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RESUMO

As celulases destacam-se em diversas areas de atuagdo. Uma utilizacdo que tem merecido destaque € na hidrolise
de materiais lignocelulésicos para a obtencdo de aglcares fermentesciveis destinados a producéo de bioetanol de
terceira geracdo. Atualmente, a maioria das celulases microbianas comercialmente utilizadas é produzida pela
espécie Trichoderma, em especial o Trichoderma reesei com capacidade comprovada de producdo de enzimas
celuloliticas. Estudos vém sendo desenvolvidos com objetivo de produzir essa enzima através de um processo de
fermentacdo semissdlida, a partir de residuos agroindustriais lignocelulésicos, diminuindo assim os custos de
producgdo da enzima, e agregando valor ao residuo. Muitos substratos sdo utilizados com a finalidade de se obter
grandes quantidades de enzimas celuloliticas por microrganismos. O objetivo desse trabalho foi de obter
celulases a partir do bagaco do peddnculo do caju utilizando o Trichoderma reesei LCB 48, empregando
carboximetilcelulose como fonte indutora desta enzima. Inicialmente, foi realizada a fermentagdo semissolida do
residuo do caju lavado nas condi¢cbes de 45% de umidade inicial e 1% de fonte de nitrogénio, porém
adicionando-se 0,25% de carboximetilcelulose por grama de residuo seco. Foi realizado um acompanhamento
cinético no qual foram feitas analise de acucares redutores e atividade enzimatica expressa em CMCase, Fpase e
celobiase. Em seguida foi feito um ensaio para se determinar o pH 6timo e temperatura 6tima das enzimas.
Verificou-se que a inducdo do meio com carboximetilcelulose proporcionou um aumento de atividade em
CMCase consideravel, comparando os dados da literatura. As enzimas CMCase e Fpase tiveram atividade 6tima
em temperatura de 50 °C e pH entre 4,0 e 5,0. A biomassa do residuo do bagago do pedinculo do caju mostrou
ter potencial para ser utilizado na fermentacdo para producdo de enzimas celulases e a inducdo com
carboximetilcelulose mostrou ter um efeito positivo na obtencdo de tais enzimas.

PALAVRAS — CHAVE: Carboximetilcelulose, Fermentacdo Semissélida, Trichoderma reesei.
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1 INTRODUCAO

O estudo da biotecnologia teve seu inicio com processos fermentativos, baseado no
uso de microrganismos para converter uma substancia em outra. Os fundamentos do
entendimento cientifico da fermentacdo, na realidade, da a¢do de todos os microrganismos e,
portanto, do seu controle econdmico estdo baseados firmemente nos estudos de Louis Pasteur.
Pois foi ele quem mostrou que a fermentacéo € diretamente provocada pelo processo vital de
microrganismos. E atualmente é possivel controlar os processos de fermentacdo numa forma
cientifica exata pelo entendimento da atividade dos microrganismos (VILLEN, 2001).

A producdo de enzimas € um vasto campo de estudo quando se trata de processos
biotecnoldgicos. As enzimas sdo biocatalisadores proteicos com caracteristicas particulares
pela sua alta eficiéncia em condicdes fisioldgicas e alta especificidade. (PEREIRA et al.,
2008).

As celulases destacam-se em diversos nichos de atuacdo, tais como alimenticio,
detergentes, farmacéutico, téxtil e celulose no tratamento de efluentes e residuos, além da
producdo de biocombustiveis, area onde as celulases tém sido estudadas para producdo de
bioetanol, a qual é usada durante a etapa de hidrélise da biomassa lignocelulésica para
conversao da celulose em glicose (AMORIM, 2010).

A maioria das celulases microbianas comercialmente utilizadas é produzida pela
espécie Trichoderma (ZHANG e LYND, 2006). Sao obtidas basicamente endoglicanases e
exoglicanases, além de uma série de enzimas complementares, como [-glicosidase,
hemicelulases e pectinases (BERLIN et al., 2005).

Considerando os nichos de atuacgdo, é cada vez maior o uso de enzimas. O mercado
mundial de enzimas é da ordem de 4 bilhdes de ddlares, sendo que 2,2 bilhdes de ddlares
atende ao mercado de enzimas industriais (enzimas técnicas, enzimas para a industria de
alimentos e enzimas para racdo animal) e 1,8 bilhdo de dolares o de enzimas especiais
(enzimas terapéuticas, enzimas para diagnostico e enzimas para quimica quiral). As celulases
e as amilases estdo entre as principais enzimas de uso industrial no mundo, representando
22% desta demanda (POLITZER e BOM, 2006).

No Brasil, devido as suas caracteristicas climéticas, existe abundéancia de matéria-
prima a ser utilizada nos cultivos microbianos para a producdo de enzimas. Além disso, ha
uma grande variedade e disponibilidade de recursos naturais renovaveis, que podem ser

convertidos, enzimaticamente, em produtos de maior valor agregado, e de interesse industrial



(PALMA, 2003). Dessa forma, a utilizacdo de matérias-primas de baixo custo na producéo de
celulases pode ser uma forma de viabilizar economicamente processos que utilizam essa
enzima (RUGGIERO, 2002).

