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RESUMO

A producdo de enzimas por processos fermentativos ¢ um vasto campo da
biotecnologia. Nas ultimas décadas tem-se observado um aumento na tendéncia do uso
da fermentacdo semi-solida para a producdo de algumas enzimas, em especial aquelas
envolvidas na degradagdo de macromoléculas vegetais complexas. No campo da
comercializacdo de enzimas, o Brasil ¢ consumidor de produtos importados. Neste
cenario, a casca do coco verde surge como uma matéria-prima estratégica para
alavancar a producdo de enzimas em territorio nacional. Deste modo, torna-se
importante um estudo mais aprofundado sobre o uso do pé da casca do coco verde como
substrato para a obtencdo de enzimas celuloliticas, sobretudo de interesse da industria
de alimentos. Os fungos produtores de celulases utilizados neste trabalho foram isolados
da casca de coco. Os resultados de atividade enzimatica obtidos com as cepas isoladas
da casca do coco foram comparados quanto a capacidade de produgdo de celulases com
linhagens de Trichoderma polysporum, T. viride, T. reesei NRRL 11460 e Aspergillus
niger NRRL 2001. O residuo da casca de coco verde como fonte alternativa para a
producdo de celulases se revelou como um 6timo substrato indutor, pois de acordo com
os resultados obtidos, pode-se afirmar que a linhagem CZ01 (isolada da casca do coco)
¢ boa produtora de celulases, pois cresceu facilmente em substrato semi-solido
lignificado, além de apresentar elevada atividade no extrato enzimatico bruto, quando
comparada com outros produtores enzimaticos, incluindo uma linhagem patenteada de
T. reesei Rut C-30 (NRRL 11460), utilizando o mesmo substrato indutor. Vale ressaltar
também, que a grande maioria das celulases reportadas na literatura cientifica sdo
obtidas em condi¢des de pH acido e neste estudo a maxima atividade enzimatica foi
obtida na faixa de pH muito proximo da neutralidade (faixa de 6.0 a 6.5). Portanto, a
linhagem selecionada e isolada da casca do coco (CZO01) apresentou boa atividade
enzimdatica quando comparada com resultados obtidos por outras linhagens reportadas
na literatura cientifica, tratando-se, portanto, de uma linhagem bastante promissora para
a producdo de celulases viabilizando o aproveitamento deste residuo agroindustrial.

Palavras-chave: Processos fermentativos, enzimas e subprodutos.



ABSTRACT

Enzyme production by fermentative process is a broad field of biotechnology. In
recent decades, there has been an increasing trend in the use of solid-state fermentation
(SSF) for the production of some enzymes, especially those involved in the degradation
of vegetables complex macromolecules. Regarding the enzyme market Brazil is
consumer of imported products. In this scenario, the coconut shell emerges as a strategic
raw material to reach the production of enzymes in the country. Thus, it is important to
further on the use of coconut green shell powder as substrate for cellulolytic enzymes of interest
in the food industry. Cellulase producing fungi used in this study were isolated from
coconut shell. The results of enzyme activity obtained with the isolated strains from
coconut shell were compared in terms of production capacity of cellulases with strains
of Trichoderma polysporum, T. viride, T. reesei NRRL 11460 and Aspergillus niger
NRRL 2001. From the results, the coconut shell waste can be considered a good
inducer for cellulase production . The strain isolated from coconut shell (CZ01) is a
good producer under solid-state fermentation because higher enzyme activity was
obtained with its crude enzyme extract when compared with other enzyme producers,
including a patented strain of T. reesei Rut C-30 (NRRL 11460), using the same inducer
substrate. It is also worth mentioning that the majority of cellulase reported in the
scientific literature are obtained under conditions of acidic pH and in this study the
maximum enzyme activity was obtained at pH close to neutral (range 6.0 to 6.5).
Therefore, the isolated and selected strain from the coconut shell (CZ01) showed good
enzyme activity when compared with results obtained by other strains reported in the
scientific literature, being therefore a very promising strain for the cellulase production
enabling the use of this agroindustrial wastes.

Keywords: Fermentation process, enzymes and subproducts.
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1 INTRODUCAO

O consumo in natura e o processamento de frutas para a produgdo de sucos resultam
em grandes volumes de residuos que devem ser adequadamente dispostos. Estes residuos sao
constituidos em sua maioria por bagacos, cascas e sementes de frutas, destacando-se a casca
do coco verde. Apesar dos esforgos tecnoldgicos empregados para o aproveitamento destes
residuos, a demanda ainda ¢ muito incipiente em relacdo a sua disponibilidade (COELHO et

al., 2001).

A disposi¢ao de residuos no meio ambiente deve ocorrer apds o tratamento dos
mesmos, adequando-os aos padrdes estabelecidos na legislacio ambiental para ndo causarem
poluicdo (AQUARONE; BORZANI; LIMA, 1990). Esta iniciativa, em geral, demanda
investimentos significativos e ndo sdo acessiveis aos pequenos ¢ meédios produtores e
comerciantes. Os residuos gerados pela industria de alimentos possuem alto valor de
reutilizacdo. Dessa forma, nos ultimos anos, especial atengdo vem sendo dada para a
minimiza¢do ou reaproveitamento destes nos diferentes processos industriais. Estes residuos
envolvem quantidades aprecidveis de casca e caro¢o que, além de fonte de matéria organica,
servem também como fontes de proteinas, enzimas e Oleos essenciais, passiveis de
recuperacdo e aproveitamento como, por exemplo, em processos fermentativos (COELHO et

al., 2001).

A producdo de enzimas por processos fermentativos ¢ um vasto campo da
biotecnologia. Nas ultimas décadas, tem-se observado um aumento na tendéncia do uso da
fermentagdo semi-solida, para a produgdo de algumas enzimas, em especial aquelas
envolvidas na degrada¢do de macromoléculas vegetais complexas (COUTO; SANROMAN,
2005).

A fermentacdo em estado sélido ou cultura em estado solido ¢ definida como sendo o
tipo de cultivo no qual um microrganismo cresce numa mistura de material solido (dgua-
insoluvel), na auséncia ou presenga de limitada quantidade de agua livre (GERVAIS;
MOLIN, 2003), a 4gua presente nestes sistemas encontra-se ligada a fase solida, formando

uma fina camada na superficie das particulas (RAIMBAULT, 1998).



16

Ela imita o meio natural dos fungos e, em geral, possibilita a obtencao de elevadas
atividades de enzimas, incluindo enzimas ligninoliticas (PANDEY et al., 1999). O
crescimento do microrganismo pode ocorrer na superficie ou em todo substrato, dependendo

da porosidase e da umidade do substrato (GERVAIS; MOLIN, 2003).

Os meios de cultivo utilizados em FSS, na sua maioria, sdo produtos agricolas ou
subprodutos de agroindustrias, como por exemplo: farelo de arroz, farelo de trigo, bagaco de
mandioca, torta de babagu, bagaco de cana-de-actcar e casca de coco verde. Estes substratos
contém, geralmente, substancias macromoleculares como fonte de nutrientes. Enzimas
hidroliticas, secretadas por alguns microrganismos, hidrolisam estas macromoléculas
liberando pequenas moléculas soliveis que podem ser utilizadas para o crescimento
microbiano (COELHO et al., 2001). Dentre estes subprodutos agroindustriais, a utilizacdo da
casca de coco verde, embora apresentando potencial para ser utilizada como substrato na
producdo de enzimas hidroliticas na industria de alimentos, ainda ¢ pouco difundida, mesmo
havendo um grande volume de residuos oriundos da comercializacdo da agua-de-coco, ja

consolidada no Nordeste brasileiro.

Devido a ampla disponibilidade de residuos de casca de coco verde na regido Nordeste
e a possibilidade real de agregar valor a tais residuos, com significativa redu¢do do impacto
ambiental causado pelo seu aciimulo, propde-se nesta dissertacdo o uso do p6 da casca de
coco verde como substrato semi-solido para a obtengdo de enzimas hidroliticas envolvidas na

degradacao de materiais lignoceluldsicos, como as celulases, xilanase e celobiase.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Producao de coco verde

O Brasil ¢ lider mundial na produgdo de coco verde, com uma area equivalente a 57
mil hectares plantados. Em 2007, cerca de 2,77 bilhdes de toneladas de cocos
foram produzidas, em uma area cultivada de 273.459 hectares (FAO, 2008). O aumento na
producdo e no consumo da agua-de-coco tem gerado cerca de 6,7 milhdes de toneladas de
casca/ano, acarretando um sério problema ambiental, sobretudo para as grandes cidades, dado
que cerca de 80% a 85% do peso bruto do coco verde ¢ considerado lixo (MACHADO;
DAMM; JUNIOR, 2009).

A casca de coco verde, subproduto do uso e da industrializacdo da 4gua-de-coco, ¢
depositada em lixdes e as margens de estradas. E um material de dificil decomposi¢do, pois
leva mais de oito anos para se decompor. Cerca de 70% do lixo gerado nas praias do Nordeste
¢ composto por cascas de coco verde. Em Fortaleza sdo geradas 150 toneladas por dia de

residuos de cascas de coco verde (DIARIO DO NORDESTE, 2010).

De modo geral, residuos agroindustriais vém sendo progressivamente utilizados como
alternativa para minimizar o impacto ambiental por eles provocado (CORREIA et al., 2003).
Portanto, a utilizagdo da casca do coco verde processada, além da importancia econdmica e

social, ¢ também importante do ponto de vista ambiental.

