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RESUMO

Celulases sao um complexo enzimatico constituido por endoglucanases, exoglucanases e
B-glicosidases, e possuem diversas aplicacdes biotecnologicas. Algumas bactérias
filamentosas como Streptomyces sp. sdo utilizadas nos processos de degradagdo enzimatica, e
possuem potencial para produ¢do de enzimas de interesse biotecnoldgico. A busca por celulases
com propriedades mais adequadas para aplicagao industrial tem aumentado nos tltimos anos.
Na industria de panificagdo estas enzimas agem sobre a massa alterando caracteristicas fisico-
quimicas e sensoriais. Melhorando, assim, a qualidade final do produto e elevando a vida util.
Diante do exposto, o presente estudo tem como objetivo caracterizar e purificar a enzima
celulase produzida durante o crescimento de Streptomyces sp. S5, utilizando a técnica de
fermentagdo submersa. E ainda avaliar sua aplicagdo na producdo de paes de farinha de trigo
refinada e integral. Para tal, o microrganismo foi cultivado em meio Pridham por 6 dias a 37°
C, o extrato bruto foi obtido e determinada sua atividade celulolitica pela atividade de CMCase.
O extrato parcialmente purificado foi obtido por Ultrafiltracao (Ultracel10Kda) e cromatografia
de gel filtragdo (Sephacryl S-100). A enzima foi caracterizada por determinacdo do efeito do
pH, temperatura ¢ ions metalicos sobre sua atividade, e estabilidade térmica. A enzima do
extrato parcialmente purificado foi aplicada na formulagdo de pao de farinha de trigo refinada
e integral, nas concentragdes de 2,5; 5; 7,5 e 15 U/100 g de farinha. Foram avaliadas a influéncia
no volume especifico, textura e cor produto final. Como resultado, o extrato parcialmente
purificado apresentou enzima com massa molecular de 32 kDa, com atividade para CMCase
em zimograma. Tendo atividade 6tima em pH de 5.5, e temperatura otima a 55° C.
Termoestabilidade com manutengao de mais de 60% de atividade a 50° C em até uma hora.
Acima de 60% de atividade a 60°C, exceto na quinta hora. Atividade de mais de 100% na
primeira hora a 70°C, mantendo acima de 80% entre 2 e 4 horas de incubagdo. A atividade
enzimdtica foi inibida na presenga de CaCl,, HgCl, MgCl> e NaCly, KCl> e FeSOs. A
caracterizacdo dos paes demonstra aumento do volume especifico, e diminui¢do da dureza na
presenca de enzima celulase em todas as concentracdes. Houve alteragdes na luminosidade,
indicando aumento das reacdes de Maillard, e diminui¢do da intensidade de cor. Assim, conclui-
se que o cultivo de Streptomyces sp. S5 utilizando a técnica de fermentacao submersa ¢ eficaz
na producao de enzima celulase. As propriedades da enzima celulase obtida neste estudo a torna
util na aplicagdo em processos biotecnologicos como na produgdo de paes. Onde atuou
proporcionando melhorias nas qualidades fisicas e sensoriais do produto.

Palavras-chaves: atividade enzimatica, actinomicetos, farinha refinada, farinha integral.



ABSTRACT

Cellulases are an enzymatic complex made up of endoglucanases, exoglucanases and j3-
glycosidases, and have several biotechnological applications. Some filamentous bacteria like
Streptomyces sp are used in enzymatic degradation processes, and have potential to produce
enzymes of biotechnological interest. The search for cellulases with more suitable properties
for industrial application has increased in recent year. In the bakery industy, these enzymes act
on the dough, changing physical-chemical and sensory characteristics. Thus, improving the
final quality of the product and increasing the useful life. Given the above, the present study
aims to characterize and purify cellulase enzyme produced during the growth of Streptomyces
sp. S5, using the submerged fermentation technique. Also evaluate its application in the
production of refined and whole breads. So, microorganism was grown in Pridham medium for
6 days at 36° C, the crude extract was obtained and its cellulolytic activity was determined by
tge CMCase activity. The partially purified extract was obtained by Ultrafiltration (Ultracel 10
kDa) and gel filtration chromatography (Sephacryl S-100). The enzyme was characterized by
effect of pH, temperature and metal ions on its activity, and thermal stability. The enzyme of
the partially purified extract was applied in the formulation of refined and whole wheat bread,
in concentrations of 2.5, 5.0, 7,5. And 15 U/100 g of flour. The influence on the specific volume,
texture and color of the final product was evaluated. As a result, the partially purified extract
showed an enzyme with a molecular mass of 32 kDa, with activity for CMCase in a determined
by zymogran. It showed an optimum activity at pH 5.5, and na optimum temperature at 55°C.
Thermostability with maintenance of more than 60% of activity at 50°C in up one hour. Above
60% of activity at 60°C, except in the fifith hour. More than 100% activity in the first hour at
70°C, keeping above 80% between 2 and 4 hours of incubation. The enzymatic activity was
inhibited by the presence of CaClz, HgCl2, MgClz e NaCl, KCI and FeSO4. The characterization
of the breads shows an increase in specific volume, and a decrease in hardness in the presence
of cellulase enzyme in all concentrations. There were changes in luminosity, indicating a
increase in Maillard reactions, and a decrease in color intensity. Thus, it is concluded that the
cultivation of Streptomyces sp. S5 using the submerged fermentation technique is effective in
the production of cellulase enzyme. The properties of the cellulase enzyme obtained in this
study makes it useful in application in biotechmological processes such as bread production,
providing improvements in the physical and sensory qualities of the product.

Keywords: enzymatic activity, actinomycetes, refined flour, wholemeal flour
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1- INTRODUCAO

As enzimas tém sido cada vez mais utilizadas nas industrias para variadas aplicagdes. Em
diferentes segmentos como na producao de detergentes, alimentos e racdes, producao de papel
e celulose, produtos farmacéuticos e téxteis, entre outros (CARVALHO et al., 2017). A
celulase ¢ a terceira enzima mais utilizada em escala industrial, com potencial para aplicacao
no processamento de algodado, nas industrias de papel, de alimentagcdo animal e alimentagdo de
modo geral, na producgdo de detergentes e industria téxtil, além de serem utilizadas na produgao

de etanol a partir da biomassa (GUEIROS et al., 2020).

No entanto, a producao dessas enzimas envolve um custo elevado, diminuindo sua utilizagao
em diferentes processos. Devido a isso, hd uma crescente demanda por microrganismos capazes
de produzi-las utilizando técnicas economicamente mais viaveis. Além da busca pela produgao
de enzimas estaveis, que possam ser aplicadas em processos sob ampla faixa de pH e

temperatura, tornando assim os processos industriais mais eficientes e econdomicos (BAJAJ,

2019).

A celulose ¢ um homopolissacarideo linear, ndo ramificado, composto por subunidades de
glicose unidas por meio de ligagdes B-1,4-glicosidicas. As celulases atuam na despolimerizagao
da celulose por meio de agdo sinérgica: das endoglucanases (endo 1,4-p glucanases), que agem
aleatoriamente na celulose, gerando como produtos finais a glicose e celobiose; as
exoglucanases (exo 1,4-B glucanases), que hidrolisam as extremidades da cadeia liberando
celobiose; e por fim, a - glicosidase, ou celobiase, que cliva a celobiose e oligossacarideos

liberando glicose (BEDADE et al, 2017)

As celulases sdo produzidas principalmente por fungos e bactérias, € um dos grupos
bacterianos com potencial para produ¢do dessas enzimas sdo os Actinomicetos. Especialmente
o Streptomyces sp., organismo saprofito que degrada uma vasta gama de substratos insoluveis
utilizando enzimas hidroliticas extracelulares de interesse biotecnoldgico como as celulases

(SAHMOUNE, 2018).

Na industria de panificagdo as celulases agem alterando as propriedades da massa,
melhorando a qualidade fisico-quimica e sensorial do produto, e elevando sua vida util. Estes
atributos t€m sido cada vez mais desejaveis para suprir as exigéncias do consumidor. As

influéncias da aplicagdo da celulase na massa do pao ainda ndo sd3o bem conhecidas, mas ha
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evidéncias de que a atuagdo deste complexo pode resultar na diminuicdo da dureza,
proporcionando migalha macia e melhor qualidade sensorial (LIU et al., 2017, WANG et al.,
2018a).

Diante da necessidade da producdao de celulases utilizando processos de baixo custo,
tornando-as vidveis para utilizagdo em diferentes processos biotecnoldgicos, este trabalho teve
como proposta produzir celulase com caracteristicas fisico-quimicas estaveis e adequadas para
aplicagoes industriais, por meio do cultivo de Streptomyces sp. S5 em fermentagdao submersa.
A enzima produzida foi purificada e caracterizada bioquimicamente, e aplicada na produgao do
pao de farinha de trigo refinada e integral, visando obter efeitos positivos na qualidade do

produto final.
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2- REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biomassa Lignocelulésica

A biomassa lignoceluldsica ¢ uma matéria prima renovavel e abundante que devido a sua
alta disponibilidade t€ém sido utilizada como fonte de carbono sustentdvel. Por meio de
fermentagdes microbianas possui potencial para o desenvolvimento de combustiveis e produtos
quimicos de base bioldgica (BALA; SINGH, 2017; CHYLENSKI et al., 2017; ROCHA-
MARTIN et al., 2017).

A estrutura da lignocelulose e sua composi¢ao ¢ apresentada na Figura 1. Contém, com
base em seu peso seco, aproximadamente 40 a 60% de celulose, 20 a 40% de hemicelulose e
10 a 25% de lignina. E também constituido em quantidades menores por pectina, proteina e
extrativos (materiais ndo estruturais soliveis, como agucares nao estruturados, material
nitrogenado e clorofila). Essas propor¢des variam em uma mesma planta de acordo com a
idade, época de colheita e condi¢des de cultivo. (HAN et al., 2019; SHARMA, A., PAREEK,
V., ZHANG, 2015)
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Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura da lignocelulose.

Fonte: Adaptado de (MARQUES, 2013)
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A celulose ¢ o componente principal da parede celular dos vegetais. Seguido de
hemicelulose ¢ um polimero amorfo complexo, composto por unidades de mondmeros de

pentose (principalmente D-xilose, L-arabinose) e hexose (D-manose, D-glicose ou D-

galactose), unidas por ligagdes B-1,4- glicosidicas, e possui cadeias ramificadas e se encontram

associadas a lignina; A lignina, ¢ um heteropolimero aromatico, constituido por unidades de
fenilpropano sintetizados a partir de trés alcoois: p-cumarilico, coniferilico e sinapilico, (HAN
etal., 2019; MA et al., 2017).

A complexidade da estrutura hierarquica e a natureza recalcitrante da lignocelulose faz com
que sejam necessarias etapas de pré-tratamento, as quais viabilizam sua utilizagao. Essas etapas
permitem a conversdo da biomassa em agucares fermentaveis, e possibilita que a hidrolise
enzimadtica quebre a lignina e a hemicelulose, disponibilizando a molécula de celulose. O pré-
tratamento deve ser simples, economicamente viavel e ecoldgico. Além de ndo originar
compostos inibitorios ou perda das fragcdes de interesse, que sdo os polissacarideos ou lignina
(RAVINDRAN et al., 2018; SUN et al., 2016).

A hidrolise da lignocelulose pode ser realizada por enzimas lignoceluloliticas, que possuem
diversas aplicagdes biotecnologicas. Como as celulases, que sdo tUteis na produgdo de etanol,
no processamento da madeira, na industria téxtil, na maltagem na industria de bebidas, nutri¢ao
animal, produgdo de detergentes, de polpa, na obtengdo de protoplastos a partir de tecidos
vegetais, processo de reciclagem de papel impresso e na industria de alimentos. As
hemicelulases sdo usadas no biobranqueamento na industria de papel, clarificacdo de sucos,
melhoria de alimentos, producdo de agucares de xilose. E as enzimas que degradam a lignina
sdo uteis na producao de biocombustivel, industria de papel, téxtil, alimentos, tratamento de
aguas residuais, biorremediagdo, industria cosmética e farmacéutica (COELHO et al., 2018;

ORIl et al., 2016).

