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1. INTRODUCAO

Pycnoporus sanguineus € um fungo conhecido popularmente como orelha-de-pau,
podendo ser encontrados em madeiras, onde se fixam e se alimentam. E chamado de fungo de
decomposicdo branca, e produz enzimas lignoliticas, capazes de hidrolisar os polissacarideos
da parede celular e também a lignina de materiais celuldsicos (TEIXEIRA et al., 1997). Esse
complexo enzimdtico pode oxidar uma série de compostos fendlicos relacionados a lignina e
o uso de mediadores adequados pode possibilitar a oxidacdo de compostos nao-fendlicos
(BORBONNALIS & PAICE, 1990).

Enzimas industriais sdo frequentemente submetidas a processos de secagem, pois
facilita o manuseio do produto e a estabilidade de um produto em pé é melhor que em uma
formulagdo liquida (SLOTH; BACH; JENSEN; KIIL, 2007). A retirada de 4gua reduz a
liberdade de circulagdo das moléculas de proteina e, portanto, inibe mudangas
conformacionais que levam a perda da atividade enzimatica (MONSAN; COMBES, 1984). A
escolha de um método adequado de secagem que preserve a atividade enzimética original e

que seja economicamente vidvel tem sido o foco de varias pesquisas (JESUS, 2002).
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2. OBJETIVO
Nesse trabalho, avaliou-se a influéncia do produto A no processo de secagem do
extrato bruto enzimdtico, através da determinacdo de sua atividade antes, logo apds o

processo de secagem e durante a estocagem.

3. METODOLOGIA

3.1 Cultivo do Organismo

O fungo P. sanguineus, foi obtido junto a Fundacdo André Tosello, Campinas/SP,
cultivado em em Agar Batata Dextrose (BDA), protegido da luz, & temperatura de 28°C e
mantido sob refrigeracdo. Para obtengcdo do extrato enzimdtico o micro-organismo foi
inoculado em meio liquido e mantido sob agitacdo constante de 140 rpm por 8 dias. Apos

esse periodo o material foi filtrado e utilizado nos experimentos de secagem.

3.2 Obtencao do extrato seco a partir do extrato bruto enzimatico

A secagem do extrato bruto foi realizada utilizando um equipamento apropriado.
Foram realizados quatro experimentos, sendo utilizado o produto A como adjuvante em
concentragcdes e tempos de incorporagdo diferentes, a fim de se obter extratos secos com
caracteristicas fisicas e quimicas aceitdveis. As condi¢cdes de secagem foram iguais para
todos os experimentos e os extratos obtidos foram recolhidos imediatamente, acondicionados

em recipientes com barreira para a umidade e estocados sob refrigeracio.

3.3 Determinacao da atividade do produto Y

A atividade da enzima foi determinada no extrato bruto no estado liquido e
desidratado , utilizando-se substrato apropriado. A mistura de reacio continha tampao acetato
de sédio, extrato bruto contendo a enzima e substrato, em volume final de 1 mL. O extrato
seco obtido através de processo de secagem foi ressuspenso em quantidade suficiente de
tampao acetato de sdédio. Foi feita a determinagdo da absorbadncia utilizando um

espectrofotometro e a atividade foi calculada de acordo com a lei de Lambert-Beer.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados quatro experimentos distintos nos quais houve variagdo na
concentracdo do adjuvante e no tempo de incorporacdo do mesmo, conforme detalhado na

tabela 1, sendo que Al € menor que A2 e tempo 1 € menor que o tempo 2.

Tabela 1- Detalhamento dos experimentos realizados

Parametro | Concentraciao do adjuvante | Tempo de incorporacao
Experimento
Experimento 1 Al 1
Experimento 2 Al 2
Experimento 3 A2 1
Experimento 4 A2 2

Inicialmente avaliou-se para todos os experimentos o efeito do processo de secagem
na atividade da enzima presente no extrato bruto, comparando-se a atividade da mesma no
extrato no estado liquido e imediatamente apds a secagem, sendo a primeira considerada

como controle (Tabela 2).

Tabela 2- Efeito do processo de secagem na atividade enzimética do extrato bruto

Experimentos Atividade relativa (%)
Controle 100
Experimento 1 61,8
Experimento 2 41,9
Experimento 3 125
Experimento 4 42,9

Os dados obtidos logo apds a secagem do extrato mostraram que a maior
concentracdo do adjuvante conferiu a enzima em questio um efeito protetor de sua atividade,

enquanto que um maior tempo de incorporagdo resultou em maior perda da atividade



enzimadtica. Essa perda inicial de atividade na maioria dos experimentos era esperada em
funcdo do processo de secagem utilizado, j4 que apds a desidratacdo a enzima sofre
mudangas conformacionais, que pode resultar na perda de atividade (PRESTRELSKI et al.,
1993). Outros fatores que podem ter provocado queda da atividade enzimética da maioria dos
experimentos foi a temperatura de secagem utilizada nos experimentos, indicando a
necessidade de uma adequagdo dos parametros utilizados para uma melhor manutencdo da
atividade enzimatica. De forma contriria ao efeito da temperatura, a utilizacdo de adjuvantes
¢é feita com o objetivo de colaborar para a manutengdo da estrutura, evitando uma maior
perda de atividade, sendo que alguns podem até mesmo aumentar a atividade do produto,
como ocorrido no experimento 3.