Uma alternativa para a minimizagdo deste problema consiste no aproveitamento de
tais residuos em processos fermentativos. Uma vez que eles podem ser usados como
substratos solidos para o crescimento de microrganismos, visto que a matéria organica que 0s
constitui ¢ utilizada como fonte de energia e carbono para o crescimento, sintese da biomassa

celular e outros produtos do metabolismo microbiano (MENEZES et al., 2006).
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2.2. Caracterizacio da casca do coco verde

A casca de coco ¢ constituida por uma fracdo de fibras e outra fragdo denominada po,
que se apresenta agregada as fibras (Figura 1). De acordo com Kampf e Fermino (2000), o p6
da casca de coco ¢ um material residual do processamento da casca de coco verde. A
composi¢do quimica da casca de coco varia conforme a fonte, a época do ano e a quantidade

de chuvas (ROSA et al., 2001).

Epicarpo /;'_*-3\ =
(epiderme lisa) * ,._,/ = ‘5,? N
4 N IE

Mesocarpo f
(feixe de fibras) *——7—

Endocarpo ST —
{camada pétrea que envolve N i ‘/'.q-f
a parte comestivel) \{ o

Figura 1- Corte longitudinal do coco verde

Fonte: FERREIRA et al. (1998).
Uma caracterizagdo quimica do p6 da casca de coco verde proveniente do Estado do
Ceard foi realizada no Laboratorio de Solos da Embrapa Agroindustria Tropical (Tabela 1)

(SILVA, 1999).

Tabela 1 - Caracterizagdo quimica do pd da casca de coco verde

Elemento quimico g/Kg mg/Kg

N 6,52 -

P 1,42 -

K 11,5 -
Ca 6,8 -
Mg 1,79 -
Na 12,5 -
Fe 1,97 -
Cu - 6,6
7n - 31,8
Mn - 23,8

M.O - 72,58

M.O - matéria organica
Fonte: SILVA (1999).
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Tabela 2 - Composi¢do quimica do p6 de coco e da fibra do coco

Composicio quimica (%)

Tipo de fibra Lignina Glucose L-Arabinose Galactose L-Ramose Xilose Manose
P6 de coco 35,72 25,91 0,29 0,32 0,21 23,93 0
Fibra de coco 33,50 34,87 0,05 0,36 0,16 16,98 0,12

Fonte: HAN (2009).

2.3. Aproveitamento da casca do coco verde

Estudos recentes sugerem a utilizagdo do residuo da casca de coco na agricultura
intensiva, principalmente no cultivo de plantas ornamentais e hortalicas (BRIGIDA et al.,
2010). Tornar vidvel o aproveitamento da casca do coco verde, gerado tanto como residuo
industrial quanto como lixo urbano, significaria mais uma alternativa de lucro para os sitios de

produgdo, além da importancia econdmica, social e ambiental.

Uma das alternativas para a utilizagdo da casca do coco verde poderia ser o seu
aproveitamento em processos fermentativos, como, por exemplo, a produ¢do de enzimas. Este
residuo lignocelulosico apresenta composicao similar a madeira (RODRIGUES; PINTO;
FERNANDES, 2008). Dessa forma, o rediduo pode ser utilizado como meio de cultura
natural para a producdo de enzimas hidroliticas, como: celulases, celobiase e xilanase. Além
de apelo ambiental, este residuo também conta com importante apelo econdmico, uma vez
que meios de cultura sintéticos sdo muito caros, € a op¢ao geralmente ¢ feita por meios que
contenham aprecidveis quantidades de matérias-primas provenientes da agroindustria

(COUTO; SANROMAN, 2005).

No campo da comercializagdo de enzimas, o Brasil ¢ basicamente consumidor de
produtos importados, o que transforma o coco verde em uma arma estratégica para alavancar

o desenvolvimento de uma industria nacional de enzimas (ROSA et al., 2001).

Portanto, investir no aproveitamento da casca de coco verde para a producdo de
enzimas significa se inserir em um mercado que movimenta, anualmente, cerca de dois
bilhdes de dolares. Tal montante impulsiona o grande interesse na busca por processos de
baixo custo energético, baixo impacto ambiental e que utilizem matérias-primas renovaveis,

como ¢ o caso dos subprodutos da agroindustria (MULIGGWE; KASEVA, 2006).
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Sendo os residuos do coco verde um potencial de recursos ociosos ou mal
aproveitados, sua inclusdo no horizonte de negoécios pode resultar em atividades que
proporcionem lucros através da criacdo de novos produtos com alto valor agregado

(PELIZER; PONTIERI; MORAES, 2007).

2.4. Enzimas

A denominagdo enzima, proposta em 1867 pelo fisiologista alemao Wilhelm Kiihne,
deriva da expressao grega en zymg¢, que significa “em fermentagdao” (SPIER, 2005). Sao
substancias organicas especificas compostas por polimeros de aminoacidos que atuam como

catalisadores no metabolismo dos seres vivos (FELLOWS, 1994).

Conforme Spier (2005), enzimas sdo biocatalisadores de estrutura protéica globular
tercidria ou quaternaria e termolabeis, que aceleram a velocidade de uma reagdo quimica
termodinamicamente possivel, isto é, atuam reduzindo a barreira energética destas reacdes e
efetuam processos metabolicos na célula viva. Ocorrem em todos os organismos vivos, sejam
plantas ou animais, desde os mais simples (unicelulares) aos mais desenvolvidos

(pluricelulares).

As enzimas apresentam ampla utilizagdo na industria alimenticia, principalmente em
processos de maceragao de vegetais e frutas para a producdo de néctares e purés, no
processamento de produtos cérneos, na producdo de queijos, na extracdo e clarificacdo de
sucos de frutas, vinho e na recuperacdo de Oleos vegetais. As enzimas, como
poligalacturonase e pectinase, entre outras, sdo utilizadas nas industrias de sucos de frutas
para diminuir a viscosidade dos mesmos, contribuindo para o aumento do seu fluxo nos
processos que empregam membranas (VAILANT et al., 1999). Sdo utilizadas também nas

industrias de papel e celulose, téxtil e na produgdo de ragdo animal (CUNHA, 1999).

As enzimas de origem microbiana possuem muitas vantagens sobre as equivalentes de
origem animal ou vegetal como, por exemplo, menor custo de produ¢do e maior facilidade de
producdo em larga escala (OLIVEIRA et al., 2006). Apesar disto, enzimas com o mesmo

perfil de atuagdo sobre um determinado substrato podem apresentar funcionamento 6timo em
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pH, temperatura e concentragdo idnica diferentes, o que requer a triagem prévia das enzimas
adequadas as condi¢des nas quais serdo utilizadas. Portanto, a identificagdo de novas fontes
microbianas, principalmente ndo tdéxicas ao organismo humano, ¢ de grande interesse
estratégico, pois, além de garantir o suprimento de enzimas aos mais variados processos
industriais, tornam possivel o desenvolvimento de novos sistemas enzimaticos que nao podem

ser obtidos de plantas ou animais (ALVES et al., 2002).

A escolha por um substrato especifico para o cultivo em estado sélido, leva em
consideracdo uma série de fatores, principalmente relacionados ao custo e a viabilidade. O
cultivo em substratos lignocelulosicos possibilita fornecer elementos a nutrigdo flngica,

semelhante ao que ocorre em habitats naturais.

Uma das possibilidades na degradacdo de materiais lignoceluliticos ¢ o uso de
microrganismos que produzem enzimas especificas que hidrolisam a celulose (avicelase,
carboximetilcelulases e B-glucosidase); enzimas que atuam sobre a por¢cdo hemiceluldsica
(xilanases, mananases, glucanases e galactanases) e enzimas oxidativas como a lignina
peroxidase, manganés peroxidase e lacase, definidas como fenoloxidases, que atuam sobre a

lignina (TUOR; WINTERHALTER; FIECHTER, 1995).

2.4.1. Celulases

As enzimas conhecidas como celulases hidrolisam a ligacdo glicosidica entre dois ou
mais carboidratos e uma por¢ao nao carboidrato (GERVAIS; MOLIN, 2003). Celulases sao
sistemas enzimaticos complexos com atividade endo-1,4-B-glucanase (EC 3.2.1.4), exo-1,4-p3-
glucanase (EC 3.2.1.91) e 1,4-B-D-glucosidase (EC 3.2.1.21) (Figura 2). Estas enzimas
juntamente com as hemicelulases e pectinases estdo entre as enzimas mais importantes no
processamento de material lignocelulosico para a producdo de alimentos, combustiveis e

produtos quimicos (KIM; HONG, 2001).
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Figura 2 - Esquema de degradag@o da celulose.

A celulose, dentre os materiais naturais, ¢ o biopolimero mais abundante do mundo e
pode ser hidrolisada com &cidos, liberando unidades de glucose. A degradagdo microbiana da
celulose ¢ total e especifica e tem estimulado o uso dos processos de fermentagdes

celuloliticas (RUEGGER; TAUK-TORNISIELO, 2004).