2.2 Celulases

Enzima ¢ uma molécula de proteina que age como catalisador biologico e influencia na
taxa de reacdo. A capacidade dos microrganismos em assimilar matéria organica esta

relacionada com a sua habilidade em produzir enzimas capazes de degradar estes substratos,
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assim, microrganismos capazes de degradar a celulose produzem enzimas com atuagdes
diferentes (BEHERA; RAY, 2015; ISLAM et al., 2019; LIMA et al., 2019).

As celulases sdo enzimas hidroliticas que degradam a celulose. A celulose ¢ um polimero
linear composto por subunidades de celobiose (dissacarideos D-glicose) associados por
ligagdes B-1,4-glicosidicas (Figura 2). As fortes ligagdes de hidrogénio intramolecular entre as
unidades de glicose, por meio dos grupos hidroxilas, determinam a estabilidade e a
complexidade da estrutura macromolecular da celulose. As cadeias de celulose se agrupam para
formar fibrilas elementares, que se acumulam em microfibrilas. Possuem regioes desordenadas
e ordenadas, denominadas de regides amorfas e cristalinas, respectivamente (SHARMA et al.,

2019)
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Figura 2. Representagdo esquematica da estrutura molecular da celulose.

Fonte: Adaptado de (NASCIMENTO, 2017)

As celulases sao classificadas pelo seu local de atuagdo na molécula de celulose, atuam
sobre diversos materiais celulosicos gerando como produtos a glicose, celobiose €
celooligossacarideos. Para a hidrélise completa da celulose € necessdria uma acao sinérgica das
enzimas: endoglucanases (EGs; EC 3.2.1.4), exoglucanases (EC 3.2.1.91) e B-glicosidases (EC
3.2.1.21) conforme apresentado na Figura 3 (LEE et al., 2018; SHARMA, S.; SHARMA, V_;
KUILA, 2016; WANG et al., 2018b)
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Figura 3. Representacdo esquematica da agao catalitica do complexo celulolitico.
Fonte: Adaptado de (BARBOSA, 2019)

O efeito sinérgico dessas enzimas possibilita a hidrélise completa da celulose. As celulases
possuem aplicagdes como na indudstria téxtil; industria de sucos, alimentos e cervejaria;
industria de papel e celulose; industria de detergentes e bioetanol. Assim, elas representam 20%
da demanda mundial anual por enzimas. Porém, as aplicacdes das celulases sao limitadas
devido a perca de atividade enzimadtica a elevadas temperaturas nas praticas industriais, ja
elevagdo de alguns graus acima da temperatura ideal leva a mudangas conformacionais afetando
sua funcionalidade. Portanto, as caracteristicas de estabilidade térmica da enzima sdao dados
importantes para avaliagdo da eficiéncia em aplicacdo biotecnologica (BASHIROVA et al.,

2019; SAINI; AGGARWAL, 2019)

2.2.1 Endoglucanases
As endoglucanases ou endo-1,4-B-D-glucanases (EC 3.2.1.4) hidrolisam internamente e
aleatoriamente as moléculas de celulose. Neste grupo destaca-se a enzima carboximetilcelulase

(CMCase), que atua no meio da cadeia nas ligagdes internas da regido amorfa, criando
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extremidades ndo redutoras e redutoras, para posterior acdo das exoglucanases. Tendo como
produto final celooligossacarideos, celobiose e glicose (BASHIROVA etal., 2019; ONI; OKE;
SANI, 2020)

2.2.2 Exoglucanases

As exoglucanases ou exo-1,4-B-D-glucanases (EC 3.2.1.91) fazem a hidrolise do polimero
a partir das extremidades, liberando moléculas de celobiose na solucdo. Entre as mais eficientes
exoglucanases estdo as celobiohidrolases (CBHs), com nome sistematico B-1,4-D-glucana-
celobiohidrolase. Elas agem essencialmente nos processos de decomposi¢do, sendo divididas
em: celobiohidrolase tipo I (EC 3.2.1.176) (CBH 1), que cliva as regides terminais redutoras; e
a do tipo II (EC 3.2.1.4) (CBH II), que cliva as regides terminais ndo redutoras (BARBOSA,
2019; SORENSEN et al., 2015)

Outra importante exoglucanase ¢ a exoglicohidrolase (EC 3.2.1.74), com nome sistematico
B-1,4-D-glicana-glicobiohidrolase (GH). Que promove uma degradacdo da fibra celulésica
liberando glicose diretamente do polimero. Tanto as celobiohidrolases quando as
exoglicohidrolases sofrem inibicdo pelo produto da hidrélise (celobiose e glicose,

respectivamente) (MENEZES; BARRETO, 2015).

2.2.3 B-glicosidase
A B-glicosidase (EC 3.2.1.21) ¢ uma enzima especifica para a celobiose, tendo como
produto final a glicose. Ela atua minimizando a agdo inibitdria que a presenga de celobiose

exerce sobre as atividades de endo e exoglucanases (SILVA, 2016).

2.3 Actinomicetos

Actinomicetos sdo bactérias gram positivas, principalmente aerdbicas, que se caracterizam
por alta quantidade das bases nitrogenadas guanina e citosina em seu genoma (69-73%). Sao
filamentosas como os fungos e possuem hifas aéreas verdadeiras. Sao formadoras de esporos e
saprofitas. Eles formam uma populagdo estavel e persistente em diversos ecossistemas, € sao
considerados uma importante fonte de produtos com importdncia médica, industrial e

econdmica. S3o conhecidas pela ampla capacidade de producdo de compostos bioativos,
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incluindo enzimas com inimeras possibilidades de aplica¢des biotecnoldgicas (ABDEL-AZIZ
etal., 2019; BALACHANDAR et al., 2018; NABILA; KANNABIRAN, 2018).

Dentre os actinomicetos com alta capacidade para a produgao destes compostos estd o
género Streptomyces, que faz parte da familia Streptomycetaceae, possuindo mais de 500
espécies ja descritas. As estirpes de Streptomyces pertencem as bactérias filamentosas
microscopicas mais disseminadas no ambiente podendo ser encontradas em ambientes
marinhos e terrestres. Streptomyces se caracterizam por col6nias de tamanho pequeno,
inicialmente lisas, com hifas vegetativas, micélio aéreo e ramificado, raramente fragmentado,
os esporos nao possuem motilidade (Figura 4). A temperatura ideal para seu crescimento varia
de 25°C a 37°C, e o pH entre 6,5-8,0 (ABDEL-AZIZ et al., 2019; BERGEY” et al., 1984;
SAHMOUNE, 2018).

Figura 4. Colonias de Streptomyces sp. S5 A: Colonias de Streptomyces sp. S5. B: Micélio vegetativo.
Fonte: Foto registrada no Laboratério de Bioquimica ¢ Engenharia Genética.

Diversas aplicagdes biotecnologicas de Streptomyces tém sido relatadas. Devido seu
potencial para producdo de antibidticos, fitohormdnios e diferentes metabolitos secundarios.
Esses compostos apresentam importante atividade bioldgica, devido a isso, espécies de
Streptomyces tém sido estudadas para aplicagdes nas industrias de alimentos e bebidas,
farmaceéutica e de papel e celulose (LI et al., 2018; PHUENGMAUNG et al., 2017).

Esse microrganismo também ¢ conhecido por secretar uma vasta gama de enzimas
extracelulares importantes em processos industriais, por serem tolerantes a amplas faixas de pH
e temperaturas. Sendo as principais delas: celulase, xilanase, quitinase, amilase, pectinase,

protease e lipase. Essas enzimas degradam varios biopolimeros na natureza e os Streptomyces
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podem incorporar esses substratos como nutrientes e metabolizar varias fontes de carbono (LI,

etal., 2018).

2.4 Fermentaciao Submersa

A fermentagdo ¢ um processo de conversao bioldgica de substratos através de
microrganismos, seja bactérias ou fungos. Durante esse processo sao gerados produtos
adicionais denominados de metabolitos secundarios. A fermentacdo submersa (FSm) e a
fermentagdo em estado solido (FES) sdo as principais metodologias de cultivo de
microrganismos, utilizadas frequentemente para produ¢do de enzimas lignoceluloliticas, e

outras, como lipases, invertases e esterases. (GMOSER et al., 2019).

A FES se da pelo cultivo do microrganismo em meio contendo substrato s6lido, com baixa
ou nenhuma quantidade de agua livre. Assim, permite a utilizacdo de diferentes fontes de
substratos solidos para posterior bioconversdo, no entanto, exige maior tempo para a

fermentagao (ABDEL-AZIZ et al., 2019).

J4 a FSm se d4 pelo crescimento do microrganismo como suspensdo em meio liquido,
contendo nutrientes soliveis ou com excesso de agua. Esse método proporciona uma melhor
transferéncia de calor, permite que o microrganismo permanec¢a submerso e uniformemente
distribuido, favorecendo assim a absor¢ao de nutrientes. Os substratos sdo utilizados
rapidamente, devido a isso necessitam constantemente serem suplementados com nutrientes

(ABDEL-AZIZ et al., 2019; GARCIA; LIMA; COURI, 2019; GMOSER et al., 2019).

A FSm ¢ o método mais adequado para cultivo de microrganismos como bactérias, que
requerem alto teor de umidade, aalém de proporcionar maior facilidade na etapa de purificagdo
dos produtos. E a técnica mais viavel em escala industrial, devido ao rapido processo de
fermenta¢do e maior facilidade no aumento de escala. Mais de 75% das enzimas industriais sao

produzidas por FSm. (GULLO; VERZELLONI; CANONICO, 2014).

O principal obstaculo na produgao de celulases ¢ seu alto custo de produgdo. Isso se deve,
principalmente, ao tipo e fonte de substrato utilizado na sua producdo, e a lenta taxa de
crescimento de fungos. Uma alternativa eficaz ¢ substituir a celulose por substratos
relativamente mais baratos, como nao-celulosicos. Além de utilizar como microorganismos as

bactérias, que possuem taxa de crescimento alta, em relagdo aos fungos. As celulases
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produzidas por bactérias sdo catalisadores frequentemente mais eficazes, com taxa de inibigdo

menor na presenca do material j& hidrolisado (ORJI et al., 2016).

2.5 Enzimas na panificacao

O pao ¢ um dos alimentos preparados mais antigos, e t€ém sido fonte basica de nutrientes a
milhares de anos. O trigo ¢ o cereal mais importante na panificagdo e ¢ constituido por trés

partes principais: endosperma, farelo e gérmen (Figura 5) (RENZETTI; ROSELL, 2015).
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Figura 5. Estrutura e composi¢do do grdo de trigo.
Fonte: Adaptado de (ONIPE; JIDEANI; BESWA, 2015)

A maioria dos produtos a base desse ceral, como os paes, sdo tradicionalmente preparados
a partir da farinha refinada, onde ha remocdo do farelo e do gérmen, que possuem grandes
quantidades de fibras e compostos bioativos. Contendo somente o endosperma amildceo central
do trigo, com um pouco de material residual da camada externa (aleurona e pericarpo)
(CANKURTARAN; BILGIC, 2019).