O peddnculo do caju é um material lignocelulésico que apresenta uma estimativa de
producédo no Brasil em torno de 1,8 milh&o de toneladas/ano, concentrando-se basicamente na
regido Nordeste, e com aproveitamento industrial de apenas 15% do total (GLOBO RURAL,
2005). Segundo Holanda e Oliveira (2001) a quantidade desperdicada dessa matéria-prima
representa um elevado potencial de uso para conversdo por microrganismos em bioprodutos.

Uma das formas de agregar valor aos residuos agroindustriais, em particular ao
residuo do caju, é obter enzimas, como, por exemplo, as celulases através da fermentacéo
semissolida utilizando microrganismos como agente metabolizador de acUcares e celulose
(AMORIM, 2010).

A producéo de celulases pode ser induzida pela presenca de substratos, principalmente
carboidratos como a carboximetilcelulose em pequenas quantidades (MANDELS et al.,
1960).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da suplementacdo do residuo
agroindustrial do caju com carboximetilcelulose, para verificar se ha um impacto positivo na

obtencdo de celulases durante a fermentacéo semissolida.



1.1 OBJETIVO GERAL

Obter celulases a partir da fermentacdo semissolida do residuo agroindustrial do caju
(bagaco do peddnculo) lavado, tendo como agente da fermentacdo o microrganismo
Trichoderma Reesei LCB 48 e como fonte indutora a carboximetilcelulose.

1.1.1 Objetivos Especificos

Obter o extrato fermentado bruto por meio da fermentacdo semissélida do bagaco do
caju nas condi¢des de 45% de umidade e 1% de nitrogénio;

Avaliar a influéncia da adicio de wuma fonte de carbono indutora
(carboximetilcelolose) na producéo das enzimas, comparando os dados obtidos com os
da literatura;

Estudar a estabilidade enzimatica frente as variacdes de temperatura e o potencial
hidrogenidnico (pH), para determinar o pH e a temperatura 6tima para ativagdo das
enzimas.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CAJU

O cajueiro (Anacardiumoccidentale L.) € uma planta tropical, originaria do Brasil,
dispersa em quase todo o seu territorio. A area atualmente ocupada com a cultura do cajueiro
no Nordeste é de cerca de 700.000 hectares, com uma produ¢do em torno de 1.260.000.000
quilos de peddnculo. O estado do Ceara é o maior produtor, com uma area cultivada superior
a 350.000 hectares, sendo que quase 80% das arvores plantadas estdo em terras de pequenos
produtores rurais, segundo a Embrapa (OLIVEIRA, 2003).

A industrializacdo do caju pode ser dividida nos setores de beneficiamento da castanha
e do processamento do peddnculo. O beneficiamento da castanha visa principalmente a
producdo da améndoa da castanha de caju; enquanto que o processamento do peddnculo tem
como principal produto industrial o suco de caju (BARRETO et al., 2007).

O peddnculo do caju (Anacardiumoccidentale L.) apresenta uma grande variabilidade
com relacédo as suas caracteristicas quimicas e fisico-quimicas, tendo como principais fatores
que as influenciam o tipo de solo, clima, tipo de cajueiro, estado de maturacéo e condicdes de
plantio (sequeiro ou irrigado) (SOUZA FILHO et al., 2012).

E que por sua vez, o pedunculo possui alta concentracdo em material lignocelulosico
que é um dos diversos residuos agroindustriais com potencialidade para serem utilizados em
bioprocessos (TONINI, 2004).

Os residuos sdo constituidos basicamente de matéria organica e fibra, com alto valor
nutritivo, abundante e de baixo custo econdmico. Uma das formas de agregar valor aos
residuos agroindustriais, em particular ao residuo do caju, € obter enzimas, como as celulases
através da fermentacao semissolida utilizando microrganismos como agente metabolizador de
carboidratos (AMORIM, 2010).

2.1.1 Residuo do Processamento do Caju.
Lins (2012) caracterizou o residuo do processamento do caju resultante da producao

de suco, visando conhecer a composi¢do quimica do bagacgo do caju lavado e seco em secador
de leito fixo a temperatura de 55°C com relacdo aos nutrientes presentes no residuo, o qual foi



utilizado para a producdo de celulases. Os resultados obtidos a partir de analises fisicos-

quimicas encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Valores médios e desvio padrdo dos parametros fisico-
quimica do bagaco do pedunculo do caju lavado e seco a 55°C.

Parametros Valores
Densidade aparente (g/cma) 0,42+0,00
Densidade real (g/cms) 1,36+0,00
Porosidade 0,69+0,00
pH 5,45+0,01
Sélidos soluveis (°Brix) 0,00+0,00
AR (%) 0,21+0,00
Umidade (b.u.) (%) 7,02+0,03
Cinzas (%) 1,31+0,01
Extrativos (%) 7,60£0,33
Celulose (%) 32,37+0,50
Proteina bruta (%) 12,50+0,83

Fonte: Lins, 2012

Destaca-se nessa caracterizacao o percentual de celulose que o residuo contém. Para
metabolizar a celulose, 0 microrganismo devera produzir um complexo celulolitico (Mandels,
et al. 1960).

2.2 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE CELULASES

As celulases sdo um grupo de enzimas hidroliticas capazes de hidrolisar a celulose
natural ou modifica-la por pré-tratamentos em carboidratos menores, (DAMISA; KUTA;
ADABARA, 2013).