Na natureza existe uma grande variedade de microrganismos que produzem celulases,
contudo, apenas alguns s3o conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto é, sdo capazes de
degradar a celulose natural. Na industria alimenticia, as celulases sdao usadas em varios
processos, principalmente, na extragdo de componentes do cha verde, proteina de soja, dleos
essenciais e aromatizantes. Estas enzimas catalisam ainda processos de producdo de vinagre
de laranja e extracdo e clarificagdo de sucos de frutas citricas (RUEGGER; TAUK-
TORNISIELO, 2004). Complexos enzimaticos contendo celulases, glucanases, hemicelulases
e pectinases sdo utilizados na industria de vinhos para acelerar o processo de vinificagdo e

melhorar a qualidade do produto final (ROLDAN et al., 2006).
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2.4.2. Xilanase

Xilanases sdo enzimas produzidas principalmente por fungos e bactérias, estando
associadas as celulases ou outras enzimas. A xilana ¢ o principal polissacarideo constituinte
do complexo hemiceluldsico das plantas e consiste de uma cadeia principal formada por
residuos de xilopiranosil unidos por ligagdes B-1,4-glicosidicas (BIELY, 1993). A xilana
localiza-se principalmente na parede celular secundaria, formando uma interface entre a

lignina e os outros polissacarideos.

Dependendo de sua origem biologica, uma ou mais isoformas de endo-1,4-B-xilosidase
(1,4-B-D-xilano-hidrolase, EC 3.2.1.8) clivam a xilana aleatoriamente em suas ligacdes B-1,4
em pequenos fragmentos como xilotriose e xilobiose. J&4 a B-xilosidase (B-D-xilosideo-
xilohidrolase, EC 3.2.1-37) hidrolisa xilobiose e pequenos xilo-oligossacarideos em regides
nao-redutoras até xilose. Endo-xilanases, os maiores componentes do sistema xilanolitico de
microrganismos, tém sua acdo facilitada por enzimas acessorias que removem as ramificagdes
da cadeia do xilano como a a-L-arabinofuranosidase, a-glucuronidase, acetilxilano esterase e
acido felurico esterase, entre outras (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005). Existem
evidéncias de que a xilana e residuos fenolicos de lignina estejam unidos por ligacdes
covalentes e de que pontes de hidrogénio e forcas de Van der Wals unem este polissacarideo a

cadeia de celulose (FERREIRA FILHO, 1994).

O grande interesse pelas enzimas xilanases estd relacionado ao seu potencial de
aplicacdo na industria e sua eficiéncia vem sendo estudada nos processos de clareamento de
polpa de papel, recuperacdo de fibras celuldsicas téxteis e bioconversdo da biomassa em
combustiveis e substancias quimicas (PRADE, 1995). Na panificagdo, as xilanases sao
adicionadas ao pao para aumentar o seu volume especifico, determinando a textura do miolo e
seu sabor final (CAMACHO; AGUIAR, 2003). As xilanases auxiliam na solubiliza¢do das
arabinoxilanas a oligossacarideos menores, diminuindo sua viscosidade e consequentemente
eliminando a turbidez da cerveja. A producdo de etanol a partir de pentoses como a xilose

vem sendo amplamente estudada (RIZZATTI et al., 2004).
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2.4.3. Celobiase

De acordo com Silva, Franco e Gomes (1997), acredita-se que a degradagdo da
celulose requer um complexo enzimdtico envolvendo um conjunto de trés enzimas, como
endoglucanase, exoglucosidase e PB-glucosidase. A endoglucanase (EG), ou endo-1,4-B-
glucanase (EC 3.2.1.4), catalisa aleatoriamente a hidrélise das ligagdes internas nas regioes
amorfas da molécula liberando celo-oligossacarideos com vérios graus de polimerizacdo e
celobioses. Da acdo desta enzima resultam terminais livres para a acdo da exoglucanase, ou
exo-1,4-B-glucanase ou celobiohidrolase (CBH) (EC 3.2.1.91), que promove a hidrolise
sequencial da segunda ligagdo glicosidica a partir da extremidade ndo redutora da molécula
produzindo celobiose. A celobiase ou PB-glucosidase (EC 3.2.1.21) catalisa a hidrdlise da
celobiose e, numa velocidade menor, degrada também pequenos oligossacarideos, nos dois
casos liberando D-glucose. A sintese da [B-glucosidase por microrganismos depende de
diversos fatores, como: tempo de cultura, presenga de compostos indutores no meio e um
nivel intracelular adequado de nutrientes e minerais (PALMA-FERNANDEZ; GOMES; DA
SILVA, 2002).

As enzimas endoglucanases e exo-celobiohidrolases atuam sobre a celulose
produzindo celobiose como produto final. A principal fun¢do da (-glucosidase, comumente
chamada de celobiase, ¢ a hidrolise da celobiose a glucose, reduzindo o efeito inibidor da
celobiose sobre as enzimas endoglucanases e exo-celobiohidrolases. Por prevenir o acimulo
do dissacarideo, a B-glucosidase ¢ responsavel pelo controle da velocidade global da reagao

de hidrdlise celuldsica, desempenhando assim, um efeito crucial na degradacdo enzimatica da

celulose (PARK et al., 2001).

2.4.4. Producdo de enzimas por fermentacio semi-solida

A fermentacdo semi-solida (FSS) ¢ definida como sendo o tipo de cultivo no qual um
microrganismo cresce numa mistura de material sélido, na auséncia ou presenca limitada de
agua livre. Ela imita o meio natural dos fungos e, em geral, possibilita a obtengao de elevadas

atividades de enzimas, incluindo enzimas ligninoliticas. O crescimento do microrganismo
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pode ocorrer na superficie ou em todo substrato, dependendo da porosidade e da umidade do

substrato (GERVAIS; MOLIN, 2003).

Na FSS podem ser destacadas como principais vantagens: a simplicidade, o baixo
custo, a alta produtividade, a alta concentra¢ao dos produtos, menor requerimento de espago e
energia (PANDEY et al., 1999). O principal fator limitante, no entanto, refere-se a dificuldade
de varios grupos microbianos em crescer sob baixos teores de umidade, o que acaba por
restringir o processo ao uso de fungos filamentosos, que se adaptam bem a essa condicao.
Desse modo, a FSS tem se mostrado adequada para a produgdo de enzimas por fungos
filamentosos, ao se considerar a possibilidade de reproducdo das condi¢des de crescimento

natural destes organismos (PANDEY, 2003; COUTO; SANROMAN, 2005).

A escolha por um substrato especifico para o cultivo em estado sélido, leva em
consideragao uma série de fatores, principalmente relacionados ao custo e a viabilidade. O
cultivo em substratos lignoceluldsicos possibilita fornecer elementos a nutricdo flngica,

semelhante ao que ocorre em habitats naturais (PANDEY, 2003).

Materiais lignoceluldsicos sdo produtos primarios da fotossintese de organismos em
ambientes terrestres, sendo também o recurso natural renovavel mais abundante. Sua
disponibilidade para uso imediato ¢ estimada em aproximadamente 100 bilhdes de toneladas
por ano (JARVIS, 2003; ZHANG; LYND, 2005). A degradagdo da celulose por celulases e
celobiases, produzidas por inimeros microrganismos, ¢ responsavel pelo ciclo de carbono
fixo para CO, atmosférico (MELILLO et al., 2002; BERNER, 2003). O mesmo mecanismo
pode ser utilizado para a produ¢do sustentavel de bioprodutos (DEMAIN; NEWCOMB; WU,
2005; MOREIRA, 2005; REDDY; YANG, 2005).

Em materiais lignoceluldsicos, a celulose, a hemicelulose e a lignina encontram-se
dispostas em um arranjo muito complexo, o que dificulta o processo de hidrolise. Entretanto,
a producao de bioprodutos, destacando-se enzimas, pode ser realizada através da conversao
destes residuos. Destes constituintes, chamam atencao a celulose e lignocelulose, que sao
apropriados para a producdo de enzimas liticas industriais utilizadas na industria de alimentos

como as celulases, celobiases e xilanases (PAPINUTTI; FORCHIASSIN, 2007).
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2.5. Celulose

A celulose ¢ o composto orginico mais comum na natureza. Ela constitui entre 40% e
50% de quase todas as plantas. Ha estimativas de que cerca de 50 bilhdes de toneladas deste
composto quimico sdo produzidas por ano. A celulose esta presente também em bactérias e
algas, mas em pequenas propor¢des, além de estar localizada principalmente na parede

secundaria das células vegetais (KLOCK et al., 2005).

O estudo da quimica da celulose iniciou em 1838 pelo quimico francés Anselme
Payen, que mostrou por andlise elementar que o tecido de plantas contém um componente
majoritario com 44,4% de carbono; 6,2% de hidrogénio e 49,3% de oxigénio, o que ¢
equivalente a uma formula empirica de C¢H;90Os € um peso molecular de 162. Desde que, a
analise do peso molecular da celulose indicava pesos muito maiores que 162, era evidente que
a celulose era, ou um alto polimero (molécula constituida por um grande nimero de unidades
repetidas relativamente simples conectadas por ligagdes quimicas), ou um agregado de

moléculas simples unidas por forgas de associagdes secundarias (VIGIANO, 2008).

Evidéncias conseguidas apos 1930 provaram que a celulose ¢ um polimero composto
por um grande nimero de unidades repetidas. Posteriormente, foi provado que estas unidades
derivam da condensagdo da D-glucose, (um acucar simples - monossacarideo hexose
CeH1206) (KLOCK et al., 2005). As formas de representagdo da molécula de glucose sdo

apresentadas na Figura 3.
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Figura 3 - Formas de representacdo grafica da molécula de B-D-glucose

Fonte: KLOCK et al. (2005).