O polissacarideo em maior quantidade na parede do endosperma do trigo € o arabinoxilano
(AX), que pode ser dividido em fracdes soltiveis em dgua (WE-AX), e, insoluveis com agua

(WU-AX). Seguido por glucanos de ligagdo mista (MLG) e uma menor quantidade de celulose
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(cerca de <5%), que ¢ um constituinte significativo da parede celular do esdosperma do trigo,
responsavel pela integridade estrutural. Apresenta baixo nivel de reticula¢do de 4cido fertlico,
que se encontra ligado ao éster na posi¢ao C-5 da arabinose do trigo. Segundo modelo estrutural
proposto por Gartaula et al., 2018, a parede do endosperma do trigo possui celulose, xilanos e
mananos formando a estrutura do nucleo fibroso e os arabinoxilanos e glucanos de ligacao
mista se associam ao nucleo, formando a estrutura da parede celular do endosperma do trigo

(Figura 6) (GARTAULA et al., 2018).
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Figura 6. Organizagdo estrutural da parede celular do endosperma do trigo. A) Nucleo composto de celulose,
xilanos e heteromananas. B) Ntcleo coberto por rede emaranhada de MLG, AX e acido ferulico.
Fonte: Adaptado de (GARTAULA et al., 2018)

Os produtos de panificacdo também podem ser preparados com farinha de trigo integral,
que contém todos os componentes anatdmicos do grao; o endosperma, farelo e gérmen, que
fornece mais proteinas, fibra e nutrientes como minerais e fitoquimicos. A presenga do farelo e
do gérmen, podem proporcionar efeitos adversos nas propriedades da massa dos produtos de
panificacdo com graos integrais, como a redu¢do do volume, modificagdes de textura, aparéncia
e sabor. Para minimizar esses efeitos, a industrias de alimentos usam alternativas como a
aplicacdo de técnicas variadas de moagem, uso de enzimas e de componentes de inativagao
enzimdtica do farelo e diferentes tratamentos térmicos do grao (BOITA et al., 2016; GENG;
HARNLY; CHEN, 2016).

As camadas externas do grdo de trigo presentes na farinha de trigo integral possuem
concentragdes relevantes de celulose, lignina e arabinoxilanos insoluveis. Assim, a aplica¢do
de enzimas especificas como as celulases e xilanases no processo de producao dos paes podem
gerar alteragdes mais relevantes nas propriedades fisico-quimicas destes componentes, quando

comparadas as alteragdes ocorrentes nos produtos com farinha de trigo refinada, afetando
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positivamente o comportamento da massa e a qualidade dos produtos finais (YOUNG et al.,
2019).

Devido a alta demanda pelos produtos de panificagdo, tém sido estudado formas de
melhorar a qualidade do produto. Um exemplo, ¢ a utilizacdo de acido ascérbico, visando
melhorar o volume do pao e a estrutura do miolo; além das dextrinas, que melhoram as
propriedades da massa e a qualidade do produto final; e dos agentes emulsificantes que auxiliam
no manuseio, melhoram o volume do produto e a estrutura das migalhas. Uma das alternativas
mais utilizadas nos ultimos anos tém sido a aplicacao de enzimas no processo de panificagao,
visando a melhoria das propriedades fisico-quimicas e sensoriais do pdo (UNAL; ALTINEL,
2017)

As enzimas s3o utilizadas de forma ampla em diversos seguimentos industriais, por
promoverem alteragdes quimicas frente a diversos substratos. As celulases desempenham
importante papel nessa utilizagdo. O processamento enzimatico ¢ uma ferramenta sustentavel e
especifica de bioprocessamento. Que proporciona produtos naturais, com baixo teor de
componentes quimicos e com propriedades sensoriais atraentes, além disso, as enzimas nao
permanecem ativas no produto final (KHOSHNEVISAN et al., 2017; RENZETTI; ROSELL,
2015).

No ano de 1970 iniciou-se a aplicagdo de enzimas na industria de panificagdo, uso este que
vem aumentando com o passar dos anos. Dentre as enzimas, incluem as amilases, celulases e
xilanases, que atuam gerando aumento no volume do pao, melhorando a estrutura do miolo e
promovendo maior vida util. As enzimas sdo utilizadas como auxiliares, e adicionadas a farinha
durante o processo (ELMS et al., 2003; MOURA; NOGUEIRA; STEEL, 2016).

Entre as enzimas utilizadas estdo as oxidativas; como a glicose oxidase e lacase, que agem
promovendo ligacdes dissulfeto nas proteinas do gluten e geleificacdo de arabinoxilanos
ferulilados, alterando positivamente a reologia da massa; As transglutaminases, que promovem
a reticulagdo de proteinas melhorando a rede do gliten; E as lipases, que melhoram a reologia
da massa através da hidrolise dos lipidios da farinha de trigo, liberando acidos graxos com boas
propriedades emulsificantes. Levando a uma liga¢do lipidica com as proteinas do gluten,
estabilizando a rede; As hemicelulases, que hidrolisam os pentosanos; E as celulases, que
hidrolisam carboidratos complexos da parede celular, promovendo melhorias nas propriedades
de manuseio da massa e na qualidade final do pao (BUENO et al., 2016; Ll etal., 2019; UNAL,;
ALTINEL, 2017).

Entre as hemicelulases, as endoxilanases e B-xilosidases sdo as principais enzimas atuantes

na hidrolise do xilano, componente principal da hemicelulose. As xilanases hidrolisam os
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arabinoxilanos insoluveis, que sdo prejudiciais a panificagdo, aumentando os arabinoxilanos
soluveis, que possuem impacto positivo no volume do pdo. Assim, a xilanase aplicada na
panificacdo resulta no aumento do volume, reducao da viscosidade e endurecimento, ¢ maior
vida tutil. Podendo substituir o uso de emulsificantes e aditivos usados na fabricag¢ao do pao, e
possui vantagem de ser inativada pelo processo de cozimento (AHMED et al., 2016; LIU et al.,
2017; UNAL, 2017).

A celulase age catalisando a hidrolise das ligagdes B-1,4-d-glicosidicas da celulose
presente, e outros B-glucanos. Gerando como produtos a glicose, celobiose e outros polimeros
de glicose. Assim, a celulase cliva a rede da parede celular produzindo carboidratos de baixa
massa molecular, além da atuagdo da celulase expor os AX parcialmente ligados a celulose,
possibilitando a acdo das endoxilanases. As celulases possuem maior relevancia na aplicagao
em paes com graos integrais, ja que estes possuem uma maior quantidade de celulose do que os
graos refinados. (ROETS et al., 2015; TEBBEN; SHEN; LI, 2018; YOUNG et al., 2019).

As informagdes sobre a aplicagdo da celulase na panificag@o ainda sdo escassas, devido seu
mecanismo de agdo especifico. Mas sabe-se que a adigdo do complexo celulolitico na massa
do pdo resulta na diminuicdo da dureza, proporcionando uma migalha macia, retrogradagao
lenta do amido e melhor qualidade sensorial. Para que a acdo das enzimas hidroliticas gere
efeitos benéficos nas propriedades reoldgicas e sensoriais do pao, € necessario que atuem de
forma eficiente durante o desenvolvimento da massa e que sejam estdveis a altas temperaturas,
permitindo a agdo sobre o substrato durante a primeira fase do cozimento (LIU et al., 2017,

ROETS et al., 2015; WANG et al., 2018a).
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3.  OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar e purificar celulase e xilanase produzidas por Streptomyces sp. S5, utilizando
a técnica de fermentacdo submersa. Avaliar a aplicacdo na producao de paes de farinha de trigo

refinada e integral.

3.2 Objetivos especificos

e Cultivar o isolado de Streptomyces sp. S5 em fermentacao submersa.

e Obter extrato parcialmente purificado através dos processos de Ultrafiltracdo e
Cromatografia.

e Caracterizar parcialmente a celulase quanto aos aspectos bioquimicos tais como pH
otimo, temperatura 6tima, estabilidade térmica, acdo de inibidores, perfil eletroforético
e zimografia.

e Aplicar a enzima obtida na formulagdo de pao de farinha de trigo refinada e integral

e Avaliar a influéncia da aplicagdo da enzima nas propriedades de volume especifico,

textura e cor dos paes produzidos.
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4. METODOLOGIA

4.1 Linhagem da bactéria

Para a realizacdo da fermentacao foi utilizada a linhagem da bactéria Streptomyces sp. S5.
Isolada do solo, pertencente ao banco de bactérias do Laboratorio de Bioquimica e Engenharia

genética, do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Goias.

4.2 Fermentacao Submersa

A partir de placa ja cultivada com Streptomyces sp. S5, foram realizados repiques da cepa
selecionada retirando os esporos com auxilio de palito de madeira. Que foram distribuidos para
formagao de cinco colonias em placas contendo meio de cultivo Pridham (extrato de levedura
- 4,0 g/L; extrato de malte - 10 g/L; Glicose — 4 g/L; agar - 20 g/L; dgua destilada; pH 7.3)
(PRIDHAM; GOTTLIEB, 1948). As placas foram incubadas em estufa a 37° C por quatro dias.

Para a realizag¢ao da fermentagao submersa foi utilizado meio Pridham liquido. Contendo
Extrato de Levedura — 4 g/L; Extrato de Malte — 10 g/L; Glicose — 4 g/L; 4gua destilada, em
pH 7.3. Em frascos Erlenmeyer (500 mL) foram adicionados 300 mL do meio.

Foram colocados 10 mL de agua destilada autoclavada na placa contendo o repique de
Streptomyces sp. S5, os esporos foram soltos com auxilio de al¢a de vidro. Foi coletada uma
suspensio de esporos, a qual foi ajustada para 105/ mL (concentracio determinada por contagem
em Camara de Neubauer) e adicionada ao frasco Erlenmeyer contendo meio Pridhan liquido.

Os frascos foram mantidos em estufa a 37° C, sob agitagao de 80 rpm durante 6 dias.
Apos esse periodo, os frascos foram retirados da incubagdo. E o extrato de cultura foi
centrifugado a 15.000 rpm, por 15 minutos repetidas vezes. Para que fosse obtido um extrato
livre de células, que foi denominado extrato bruto (EB), e armazenado a 4°C para posterior

analise e utilizacao.
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4.3 Determinacao da atividade enzimatica e concentraciao de proteinas

Todas as atividades foram realizadas em triplicata. A quantidade de agucares redutores
liberados apds a atividade enzimatica foi determinada utilizando o acido dinitrosalicilico
(ADNS) (MILLER, 1959). Para célculo da atividade de CMCase utilizou-se curva padrao de
glicose. Para célculo da atividade de xilanase foi utilizada curva padrao de xilose. As leituras
das absorbancias da curva foram utilizadas para compor um grafico, obtendo a equagdo da reta

e utilizada nos calculos de atividade enzimatica.

4.3.1 Determinagao da atividade de celulase (CMCase)

A atividade de celulase foi testada por meio da atividade de CMCase, utilizando como
substrato CMC (Carboximetilcelulose). Através de micro ensaio conforme metodologia
adaptada de Ramada et al (2010).

Em placa de micro ensaio foram adicionados 50 pL. de CMC 1% diluido em tampao citrato
de sodio pH 4.8, e 50 pL de amostra (extrato enzimatico). Para o branco foram adicionados
apenas 50 pL de CMC. A placa foi incubada por 1 hora a 50° C em termociclador (Biorad). Em
seguida, foram adicionados 50 pL de amostra no branco, e 100 L de ADNS em todos os pogos,
e a mistura foi aquecida a 100° C por 5 minutos. A leitura foi realizada em espectrofotometro
com absorbancia de 540 nm. Foi determinada que uma unidade de atividade (U) corresponde a
1 uM de glicose liberada por minuto.

Apos a determinagdo da temperatura 6tima e pH otimo para atividade de CMCase, no
extrato parcialmente purificado, os ensaios de atividade para CMCase foram realizados nas
condigdes: CMC 1% diluido em tampdo acetato de sddio pH 5.5, e a placa foi inicialmente

incubada por 1 hora a 55° C.

