo na producao de enzimas;
- Alta capacidade de expressao de enzimas;
- Tem a capacidade de produzir enzimas com caracteristica diferente de
acordo com as alteragoes feito em seu gene;



IV — Producao de Enzimas

. Meio de Cultivo :
- Composicao :

. Interacdo com as necessidades fisioldgicas do microorganismo;
. Insumos de baixo Custo;

- Nutrientes:

.Fonte de nitrogénio - E um dos mais importantes fatores que afetam diretamente
a producao de enzimas, pois fazem parte dos distintos
metabdlicos produzidos pelo microorganismo;

. Principal fontes -

- Sulfato de amoénio (NH4)2S04;
Uréia;
nitrato NO3;
extrato de levedura;
Milhocina;



IV — Producao de Enzimas

Diferentes fontes de nitrogénio empregadas na producao de xilanases por Chaetomium thermophilum
em meio contendo 1%(m/v) de palha de trigo como fonte de carbono (Katapodis et al., 2007)’

Fonte de Nitrogénio Xilanase (U/ml)

Extrato de levedura 37,20 +- 1,30
Milhocina 33,20 +- 1,50
Peptona de carne 32,60 +- 1,40
Uréia 19,60 +- 0,50
Fosfato de ambnio  14,40+-0.30
Sulfato de amonio 13,80
Nitrato de sédio 39,10 +- 1,20

Nitrato de amo6nio 21,30 +- 0,70




IV — Producao de Enzimas

I - Nutrientes : Fonte de carbono

Producao de enzimas extracelulares por mutante NTG III/6 de Penicilium en frascoagitados com o uso de
diferentes fontes de celulose (Brown et. All., 1978)




IV — Producao de Enzimas

ungo Referéncias
. Fatores Fisicos
haetomium anju et al.
1989)
- pH Kilanase 1
. O comportamento  das (IS
enz;masi nos dlfergntes pHs lanase —— eI
esta relacionado : ool (1997)
: ~ Kilanase 1
- Com as ligacoes de substrato das
_ Kilanase II
enzimas;
. elanocarpu Prabhu et al.
- O estado de ionizacao dos s albonryces 1999)
residuos dos aminoacidos Kilanase 1

envolvidos na atividade catalitica;

R Kilanase 11
- A ionizacao do substrato;

Penicilium Dillon et al

- A variagao da estrutura echinulatum
das proteina.

pHs que proporcionam as melhores atividades das xilanases de diferentes origens



IV — Producao de Enzimas

Fungo Temperatura Referéncia
. Fatores Fisicos ©c)

- Temperatura :

. Interferem no desempenho das
enzimas e na estabilidade;

. Nem Sempre temperatura
otima de catalise e a 6tima para
a estabilidade;

. A temperatura esta relacionada
com o tipo de substrato que a
enzima foi induzida;

Temperaturas que proporcionam ass melhores atcividades enzimaticas provenientes de diferentes fungos



IV — Producao de Enzimas

. Oxigénio diluido

Participa nas reacOes de sintese da molécula, para a sobrevivéncia das células e para o

surgimento de novas células . Também no processo de proliferacdo da biomassa microbiana, para a
qual é fundamental a introdugdo de energia.

Para ocorres a oxidacdao de 1mol de glicose, e necessario o consumo de 6 mols de 02
e o 02 tem uma baixa solubilidade em agua, e dei 7mg/L a 35 °C.

Concentracdo de oxigénio diluido na saturacdo em diferentes condicdes
Temp Conc. NaCl P. Parc. 02  Conc. O2

(°O) (M) (atm) sat. (mg/L)
25 - 0,209 8,10

35 - 0,209 6,99

25 - 1,0 40,30

25 0,5 1,0 34,20

25 2,0 1,0 22,70




PRODUCAO DE ENZIMAS PELO PROCESSO DE
CULTIVO SUBMERGIDO



V — Procedimentos para a Producao de
Enzimas industriais em Cultivo Submergido

. Esterilizarao do equipamento e do meio

- O calor Umido e utilizado pra a esterilizacao de frascos e reatores
menores para a producao de inoculo

Frascos = erlenmeyer reator

Autoclave — esterilizacao humida



V — Procedimentos para a Producao de
Enzimas industriais em Cultivo Submergido

. Esterilizarao de equipamento e do meio

esterilizacao de um meio de cultura em autoclave a 121°C.

|
|

Temparatur *C

lempo de estenlizagdo
) [ e e - - —

& 7
Terges (maimwrbors:)




V- Procedimentos para a Producao de
Enzimas industriais em Cultivo Submergido

. Pr'odugﬁo de inoculo

R Gy.
' 1
. |

ES

il .
Reator — inoculo

Manutencao do fungo haker — inoculgi



V — Procedimentos paraa Producao de
Enzimas industriais em Cultivo Submergido

. Producado : inoculo / Pré-indculo / Enzimas

Pré inoculo Fermentacgio
Produgio de enzimas

Reator Cap- 5m?

Reator Cap- 1m? Reator Cap- 150L.



V — Procedimentos para a Producao de Enzimas
industriais em Cultivo Submergido

_’fSistema de ar:

Compressor de ar
1R

L
Acumulador de ar



V — Procedimentos para a Producao de
Enzimas industriais em Cultivo Submergido

. Esterilizacao do ar e do meio para os reatores de fermentacao

A esterilizacao do ar e do meio em reatares maiores realizada, por vapor direto por meio da
filtracao do ar. Que é usada filtro absoluto para reter os microorganismos contaminantes.

Tamanho do microorganismo Filtros coalescentes

Diametro

(micra - ) Microorganismo

10 Grandes esporos de
H Fungos e Grdos de Pdlen
Grandes bactérias e
e Esporos de fungos
Bactérias menores e seus

St esporos

Virus e componentes
0.5-0.01p alergénicos de fungos e




V — Procedimentos para a Producao de
Enzimas industriais em Cultivo Submergido

. Separacao e Recuperacao de enzimas
Filtro a vacuo

Sistema de centrifugacao




V — Procedimentos para a Producao de
Enzimas industriais em Cultivo Submergido

. Concentracao de enzimas

Sistema de Ultrafiltracao

Circulacao Permeado .=

-y

e

& e
:Ir




V — Procedimentos para a Producao de
Enzimas industriais em Cultivo Submergido

. Controle de qualidade

Observacao microscopica

Zick de fermantac ign
Formacidn
oe produsto slicaz

=
Ls
=
—
=
=
b
1='.

k]

bl AG K Inoculae idm

ilustracao do ciclo de uma fermentagao por batelada




Obrigado pela atencao
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