A celulose ¢ um polissacarideo que se apresenta como um polimero de cadeia linear

com comprimento suficiente para ser insoluvel em solventes organicos, agua, acidos e alcalis

diluidos, a temperatura ambiente, consistindo de unidades de B-D- anidroglucopiranose, que

se ligam entre si através dos carbonos 1-4, possuindo uma estrutura organizada e parcialmente

cristalina (CASTRO et al., 2007). A formula de representagdo da celulose ¢ apresentada na

Figura 4.
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Figura 4 - Estrutura da celulose

Fonte: KLOCK et al. (2005).
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A estrutura da celulose se forma pela unido de moléculas de B-glucose através de
ligagdes B-1,4-glicosidicas. A celulose ¢ um polimero de cadeia longa de peso molecular
variavel, com férmula empirica (CsH;00s5),, com um valor minimo de n = 200 (tipicamente

300 a 700, podendo passar de 7000) (SAHA, 2003).

A celulose tem uma estrutura linear ou fibrosa, na qual se estabelecem multiplas
ligagdes de hidrogénio entre os grupos hidroxilas das distintas cadeias, fazendo-as
impenetraveis a dgua e, portanto, insoluveis, originando fibras compactas que constituem a

parede celular dos vegetais.

2.6. Fungos produtores de enzimas celuloliticas

Os fungos, em fungdo de suas caracteristicas de reproducao e crescimento, adaptam-se
a diversos substratos, entre os quais: efluentes de industrias processadoras de alimentos,
residuos agroindustriais e residuos derivados de petréleo (TAVARES et al., 1998). Os fungos
filamentosos pela sua peculiar capacidade de crescer em ambientes com baixa umidade
relativa e na auséncia de agua livre sdo os que melhor se adaptam a FSS. Todos os
microrganismos de importancia industrial empregados em FSS crescem na natureza, sobre
substratos com reduzida umidade e pertencem geralmente a espécies dos géneros: Mucor,

Rhizopus, Aspergillus, Penicillium e Trichoderma (PANDEY et al., 2003).

O género Trichoderma possui uma distribuigdo bastante ampla ocorrendo no mundo
inteiro, em quase todos os tipos de solos e outros habitats naturais, especialmente, naqueles
que contém matéria organica. Por se tratar de um micoparasita necrotrofico, apresenta grande
eficacia no controle de inumeros fungos fitopatogénicos (HARMAN et al., 2004). Esta
atividade de biocontrole tem sido intensamente estudada e deve-se, sobretudo, a producao de
enzimas extracelulares degradadoras da parede celular de muitos fungos, como as celulases,
quitinases, [B-1,4-glucosidases e proteases. Do ponto de vista biotecnoldgico, algumas
espécies, como Trichoderma reesei ¢ T. viride, tém sido utilizadas para a produgdo de
celulases em escala industrial (CORABI-ADELL; LUCON; KOIKE, 2002). Estas diversas

aplicacgdes, aliadas a sua importancia ecologica, indicam a necessidade de um estudo mais
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sistematico de sua biodiversidade, como também a triagem e preservacao de linhagens
promissoras.

As espécies do género Aspergillus sdo isoladas geralmente do solo, dos ambientes
aquaticos e do ar. E uma das poucas espécies de fungos que receberam o status de GRAS
(Generally Regarded As Safe) conferido pela Food and Drug Administration (FDA)
(NASSER et al., 2003).

A fermentagdo industrial de culturas de Aspergillus produz numerosas enzimas e
metabolicos comercialmente importantes incluindo acido citrico, a-amilase, glucoamilases,
glucanases, lipases, hemicelulases e xilanases. O género Aspergillus pode secretar grandes
quantidades de proteinas no meio de cultura. Desde 1980, os biotecnologistas t€ém usado uma
variedade de cepas de Aspergillus para expressar proteinas de interesse comercial (LOPES,

2005).

Cepas do fungo filamentoso Aspergillus niger sdo as mais utilizadas na produgdo
comercial de pectinases porque suas caracteristicas toxicoldgicas sdo aprovadas em termos
legislativos (MALVESSI; SILVEIRA, 2004). As formas mutantes desta espécie também sdo
bastante utilizadas, pois o rendimento de um processo enzimatico pode ser melhorado através
da selegdo de mutantes que sejam mais resistentes a repressdo catabdlica e que sintetizem

maiores quantidades de enzima sem a presen¢a de um indutor (MENEZES et al., 2006).

Neste trabalho foram avaliadas trés espécies de Trichoderma, uma de Aspergillus além
de trés espécies flngicas isoladas diretamente da casca do coco verde, com a finalidade de

selecionar a melhor produtora de celulases utilizando a casca do coco verde como substrato.
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3 METODOLOGIA

3.1. Matéria-prima para fermentacio

3.1.1. Obtenc¢ao do residuo

O residuo utilizado nesse estudo foi obtido apods beneficiamento da casca conforme
descrito por Rodrigues, Pinto e Fernandes (2008). As cascas do coco verde foram cortadas em
pedagos, lavadas com agua fria para remocdo de sujuidades e secas ao sol por 4 dias. O
material foi entdo desintegrado em um moinho de facas industrial projetado pela Embrapa-
Agroindustrial Tropical para esta finalidade, e que separa a fibra, do p6 da casca de coco.
Apos desintegracao do material, este foi submetido a secagem ao sol até que a umidade final
atingisse 20% (4 dias). As fibras remanescentes foram separadas da casca através de uma
peneira de nylon de abertura de 1,5 mm, visando um ajuste granulométrico, de modo a se
obter particulas com didmetros inferiores a 1,5 mm, proporcionando um meio mais
homogéneo para o crescimento dos microrganismos, sendo em seguida, armazenado a

temperatura ambiente (Figura 5).

Figura 5 - P6 da casca de coco verde.

3.1.2. Deslignificacdo do po da casca de coco verde

No processo de deslignificagdo do p6 da casca de coco, foram utilizados 30 g de
substrato (matéria-prima lignificada) em 100 mL de solucdo de hidréxido de sédio (NaOH)
4% (p/v). Esta mistura foi autoclavada a 121 °C por 30 minutos. Em seguida, o material foi

lavado em agua corrente até que a dgua de lavagem atingisse pH proximo da neutralidade
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(7,0). O po6 da casca de coco deslignificado foi levado a estufa em temperatura ajustada a 60

°C durante cinco horas para secagem (SEGUENKA et al., 2009) (Figura 6).

Figura 6 - P6 da casca de coco verde
deslignificado.

3.1.3. Remocao de taninos

Para a remocao deste composto fenodlico foram utilizados trés tratamentos. O primeiro
tratamento consistiu na lavagem do residuo com agua destilada; o segundo tratamento
consistiu na lavagem com agua destilada, seguido de ultrasom (25 kHz, 150 W) durante vinte
minutos e o terceiro consistiu na lavagem com etanol 50% (v/v) seguido de ultrasom durante
vinte minutos. Para cada grama de pd da casca de coco utilizou-se 50 mL de etanol 50% ou

agua destilada. Os experimentos foram realizados em duplicata.

3.2. Microrganismos

3.2.1. Isolamento e selecio de linhagens fungicas produtoras de
celulases
Os fungos produtores de celulases foram isolados da casca de coco e podem ser

visualizados na Figura 7 apresentada abaixo.

Figura 7 - Casca de coco com fungos
produtores de celulases.
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As linhagens foram inoculadas em frascos Erlenmeyer contendo caldo batata-dextrose
e incubadas a 30 °C em agitador orbital a 200 rpm. Apos 48 horas, as cepas foram transferidas
para placas de Petri contendo agar celulose com a seguinte composi¢ao: 0,5 g/ de MgSO,
(sulfato de magnésio); 0,5 g/L de KCI (cloreto de potassio); 3,0 g/L. de NaNOs (nitrato de
sodio); 0,01 g/L de FeSO4.7H,0 (sulfato de ferro); 1,0 g/L de K,HPO4 (fosfato de potassio);
15 g/LL de agar-agar; 5,0 g/ de celulose microcristalina. As placas foram incubadas a 30 °C
por 120 horas (BRAGA et al., 2009). As colonias que apresentaram halo foram selecionadas
como produtoras de celulases. As linhagens isoladas foram caracterizadas de acordo com
caracteristicas macroscopicas e microscopicas das colonias dos fungos, através de
microscopia optica com aumento de 40x a partir de microcultivo entre lamina e laminula,
utilizando o corante lactofenol de Amann com azul de algodao na montagem deste material

(RIVALIER; SEYDEL, 1932).

Os resultados obtidos com as cepas isoladas da casca do coco foram comparados
quanto a capacidade de produgdo de celulases com linhagens de Trichoderma polysporume T.
viride isoladas do solo e doadas pela Embrapa Semi-arido (Petrolina-PE, Brasil); Aspergillus
niger NRRL 2001 e T. reesei NRRL 11460 foram obtidos na forma liofilizada da Colegdo de
Culturas do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (ARS Culture Collection,
Peoria, Illinois, USA). Os microrganismos foram conservados na forma esporulada e

mantidos sob refrigeragdo.

3.2.2. Ativaciao das linhagens utilizadas para comparacio

As linhagens, T. polysporum, T. viride, T. reesei e A. niger foram ativadas em meio
agar batata-dextrose (BDA) sendo incubadas por sete dias em estufa incubadora tipo BOD
(Biochemistry Oxygen Demand) a 30 °C. Os fungos foram mantidos sob refrigeracdo a 4 °C,
sendo repicados mensalmente. Este procedimento foi repetido a cada 60 dias para garantir a

viabilidade das linhagens.