A producéo de celulases por acdo microbiana tem sido foco de muitos estudos com
objetivo de estabelecer as melhores condicdes para a producdo dessas enzimas. Nesse
processo de producdo de enzima, um microrganismo é utilizado como agente metabolizador
de fontes de carbono presentes em um meio de cultivo, ou substrato, de forma que as enzimas
sdo sintetizadas e excretadas. Uma vasta gama de microrganismos tem sido estudada
extensivamente de forma a tornar o processo de producdo da enzima viavel (TAVARES,
2009).



Vérios microrganismos produzem celulases, mas apenas alguns sdo capazes de
degradar a celulose natural, estes sdao conhecidos como verdadeiros celuloliticos (ROBSON e
CHAMBLISS, 1989). Os microrganismos celuloliticos ao degradarem a celulose, secretam,
em maior ou menor quantidade, complexo multienzimatico (BEGUIN, 1990).

Muitos substratos séo utilizados com a finalidade de se obter grandes quantidades de
enzimas celuloliticas por microrganismos (VITTI, 1988; SILVA e DILLON, 1988). Os
residuos agroindustriais podem servir como fonte de nutrientes, principalmente de carbono,
em uma fermentagdo (DA SILVA et al., 1994). Na maioria dos casos, 0 simples
enriquecimento destes compostos com fonte de nitrogénio, minerais ou vitaminas é suficiente
para producdo de elevada atividade enzimética (BISARIA & GHOSE, 1984; ELISASHVILI,
1993).

Amorim (2010), ao estudar a producao de celulases por Trichoderma sp em bagaco de
caju lavado e sem lavar, observou que, para umidade de 45%, o pico de atividade foi atingido
mais rapidamente quando se utilizou a matéria-prima lavada. Santos (2007) observou o
mesmo ao estudar a producdo de pectinases produzidas por Aspergillus niger CCT 0916
também em bagaco de caju lavado e sem lavar. Isto pode ser explicado pelo fato de que a
matéria-prima lavada contém baixo teor de glicoses, induzindo o fungo a produzir enzimas

para degradar outras fontes de carbono disponiveis, como a celulose e a pectina.

2.2.1 O Género Trichoderma

O género Trichoderma foi estudado h& mais de dois séculos por Persoon (RIFAI,
1969). Sdo fungos anamorficos e podem ser encontrados em materiais organicos e em
materiais vegetais em decomposicdo, disponiveis na natureza (GAMS e BISSET, 1998), essas
caracteristicas, tornam-os de grande interesse econémico e sdo usados em aplicacGes
comerciais.

Trichoderma reesei € um importante produtor de celulases (KUBICEK e PENTTILA,
1998), trata-se de fungos filamentosos no qual a celulase € produzida; € o sistema enzimatico
mais eficiente para hidrolise completa de substratos celulésicos em componentes
monomeéricos de glicose (AHAMED e VERMETTE, 2008).



2.3 FERMENTACAO SEMISSOLIDA

A fermentacdo semissélida € um processo em que o0 microrganismo se desenvolve
sobre particulas da matriz sélida (substrato ou material inerte) onde o contedo de liquido
ligado a ela atue, de modo que a atividade de agua assegure o crescimento e metabolismo das
células sem exceder a capacidade maxima de ligacdo da &gua com a matriz solida
(MENESES, 2009).

Segundo Amorim (2010), o processo de fermentacdo semissélida tem se mostrado
muito promissor. Os estudos sobre esse tipo de fermentacdo tém-se intensificado por algumas
de suas vantagens: suas necessidades sdo satisfeitas com menor infraestrutura e recursos
humanos qualificados relativamente menores e utilizam-se matérias-primas baratas. Toda essa
vantagem faz com que seja economicamente viavel para a producdo da enzima,
industrialmente vantajoso, também, pois se obtém um produto concentrado como no caso de
producdo de bioetanol (RAJEEV et al., 2009). Conforme Pinto et. al (2006), a FSS também
apresenta vantagens para a sua utilizacdo, pois a fase solida atua como fonte de carbono,
nitrogénio e demais componentes, além de servir como suporte para o crescimento das células
microbianas. O ar, necessario ao desenvolvimento microbiano, deve atravessar 0S espacos
vazios do meio a pressbes relativamente baixas, outra vantagem € que 0 crescimento
microbiano ocorre em condi¢Bes mais proximas aos do habitat natural, 0 meio apresenta alta
heterogeneidade e 0s substratos ndo estdo completamente acessiveis ao microrganismo.

Por outro lado, as maiores desvantagens sdo as dificuldades no monitoramento e
controle dos pardmetros da fermentagdo como o conteldo de biomassa, pH, temperatura,
umidade e dificuldades na manutencdo da temperatura e umidade especialmente em larga
escala (HAMIDI-ESFAHANI et al., 2004).

2.3.1 Fatores que Influenciam a Fermentagdo Semissdlida

Um dos fatores mais importantes que afetam a fermentacdo semissélida é a natureza
do substrato sélido empregado, pois depende seriamente dos fatores intimamente relacionados
com o custo e a viabilidade e ainda pode envolver o armazenamento de residuos
agroindustriais (COUTO e SANROMAN, 2006).