4.3.2 Determinacao da atividade de xilanase

A dosagem de atividade da xilanase foi determinada por micro ensaio. Utilizando como
substrato a solu¢ao de xilana “bechwood” (Sigma) a 1% diluida em tampao citrato de sdédio pH
4.8. Foram adicionados 10 pL de amostra (extrato enzimatico), € 90 uL da solugdo de xilana
1%. E a placa foi incubada a 50° C por 5 minutos. Posteriormente, foi adicionado 100 puL de
ADNS, e as amostras foram aquecidas a 100° C por 5 minutos. E realizada leitura da
absorbancia em espectrofotometro com a 540 nm. Foi determinado que uma unidade de

atividade (U) corresponde a 1 uM de xilose liberada por minuto.
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4.3.3 Determinagdo da concentragio de proteinas

A quantificacdo de proteinas foi estimada pelo método de Bradford (1976). Utilizando
albumina de soro bovino para curva padrao. Foram adicionadas em placa de micro ensaio 10
uL de amostra (extrato enzimatico), e 100 uL do reagente de Bradford (0,1 g/L de corante
Comassie Brilliant Blue G-250, 0,6 mol/L de 4cido fosforico, e, 0,8 mol/L de etanol). A leitura

foi realizada em espectrofotometro na faixa de 595 nm

4.4 Purificacao da enzima Celulase

A purificagdo parcial das celulases presentes no extrato bruto de cultivo (EB) iniciou-se
pela técnica de ultrafiltracao (Ultracel). Utilizando membrana de peso molecular de 10 kDa. O
material obtido foi concentrado por liofilizagao, sendo ressuspenso em agua destilada.

Em seguida, o material foi aplicado em coluna de cromatografia de gel filtragdo, Sephacryl
S-100. A coluna foi previamente equilibrada, seguido de eluicdo com tampao Tris HCL 20 mM,
pH 10.0, com fluxo constante de 0,7 mL/min. Foi realizado controle de temperatura com agua
circulante a 15° C através da camisa da coluna. As fra¢des eluidas (1,5 mL cada fragdo) foram
coletadas por coletor automatico.

A presencga da celulase foi detectada por ensaio enzimatico das fracdes coletadas. As
fracdes que apresentaram atividade enzimatica para CMCase foram separadas, e liofilizadas.
Apos liofilizagdo foram ressuspensas em agua destilada, originando o extrato parcialmente

purificado.

4.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de s6dio (SDS-

Page)

A elaboracao do gel de poliacrilamida foi realizada conforme metodologia descrita por
Laemmli (1970). Utilizando gel de concentracao a 2% e gel de separagao a 12%. As amostras
utilizadas foram inicialmente precipitadas com Acetona P.A gelada (1:2) overnight. Em seguida
foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos. O sedimento obtido foi ressuspenso em
tampao de amostra contendo: Tris HCL — 100 mM; SDS 4%; Azul de bromofenol 0,2%;

Glicerol 20%; mercaptoetanol 10%. Em seguido, a amostra foi fervida por 5 minutos.
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As amostras preparadas foram aplicadas no gel, sendo utilizada uma voltagem 100 V, por
aproximadamente 2 horas, o gel foi corado por meio de coloragdo de prata. Onde o gel foi
fixado com solucdo de acido acético a 7,5% por 30 minutos. Em seguida, foi lavado 3 vezes
por 5 minutos com agua destilada, ¢ mergulhado em solucao contendo AgNOs (1,5 g/L) e
formaldeido (0,056%) por 30 minutos. O gel foi novamente lavado com agua destilada, e feita
a revelagcdo com solugdo contendo Naz;COs3 (30 g/L), formaldeido (0,056%) e tiossulfato de
sodio (400 mg/L). A revelacao foi interrompida com imersdo do gel em solugdo fixadora de
7,5% de acido acético gelado durante 5 minutos. Posteriormente o gel foi escaneado utilizando
o scanner Gel Doc Ez Imager, da Biorad. A massa molecular de cada banda foi analisada de

acordo com o marcador BLUeye Prestained Protein Ladder (10 a 245 kDa).

4.6 Zimografia

O zimograma para determinagao da atividade de celulase e xilanase foi realizado de acordo
com metodologia descrita por Blum et al. (1999). A amostra foi preparada com precipitagdo em
Acetona P.A gelada (1:2) overnight. Em seguida foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10
minutos. O sedimento obtido foi ressuspenso em tampao de amostra contendo: Tris HCL — 100
mM; SDS 4%; Azul de bromofenol 0,2%; Glicerol 20%. Em seguida, a amostra foi fervida por
5 minutos, e aplicada em gel de SDS-Page. Para atividade de CMCase adicionou-se ao gel 0,2%
de CMC (Sigma), para atividade de xilanase, 0,1% de xilana bechwood (Sigma).

Apos a corrida de eletroforese, o gel foi incubado por 1 hora em solugdo Triton X-100 1%,
lavado com agua destilada. Para atividade de CMCase o gel foi incubado em tampao de
renaturacdo (fosfato de sodio 50 mM pH 6.0) overnight, sob refrigeracao. E por 2 horas para a
atividade de xilanase. Apoés este periodo o tampao foi substituido e incubado novamente por 2
horas a 50° C. Em seguida o gel foi submerso em solucao vermelho congo 0,1% por 20 minutos,
e entdo lavado com NaCl 1 M até a visualizagdo dos halos correspondentes a atividade

enzimatica.
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4.7 Caracterizaciao bioquimica da celulase

A partir do extrato parcialmente purificado foi realizada a caracterizacdo da enzima

CMCase. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

A influéncia do pH sobre a atividade de CMCase foi avaliada por meio de ensaio
enzimatico nas faixas de pH de 3.0 a 9.0, com variacao de 0.5. A concentragdo i6nica dos
tampdes utilizados foi de 0,05 mol/L. Sendo os tampdes: citrato de sodio (pH 3.0 a 4.5), acetato

de sodio (pH 5.0 a 6.5), fosfato de sodio (pH 7.0 a 7.5) e Tris-HCL (pH 8.0 a 9.0).

A influéncia da temperatura sobre a atividade de CMCase também foi avaliada. Realizando
ensaio da atividade enzimatica nas condi¢des de temperatura entre 30° C a 80° C, com varia¢ao

de 5°C.

A analise de termoestabilidade enzimatica foi realizada incubando previamente a amostra
nas temperaturas de 50° C, 60° C e 70° C. Pelos periodos de 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 ¢ 6 horas. Nos
periodos estabelecidos foram retirados aliquotas e determinadas as atividades por meio de

ensaio enzimatico.

Também foi avaliada a influéncia de ions metalicos sobre a atividade de CMCase. Onde
foi realizado ensaio enzimatico na presencga de 10 pL de solucdo (5 mM) dos ions (CaCl,, BaCly,

HgCl,, MgCl,, NaCl, KCl, MnSO4, ZnSO4, FeSOy4), B-mercaptoetanol e SDS.

4.8 Formulacao dos paes

Os paes foram elaborados no Laboratorio de Panificacdo da Faculdade Araguaia, localizada
na cidade de Goiadnia, Goids. A formulacdo do pao foi estabelecida a partir de testes
preliminares baseando as porcentagens (%) em relagcdo ao peso da farinha. A formulagdo estd
apresentada na Tabela 1. Sendo, 100% farinha de trigo refinada (pdo de farinha de trigo
refinada) ou farinha de trigo integral (pao de farinha de trigo integral); 60% agua; 4% de agucar;
3% gordura vegetal hidrogenada; 2% de fermento biologico, 1,5% de sal (OLIVEIRA, 2010).
Os paes foram adicionados de enzima celulase do extrato parcialmente purificado nas

concentragdes de 2,5; 5; 7,5 e 15 U/100 g de farinha.
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Tabela 1. Formulag@o dos paes.

Formulacio dos paes

. Pao de farinha de trigo Pao de farinha de trigo
Ingredientes .
refinada integral
Farinha de trigo refinada 100% -
Farinha de trigo integral - 100%
Agua 60% 60%
Acgucar 4% 4%
Gordura vegetal 3% 3%
Fermento biologico 2% 2%
Sal 1,5% 1,5%
Celulase (CMCase) 0-2,5-5 -7,5.- 15 U/100 g de 0—2,5—5-7,5.- 15 U/100 g de
farinha farinha

Porcentagens (%) em relagdo ao peso da farinha.

A enzima foi dissolvida na agua utilizada na producao dos paes, para garantir amplo acesso
em toda a massa durante o processo de mistura. A farinha, o actcar, a gordura vegetal e parte
da dgua foram adicionadas e misturadas por 1 minuto em batedeira planetaria (Cadence Orbital
Eletronic). O restante da d4gua com o fermento foi adicionado e misturado por mais 1 minuto.
Por ultimo, o sal foi adicionado a massa, a qual foi misturada por 15 minutos para o

desenvolvimento da rede do gluten.

A massa descansou por 10 minutos e foi dividida em porcdes de 100 g. Em seguida, foi
colocada em formas de aluminio e submetida a fermentagdo por 40 minutos, em camara de
fermentacdo, em temperatura de 35° C e 85% de umidade. Apods a fermentagado, os paes foram
assados em forno Pratica Technipan a 180° C por 20 minutos. Em seguida foram esfriados por
2 horas a temperatura ambiente (25° C +/-2° C), e embalados com sacos plasticos de polietileno

(ALMEIDA et al., 2017).
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4.9 Caracterizacao dos paes

Os paes produzidos foram submetidos a caracterizagdo, por meio da avaliacdo de volume

especifico, analise de textura e analise de cor.

4.9.1 Volume especifico

Para a andlise de volume especifico, os paes foram pesados em balanca analitica. Em
seguida, o volume de cada pao foi determinado através do deslocamento de sementes de paingo,
de acordo com método descrito por Mohammadi et al., (2015). O célculo do volume especifico

foi realizado através da razdo entre o volume e a massa dos paes, conforme equagao 1.

VE=" (1)

Onde: VE: volume especifico; v: volume (mL); p: peso (g)

4.9.2 Analise de Textura

A analise de textura dos paes foi realizada utilizando texturometro TA.HD Plus Texture
Analyser. Considerando os atributos de dureza, elasticidade, coesdo e mastigabilidade. Por
meio dos seguintes parametros: probe cilindrica 20 mm de didmetro, for¢a de gatilho (tigger
force) de 10 g, velocidade pré-teste de 20 mm/s, velocidade teste de 10 mm/s, velocidade pos

teste de 10 mm/s. Foram utilizadas fatias de 20 mm de espessura.

4.9.3 Analise de Cor

As analises de cor dos paes foram realizadas utilizando colorimetro Baking Meter BC-10,
de acordo com o sistema CIE L*a*b*. Os resultados foram expressos em: valores de L*
(luminosidade ou brilho), que variam do preto (0) ao branco (100); valores de a*, que variam
do verde (-60) ao vermelho (+60); e valores de b*, que variam do azul (-60) ao amarelo (+60).

As leituras do pardmetro L*, a* e b* permitiram calcular o angulo Hue (tonalidade ou matriz)
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e o Croma (saturagdo ou intensidade da cor). O angulo Hue foi calculado pela Equagdo 2 e

Croma por meio da Equacao 3.

C x= (a*)? + (b*)? (2)

*

H = tan™?! (Z—) [graus] (3)

4.10 Analise estatistica

Os dados experimentais foram analisados utilizando software Statistica 10.0. Foi realizado
andlise de variancia unidirecional (ANOVA), e teste de Tukey aplicado com nivel de
significancia de p <0,05. Os ensaios foram realizados com pelo menos trés repeticdes. Os

valores foram relatados como médias e desvio padrao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producao de enzima por Streptomyces sp. S5 em FSm

Streptomyces sp. S5 foi cultivado em fermentagao submersa para produgdo de enzimas e
foi obtido o extrato bruto de cultivo, que apresentou concentracao de proteinas de 0,126 mg/mL.
A producdo enzimatica foi avaliada por medicdo da atividade de CMCase e xilanase no EB
apos o periodo de cultivo. Os dados obtidos estdo apresentados na Tabela 2. Streptomyces sp.
S5 demostrou capacidade em produzir enzima celulase, apresentando atividade enzimatica de

15,11 U/mL para CMCase e atividade de 411 U/mL para enzima xilanase.