A secagem de produtos facilita operagdes como armazenamento, transporte e as vezes
até mesmo seu manuseio, mas € de extrema importancia que a enzima apds secagem seja
capaz de manter uma atividade satisfatéria. Com esse objetivo fez-se entdo um
acompanhamento do extrato apds secagem, nas quatro condicdes distintas j4& mencionadas.

Na figura 1 sdo apresentados os dados da estabilidade dos extratos secos, durante o
periodo de armazenamento considerado. Analisando a conservacdo da atividade apds a
secagem nas diferentes condi¢cdes do processo vé-se que as amostras apresentaram um
aumento da atividade até o 20° dia, seguida de uma redug¢do da mesma para amostras dos
experimentos 1 e 4 enquanto que as amostras dos experimentos 2 e 3 tiveram a atividade

praticamente mantida até o 30° dia do estudo.
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Figura 1 - Estabilidade durante o armazenamento do extrato bruto dessecado



Comparando-se a atividade do extrato bruto dessecado ao final do periodo de
estocagem com a atividade do extrato bruto no estado inicial observou-se que uma atividade
de 90%, 140%, 82% e 72% resultante dos experimentos 1, 2, 3 e 4 respectivamente. Em
trabalhos anteriores realizados por este grupo, utilizando outros adjuvantes, ndo se observou

efeito semelhante.

Um dos parametros importantes no processo de secagem € o tempo de incorporacio
do adjuvante, por isso avaliou-se o efeito deste tempo logo apds a secagem e ao longo do
periodo de armazenamento. Nos blocos de experimentos em que se utilizou a mesma
concentracdo de adjuvante constatou-se que, de maneira geral, a incorporacdo por um tempo
menor (experimentos 1 e 3) resultou em melhor atividade da enzima, isso imediatamente
apds a secagem. No entanto, a partir do décimo dia houve uma inversdo desse
comportamento, sendo que os experimentos que tiveram um maior tempo de incorporag¢do
passaram a ter uma maior atividade enzimaética, exceto para os experimentos 3 e 4 que no 30°

dia voltaram a apresentar comportamento contrario, embora com atividade bastante parecidas

(Fig. 2).
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Figura 2 - Efeito do tempo de incorporacio do adjuvante na estabilidade da enzima durante
sua estocagem. Experimentos 1 e 3 tempo de incorporacdo 1; experimentos 2 e 4 tempo de

incorporagdo 2.



O efeito da concentracdo do adjuvante sobre a atividade da enzima foi outro aspecto
avaliado neste estudo. Observa-se que para os grupos de experimentos em que o tempo de
incorporagdo foi 0 mesmo, tempo 1 para experimentos 1 e 3 e tempo 2 para experimentos 2 e
4, uma concentragdo maior de adjuvante levou a uma melhor conservacdo da atividade nos
experimentos com tempo 1, j4 os experimentos que tiveram o tempo de incorporacido 2
permaneceram praticamente com a mesma atividade, isso imediatamente apds a secagem

(Fig. 3).
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Figura 3 - Efeito da concentracio do adjuvante na estabilidade da enzima durante sua
estocagem. Experimentos 1 e 2 concentragcdo de adjuvante Al; experimentos 3 e 4

concentracdo de adjuvante A2.

Essa melhor conservacdo da atividade no experimento com uma maior concentracio
do adjuvante estd em consonincia com o observado em outro estudo relativo a processos de
secagem (VASILJEVIC; JELEN, 2003). Durante a estocagem verificou-se que a amostra
resultante do experimento 3 que havia apresentado aumento de atividade logo apds a secagem
sofreu uma queda acentuada de atividade (66%) nos 10 primeiros dias de armazenamento
enquanto que para as demais amostras neste mesmo periodo houve aumento ou manutengio

da atividade. Em todos os experimentos a atividade praticamente duplicou entre o 10° e o 20°



dia de armazenamento. Apds 30 dias de estocagem houve uma redugdo da atividade das
amostras dos experimentos 1, 3 e 4 enquanto que a amostra submetida ao experimento 2 foi a
que apresentou o melhor resultado, com manuten¢do da atividade observada no 20° dia sendo
esta 40% maior que a atividade do extrato antes da secagem. E interessante ressaltar que ao
longo de todo o armazenamento a atividade enzimatica foi maior nas amostras com menor
concentracdo de adjuvante, o que é importante quando se avalia o aspecto da viabilidade
econdmica, principalmente quando se objetiva uma aplicacdio em larga escala para o

processo.

7 CONCLUSAO

Considerando-se os dados obtidos até o momento, pode-se afirmar que o protocolo de
experimentacdo 2 no qual foi utilizado a concentracio Al de adjuvante e tempo 1 de
incorporagdo, apesar de ter levado a uma maior perda inicial de atividade enzimatica, foi o
que apresentou o melhor resultado, sendo capaz de levar a uma recuperacdo e até superacao
da atividade inicial durante o periodo de armazenamento. Novos experimentos devem ser
realizados a fim de melhorar as caracteristicas do p6 e minimizar a perda inicial da atividade

enzimatica.
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