A escolha do meio de cultura é tdo essencial para o sucesso do processo fermentativo
da fermentacdo semissolida quanto a escolha do microrganismo. Segundo Santos et al.,

(2005), nem sempre 0 meio que permite o melhor desenvolvimento do microrganismo,



favorece a formacéo de enzimas. Nesse sentido, torna-se necessario fazer analises, que devem
ser relacionadas com as variaveis que afetam o processo em questdo. A estrutura destes
materiais tem como seus principais componentes a celulose, hemicelulose, lignina, amido,
pectina e proteinas; o que 0s caracteriza como materiais extremamente heterogéneos. A
heterogeneidade dos substratos ndo diz respeito apenas as variacOes existentes entre diferentes
lotes de materia-prima utilizada, mas também as variagdes na estrutura quimica de cada uma
das moléculas presentes e a proporcdo entre os diferentes componentes que podem variar de

acordo com a espécie e tecido vegetal (PINTO et al., 2006).

2.3.1.1 Temperatura

Segundo Souza (2008), a temperatura é um fator critico em sistemas de fermentagéo
semissolida devido ao acumulo do calor metabolico gerado, pois, além da dificuldade de
mistura no meio solido, a maioria dos substratos utilizados possui baixa condutividade

térmica, o que pode gerar gradientes de temperatura (PINTO et al., 2006).

2.3.1.2 pH

O pH de um cultivo, segundo Amorim (2010), varia devido as rea¢des que ocorrem
durante as atividades metabolicas do microrganismo. De acordo com Franco et al. (2011), o
pH em torno da neutralidade (entre 6,5 e 7,5) é o mais favoravel para a maioria dos
microrganismos.

De acordo com Amorim (2010), durante um processo de fermentacdo semissolida, o
controle do pH é um dos fatores mais criticos, dificilmente sendo conseguido devido a
heterogeneidade e a consisténcia do material. Como tentativa de amenizar o efeito de uma
variacdo brusca do potencial hidrogenidnico, faz-se necessario a adicdo de solu¢Ges-tampéo
durante a etapa de umidificacdo do substrato (LOSANE et al., 1985).

2.3.2 Influéncia da Adicdo de Fontes de Nitrogénio na Fermentacdo Semissélida

Um fator importante na producédo de celulases através da fermentacdo semissoélida € a
composicdo do meio de cultivo. O balango apropriado entre as fontes de nitrogénio €
importante para o requerimento nutricional do microrganismo (RAIMBAULT et al., 1992).



2.3.3 Quantidade de Agua no Meio Fermentativo

A &gua presente no sistema € muito importante, pois a quantidade estd relacionada
com 0 meio através da umidade e atividade de dgua; umidade esta, presente em porcentagem
de &gua na massa total do meio, o seu valor determinante no processo esta intimamente
relacionado com a natureza do substrato, as necessidades do microrganismo utilizado e o tipo
de produto final desejado (DEL BIANCHI et al., 2001; PINTO et al., 2006).

A Figura 1 apresenta 0 acompanhamento cinético feito por Lins (2012) para as
condigdes consideradas mais adequadas para a producdo de celulases de Trichoderma reesei
usando o residuo de caju como substrato. A biomassa do caju era a Unica fonte de carbono do

processo e também atuava como suporte.

Figura 1- Acompanhamento cinético da fermentagio semissolida do residuo do caju lavado e seco a
40% de umidade e 1% de nitrogénio.
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Fonte: Lins, 2012.

2.3.4 - Adigdo de Fontes de Carbono

Segundo Mandels et al., (1960) e Dutra (2013), o tipo de fonte de carbono disponivel
para 0 microrganismo no processo fermentativo influencia no tipo de celulase a ser produzido
e na quantidade, sendo que acUcares mais simples (glicose, celobiose, lactose, galactose,
manose, xilose e arabinose) atuam como inibidores, enquanto carboidratos mais complexos
(farelo de trigo, carboximetilcelulose — CMC, xilana Birchwood — XB, Locust bean gum —

LBG, pectina de citrus peel — CP) podem atuar como indutores. O carboximetilcelulose é um
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derivado do tipo éter, solivel em &gua usado industrialmente em vérios produtos como
detergentes, alimentos, ceramicas, cosméticos e farmacéuticos (HADER; WALDECK;
SMITH, 1954).

2.4 RECUPERACAO E PURIFICACAO DE ENZIMAS

2.4.1 Recuperagdo das Enzimas Obtidas por Fermentacdo Semissolida

A recuperacdo das enzimas obtidas por fermentacdo semissélida inicia através da
lixiviacdo do material fermentado. Trata-se na dissolucdo preferencial de um ou varios solutos
de interesse por meio de contato entre um sélido e um solvente liquido (FERNANDEZ,
2009). Podendo o solvente ser: agua, tampdes, solucbes salinas diluidas ou solucdes aquosas,
de maneira que, obtém-se, apds a operacdo de separacdo do tipo solido-liquido, um extrato
enzimatico bastante limpido. Alternativamente, antes da extracdo, a massa semissélida pode
ser seca a baixas temperaturas. Podendo, o material seco ser armazenado e posteriormente
manipulado ou ser usado como uma preparacdo comercial bruta. O concentrado do extrato
bruto liquido pode ser obtido a vacuo ou a ultrafiltracdo e vendido na forma liquida apos a

adicéo de estabilizantes, como por exemplo, glicerol ou tampdes (CASTILHO, 1997).