O meio de cultivo utilizado neste trabalho continha glicose em sua composigdo. E
comprovado que a producao de enzimas lignoceluloliticas sdo inibidas pela presenca do produto
final (glicose). No presente estudo, apesar da presenca de glicose no meio de cultivo houve a
producdo de celulases. Outros estudos mostraram que diferentes isolados de Streptomyces
produzem eficazmente endoglucanases em meio contendo glicose. Aparentemente os genes de
celulases sdo expressos constitutivamente, podendo ainda estar presentes em operons sobre

outra forma de regulacio (CHELLAPANDI; JANI, 2008; LIM et al., 2016).

Tabela 2. Enzimas presentes no EB de cultivo de Streptomyces sp. S5 cultivado em FSm.

Enzimas produzidas por Streptomyces sp. S5 presentes no EB de cultivo em FSm

Enzima Atividade (U/mL)
CMCase 15,11+0,09
Xilanase 411+0,07

Valores expressos em média e desvio padrio (£)
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5.2 Purificacao parcial

O extrato de cultivo de Streptomyces sp. S5 em FSm foi submetido a diferentes etapas de
purificagao. Apos a cromatografia de gel filtragdo com coluna Sephacryl S-100, as fragdes
eluidas que apresentaram atividade para CMCase foram colhidas (Figura 7), obtendo assim o
extrato parcialmente purificado. O qual apresentou concentragdo de 0,072 mg/mL de proteinas,

20,38 U/mL de atividade de CMCase e 371 U/mL de atividade de xilanase.

Cromatografia Gel filtragao S-100

—— Absorvancia Atividade CMCase

__ 1200,00 120,00 __
o) X
< 1000,00 100,00 =
E g
£ 800,00 80,00 g
S 600,00 60,00 O
N 3
‘s 400,00 40,00 T
2 3
X 200,00 20,00 3
S 000 — 0,00 -5
2 1 4 7 101316192225283134374043464952555861 646770737679 82 8588

Fragao de eluicao

Figura 7. Grafico cromatografia gel filtragdo Sephacryl S-100.

A purificacdo parcial da enzima celulase estd resumida na Tabela 3. O extrato bruto
apresentou atividade especifica de 119,92 U/mg. Durante as etapas de purificacdo foi observado

um aumento gradual da atividade especifica de celulase, até finalmente atingir 283,06 U/mg.

Tabela 3. Purificagdo parcial de celulase produzida por Streptomyces sp. S5 cultivado em FSm.

Proteina Atividade Fator de

Atividade Atividade Proteina Recuperacao

Etapa total especifica purificacdo
(U/mL) Total (U) (mg/mL) (mg) (U/mg) (vezes) (%)
Sobrenadante
de cultura 1511 453300 0,126 378 119,92 | 100
Ultrafiltraciao
(Ultracel 24,42 1221,00 0,153 7,65 159,61 1,33 27

10Kda)
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Cromatografia
-Sephacryl S- 20,38 1019,00 0,072 3,6 283,06 2,36 22
100

Apos a concentragdo por Ultrafiltragdo (Ultracel 10kDa) houve aumento da atividade

especifica em 1,33 vezes, com 27% de recuperagdo da atividade de celulase. As fragdes obtidas
por meio da cromatografia de gel filtracdo utilizando coluna Sephacryl S-100 apresentou a
atividade especifica de 283,06 U/mg. Assim, na preparacdo final obteve um aumento da
atividade especifica em aproximadamente 2,36 vezes, com taxa de recuperagao da atividade de
22%.

Embora mais de 70% da proteina extraida da cultura tenha sido removida durante a
purificacdo, a enzima teve sua atividade especifica dobrada. A diminui¢ao do rendimento pode
ter sido ocasionada pela desnaturacao da enzima durante os processos de purificagcdo, devido
aos diversos fatores de exposicdo. Sendo necessario otimizagdo da técnica, visando a
diminuicdo de fatores que influenciem a desnaturagdo da estrutura da enzima (BALA; SINGH,
2017).

No estudo de Yassien, Jiman-Fatam e Asfour (2014), a preparagdo final apresentou uma
recuperagdo de 13,5% da atividade de celulase, com atividade especifica para CMCase elevada
em 38,5 vezes, utilizando diferentes métodos cromatograficos para a purificacdo da celulase
produzida por Streptomyces sp. Ja Kumar et al (2018) submeteram a enzima do extrato bruto a
cromatografia de gel filtragdo, onde obtiveram nivel méximo de purificagdo com rendimento
de 72,8% e taxa de purificacdo de 3,7 vezes (KUMAR et al., 2018; YASSIEN; JIMAN-
FATANI; ASFOUR, 2014).

5.3 Perfil eletroforético e zimografia

O perfil eletroforético do EB esta apresentado na Figura 8 (Al). A analise do gel de
eletroforese revelou que varias proteinas foram secretadas por Streptomyces sp. S5 em
fermentacdo submersa. Os actinomicetos produzem um sistema multiplo de enzimas, sendo
comum encontrar proteinas com massas moleculares variadas, como observado no perfil
eletroforético do EB, que apresentou massas moleculares entre 15 e 75 kDa. No entanto, o perfil

apresentada menor quantidade de proteinas do que comumente ocorre, o que se deve a presenca



38

da glicose no meio de cultivo gerar uma regulacdo negativa na producdo de proteinas pelo

microrganismo (VINHA et al.; 2011).

Apos as etapas de purificacdo obteve-se o extrato parcialmente purificado, e seu perfil
eletroforético esta apresentado na Figura 8 (A2). E observada a presenca 3 bandas, com massa
molecular de aproximadamente 30 kDa, 32 kDa e 60 kDa. Por meio de andlise de zimograma
foi identificado a presenca de uma uUnica banda com atividade para CMCase com
aproximadamente 32 kDa (Figura 8 B), e a de 60 kDa corresponde a banda de atividade para

xilanase (Figura 8 C). Nao foi identificada em zimograma o correspondente a banda de 30 kDa.

C
135 KDa 135 KDa
100 KDa 100 KDa
75 KDa 75 KDa
63 KDa 63 KDa <60 KDa
48 KDa
48 KDa
35 KDa 35 KDa
25 KDa
25 KDa
20 KDa
20 KDa
17 KDa
17 KDa

I

Figura 8. SDS-page 12% poliacrilamida, e Zimograma com extrato bruto e parcialmente purificado obtido do
cultivo de Streptomyces sp. S5 em FSm. A: M: Marcador; 1: Extrato bruto (EB); 2: Extrato parcialmente
purificado. B: Z: Zimograma para atividade de CMCase no extrato parcialmente purificado. C: M: Marcador; Z:
Zimograma para atividade de Xilanase no extrato parcialmente purificado.

A analise do zimograma para celulase do extrato parcialmente purificado apresentou uma
unica banda de atividade, com massa molecular de aproximadamente 32 kDa, compativel com
uma das bandas apresentadas no SDS-Page. A celulase produzida por cultivo de Streptomyces
sp. S5 em fermentacdo submersa neste estudo, é compativel com a faixa de massa molecular da

maioria das celulases expressas por Streptomyces sp.., que variam entre 23 e 82 kDa. Esta ¢
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também semelhante as celulases produzidas por S. reticuli, que apresentou massa molecular de
36 kDa. Enquanto a produzida por S. longispororuber apresentou massa de 42 kDa. Nossa
enzima possui massa molecular maior que as celulases de 24-27 kDa de S. ruber, ¢ menor que
que a celulase produzida por S. viridobrunneus, de 119 kDa (SALAMONI, 2005; YASSIEN;
JIMAN-FATANI; ASFOUR, 2014)

No estudo de Brito-Cunha et al (2012) utilizando Streptomyces thermocerradoensis 13 em
meio suplementado com farelo de trigo, foram observadas trés bandas com massas moleculares
estimadas de 17, 19 e 45 kDa. Pinheiro, Azevedo-Martins ¢ Albano (2016) avaliaram as
celulases produzidas por Streptomyces sp., utilizando como meio de cultura o meio minimo
com bagaco de cana, e também identificaram 3 bandas com atividades para CMCase em
zimograma (BRITO-CUNHA et al., 2015; PINHEIRO; AZEVEDO-MARTINS; ALBANO,
2016)

Diferentemente dos estudos acima, em nosso trabalho foi identificada apenas uma banda
com atividade para CMCase. Isto pode ser devido a presenca de glicose no meio de cultivo, que
levou a inibi¢do de alguns genes responsaveis pela expressdo celulolitica. A sequéncia do
genoma do género Streptomyces inclui varios genes codificadores de celulases e quando ¢
cultivado em meio contendo glicose, pode ocorrer uma regulagcdo negativa da degradagao das
fontes de carbono e biopolimeros, devido ao controle que a glicose exerce na atividade génica

catabolica do microrganismo (CHELLAPANDI; JANI, 2008).

A andlise de zimograma para xilanase produzida por Streptomyces sp. S5 apresentou uma
unica banda correspondente a banda de massa molecular de 60 kDa presente no SDS-Page. Este
dado estd em concordancia com os dados apresentados por Phuengmaung et al, 2017, onde a
enzima xilanase produzida por Streptomyces sp. SWU10 apresentou massa molecular de 60
Kda, sendo indicada como uma proteina monomeérica, como arabinofuranosidase ou xilosidade
bifuncional. E compativel também com a xilanase produzida por Streptomyces sp. SG-13 (60
kDa), e diferente da produzida por Streptomyces olivaceoviridis E-86 (45 kDa), e Streptomyces
rameus 1.2001(21,1 kDa) (PHUENGMAUNG et al., 2017; WU et al., 2017).

Embora tenha sido constatado a presenca de atividade para xilanase no extrato parcialmente
purificado, a caracterizagdo bioquimica e demais experimentos foram realizados somente
avaliando a atividade para CMCase. Tal fato se deve a descontinuagdo da produgao comercial

de xilana beechwood, sem o substrato tornou-se dificil realizar os experimentos necessarios.
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5.4 Caracterizacao da CMCase parcialmente purificada.

5.4.1 pH e temperatura 6timos para atividade de CMCase

Foram avaliadas as influéncias de pH (3.0 a 10.0) e temperatura (30 a 80° C) sobre a
atividade de CMCase. O grafico da figura 9 mostra a influéncia do pH na atividade de CMCase.
E possivel observar melhor atuagio da CMCase em pH 5.5, sendo este o valor ideal de pH para

sua aplicacdo. E a manuten¢@o de mais de 70% da atividade na faixa de pH entre 4.0 ¢ 9.0.

Influéncia do pH sobre a atividade de CMCase
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Figura 9. pH 6timo para atividade de CMCase (55° C) no extrato parcialmente purificado, produzida por
Streptomyces sp. S5 cultivado em FSm. A concentragdo i6nica para os tampdes foi de 0,05 mol/L: citrato de sddio
(pH 3.0 a 4.5), acetato de sodio (5.0 a 6.5), fosfato de sddio (pH 7.0 a 7.5), Tris-HCL (pH 8.0 a 9.0). Percentual
de atividade expressa em relagdo a maior atividade.