Os esporos de Trichoderma e Aspergillus foram coletados através da adigdo de uma
solugdo estéril de Tween 80 a 0,01% (v/v) e quantificados em camara de Neubauer apds a
devida diluicdo da densa suspensdo obtida. Em seguida, para a obten¢do da cultura estoque

de Trichoderma foi inoculada uma quantidade igual a 1 x 10° esporos/mL em meio de cultura



33

contendo 3 g de trigo e 2 mL de agua destilada (autoclavados por 15 minutos a 121 °C),
sendo mantida sob refrigeracao a 4 °C. Para a obtenc¢do da cultura estoque de Aspergillus
foram inoculados 1 x 10° esporos/mL em solo estéril ¢ mantido congelado a — 18 °C. Esta
técnica permite a estocagem de linhagens de Aspergillus sem perda de estabilidade por até dez

anos (COURI; FARIAS, 1995).

3.3. Composicao dos meios de cultura para a producio de celulases
3.3.1. Fermentacao submersa

Para a producdo enzimadtica foi empregado o meio de cultura de Mandels e Weber
(1969) como pré-indculo. Este foi constituido de 30 g/L de CsH2O6 (glucose); 15 g/L de
KH,PO4 (fosfato de potassio); 5 g/L de (NH4),SO4 (sulfato de amonio); 1,23 g/L de
MgS0,4.7H,0 (sulfato de magnésio); 0,00271 g/L de FeSO4.7H,0 (sulfato de ferro); 0,0016
g/l de MnSOy4. H;O (sulfato de manganés); 0,0014 g/L de ZnSO4.H,O (sulfato de zinco);
0,0036 g/L de CoCl,6H,0 (cloreto de cobalto) e 0,8 g/L de CaCl,-2H,0 (cloreto de célcio).
O meio de cultura foi autoclavado a 121 °C por 15 minutos. Vale ressaltar que a composi¢ao
do meio de cultura, para a produ¢do de celulases, foi a mesma correspondente ao meio do pré-
inéculo, sendo suplementado com 15 g/L. de p6 da casca de coco verde como substrato

indutor, sem adi¢do de glucose e autoclavado a 121 °C por 5 minutos.

O ensaio para a produgdo de celulases seguiu a metodologia de Domingues et al.
(2000), onde foram inoculados 50 pL de uma suspensio de esporos contendo 1 x 10’
esporos/mL no meio de pré-inodculo, sendo incubado por 48 horas sob agitacdo em agitador
orbital (200 rpm) a 30 °C. O meio para producao de celulases foi inoculado com 10% (v/v) do
inéculo ativado (KADAM; KEUTZER, 1995). A fermentacdo foi conduzida por um periodo
de 120 horas a 30 °C em agitador orbital a 150 rpm, sendo realizadas amostragens nos tempos

24,48, 72,96 e 120 horas para determinacao da atividade enzimatica.
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3.3.2. Fermentacao semi-solida

O meio de cultivo foi constituido de 1,5 g de p6 da casca de coco verde e 1,5 g de trigo
adicionados de 3,5 mL de uma solucdo salina, com a seguinte composi¢do: 9 g/L de
(NH4),SO4 ¢ 1 g/ de KH,PO4. O meio foi autoclavado a 121°C por 5 minutos, sendo
inoculado com uma suspensdo de esporos contendo 1 x 10° esporos/mL (COELHO et al.,
2001). A fermentagao foi conduzida por um periodo de 120 horas em estufa tipo BOD a 30
°C, sendo realizadas amostragens nos tempos 24, 48, 72, 96 e 120 horas para determinacio da

atividade enzimatica.

Visando verificar a influéncia da flora microbiana natural da casca do coco verde, na
producdo de enzimas, também foram conduzidos experimentos com o substrato ndo

autoclavado.

3.4. Métodos de extracoes da enzima do meio sélido

Foram testadas duas condi¢des de extracdo da enzima, com e sem agitagdo. As
extragdes foram realizadas pela adicdo de tampao acetato de s6dio (200 mM), pH 5,5 ao meio
semi-solido. O meio foi submetido a agitagdo em agitador orbital a 160 rpm e temperatura de
30 °C por 30 minutos (COELHO et al., 2001). A seguir, procedeu-se a filtragdo em papel de
filtro Whatman n° 1 no intuito de separar o residuo da fermentagdo, do sobrenadante (extrato
enzimatico). A cinética de producdo enzimdtica foi acompanhada por um periodo de 120
horas em estufa tipo BOD a 30 °C, sendo realizadas amostragens nos tempos 24, 48, 72, 96 ¢

120 horas para determinagdo da atividade enzimatica.

3.5. Determinacio da atividade enzimatica de celulase total

A atividade enzimatica foi determinada através da incubacdo do extrato enzimatico
bruto livre de células com solugdo de celulose microcristalina (Avicel®) como substrato. Os
ensaios foram realizados em tampao acetato de s6dio 200 mM com pH e temperatura variados

de acordo com um planejamento experimental. Foram adicionados 125 pL do extrato
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enzimatico a 125 pL da solug¢do de atividade constituida de uma solucdo tampao com pH
ajustado ao valor desejado, conforme planejamento fatorial, contendo 1% (m/v) de celulose
microcristalina (Avicel, Fluka). A mistura foi incubada por 1 hora a temperatura do ensaio
(determinada no planejamento fatorial). A reacdo foi interrompida pela adicao de 250 pL do
reagente acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS). Foram realizados diversos planejamentos fatoriais
para a otimizacao das condi¢des O0timas de pH e temperatura para a determinacao da atividade

enzimatica de cada uma das linhagens estudadas, conforme descrito no item 3.7.

A atividade enzimatica foi quantificada através da determinacdo da concentragdo de
acucares redutores (AR) de acordo com o método do DNS (MILLER, 1959). Segundo esse
método, os AR liberados durante a hidrolise do substrato (Avicel) pelo extrato enzimatico,
reduzem o DNS, gerando complexos de coloragdo marrom-alaranjada, os quais podem ser
quantificados por espectrofotometria a 540 nm. A construgdo de uma curva-padrdo com
glucose permite associar a absorbancia a concentracdo dos produtos da reagdo de hidrolise
(RIBEIRO, 1997). Uma unidade de atividade enzimatica (UI) foi definida como a quantidade
de enzima que liberou 1 umol de actcar redutor por minuto nas condi¢des do ensaio (BINOD

etal., 2007).

3.6 Selecao da linhagem com maior atividade celulolitica total

Apos a selecdo do melhor método de fermentagcdo, para a produgdo de enzimas
celuloliticas, foi realizado um screening para a produgdo de celulases pelas linhagens isoladas

da casca do coco.

O critério de selecao da melhor linhagem produtora de celulases foi baseado na
quantifica¢do da atividade enzimatica obtida a partir dos diferentes métodos de fermentagao

utilizados (fermentagdo semi-sélida e submersa).
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3.7 Otimizacao da temperatura e pH da atividade enzimatica de celulases

Em processos fermentativos, onde cada variavel pode interagir e influenciar no efeito
de outras variaveis ¢ essencial que seja utilizado um método de otimizagdo que permita
detectar as possiveis interagdes, de modo que um ponto 6timo seja escolhido, nas condigdes

experimentais.

Os experimentos de fermentagdo em meio semi-solido foram realizados utilizando-se
um planejamento fatorial 2>. O periodo estabelecido de ensaio foi de 24 horas, uma vez que o
cultivo por tempos superiores a 24 horas resultou em esporulacdo dos fungos e perda da
atividade enzimatica. O planejamento experimental foi realizado com o intuito de se
estabelecer as condi¢des mais adequadas a sintese da enzima celulase pelos microrganismos

estudados em meio contendo p6 da casca de coco verde como substrato.

O pH e a temperatura 6tima de determinagdo da atividade das enzimas produzidas pela
linhagem selecionada, identificada neste trabalho como CZ01, foram determinadas através da
metodologia de analise de superficie de resposta (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2002). O pH da solucao de atividade e da solugao-tampao de extragao variou na faixa de 4,3 a
5,7 e a temperatura na faixa de 35,8 °C a 64,1 °C. As determinagdes das atividades

enzimaticas foram conduzidas de acordo com a metodologia descrita no item 3.5.

Para a linhagem CZO01, o estudo das condi¢des Otimas de pH e temperatura foi
realizado através de um planejamento experimental 2> composto central rotacional com trés
pontos centrais (RODRIGUES; IEMMA, 2005), onde foram realizados 11 ensaios conforme

apresentado na Tabela 3.



37

Tabela 3 - Ensaios do planejamento fatorial (22)

Ensaio pH Temperatura (°C)
1 4,5 (-1) 40,0 (-1)
2 4,5 (-1) 60,0 (+1)
3 5,5 (+1) 40,0 (-1)
4 5,5 (+1) 60,0 (+1)
5 4,3 (-a) 50,0 (0)
6 5,7 (+a) 50,0 (0)
7 5,0 (0) 35,8 (-a)
8 5,0 (0) 64,1 (+a)

o* 5,0 (0) 50,0 (0)
10* 5,0 (0) 50,0 (0)
11* 5,0 (0) 50,0 (0)

*Ponto central.

Além desse planejamento fatorial 2% foi feito um experimento unifatorial com a
linhagem CZO01, para a determina¢do do melhor pH para a atividade de celulases. O pH foi
variado na faixa de 4,5 a 8,5 uma vez que sua elevagdo apresentou efeito positivo e
significativo na atividade enzimatica e a temperatura foi mantida em 60 °C, pois a mesma nao

apresentou efeito significativo.