2.5 - pH e temperatura 6tima de atividade

Enzimas fangicas em geral tem melhor desempenho na faixa de pH &cida. O estudo de
estabilidade das enzimas frente ao pH e a temperatura € importante para determinar as
condi¢des de pH e temperatura nas quais 0 processo sera conduzido, pois sdo nesses valores
que a enzima apresenta atividade maxima (SOUZA, 2010). As enzimas celulases geralmente
tem pH 6timo proximo a 4,8 e temperatura 6tima em cerca de 50 °C (AKCAPINAR et al.,
2012).
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo, sdo descritas as metodologias de fermentacdo e caracterizagédo fisico-
quimica do residuo utilizado na fermentacdo semissolida e a forma de avaliacdo de seu

desempenho no processo de recuperagdo de enzimas.

3.1 PREPARACAO DO RESIDUO

O residuo utilizado neste trabalho foi previamente preparado por Lins (2012) e
encontrava-se armazenado em potes herméticos. Ele foi obtido da seguinte maneira: Apos
aquisicdo do caju, lavagem do fruto e extracdo do suco, o bagaco foi lavado com &gua
destilada até que todos os solidos solUveis, presentes no bagaco, remanescentes do processo
de beneficiamento industrial do caju fossem removidos. Em seguida, o residuo foi seco em
secador de leito fixo a uma temperatura de 55°C e com uma velocidade de secagem de
aproximadamente 1 m/s até atingir massa constante. Em seguida, o residuo foi triturado em
moinho de facas da marca MARCONI e colocado em embalagem de vidro hermeticamente

fechada (LINS, 2012). Antes da utilizagdo foi feita uma leitura de umidade.

3.2 MICRORGANISMO E INOCULO

Foi utilizado o fungo lignocelulolitico Trichoderma reesei LCB 48. A metodologia foi
seguida conforme Lins (2012). O Trichoderma reesei LCB 48 foi mantido em tubos tipo
eppendorf. A partir do tubo tipo eppendorf contendo o fungo, foi realizado o primeiro repique,
para isto, foram retiradas algumas gotas da suspensao de esporos do eppendorf e em seguida
transferidas para placas de petri contendo meio basico.

Apo6s inocular o Trichoderma reesei LCB 48 em placas de petri, as mesmas foram
incubadas. Em seguida, foi realizado o segundo repique, em arroz, proveniente do repique em
placas de petri. Este meio de cultura foi preparado segundo protocolo da
EMBRAPA/CPATSA. Apds resfriamento o arroz umedecido e esteéril foi inoculado.

O arroz foi usado como substrato devido o fungo poder crescer em uma superficie

maior e consequentemente aumentar sua esporulagio (CHAVEZ, 2006).
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Figura 2 - Placas de petri com meio basico contendo o
microrganismo Trichoderma reesei LCB 48, ap0s periodo em
estufa a 28°C.

Fonte: Propria (2014).

Para o preparo do indculo, foi adicionado a cada placa de petri com microrganismo
Trichoderma reesei LCB 48, entre 5 e 8 mL de Tween 80 e, com o auxilio da alca de platina,
foi feito o desprendimento dos esporos contidos no meio de cultivo deixando a suspensdo
homogénea. Em seguida, inoculou-se 1 mL de suspensdo de esporos em cada erlenmeyer
contendo arroz previamente autoclavado e homogeneizado. Os erlenmeyers de 250 mL foram
incubados a 28 °C por periodo de 10 a 15 dias, até que todo o arroz estivesse coberto de
esporos.

Figura 3 - Repique do Trichoderma reesei LCB 48 em
arroz.

Fonte: Propria (2014).

Apos o periodo de cultivo do microrganismo, os erlenmeyers foram mantidos sob
refrigeracéo.

3.3 PROCESSO FERMENTATIVO

O processo fermentativo foi realizado em erlenmeyers de 250 mL contendo 10 g de
bagaco do pedunculo de caju ja suplementado com sulfato de amonio. Apds resfriamento o
substrato foi inoculado com suspensdo de esporos de T. reesei LCB 48. As suspensdes foram
ajustadas para conter 10 esporos por grama de substrato.
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Os erlenmeyer foram fechados com tampdo de algoddo envolvido com gaze e
autoclavados por 15 min a 1 atm. Também foram esterilizados o Tween 80, funis, pipetas,
proveta, bastdes e beckeres que seriam usados posteriormente.

O preparo do indculo para as fermentac@es foi realizado adicionando-se 40 mL de uma
solucdo de Tween 80 (v/v) nos erlenmeyers contendo o arroz com esporos. Apos agitagao, 0s
esporos foram transferidos para o béquer com auxilio de gaze e algodado para a contagem.

Figura 4 - Transferéncia dos esporos para
0 béquer.

Fonte: Prépria (2014).

Apos inoculagdo, os Erlenmeyer foram transferidos para estufa a 28°C e foram
recolhidos diariamente. O extrato foi obtido por lixiviacdo seguida de filtragem em filtro de
algodéo.

3.3.1 Obtenc&o da Suspensao de Esporos e Quantificacdo

A suspensdo de esporos foi obtida, transferindo 40 mL de solu¢do Tween 80 para 0s
erlenmeyer, Em seguida com auxilio de um funil com algodao, filtrou-se, a fim de obter os
esporos. A quantificagdo da suspensdo obtida foi feita através de contagem de esporos em
Camara de Neubauer espelhada. O volume da suspensdo de esporos adicionado ao meio de

fermentacéo foi ajustado de modo a se ter um inéculo de 107 esporos por grama de meio.
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Figura 5 — Microscopio 6ptico
utilizado na contagem de
esporos.