Essa enzima ¢ mais estavel a essa faixa de pH do que a relatada por Gama et al (2019)
produzida por S. thermocerradoensis 13, onde somente 60% da atividade foi mantida na faixa
de pH entre 4.0 ¢ 9.0 e apresentou pH 6timo de 6.0 (GAMA, et al., 2019). Apresentar
estabilidade numa ampla faixa de pH ¢ uma caracteristica importante para uma enzima ser
utilizadas em processos biotecnologicos. A notavel atividade em ampla faixa de pH revela
estabilidade em meios acidos, tornando-a apropriada para aplicagdes alimentares, como na

panificacdo (TRABELSI et al., 2019).
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O gréfico da Figura 10 mostra a influéncia das diferentes temperaturas sobre a atividade da
CMCase do extrato parcialmente purificado. A enzima demostrou maior atividade na
temperatura de 55°, seguido de segundo pico de atividade a 70°C. A atividade da enzima se
manteve acima de 60% na faixa de temperatura de 40 a 55° C e entre 65° a 70° C. Outros estudos
também revelaram dois ou mais picos de atividade para celulase em funcao da temperatura,
sugerindo a presenca multiplas celulase com atividade 6tima em temperaturas diferentes, que ¢
comum em enzimas produzidas por actinomicetos (BRITO-CUNHA et al., 2015; VILELA,
2013).

Influéncia da temperatura sobre a atividade de CMCase
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Figura 10. Temperatura 6tima para atividade de CMCase (pH 5.5) no extrato parcialmente purificado, produzida
por Streptomyces sp. S5 cultivado em FSm. As temperaturas variam de 30 a 80° C. Percentual de atividade expressa
em relagdo a maior atividade.

A temperatura 6tima da celulase produzida neste estudo ¢ compativel ao obtido pela
CMCase de Gama et al (2019), que também apresentou atividade 6tima a 55°C. Ventorino et
al (2016) avaliou os efeitos da endocelulase produzida pelas estirpes S. argenteolus AES8P, S.
argenteolus APS1A, S. argenteolus AET10A e S. argenteolus AES2P na temperatura e pH
otimos. E a celulase produzida por todas as cepas demonstrou uma 6tima atividade em pH 5.0
e temperatura de 50°C, valores estes proximos aos encontrados para melhor atividade em nosso

estudo (GAMA et al., 2019; VENTORINO et al., 2016)

Para que a aplicacdo de enzimas em processos biotecnoldgicos seja vidvel, € necessario

que elas atuem em ampla faixa de pH e temperatura, pois estes fatores levam a desnaturagdo e
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inativagdo da enzima, tornando ineficiente sua a¢do na hidrolise, exigindo o uso de maior
quantidade de enzima, e consequentemente elevando os custos. Assim, a utilizagdo de enzimas
estaveis a altas temperaturas e variados pH ¢ vantajosa pela alta taxa de reagdo, aumento da
viabilidade técnica e econdmica dos processos de aplicagao biotecnologica (BALA; SINGH,

2017).

5.4.2 Termoestabilidade enzimatica de CMCase

A avaliagdo da termoestabilidade da CMCase do extrato parcialmente purificado estd

apresentada na Figura 11. Diferentes perfis foram obtidos em 50, 60 e 70° C.
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Figura 11. Termoestabilidade em 50, 60 e 70° C para atividade de CMCase, no extrato parcialmente purificado,
produzida por Streptomyces sp. S5 cultivado em FSm. Percentual de atividade expressa em relagdo a atividade
inicial (100%).

Em 50° C a enzima manteve mais de 60% da sua atividade até a terceira hora de incubacao.
Em 60° C a atividade se manteve acima de 90% até a primeira hora de incubacdo, depois se
manteve acima de 60% nos demais periodos, exceto na quinta hora. Ja em 70° C a enzima
apresentou aumento da atividade em relagao a inicial até a primeira hora. houve diminui¢ao da
atividade nas horas posteriores, que se mantiveram acima de 80% no periodo de 2 a 4 horas de
incubacao.

Enzimas termoestaveis que apresentam atividade a altas temperaturas reduzem a
possibilidade de contamina¢do microbiana durante os processos industriais, além de
permanecerem ativas por mais tempo durante procedimentos de alta temperatura. As celulases

que apresentam alta estabilidade térmica em temperatura elevadas, apresentam interesse para
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aplicagdes industriais, na area de alimentos, téxteis, papel e conversao de biomassa. Pois,
possuem vantagens como; 0 menor tempo necessario para hidrolise, devido a alta atividade
especifica; e, proporcionam menor risco de contaminagao no processo. Assim, um dos critérios
importantes para aplicacdo de enzimas ¢ que a proteina seja resistente as condigdes severas dos
processos, como temperaturas elevadas (BALA; SINGH, 2017; HUZAIRI et al., 2019).

A enzima celulase produzida por Streptomyces sp. S5 em FSm demonstra potencial para
aplicacdo biotecnologica por apresentar estabilidade a uma ampla faixa de pH e elevada
temperatura, € ser termoestavel a temperaturas de 50, 60 e 70°C. Podendo assim, ser util na
industria de panificacdo, que necessita de enzima estavel a ampla faixa de pH, e termoestavel,

que continue exercendo sua atividade durante as primeiras etapas do processo de cozimento.

5.4.3 Efeito de ions metalicos, SDS e 8- mercaptoetanol sobre atividade de CMCase

Considerando o potencial uso de celulases em aplicagdes biotecnolédgicas, a influéncia de
alguns ions metalicos na sua atividade foi avaliada. Os ions testados foram selecionados de
acordo com a literatura, sendo os ions que comumente induzem ou inibem agdo de enzimas e
que podem estar presentes nos processos biotecnoldgicos. Os resultados da avaliagdo sao

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Efeito de ions metalicos, B- mercaptoetanol e SDS na atividade de CMCase do extrato parcialmente
purificado produzido por Streptomyces sp. S5 cultivado em FSm.

Influéncia de ions metadlicos na atividade de CMCase

fons Atividade relativa de CMCase (%)
Controle 1000

CaCl, 71,41+ 1,68
BaCl; 83,39+6,67
HgCl, 52,49 + 6,27
MgCl; 50,67 + 4,93
NaCl 71,51 +2,92
KCl 42,62 £ 3,16
MnSO4 91,14 + 8,09
ZnS04 80,17 £ 5,62
FeSOa 22,09 + 6,68
-mercaptoetanol 89,93 +8,71
SDS 73,73 £9,53

Concentracao final dos ions de 0,05 mM.

Atividade relativa expressa em porcentagem em relagdo ao controle.
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Foi observado uma diminui¢ao consideravel (>20% de inibi¢ao) da atividade de CMCase
na presenca de CaCly, HgCl,, MgCl, e NaCl e mais de 50% de inibi¢do foi observada na
presenca de KCI e FeSO4. Os ions ZnSO4, FeSO4 e MnSO4 sdo comumente citados como os
maiores inibidores da atividade de celulases microbianas devido a ligacao que leva alteracao na
conformacao, substitui¢ao de cofatores de metais nativos ou celulose bloqueando acessibilidade
para celulase, ou via mecanismo redox. No entanto, no presente estudo, a atividade da celulase
foi reduzida somente em 20% na presenca de ZnSOs, e menos de 10% na presenga de MnSOq4

(GAMA et al., 2019; TEJIRIAN; XU, 2010).

Na presenga de SDS a atividade de celulase foi reduzida em mais de 20%. J4 na presenca
de B- mercaptoetanol a reducdo da atividade ocorreu marginalmente. - mercaptoetanol ¢
frequentemente descrito como inibidor da atividade enzimatica devido a sua ag@o redutora em
ligagdes dissulfeto. No entanto, tém sido demonstrado manutencdo da atividade enzimatica na
sua presen¢a (ALMEIDA et al., 2017).

Embora tenha sido apresentada reducdo da atividade da celulase na presenca de NaCl, ela
se manteve em mais de 70%. Sendo a tolerancia ao sal uma importante caracteristica para
aplicagdo da enzima nos processos de panificagdo. J4 que o NaCl é um constituinte essencial
na formulagdo do pao. Permitindo assim, que a enzima continue a exercer sua fungdo mesmo
apos a adi¢do do sal no processamento (SIMSEK; MARTINEZ, 2016).

A resisténcia da atividade enzimatica na presenca de diferentes ions ¢ importante para
viabilizar sua aplicagdo biotecnologica. As celulases sdo propensas a inibi¢do por meio destes
ions. Os quais, em um processo industrial podem ser derivados do tratamento da biomassa
utilizada como matéria prima. O efeito dos ions metalicos que agem como inibidores ou
ativadores da atividade enzimatica esta relacionado com alteragcdes na solubilidade da enzima,
devido a ionizacdo dos substratos; e, alteracdes nas propriedades cataliticas da propria enzima,

por meio de ligagdes no sitio ativo (BEDADE et al.; 2017; GAMA et al.; 2019).

5.5 Aplicacao da celulase na formulacao de pao de farinha de trigo refinada e

pao de farinha de trigo integral
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As celulases tém sido utilizadas na panificagdo para melhorar as qualidades da massa e
do pao (WANG et al., 2018a). A celulase produzida mostrou caracteristicas que a tornam util
para uso na panificagdo como estabilidade a ampla faixa de pH e termoestabilidade. Devido a
isso, a celulase foi adicionada na formulacao dos paes de farinha de trigo refinada, e farinha de
trigo integral nas concentragdes de enzima de 2,5, 5, 7,5 e 15 U/100 g de farinha. As imagens

dos paes produzidos estdo apresentadas na Figura 13

Houve aumento do volume do pao com adi¢do de enzimas seja no pao de farinha de trigo
refinada e no pao com farinha de trigo integral. Além da adi¢ao de celulase na formulagdo dos
paes ter proporcionado migalhas mais abertas, com area celular maior. Esta alteracdo ¢ mais

evidente no pao com farinha de trigo refinada, com adi¢do de 7,5 e 15 U/100 g de farinha. Os

consumidores preferem paes com migalhas mais abertas e maior tamanho de células, do que
com migalhas compactas e densas com poros menores (ENCINA-ZELADA; CADAVEZ;
TEIXEIRA, 2019).
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Figura 12. Efeito de diferentes concentra¢des da celulase na formulacdo de paes. Imagem de A) po de farinha de
trigo refinada ¢ B) pdo de farinha de trigo integral. Pdo com formulagido de C: controle (sem adigdo de enzima);
com adi¢ao de 2,5 U, 5 U, 7,5 U e 15 U por 100 g de farinha.

A Tabela 5 apresenta os valores médios obtidos para volume especifico e os atributos da
analise de textura (dureza, elasticidade, coesdo e mastigabilidade) dos paes testados. Em ambos
0os paes, o tratamento com todas as concentragdes de enzima resultou em alteragdes
significativas no volume especifico, que ¢ refletido na diminui¢cdo da dureza dos paes. Os
tratamentos com enzima ndo produziram alteragdes significativas nos parametros de

elasticidade, coesdo e mastigabilidade.

Tabela 5. Valores médios das analises de volume especifico e textura do pao de farinha de trigo refinada e integral.

Tipo de pao Tratamento Volume Dureza Elasticidade Coesao Mastigabilidade
Pao de Controle 3,83 + 0,40°¢ 8,01 +1,36° 1,00 £0,04° 0,72 £0,04% 5,40 +1,01°
farinha de 2,5U 4,09 + 0,10 7,61+1,50°® 0,99+0,02° 0,72 +0,02° 5,75 +1,14°
trigo branca 5U 4,72 £0,25®  6,08+0,74°* 1,18+0,21* 0,76+0,02°  5,31+1,22°
7,5U 5,07 £ 0,36° 4,42 + 0,64 0,99+0,20* 0,70+0,12° 3,29+1,11°
15U 4,78 +0,50°° 5,12 +0,75°¢ 1,09+0,08 0,75+0,02% 4,47 £ 0,552
Pao de Controle 1,49 +0,28° 53,49 +4,33* 0,87+0,02* 0,50+0,04*> 23,53+2,22°
farinha de 2,5U 1,61+0,17% 50,40 +6,18%® 0,87 +0,03* 0,53 +0,02° 23,52 +2,29°
trigo 5U 2,08 +0,02%° 45,62 +4,39®%° 0,86+0,077 0,53+0,02° 20,73 +0,54°
integral 7,5 U 2,12 £0,24%° 43,71+1,80®® 0,87+0,03° 0,53+0,01° 20,04+0,87°
15 U 2,36 £0,12° 42,27 +2,14°> 0,88 +0,02* 0,53 +0,02° 19,61 + 1,46°

Controle (sem adi¢do de enzima); com adigdo de 2,5 U, 5 U, 7,5 U e 15 U por 100 g de farinha.