Para as linhagens de Trichoderma e Aspergillus, os parametros de pH e temperatura
também foram avaliados para a otimizacdo da determinacgdo da atividade de celulases. O pH e
a temperatura 6tima da enzima produzida pelas linhagens T. polysporum ¢ A. niger foram
determinados também através da metodologia de anélise de superficie de resposta (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2002). A metodologia experimental ¢ detalhada nos anexos 1
e 3, respectivamente. Os valores de pH variaram na faixa de 4,5 a 5,5 e a temperatura na faixa

de 40 °C a 60 °C.

Para a linhagem T. viride foi feito um estudo de compara¢do com outras linhagens de
Trichoderma utilizando o pd da casca de coco verde como substrato para produgdo de

celulases, conforme apresentado no anexo 2.
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3.8 Otimizacdo da composicio do meio de cultura para a producio de

celulases

Alguns microrganismos produzem uma quantidade baixa de enzimas dificultando
sua aplicacdo industrial. Porém, na maioria dos casos, adotando-se métodos simples como a
utilizacdo de um meio de cultura otimizado ¢ possivel aumentar significativamente o

rendimento enzimatico.

Por isso, esta etapa visou estabelecer a melhor propor¢do de substrato utilizado para a
producdo da enzima celulase. Um estudo variando a quantidade de pd da casca de coco verde
e fixando a quantidade de trigo em 1,5 g foi realizado para determinar a melhor composi¢ao
do meio de cultura para a determinacdo da atividade enzimadtica (Tabela 4). Para o calculo das
quantidades de solucdo salina foi multiplicado o total de solido por 1,16, que ¢ o fator
correspondente da composi¢ao de p6 da casca de coco e trigo utilizado em ensaios anteriores,

ou seja, utilizava-se 3,0 g de sélido no total e 3,5 mL de solucdo salina, portanto com a razao

de 3,5/3,0 =1,16.

Tabela 4 - Composi¢ao do meio de cultura para a producgao de celulases

P6 da casca de coco verde (g) Trigo (g) Soluc¢io salina (mL)
0,5 1,5 2,32
1,0 1,5 2,90
1,5 1,5 3,48
2,0 1,5 4,06
2,5 1,5 4,64
3,0 1,5 5,22

3.9 Determinacio da atividade enzimatica

O termo atividade especifica ¢ utilizado aqui como atividade do extrato enzimatico
utilizando-se substratos especificos em substitui¢do ao avicel. Uma vez encontrada a condig¢ao
otima de fermentacdo para a linhagem selecionada (CZ01), a atividade enzimatica especifica
foi determinada através da medida da concentragdo de aguicares redutores obtidos da hidrélise
enzimatica de substratos como xilana de carvalho, carboximetil celulose (CMCase) ¢

celobiose. O ensaio foi realizado nas condi¢des otimizadas de pH, temperatura e composi¢ao
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de meio de cultura. A atividade enzimatica foi quantificada pela liberagdo de aglcares
redutores determinados pelo método do DNS (MILLER, 1959). Uma unidade de atividade
enzimadtica ¢ definida como a quantidade de enzima que produz 1 umol de actcar redutor por
minuto nas condi¢des do ensaio. A fermentacdo foi conduzida por 24 horas em estufa tipo
BOD a 30 °C. A determinagdo da atividade especifica foi realizada a 60 °C em pH 6,5
(condigcdes otimas para determinacdo de atividade celulolitica do extrato enzimatico obtido

com a linhagem CZ01 utilizando-se celulose microcristalina como substrato).

3.9.1 Xilanase

A atividade xilanase foi determinada conforme metodologia de Biely (1993). Foram
adicionados 125 pL do extrato enzimatico a 125 pL da solug¢do de atividade constituida de
uma solucdo tampao com pH ajustado a 6,5 contendo 1% (m/v) de xilana de carvalho (Fluka)
como substrato. A mistura foi incubada por 1 hora a temperatura de 60 °C (determinada no
planejamento fatorial). A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 250 pL do reagente DNS. A

atividade enzimatica foi entdo determinada conforme descrito no item 3.5.

3.9.2 Carboximetil celulase (CMCase)

Para a atividade de CMCase foram adicionados 125 puL do extrato enzimatico a 125
pL da solucdo de atividade constituida de uma solu¢do tampao com pH ajustado a 6,5
contendo 1% (m/v) de carboximetil celulose (Sigma) como substrato. A mistura foi incubada
por 1 hora a temperatura de 60 °C (determinada no planejamento fatorial). A reacdo foi
interrompida pela adicdo de 250 puL do reagente (DNS). A atividade enzimatica foi entdo

determinada conforme descrito no item 3.5.

3.9.3 Celobiase

Para a atividade de celobiase foram adicionados 125 pL do extrato enzimatico a 125

pL da solugdo de atividade constituida de uma solugdo tampdo com pH ajustado a 6,5,

contendo 1% (m/v) de celobiose (Fluka) como substrato. A mistura foi incubada por 1 hora a
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temperatura de 60 °C (determinada no planejamento fatorial). A reagdo foi interrompida pela
adicao de 250 pL do reagente acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS). A atividade enzimatica foi

entdo determinada conforme descrito no item 3.5.

3.10 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia ao nivel de 90% de
confianca, utilizando o programa Statistica versdo 7.0 (Statsoft), sendo os resultados

expressos como médias + desvio padrao.

Foi aplicado o teste de Tukey com nivel de significancia de 5%, para a comparagao
entre as médias. O grafico comparativo foi elaborado por meio do programa OriginPro versao

8.0 (OriginLab).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e selecio de linhagens fungicas produtoras de celulases

Foram isolados trés fungos morfologicamente distintos a partir da casca do coco
(CZ01, C02 e CDO3 - Figura 8). Todos se mostraram capazes de degradar a celulose como
unica fonte de carbono. Contudo, apenas dois fungos, os que apresentaram os melhores

resultados de atividade celulolitica (CZ01 e CDO03) foram selecionados para os ensaios

posteriores.

(a) (b) (©)

Figura 8 - Imagens macroscépicas das linhagens isoladas da casca de coco: (a) CZ01; (b) C02 e (c)
CDO03.

As linhagens CZ01 e CDO03 foram caracterizadas como pertencentes as classes

Zigomicetos e Deuteromicetos, respectivamente (Figura 9).

Figura 9 - Imagens microscopicas das laminas de microcultivo, utilizando a
objetiva de 40x, das linhagens selecionadas da casca de coco: (a) CZ01 e (b)
CDO03.
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4.2 Deslignificacdo da casca de coco verde

A Tabela 5 apresenta os resultados de atividade enzimatica de celulases utilizando a
casca de coco verde com e sem tratamento de deslignificagdo. De modo geral, tratamentos
alcalinos aos quais os residuos sdo submetidos, propiciam um efeito positivo na inducao a
sintese das diferentes fragdes celuloliticas. Entretanto, neste trabalho, nao houve diferenca
significativa de acordo com o teste de Tukey entre os resultados obtidos para a linhagem
CZ01, quando se utilizou a casca de coco verde lignificada e deslignificada como substrato
para a producdo de celulases. Melhores resultados foram obtidos com a casca de coco verde
lignificada para a atividade celulolitica da linhagem CDO03, como pode ser observado na
Tabela 5. Possivelmente a lignina presente no residuo ndo dificultou a indu¢do da atividade da

enzima produzida pelo microrganismo CDO03.

Em um estudo realizado por Aguiar e Menezes (2000) para a producdo de
endoglucanases em bagago de cana, foi observado que o bagago sem tratamento de
deslignificacdo apresentou niveis de producdo enzimatica para endoglucanases semelhantes
aos bagacos tratados com hidréxido de sodio a 4% e vapor, como também foi observado neste

trabalho para o microrganismo CZ01.

Tabela 5 - Resultados de atividade enzimatica (Ul/gds) obtidos a partir da
fermentacdo da casca de coco verde com e sem tratamento de deslignificagdo

Microrganismo Casca de coco Casca de coco
lignificada deslignificada

CZ01 1,26 £ 0,09* 1,24 +£0,10*
CDO03 0,42 +0,05° 0,24 + 0,02°

Em uma mesma linha, médias com letras iguais ndo diferem significativamente (p<0,05) entre si pelo
teste de Tukey.

Como a deslignificagdo ¢ uma etapa a mais no processamento da matéria-prima, em
nivel industrial ndo seria interessante, pois além de ser um processo oneroso ¢ de baixo
rendimento, ha gasto de energia e tempo. Desta forma, optou-se por usar a casca de coco
verde lignificada, pois os resultados de atividade enzimatica de CZ01 e CD03 foram melhores
em relagdo a casca de coco deslignificada, mostrando que o processo de deslignificacdao

diminui a atividade enzimatica.
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4.3 Remocao de taninos da casca de coco verde

Os resultados obtidos para o pé da casca de coco verde submetido aos tratamentos de
remog¢ao de taninos, ndo propiciaram um bom crescimento micelial dos microrganismos CZ01
e CDO03 no meio de fermentagdo, portanto, ndo foi dado prosseguimento aos ensaios de

determinacgao da atividade enzimatica.

Como o tratamento da matéria-prima com etanol ndo propiciou um bom crescimento,
deduz-se que alguma reagdo entre o p6 da casca de coco verde e o etanol residual podem ter

inibido o crescimento dos microrganismos, comprometendo o metabolismo dos fungos.