Fonte: Propria (2014).

3.3.2 Lixiviagdo

Durante o periodo de 194 horas de fermentacdo, os erlenmeyers foram retirados da
estufa, adicionou-se o volume de 75 mL de solugédo tampéo citrato de sodio 50 mM, pH 4,8 e
foram transferidos para um shaker marca MARCONI, com velocidade de agitacdo de 150
rpm, por 30 minutos a 30°C. Em seguida a amostra foi filtrada em gaze e algod&o, ambos
estéreis. O extrato enzimatico foi utilizado para determinacdo da atividade enzimatica

expressa em carboximetilcelulase, Fpase e celobiase.

3.3.3 Andlise da Atividade Enzimatica

A atividade celulolitica analisada neste trabalho foi de endoglucanases (CMCases)
celobiases e Fpases, A atividade de cada enzima foi determinada com base na metodologia de
Ghose (1987).

A andlise da atividade CMCase foi feita usando como substrato uma solu¢do 1% de
carboximetilcelulose preparada em tampdo citrato 50 mMol pH 4,8. Inicialmente, 0,5mL do
extrato foi adicionado a 0,5 mL do tampéo citrato 50 mMol pH 4,8 em tubos de ensaio, que
foram incubados por 30 minutos a 50°C em banho termostéatico. O branco deste ensaio
consistia de 0,5 mL do extrato com 0,5 mL de tampédo do tampéo citrato 50 mMol pH 4,8.
Estes ensaios em brancos expressaram o teor de AR presente no extrato e foram utilizados

também para a quantificacdo da FPase e celobiase. Apos 30 minutos de incubacao, os tubos
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de ensaios receberam 1 mL de DNS e seguiu-se a determinacdo de AR descrita mais adiante,
pelo método de Miller (1959).

A atividade em FPase, ou celulose total, foi realizada misturando-se em tubos de
ensaio 0,5 mL do extrato com 0,5 mL do tampdo e 1 fita de papel qualitativo n® 1 de 6 X 1
cm. O branco deste ensaio consistiu de ImL de tamp&o e uma fita do papel. Os tubos foram
incubados por 30 minutos a 50°C em banho termostatico, recebendo em seguida 1mL de DNS
e procedendo a quantificacdo dos acUcares gerados.

A atividade em celobiase foi quantificada pela adicdo de 0,5 mL do extrato com 0,5
mL de uma solucdo de celobiose 15mM feita com o tampéo citrato pH 4,8. O ensaio em
branco consistiu de 0,5 ml da solucdo de celobiose com 0,5 mL de tampédo e serviu para
quantificar os agucares ja existentes na solucdo de celobiose. Os tubos foram incubados por
30 minutos a 50°C em banho termostéatico, recebendo em seguida 1mL de DNS e procedendo
a quantificacdo dos aclcares gerados.

Segundo Ghose (1987), no periodo de incubacdo ocorre a liberacdo de aglcares
redutores. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de
enzima capaz de liberar 1 pmol de glicose, por minuto, a 50°C e, neste trabalho, a atividade
enzimatica foi expressa (U), definida como a quantidade de enzima ( CMCase, FPase, ou
celobiase). A atividade enzimatica produzida na fermentacdo semissélida foi expressa em
U/g, a qual foi calculada conforme a Equagdo 1. No caso de atividade por unidades de
volume, a leitura de AR deve ser expressa em gramas de AR por mL, ao inves de gramas de

AR por grama de meio fermentado.

A RIibe rado X106 (A Rcom substrato ARbranco ) x10 °

Atividade - U/g)= = 1
CMCase,FPase,celobmse:( g) 180X30 180X30 ( )

Nessa Equagao, 10° é um fator de conversdo que transforma grama em micrograma
(portanto, mol em micromol), 180 é a massa molar da glicose (g/mol), 30 € o tempo de reacdo
em minutos, ARcom substrato € @ leitura de actcares redutores no tubo contendo o substrato, onde
ocorreu reacao enzimatica e ARpranco € a leitura de agucares redutores no tubo da amostra em

branco, onde ndo houve reacéo enzimatica por ndo haver substrato.

Neste trabalho, a atividade foi expressa nas seguintes unidades:

- U/mL : Unidades de atividade enzimatica por mililitro de extrato
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- U/g: Unidades de atividade enzimatica por grama de substrato Umido

-U/gds: Unidades de atividade enzimatica por grama de substrato seco

3.3.3.1 Determinacéo de AR

Os grupos redutores (AR) foram quantificados com base no procedimento descrito por
Miller (1959), que consiste na reducdo do 4acido 3,5 dinitrosalicilico a 3-amino-5-
nitrosalicilico (DNS), com a oxidacdo simultdnea do grupo aldeido do agUcar a grupo
carboxilico. Apos receberem 1 mL de DNS, os tubos da analise de atividade ficaram em
banho de agua fervente por exatos 5 minutos. Em seguida, os tubos foram retirados do banho
e resfriados a temperatura ambiente, aos quais adicionou-se 8 mL de agua destilada a cada
tubo, e apods homogeneizacdo, foi feito a leitura da absorbancia das amostras em
espectrofotdbmetro a 540 nm. Os resultados foram calculados com base em uma curva de

calibracéo preparada com uma solugéo de glicose 2mg/mL.