*Valores na mesma coluna com letras iguais ndo sdo estatisticamente diferentes. Nivel de significancia (p <0,05)

5.5.1 Volume especifico dos paes

O volume especifico do pao ¢ um importante parametro para avaliagdo da sua qualidade.
Ja que, sua diminui¢do ou aumento se da pela for¢a da rede do gluten, podendo ser elucidado
como a capacidade da rede de gluten em reter o CO; produzido durante o processamento. Paes
com volume especifico baixo sdo visualmente desagradiveis para o consumidor, e estdo
associados ao maior teor de umidade, cozimento inadequado, baixa aeracdo, dificuldade na
mastigagdo, sabor inadequado e menor vida util (BRITO-CUNHA et al., 2018; MUDGIL D,
BARAK S, 2016)
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E conhecido que o volume do pdo produzido a partir de farinha integral ¢ menor do que
o do pao produzido com farinha refinada. Em nosso estudo o volume apresentado pelos paes de
farinha integral foram visivelmente inferiores aos dos paes com farinha refinada como
observado na Figura 13, o que estd em acordo com os dados apresentados por Unal, 2017. Isso
ocorre devido a grande quantidade de farelo presente na farinha integral gerar uma interferéncia
mecanica, prejudicando a formacdo da rede de gluten. Além dos arabinoxilanos insoluveis
presentes no farelo reduzirem a capacidade de retencao de gas da massa, e consequentemente,

o volume do pdo (OGNEAN; OGNEAN; BUCUR, 2011; UNAL; ALTINEL, 2017).

No pao de farinha de trigo refinada ¢ observado um aumento gradual do volume
especifico em fun¢do do aumento da concentracdo de celulase adicionada, atingindo maior
volume na concentragdo de 7,5 U/100 g de farinha. A adi¢do da maior quantidade de enzima,
na concentracdao de 15 U/100 g de farinha, gerou uma diminui¢do do volume especifico em

comparagdo a formulagdo com 7,5 U/100 g de farinha, que pode ser visualizado na Figura 13.

Tal fato, por ter ocorrido devido ao excesso de enzima provocar uma instabilidade na rede
de glaten, que resultou em menor capacidade de retengdo de gas, e consequentemente, na
diminui¢do do volume especifico. O mesmo ocorreu no estudo de Brito Cunha et al, 2018,
utilizando a enzima xilanase, onde houve aumento do volume dos paes com adi¢cdo da enzima
em relagdo ao controle. No entanto, quando adicionado a maior concentragdo de enzima testada
(30 TU/100 g de farinha) o volume reduziu em comparacao aos demais tratamentos (7,5 e 15

IU/100 g de farinha) (BRITO-CUNHA et al., 2018).

No pado de farinha de trigo integral foi observado um aumento gradual do volume
especifico, de acordo com elevagdo na concentracao de celulase adicionada a formulacao. Esse
aumento ocorre com maior significancia utilizando a concentrac¢do de enzima de 15 U/100 g de

farinha.

A atuagdo da celulase na hidrolise das ligacdes B-1,4 glicosidicas das unidades de glicose
dos polissacarideos ndo amilaceos da farinha de trigo resulta em melhor resisténcia da massa
ao processamento e cria uma massa mais flexivel e estavel, com maior capacidade de retengao
de gases, proporcionando paes com maior volume especifico. Além da a¢do da celulase elevar
a quantidade de aclcares fermentaveis disponiveis para acdo fermentativa da levedura,
elevando a liberagdo de gas e proporcionando maior volume (MATSUSHITA et al., 2017; XUE
et al., 2020).
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A acdo da celulase contribui também para melhor exposicdo dos arabinoxilanos,
facilitando o acesso das endoxilanases. Assim, a xilanase age convertendo arabinoxilanos
insoluveis em soluveis, que formam solugdes viscosas na fase aquosa da massa, aumentando a
estabilidade em torno das células de gas. Impedindo a difusdao de gas da massa, aumentando a
capacidade de retengdo de gas, e consequentemente, o volume especifico (OGNEAN;

OGNEAN; BUCUR, 2011; TEBBEN; SHEN; LI, 2018)

Tanto a xilose quanto a celulose estdo presentes em maior quantidade na farinha de trigo
integral do que na farinha de trigo refinada, devido a presenga do farelo e gérmen. Tornando a
acdo das celulases e xilanases mais intensas na farinha de trigo integral. No entanto, neste
estudo, a enzima agiu de forma semelhante em ambas os tipos de farinhas. O mesmo ocorreu
no estudo de Tebben, 2016, com melhora do volume especifico de ambos os tipos de paes por

meio da adi¢do da celulase (MATSUSHITA et al., 2017; TEBBEN, 2016).

5.5.2 Anélise de textura dos paes

Os paes com farinha de trigo refinada e integral foram submetidos a anélise de textura.
Foi utilizada quatro fatias de 20mm de cada amostra de pao, e os valores médios e desvio padrao

estdo apresentados na Tabela 5.

A dureza se d4 pela for¢a exercida para promover uma deformagdo e ¢ um fator
relevante na avaliagdo da qualidade dos produtos de panificacdo, devido sua forte correlagdao
com a percepgao dos consumidores sobre o frescor do pao. No pao de farinha de trigo refinada
e de farinha de trigo integral, houve redu¢do gradual da dureza de acordo com o aumento da
concentragcdo de celulase na formulagdo. A diminui¢do da dureza do pao esta diretamente
associada ao aumento do volume. A celulase pode proporcionar maior estabilidade para a
formagdo da rede do gluten, com maior capacidade de retencdo de gids e expansdo.
Proporcionando produtos com maior volume e maciez, caracteristicas que sdo cada vez mais
desejaveis pelos consumidores. (KOHAJDOVA et al., 2017; TEBBEN, 2016; XUE et al.,
2020).

Elasticidade ¢ a medida que refere o quanto o material deformado ¢ capaz de retornar a
condi¢do ndo deformada apos remogdo da forca de deformagdo e ¢ um pardmetro importante
para defini¢do do grau de endurecimento do produto de panificacdo (KOHAJDOVA et al.,

2017). Foi observado no presente estudo, que a adicdo de enzima celulase ndo proporcionou
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alteragdes significativas no parametro de elasticidade em relagdo ao controle, no pao com

farinha de trigo refinada e no pao com farinha de trigo integral.

A coesdo ¢ caracterizada pela resisténcia do produto a uma segunda deformagdo em
relacdo ao comportamento na primeira deformacdo. Geralmente, ¢ desejavel uma coesdo
elevada no pao, para que se forme um bolo em vez de se desintegrar durante a mastigagao.
Além da menor coesdo indicar maior suscetibilidade do produto a fraturas e desintegragdes
durante seu armazenamento. (KOHAJDOVA et al., 2017) No presente estudo ndo foi observada
alteragdes significativas no pardmetro de coesdo quando adicionada qualquer concentracao de
celulase, em ambos os tipos de paes. Porém, a faixa de valores obtida neste estudo para coesao
¢ compativel com a faixa de valores de outros estudos, indicando valores adequados para o

produto de panificagdo (CAROCHO et al., 2019; CARVALHO et al., 2017) .

A mastigabilidade se da pela energia requerida para triturar uma alimento sé6lido até um
estado pronto para degluticio (BOZ; KARAOGLU, 2013). Nio houve alteragdes significativas
na mastigabilidade de ambos os paes quando adicionada a enzima na formulagao, em qualquer

concentracao.

Nossos dados para analise de textura sdo semelhantes aos apresentados no estudo de
Haros, Rosell e Benedito, 2002, onde a adi¢do de celulase na formulagdo dos paes promoveu
redug¢do na firmeza do pao, mas sem alteragdes na elasticidade e coesividade (HAROS;
ROSELL; BENEDITO, 2002). Neste estudo, o uso de celulase resultou em paes (de farinha de
trigo refinada e farinha de trigo integral) com caracteristicas fisicas e sensoriais melhoradas,
particularmente em relagdo a maciez e volume. A busca constante por melhorias nos atributos
sensoriais do pao ¢ indispensavel para satisfazer as necessidades e desejos dos consumidores e
obter vantagem no mercado competitivo. Portanto, a celulase produzida possui excelente
potencial para aplicacdo como aditivo na industria alimenticia. (TEUBER; DOLGOPOLOVA;
NORDSTROM, 2016).

5.5.3 Coloragao dos paes

A cor ¢ um parametro importante para a aceitacao do produto pelo consumidor. O efeito
da aplica¢do da enzima na coloracdo da casca dos paes de farinha de trigo refinada e integral
estd apresentado na tabela 6. A andlise da cor da casca dos paes ¢ um importante parametro

para acompanhar a evolugdo das reagdes de Maillard e de caramelizacao, responsaveis pela



50

formagao da cor marrom. No entanto, a comparagdo dos valores das andlises de cor com a
literatura ndo ¢ adequada, pois a cor do pao varia de acordo com a formulagdo e condi¢des de

cozimento (PINHO; FERREIRA, 2018).

Tabela 6. Valores médios das analises de cor da casca do pao de farinha de trigo refinada e integral.

Influéncia da aplicagao de CMCase na coloragdo da casca dos paes

Tipo de
pao Tratamento L* a* b* 2Hue Croma

Controle  66,00+2,91* 11,60+0,82° 27,0+0,61° 6594+2,68  28,81+0,76°
Pdo de 2,5U 55,10+ 4,49° 14,46 +0,90° 23,50%3,40°° 57,67+4,71° 27,34+ 1,82°
;aer;:iz 5U 67,33+3,84° 10,56%3,11° 2590+1,97° 68,03+4,74°  28,22+3,10°
branca 7,5U 57,27 +3,46* 11,86+0,29° 18,30+1,35° 57,00+2,62> 21,87 +0,89"
15U 57,43+0,92*° 11,23+0,83* 18,23+1,21® 57,37+2,05°  21,42+1,55°
Controle  62,13+0,15° 9,90+0,32° 20,53+0,42*° 64,04+0,34° 22,62 +0,60°
P5f’ de 2,5U 61,67+0,76° 10,40+1,05°® 20,80+0,75° 63,18+0,87°  23,45+1,27°
;aer;:iz 5U 61,00 £0,32° 10,40+0,21* 20,63+0,51° 63,61+0,16° 23,27 %0,65°
integral 7,5U 57,27 +1,10> 11,40+0,36°® 17,63+0,64° 56,38+2,32®  21,61+0,46°
15U 56,7+1,13® 11,90+0,59° 17,96+0,86° 56,10+1,19° 21,36 +0,93°

Controle (sem adigdo de enzima); com adigdo de 2,5 U, 5 U, 7,5 U e 15 U por 100 g de farinha. Nivel de
significancia (p <0,05)

*Valores na mesma coluna com letras iguais ndo sdo estatisticamente diferentes. Nivel de significancia (p <0,05).