4.4 Métodos de cultivo para a producio de celulases

Na avaliacdo do método de cultivo para a producdo de celulases houve diferenca
significativa entre as médias de atividade enzimatica de CZ01 e CDO03 para a fermentagao
semi-solida (FSS) (em 24 horas de fermentacdo) e fermentacdo submersa (FS) (em 120 horas
de fermentagdo), de acordo com o teste de Tukey. Para ambos os microrganismos, o melhor
método de cultivo para a producao de celulases foi a FSS (Figura 10). Vale ressaltar que a
atividade enzimatica maxima em FSS ocorreu no periodo de 24 horas, o que corresponde ao

tempo de producdo industrial corrente.
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Figura 10 - Avaliagdo do método de cultivo para a produgdo de celulases por
fermentacdo semi-sdlida (FSS) e fermentagdo submersa (FS).
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Em ambos os sistemas de fermentagao foi necessaria a esterilizacao do substrato, uma
vez que a flora microbiana natural do residuo interferiu na atividade enzimética dos
microrganismos. A possibilidade de se conduzir o processo utilizando o substrato sem prévia
esterilizacdo pode representar redu¢do de custos. Entretanto, o controle microbioldgico do
processo ¢ prejudicado, bem como a qualidade do produto final, uma vez que nio se pode

garantir o desenvolvimento da mesma linhagem flingica a cada batelada.

Neste estudo foram encontrados valores de atividade enzimatica de 0,18 + 0,09 UI/mL
e 0,06 = 0,05 Ul/mL para as linhagens CZ01 e CDO03, respectivamente, em FSS utilizando o
p6 da casca de coco verde como substrato indutor. Os resultados para CZ0l1 e CDO03
convertidos para (g) equivalem a 1,26 + 0,09 Ul/gds e 0,42 + 0,05 Ul/gds, respectivamente.
Portanto, a linhagem CZ01 mostrou que seu potencial de hidrdlise a partir de residuos

lignoceluloliticos ¢ bem superior em relacdo a linhagem CDO3.

Os resultados das FSS foram bem superiores quando comparados com os resultados da
FS, isso pode ser explicado porque em FSS o volume de liquido no reator ¢ bem menor
quando comparado com a FS, facilitando a recuperacdo do produto final, deixando-o mais
concentrado e o meio de fermentagdo semi-sélido reproduz o habitat natural dos fungos
filamentosos, de modo que esses microrganismos sdo capazes de crescer satisfatoriamente em
substrato solido e excretar grandes quantidades de enzimas, como por exemplo, as celulases

(SILVA etal., 2005).

Menezes e Hennies (1994) obtiveram valores proximos a 0,25 UI/mL de celulase total
de Aspergillus niger, quando utilizaram bagac¢o de cana em fermentagdo submersa. Apds
quinze dias de incubagao de Pleurotus sajor caju, niveis de atividade de celulases total igual a
0,6 Ul/g foram observados por Bisaria, Madan e Vasudevan (1997) na fermentagdo semi-
solida usando palha de arroz como substrato. Por outro lado, atividade enzimatica de 0,4
Ul/mL de celulase total foi obtida por Aspergillus fumigatus cultivado sobre residuos de
grama (LATIF; RAJOKA; MALIK, 1997). No trabalho de Lopes (2008), o valor de celulases
de 0,042 UI foi obtido em 72 horas de fermentagdao em estado so6lido utilizando bagago de

cana-de-agucar como substrato.

Os resultados de diferentes métodos de extracdes da enzima mostraram que sob

agitacdo de 160 rpm e temperatura de 30 °C por 30 minutos, foi a metodologia que
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apresentou melhores resultados de recuperagdo do extrato enzimatico do meio sélido, para

ambos os microrganismos (Tabela 6).

Tabela 6 - Valores de atividade enzimatica (Ul/gds) obtidos em diferentes métodos
de extracdao da enzima

Microrganismos Com agitacio Sem agitacao
CZ01 1,26 £0,09° 0,23 £0,09"
CDO3 0,42 +0,05° 0,17 +0,02°¢

Em uma mesma linha, médias com letras iguais ndo diferem significativamente (p<0,05) entre si pelo teste de
Tukey.

A agitacdo mecanica empregada nos processos hidroliticos tende a incrementar a
atividade das enzimas, uma vez que promove uma maior interagdo enzima-substrato, além de
reduzir as resisténcias difusionais presentes no meio reacional. No entanto, a partir de um

3

determinado ‘“‘valor critico”, a agitagdo mecanica tende a incrementar o deslocamento
tangencial das enzimas, bem como incorporar tensdes de cisalhamento ao meio, resultando
em perda de atividade enzimatica, além de menor contato entre enzima e substrato

(JORGENSEN; BACH; JENSEN, 2005).

Portanto, faz-se necessario, em estudos futuros, a realizagdo de ensaios para a
otimizagdo do tempo e velocidade de agitacdo, pois os resultados de extragdo da enzima do
meio sélido com agitagdo foram mais promissores em relacdo a extragdo da enzima sem

agitacao.

4.5 Selecao da linhagem com maior atividade celulolitica total

Os estudos realizados permitiram selecionar a linhagem CZ01 como melhor produtora
de enzimas celuloliticas dentre as linhagens isoladas a partir da casca do coco, devido aos
melhores resultados de atividade enzimatica de celulases obtidos, quando comparados com as
linhagens T. polysporum com uma atividade enzimatica de 0,47 Ul/gds; T. viride com 0,64
Ul/gds ¢ A. niger com 0,31 Ul/gds, conforme apresentado nos anexos 1, 2 e 3,
respectivamente. Ensaios de otimizacao de temperatura, pH e composicao de meio de cultura

foram realizados visando maximizar a atividade da enzima produzida pela linhagem CZ01.
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4.6 Otimizacido da temperatura e pH para determinacio da atividade da

linhagem selecionada

A Tabela 7 apresenta o planejamento experimental e os resultados obtidos de atividade
celulolitica do extrato enzimético produzido pela linhagem CZO1 por fermenta¢do semi-

solida, em func¢do da temperatura e do pH de realizagdo do ensaio de atividade enzimatica.

Tabela 7 - Planejamento fatorial (2%) e resultados obtidos de atividade enzimatica
de celulases produzida pelo isolado CZ01

Ensaio pH Temperatura (°C)  Atividade Enzimatica (Ul/gds)
1 4,5 (-1) 40,0 (-1) 0,11 +0,09
2 4,5 (-1) 60,0 (+1) 0,31 +0,10
3 55 (+1) 40,0 (-1) 0,55+0,11
4 5,5 (+1) 60,0 (+1) 1,06 0,01
5 4,3 (-a) 50,0 (0) 0,00 + 0,00
6 5,7 (+a) 50,0 (0) 0,77 + 0,07
7 5,0 (0) 35,8 (-a) 0,00+ 0,01
8 5,0 (0) 64,1 (+a) 0,00 + 0,02

o* 5,0 (0) 50,0 (0) 0,00 + 0,08
10%* 5,0 (0) 50,0 (0) 0,00 + 0,08
11%* 5,0 (0) 50,0 (0) 0,00 + 0,01

* Ponto central.

A analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao obtido para a atividade
enzimatica ¢ apresentada na Tabela 8. De acordo com a tabela de ANOVA, o valor de F
calculado para o modelo de atividade enzimatica (Ul/gds) foi de 5,0, ou seja, maior que o
valor de Fss tabelado (3,45) no intervalo de 90% de confianga (Tabela 8). Assim, o modelo

pode ser considerado estatisticamente significativo, de acordo com teste F.

Tabela 8 - Andlise de variancia para a atividade enzimética (Ul/gds)

.~ Soma Graus de Média
Fonte de varia¢io quadratica liberdade quadratica Valor de F
Regressao 1,14 5 0,23 5,0
Residual 0,28 5 0,05
Total 1,42 10
Coeﬁc1'ente~de 0.80
determinagao

F tabelado (90%) Fss =3.45
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Os resultados da atividade enzimatica de CZ01 apresentados na Tabela 7 foram

analisados através do grafico de superficie de resposta com o auxilio do software Statistica 7.0
(Statsoft) (Figura 11).
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Figura 11 - Superficie de resposta para a otimizagao da determinagdo da atividade
enzimatica.

Os resultados obtidos com os testes de variagio de pH e temperatura foram
submetidos a analise estatistica com 2 niveis e 2 fatores onde estes foram plotados em grafico
de superficie de resposta (Figura 11) com p < 0,1 (confiabilidade de 90%). A partir dos
coeficientes de regressdo ajustados, foi construido o modelo estatistico que relaciona a

atividade enzimadtica de celulases com os fatores pH e temperatura (variaveis codificadas),
conforme observado na Equacao 1:

Atividade enzimatica (Ul/gds) = 27,04 — 10,03pH + 0,98pH?- 0,14T + 0,0007T2+ 0,01pH*T + 0

(1)
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Onde:
pH: pH da solucdo de atividade

T: temperatura do ensaio

Os melhores resultados foram obtidos utilizando-se temperatura de 60 °C. A maior
produgdo de celulases foi observada com pH 5,5, sendo que com a diminui¢ao do pH houve
queda bastante significativa na producdo de celulases. Os resultados mostram que, variagdes
nos valores de temperatura ndo apresentaram efeito significativo para a producao de celulases
utilizando o p6 da casca de coco verde como substrato em FSS, ja o pH demonstrou ser um
parametro importante. Esse efeito foi comprovado pela analise do Diagrama de Pareto (Figura

12), onde apenas o pH aparece acima da linha de significancia.
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Figura 12 - Diagrama de pareto para o efeito estimado de cada varidvel.