3.3.4 Efeito da Temperatura na Atividade Enzimatica

O estudo do efeito da temperatura na atividade enzimatica foi baseado na metodologia
empregada por Akcapinar et al., (2012). A atividade de cada enzima em diferentes
temperaturas (25, 35, 50, 65, 75 e 85°C) foi determinada conforme a metodologia de Ghose
(1987), sendo que o ensaio foi conduzido por 20 minutos. A atividade residual em cada ensaio
foi calculada em relagéo ao ensaio de maior atividade, considerando a atividade de 100% na

temperatura de maior atividade.

3.3.5 Efeito do pH na Atividade Enzimatica.

A andlise do efeito do pH na atividade enzimética foi baseado na metodologia
empregada por Akcapinar, Gul e Sezerman (2012). A atividade de cada enzima em diferentes
valores de pH (3,15 — 7,11) foi determinada com base na metodologia de Ghose (1987). Os
ensaios para medicdo da atividade enzimatica foram realizados na presenca de tampdes
(tampdo glicina-NaOH para pH 3,11; tampdo glicina diluido 1:1 com tampéo citrato de sodio
para pH 4,32, tampao citrato de sddio para pH 4,68, tampdo acetato para pH 5,34 e tampéo

Tris-HCI para pH acima de 6,0. Todos com concentracdo de 0,1M). A reacdo enzimatica foi
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conduzida por 20 minutos, a temperatura de 50°C. Em seguida, a reacdo foi interrompida com
banho de gelo e adicdo de 1mL de DNS para quantificacdo de acUcares redutores. A atividade
residual em cada ensaio foi calculada em relacdo ao ensaio de maior atividade, considerando a

atividade de 100% no pH de maior atividade.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ACOMPANHAMENTO CINETICO DE PRODUCAO DE CELULASES POR
FERMENTACAO SEMISSOLIDA

Os resultados do acompanhamento cinético estdo na Tabela 2.

Tabela 2 - Acompanhamento cinético e desvio padrio a 45% de umidade e 1% de nitrogénio, com 0,25% de
carboximetilcelilose.

Tempo (h) CMCase Fpase (U/gds) Celobiase AR
(U/gds) (U/gds) (MYAar/Gsubstrato)
0 0 £ 000 0 £ 0,000 0 + 000 2,00 £ 00
24 0,242 £ 0,016 0+ 0,000 0,220 + 0,000 7,00 £ 0,16
48 2,52 £0,078 0 £ 0,000 0 £ 0,000 11,22 £ 0,28
72 2,470 £ 0,055 0,309 + 0,027 0,582 + 0,103 5,23+0,16
96 1,856 £ 0,178 0,142 + 0,028 0+ 0,003 6,15+ 0,28
116 3,068 + 0,095 0,458 + 0,193 0,502 + 0,000 4,28 £0,33
147 2,639+ 0,121 0,625 + 0,084 0,541 + 0,000 4,98 £ 0,61
170 2,681 +0,148 0,567 £ 0,115 1,311 +0, 622 4,51+0,21
194 2,623 + 0,095 0,667 + 0,123 1,361 + 0,108 5,15+ 0,09

Fonte: Propria (2014).

A Tabela 2 mostra que houve producdo enzimatica de CMCase e celobiase ja nas
primeiras 24 horas. O primeiro pico de atividade da CMCase ocorreu apds 48 horas de
processo. A Fpase s6 foi detectada a partir de 72 horas, apresentando um primeiro pico de
atividade em 147 horas de processo. A celobiase teve varios picos exibindo grande variacdo
nas primeiras 96 horas de processo. O teor de AR apresentou um pico em 48 horas,
praticamente estabilizando a partir de 116 horas. Também nao houve producdo apreciavel de

enzimas a partir de 116 horas. Detalhes do acompanhamento cinético sdo exibidos na Figura 6



18

Figura 6 — Perfil cinético do processo de produgdo de celulases por fermentagio semissolida com
Trichoderma reesei LCB 48 em bagaco de pedlnculo do caju lavado, usando carboximetilcelulose como fonte
indutora.
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Comparando-se a Figura 6 com a 1 mostrada na revisdo bibliografica, percebe-se que,
em relacdo a producdo de CMCases, 0s perfis das curvas sdo semelhantes. Ambas apontam
rapida producdo ja nas primeiras 48 horas, com pico maximo em cerca de 120 horas. Porém,
os valores de atividade encontrados neste trabalho, cuja Unica diferenca foi a adicéo de 0,25%
de carboximetilcelulose, foram todos superiores aos de Lins (2012). Enquanto Lins 2012
obteve atividade méaxima de 1,09 U/gds em 120 horas, neste trabalho obteve-se 3,07 U/gds no
mesmo periodo, comprovando a influéncia positiva da adicdo de carboximetilcelulose, que
aumentou a producgdo enzimatica em torno de 281,6%.