A andlise colorimétrica realizada na casca dos paes de farinha de trigo refinada apresentou
diferengas significativas em relacdo ao controle. Com redu¢do do valor de luminosidade (L*)
(varia de 0 a 100) indicando paes mais escuros nas formulagdes com adi¢do 2,5, 7,5 e 15 U/100
g de farinha. O que sugere coloragcdo mais escura da crosta dos paes, causado por um aumento
nas reacoes de Maillard. A reagdo de Maillard ocorre durante o forneamento, pela interacao de
proteina ou aminoacido com um agucar redutor, que forma um polimero de cor marrom
conhecida como melanoidina, que confere cor e 0 aspecto caracteristico aos produtos assados
ou cozidos. Assim, a a¢do das enzimas hidroliticas aumentam a disponibilidade de agucares
para que ocorra a reacdo. Wang et al, 2018 observaram que a enzima celulase e xilanase
contribuiram para coloragdo mais escuras dos paes devido a indu¢do da reacdo de Maillard na

presenca de agticares (WANG et al., 2018a).
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A escala do parametro a* varia do indice de saturagdo verde (-) ao vermelho (+). Todos
os valores apresentados sdo positivos, constando uma tendéncia a coloragdo avermelhada. Os
valores de a* na casca dos paes de farinha de trigo refinada ndo apresentaram diferencas
significativas quanto a adi¢ao de enzima em qualquer concentragao. Com relagdo ao parametro
b* que varia do indice de saturagdo azul (-) e amarelo (+), as amostras dos paes utilizando
farinha de trigo refinada encontram-se dentro da escada de intensidade do amarelo. Houve
diferenca significativa em relacao ao controle com a adi¢ao de enzimas nas concentragdes de

2,5,7,5e15U/100 g de farinha.

No °Hue, um atributo qualitativo de cor, houve diferenca significativa nas formulagdes
com 2,5, 7,5 e 15 U/100 g de farinha, com reducao do valor em comparag@o ao controle. Todos
os tratamentos tiveram valores médios entre 57,00 a 68,03, indicando que as cascas dos paes
com farinha de trigo refinada se encontram na tonalidade alaranjada. E quanto ao indice Croma,
um indicador quantitativo da coloracdo, foram apresentadas diferengas significativas em
relagdo ao controle nas formulagdes com maiores concentragdes de enzima, de 7,5 e 15 U/100
g de farinha, onde houve diminui¢do dos valores de Croma, indicando menor intensidade de

cor com aplicagdo dessas formulagdes.

A analise de cor das cascas dos paes com farinha de trigo integral apresentou diferencas
significativas, com reducdo do valor de luminosidade (mais escuros) (L*), nos paes com adi¢do

de enzimas nas concentragdes de 7,5 e 15 U/100 g de farinha.

O pardmetro a* se apresenta na escala de intensidade da cor avermelhada (+), com
diferenca significativa em relacdo ao controle, dos pdes com adi¢cdo de enzima em todas as
concentragoes, apresentando aumento dos valores de a*. Quanto ao pardmetro b* as amostras
se encontram dentro da intensidade de cor amarela (+), e apresentou diferenga significativa em
relacdo ao controle, com diminuicdo os valores de b* com a adi¢do de 7,5 e 15 U/100 g de

farinha de enzima na formulacao dos paes.

O °Hue foi significativamente diferente em relagdo ao controle nas amostras de pao com
7,5 e 15 U/100 g de farinha, com diminui¢do dos valores médios. Que estdo na faixa de 56,10
a 64,04, indicando que a casca dos paes com farinha de trigo integral se encontra na tonalidade
alaranjada. O pardmetro Croma nao foi alterado significativamente em relagdo ao controle com

a adi¢do de enzima em nenhuma das formulagoes.

O efeito da aplicagdo da enzima celulase na coloracdo do miolo dos paes de farinha de

trigo refinada e integral estdo apresentados na tabela 7.
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Influéncia da aplicagao de CMCase na coloragao do miolo dos paes

Tipo de
pao Tratamento L* a* b* 2Hue Croma
Controle  73,23+1,88° 0,96+0,64° 10,60+0,38" 83,56+2,35° 10,65 0,41%
"5? de 2,5U 72,40+£2,64° 0,70%£0,21° 11,40+2,05* 86,66 +0,26° 11,41+ 1,56°
;Zr:izz 5U 73,63+0,46° 0,60+0,21*  8,70+0,40°® 8557%1,47°  8,71+0,36*
branco 7,5U 72,40+£2,64° 0,70%£0,21° 11,40+2,05* 86,66 +0,26° 11,41 1,56°
15U 73,63+0,42° 0,60+0,21*° 660+0,58° 84,37 +1,87° 7,69 +0,62°
Controle  61,80+1,27° 6,60+0,06° 16,20+0,15* 67,15+0,89° 17,49 +0,12°
"5‘_’ de 2,5U 61,70+3,97° 6,43+0,64° 16,10+0,15° 68,19+2,00° 17,30 +0,28°
;aer:izz 5U 61,20+0,15° 6,80+0,56° 16,40+0,53° 67,18+0,96° 17,61+0,71°
integral 7,5U 63,00+0,57°  5,50+0,14 9,80+0,28° 60,54+0,15°  11,21+0,28°
15U 64,20+ 1,27° 5,95+0,072 10,70+0,00° 60,94+0,31° 12,22 +0,07°

Controle (sem adigdo de enzima); com adigdo de 2,5 U, 5 U, 7,5 U e 15 U por 100 g de farinha. Nivel de
significancia (p <0,05).

*Valores na mesma coluna com letras iguais ndo sdo estatisticamente diferentes. Nivel de significancia (p <0,05).

A analise colorimétrica realizada no miolo dos paes de farinha de trigo refinada ndo
apresentou diferengas significativas no valor de luminosidade (L*) em nenhuma das

formulacdes, em relagdo ao controle.

A escala do parametro a* apresentou todos os valores positivos constando uma tendéncia
a coloracao avermelhada. Os valores de a* ndo apresentaram diferencas significativas quanto a
adicao de enzima na formulagdo. Com relagdo ao parametro b* as amostras dos paes utilizando
farinha de trigo refinada encontram-se dentro da escada de intensidade do amarelo. Houve
diferenca significativa em relagdo ao controle com a adi¢ao de enzimas nas concentragdes de 5

e 15 U/100 g de farinha, onde ocorreu diminuig¢do do valor de b*.

Em relag¢do ao °Hue ndo houve diferenga significativa com nenhuma das formulagdes. Os
valores médios se mantiveram na faixa de 83,56 a 86,66 indicando coloracdo amarelada do

miolo dos paes de farinha de trigo refinada. E quanto o indice Croma foram apresentadas



53

diferengas significativas em relagdo ao controle nas formula¢des com concentragdes de enzima,
de 5 e 15 U/100 g de farinha, com reducao dos valores indicando menor intensidade de cor com

a aplicacao dessas formulagoes.

Sobre a coloragdo do miolo dos paes com farinha de trigo integral, ndo foram apresentadas
diferencas significativas no valor de luminosidade (L*) em decorréncia da adicdo de enzimas

na formulacgao.

O pardmetro a* se apresenta na escala de intensidade da cor avermelhada (+), sem
diferenca significativa em nenhuma das formula¢des. Quanto ao parametro b* as amostras se
encontram dentro da intensidade de cor amarela (+). Apresentou diferenga significativa em
relacdo ao controle, com diminui¢ao os valores de b*, com a adi¢ao de maiores concentragoes

da enzima de 7,5 e 15 U/100 g de farinha na formulagao dos paes.

O mesmo ocorreu com o “Hue, com reducao dos valores médios nas formulagdes com 7,5
e 15 U/100 g de farinha. Os valores se mantiveram entre 60,54 a 68,19, indicando tonalidade
na cor alaranjada no miolo dos paes com farinha de trigo integral. O Croma, também foi
significativamente diferente em relagdo ao controle nas amostras de pao com 7,5 ¢ 15 U/100 g
de farinha. Onde houve reducdao dos valores indicando menor intensidade de cor com a

aplicagdo dessas concentragdes de enzima.

A defini¢do dos requisitos de qualidade para a produgdo do pao ¢ feita pelo produtor e/ou
consumidor. Os principais parametros que influenciam fortemente a escolha do produto sao:
volume especifico, onde paes maiores sdo mais atraentes; cor da crosta, onde hd maior
aceitabilidade a produtos de cor marrom dourada; a forma do pao e a frescura, relacionada a
estrutura da migalha, percebida como o grau de porosidade, que também indica maciez; e a
maciez, que € verificada pressionando o pao (ENCINA-ZELADA; CADAVEZ; TEIXEIRA,
2019; ZIVANCEYV et al., 2016).

Todos estes atributos foram melhorados com a adi¢ao da enzima celulase na formulagao
dos paes, em todas as concentragdes. Assim, a celulase produzida por Streptomyces sp. S5 em
FSm possui caracteristicas que lhe conferem potencial para aplicagdo na producao de paes de
farinha de trigo refinada e integral, proporcionando melhorias nos atributos principais de

qualidade do pao.

Para o pdo de farinha de trigo refinada a concentragdo ideal de enzima ¢ de 7,5 U/ 100 g

de farinha, sendo a que gerou maiores melhorias nos atributos de qualidade, sem provocar
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efeitos adversos decorrente do excesso de enzima, como quando adicionada a concentragdo de
15 U/100 g de farinha. Para o pao de farinha de trigo integral a concentracdo ideal de enzima
foi 15 U/ 100 g de farinha, devido a maior quantidade de substratos disponiveis pela presenca
integral do grao, que requer maior concentragao enzimatica para que os efeitos positivos possam
ser obtidos. Uma alternativa para otimizar os efeitos positivos da enzima na panificacdo seria a
producdo de paes sem sal, j& que foi demonstrado inibi¢cdo de mais de 20% da atividade da

enzima na presenga de NaCl.

6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que, o isolado de Strepromyces
sp. S5 apresentou um bom desempenho na produgdo de celulase em fermentagdo submersa.
Apos purificacdo, o extrato parcialmente purificado apresentou enzima com massa molecular
de aproximadamente 32 kDa, com atividade para CMCase comprovada por meio de atividade

enzimatica e analise de zimograma.

A CMCase obtida apresentou maior atividade no pH de 5.5, e temperatura de 55° C. Com
termoestabilidade de 60% de atividade em 50° C em at€ a terceira hora. Manteve acima de 60%
de atividade a 60° C em todos os periodos, exceto na quinta hora. Em 70° C a enzima apresentou
aumento da atividade em relacdo a inicial, se mantendo acima de 100% até a primeira hora e se

mantiveram acima de 80% no periodo de 2 a 4 horas de incubacdo.

A atividade enzimatica € inibida consideravelmente na presenca de CaClz, HgClz, MgClz

e NaCl KCI e FeSO4

As propriedades da celulase obtida neste estudo a torna util para aplicacdo em diversos
processos biotecnologicos e industriais, inclusive na panificac¢do. Ela foi aplicada na produgdo

de pao com farinha de trigo refinada e com farinha de trigo integral.

A presenga da enzima em diferentes concentragdes resultou em paes com maior volume
especifico devido a maior capacidade de retencao de gas, e maior porosidade da migalha, que
influenciou a diminui¢do da dureza. Gerou reducao da luminosidade, indicando maior inducao

a reacdo de Maillard. Os parametros de cor, a ue indicam caracteristicas de cor
d de Maillard. O t d , a* b* °H d terist d
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adequadas ao produto de panificagdo, com diminuic¢ao da intensidade de cor. Melhorando assim

as caracteristicas principais para definicdo da qualidade dos paes.

Para o pao de farinha de trigo refinada a concentracao ideal de enzima na formulagado ¢ de
7,5 U/100 g de farinha e para o pao de farinha de trigo integral a concentragdo ideal ¢ de 15

U/100 g de farinha.

7. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo permite termos como perspectivas:

Definir a espécie do Streptomyces S5 utilizada no estudo.

Otimizar as condi¢des de cultivo para obter uma elevada produtividade de enzima.
Otimizar as condi¢des de purificagdo para reducao de perda de rendimento.

Para melhor avaliagdo dos efeitos da aplicagdo da enzima celulase produzida na producao
de paes, faz-se necessario andlises como; propriedades reoldogicas da massa, aspectos

microbiologicos, vida util e anélise sensorial.
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