Amorim (2010) estudou a producdo de CMCase por fermentacdo semissolida do
residuo de caju utilizando o microrganismo Trichoderma sp. Os testes foram feitos com
bagaco integral e o bagaco lavado. A maior atividade enzimatica obtida para o bagaco
lavado foi de 1,173 U/g (2.13 U/gds) em 42 horas de fermenta¢do quando utilizou 45%
de umidade inicial e 1,00% de adicdo de fonte de nitrogénio e para o bagago sem
lavar, a maior atividade enziméatica foi de 1,896 (3,44 U/gds) U/g em 18 horas de
fermentacdo quando utilizou 55% de umidade inicial e 0,75% de adicdo de fonte de
nitrogénio. Estes valores foram similares aos obtidos neste trabalho para o caju lavado,
porém o microrganismo usado por Amorim (2010) era melhor produtor de celulases que a
cepa empregada neste trabalho.

Em relacdo aos perfis da FPase e Celobiase ndo foram encontrados dados para

comparacdo em relacdo ao residuo do caju. As curvas para Fpase e celobiase da Figura 6
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mostram que a partir de 100 horas de fermentacdo ndo se percebe variacdo apreciavel na
quantidade de celobiase e Fpase produzida. Quanto aos acUcares redutores, percebe-se
elevada producdo de aclcar nos tempos iniciais, cuja concentracdo vai diminuindo até sua
estabilizacéo por volta de 120 horas. Observa-se o fato da curva de AR, a partir de 120 horas
seguir de perto as variacdes de CMCase, que provavelmente é a enzima responsavel pelo AR
produzido a partir desse tempo de acordo com a Figura 6.

Lins (2012) e Amorim (2010) afirmam que o procedimento de lavagem diminui o teor
de glicose no substrato, forcando os microrganismos a buscarem fontes alternativas de
carbono, como a celulose, sendo induzidos a produzirem celulases para quebrar a molécula de
celulose e obter glicose para seu metabolismo. Assim, a producdo de celulase na biomassa

lavada inicia-se mais rapidamente.

4.2 - DETERMINAGAO DO PH OTIMO

A Figura 7 mostra o comportamento da enzima sob variacao de pH.

Figura 7 — Acompanhamento enzimético sob efeito de pH
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Fonte: Propria (2014).

A atividade da celobiase ndo foi incluida, pois apresentou valores inconsistentes. O
grafico da Figura 7 mostra que ambas as enzimas atuam em pH &cido, perdendo atividade a
medida que se aproximam do pH 7,0. A CMCase apresentou pH 6timo em torno de 5,5 e a
FPase apresentou pH 6timo préximo a 4,5.

Esta observacdo corrobora com Silva (2008), que caracterizando o complexo
celulolitico produzido pelo Aspergillus phoenicis, verificou que as enzimas celulases

possuiam melhores atividades entre os pHs 3,0 e 5,0.
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Também Akcapinar, Gul e Sezerman (2012) determinaram que o pH 6timo para

endoglucanases produzidas por Trichoderma reesei e Pichia pastoris era 5,0.

4.3 DETERMINACAO DA TEMPERATURA OTIMA

A Figura 8 exibe o comportamento da atividade da enzima frente a variacdo de

temperatura.

Figura 8 — Acompanhamento enzimético sob efeito da temperatura
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Fonte: Propria (2014).

A Figura 8 mostra que ambas as enzimas tém atividade maxima a temperatura de 50
°C. Porém, a faixa de temperatura da CMCase vai de 35°C a 50°C, sendo que a partir de 50 a
atividade reduz bastante, sendo que a 85°C, a atividade reduz a menos de 10%.

Quanto a FPase, a atividade aumenta a partir de 35°C, atingindo atividade maxima em
50°C, sendo que em 65°C a enzima ainda conserva quase toda a sua atividade, atingindo
ainda cerca de 30% da atividade residual em 85°C.

Estes resultados s&o semelhantes aos observados por Akcapinar, Gul e Sezerman
(2012), que ao estudarem o efeito da temperatura de endoglucanases produzidas por
Trichoderma Reesei e Pichia pastoris, determinaram que a atividade maxima (CMCase) era
obtida em temperaturas entre 45 e 55 °C.

Os valores de pH e temperatura 6tima obtidos neste trabalho estdo de acordo com o0s
de Medina, Nufiez e Ordefiez (2010), que foram de 50°C e o pH de 5,3 para o complexo
celulolitico produzidos pelos fungos Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius e Lentinula

edodes, na fermentacdo semissolida da biomassa da bananeira. Além disso, a atividade das
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celulases € determinada nas condi¢Ges de temperatura e pH de 50°C e 4,8; os quais sdo

valores onde se observa a atividade maxima das celulases (GHOSE, 1987).
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5. CONCLUSOES

A adicdo de carboximetilcelulose induziu positivamente a producdo de celulases,
aumentando em cerca de 260% o valor de atividade em relacdo a ensaios descritos na

literatura sem essa fonte indutora.

A maior producdo de enzima celulase expressa em CMCase foi 3,068 U/g (0,410
U/mL), obtida no mesmo tempo em que a literatura afirma ter um maximo de
concentracdo enzimatica: 120 horas, nas condi¢des de 45% de umidade inicial e 1% de

fonte de nitrogénio.

O caju mostrou-se uma biomassa promissora na produgdo de celulases por fermentacéo

semissolida.

As enzimas produzidas tiveram atividade maxima a temperatura de 50°C e em faixa de pH

ligeiramente acida: 4,0 para a Fpase e 5.5 para a CMCase.
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