O Diagrama de Pareto fornece o efeito quantitativo estimado que cada uma das
varidveis possuem sobre a atividade de celulases, estabelecendo quais destes efeitos

encontram-se dentro do intervalo de confianga estabelecido para a analise estatistica (90%).
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Cabe destacar que o fator correspondente ao efeito linear e quadratico da variavel [(1)
pH] mostrou significancia estatistica. A varidvel temperatura [(2) T], bem como sua interacao
com a variavel pH (1 by 2) ndo apresentaram significancia estatistica, embora a superficie de

resposta aponte para maiores valores de atividade em temperaturas elevadas.

O comportamento da enzima ¢ promissor uma vez que as celulases obtidas do T.
polysporum e A. niger NRRL 2001 apresentaram atividade 6tima na faixa de pH 5,5 e
temperatura em torno de 40 °C, como pode ser observado nos anexos (OLIVEIRA et al.,
2009a; OLIVEIRA et al., 2009b; OLIVEIRA et al.,, 2009¢). Johnson et al. (1982)
mencionaram que a atividade maxima de celulases produzida por Clostridium thermocellum

foi alcancada a temperatura de 70 °C e pH variando na faixa de 5,7 a 6,1.

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, pode-se afirmar que a
linhagem CZO01 ¢ boa produtora de celulases, pois cresceu facilmente em substrato semi-
solido, além de apresentar elevadas concentracdes no extrato enzimdtico bruto, quando
comparado com outros produtores enzimaticos, incluindo uma linhagem patenteada de T.
reesei Rut C-30 (NRRL 11460), utilizando o mesmo substrato indutor (Ver anexo 4). Com o
intuito de maximizar a producao da enzima e acrescentar novas € melhores condigdes para a
producdo de celulases utilizando o p6 da casca de coco verde, partiu-se para o estudo da
producdo de celulases com o microrganismo CZ01. Os resultados do efeito do pH para a
atividade enzimatica de celulases podem ser observados na Figura 13.

3.0~

2,5 4

2,0 1

| \T——_ﬁi
0,54 -

0.0 4

Atividade enzimatica (Ulfgds)

pH

Figura 13 - Efeito do pH na hidrolise enzimatica de celulose para a linhagem CZ01 a
60 °C.
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Observa-se na Figura 13 que a maxima atividade enzimatica de celulases esta na faixa
compreendida entre pH 6,0 ¢ 6,5. Em pH abaixo de 6,0 e acima de 6,5 a atividade enzimatica
de celulases decresce visivelmente. Esse resultado ¢ muito promissor, uma vez que, celulases
obtidas em pH préximo da neutralidade favorecem o processo industrial, pois além de evitar a
corrosao nas tubulagdes, ja que o pH ndo ¢ acido, os efluentes provenientes das indistrias nao

precisam de onerosos tratamentos de correcdo de pH.

Vale ressaltar também que a grande maioria das celulases reportadas na literatura
cientifica sdo obtidas em condigdes de pH acido. No estudo realizado por Aguiar et al. (2008),
a maxima produgdo de celulases a partir de residuos lignocelulésicos utilizando Aspergillus

niger, foi obtida em pH 5,0 e temperatura de 50 °C.

No trabalho de Fonteles et al. (2009), constatou-se através da analise de superficie de
resposta condigdes Otimas para a atividade enzimadtica, que foram determinadas em pH 5,7 e
temperatura de 61 °C. Nessas condi¢cdes otimizadas a atividade enzimatica maxima foi de
0,46 £ 0,02 Ul/gds (FONTELES et al., 2009). De acordo com Wen et al. (2005) uma maxima
atividade enzimatica de celulase de 1,74 Ul/mL foi produzida por linhagens de Trichoderma
reesei RUT-C30, utilizando adubo leiteiro como substrato, os efeitos de pH e temperatura na

producdo de celulases apresentaram valores 6timos em 25,5 °C e pH 5,7.

4.7 Otimizaciao da composicio do meio de cultura para a producio de

celulases

Pode-se observar que a relagdo 1,5:1,5 entre p6 da casca de coco verde e trigo, pH
6,5 e temperatura de 60 °C levou a obtencdo da maxima atividade da enzima celulase (2,46 +
0,07 Ul/gds), dentro do intervalo avaliado para a linhagem CZ01 (Figura 14). Esse resultado

deixa evidente a influéncia da composi¢cdo do meio de cultivo, na eficiéncia do processo.
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Figura 14 - Efeito da quantidade de p6 da casca de coco verde como substrato na
atividade enzimatica de celulases, utilizando uma quantidade fixa de trigo de 1,5 g.

O farelo de trigo apresenta maior capacidade de retencdo de dgua comparado aos
compostos celul6sicos, logo, sua utilizagdo na composi¢ao do meio de cultura conferiu maior
reten¢do da dgua e melhor difusdo do oxigénio no meio. Além disso, o farelo de trigo permitiu
um melhor desenvolvimento do fungo uma vez que aumentou os espagos entre as fibras da
casca de coco verde, permitindo um crescimento homogéneo do microrganismo no meio de

cultura com consequente melhor utilizagdo do substrato pelo mesmo.

A atividade de celulase obtida com a linhagem CZ01 mostrou-se satisfatoria quando
comparada a apresentada por Fonteles et al. (2008) (1,41 Ul/gds), tendo como agente de
fermentacdo a linhagem T. polysporum, empregando bagago do pedunculo de caju como
substrato em fermentacdo semi-solida. Esses resultados confirmam o potencial da linhagem
CZ01 em produzir enzimas em escala industrial, pois os valores de atividade enzimadtica estao

acima dos encontrados por outros autores, conforme descrito na literatura.

E importante ressaltar que a comparacao de dados entre diferentes processos dever ser
feita levando-se em consideragdo que, nos cultivos em meio solido, a obtencdo de diferentes

niveis de eficiéncia, em relacdo a formag¢do do produto desejado, depende, no conjunto de
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fatores que influenciam os cultivos em estado solido, do substrato e da espécie microbiana
utilizados, dentre outros parametros, como pH e temperatura.

Por outro lado, a diminuicao da atividade celulase, com o aumento da concentragao de
p6 da casca de coco verde (Figura 13) pode ser um indicativo de que este residuo agiu como
inibidor da sintese da enzima, ou seja, pode ter ocorrido inibi¢do pelo substrato ou por algum
componente da casca de coco ou pode também ter ocorrido um problema de aeragdao, uma vez

que uma grande quantidade de p6 aglomera com pouco trigo.

4.8 Determinacdo da atividade enzimatica especifica

Com relagdo a atividade celulolitica especifica, os maiores valores foram encontrados
quando utilizou-se como substrato na determinagdo da atividade enzimatica a xilana de
carvalho ¢ a CMCase com médias de atividade enzimatica de 2,86 + 0,18 ¢ 2,80 + 0,14
Ul/gds, respectivamente (Figura 15). J4 para a celobiose a atividade enzimatica ndo foi
detectada, sendo necessario um estudo mais detalhado das condi¢des de fermentagdo e de

inibigao.

A linhagem CZ01 demonstrou capacidade para produzir as fragdes celuloliticas e
xilanase. Enquanto que nestas mesmas condi¢des nao foi detectada atividade de celobiase
para a mesma linhagem. Ensaios posteriores poderdo ser feitos em condigdes diferentes de
pH, temperatura e composicdo do meio de cultura, com a finalidade que a atividade
enzimatica de celobiase possa ser detectada. A verificagdo da concentragdo de celobiase no
extrato enzimatico e na solugdo de atividade também sera alvo de estudos futuros. O fungo foi
capaz de produzir o complexo celulolitico e xilanolitico a partir de p6 da casca de coco verde,
fonte de carbono abundante e barata no Brasil. Na Figura 14 sdo apresentados os resultados
para os substratos especificos utilizando complexo celulolitico do extrato bruto da

fermentagao.
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Figura 15 - Atividade especifica de xilanase, carboximetil celulase e celobiase.

No estudo realizado por Fonteles et al. (2009), com relagdo a atividade celulolitica
especifica de T. polysporum, foram encontradas para as enzimas xilanase ¢ celobiase médias
de atividade de 0,55 Ul/gds e 0,41 Ul/gds, respectivamente. Para a CMCase a atividade
enzimdtica foi extremamente baixa (0,03 £ 0,03 Ul/gds). Entretanto, os autores utilizaram
como substrato o bagago do pedunculo do caju, que possui composi¢do diferente da casca do

coco verde.
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CONCLUSOES

O residuo da casca de coco verde se revelou como um 6timo substrato indutor no
processo de producdo de celulases. A producdo de celulases a partir deste residuo pode
representar, em nivel industrial, um processo importante no aproveitamento de residuos

agroindustriais, com vasta aplicacdo na industria alimenticia.

A linhagem selecionada e isolada da casca do coco (CZ01) apresentou boa atividade
enzimatica quando comparada com resultados obtidos por outras linhagens reportadas na
literatura cientifica, tratando-se, portanto, de uma linhagem bastante promissora. Verificou-se
que as condi¢des de méaxima atividade enzimatica de celulases foram em temperatura de 60
°C, pH na faixa de 6,0 a 6,5 e composi¢do de meio de cultura de 1:1 de p6 da casca de coco e

trigo.

A identificagdo da linhagem, otimizacdo da fermenta¢do submersa, utilizacdo de
outros substratos tais como o bagaco de cana-de-agucar, bem como a caracterizacdo da

enzima s3o objetos de trabalhos futuros.
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Anexo 4 - Resultados do planejamento experimental 2° obtidos com a linhagem T. reesei

NRRL 11460

a) Superficie de resposta do planejamento experimental relacionado a otimizagdo do pH

e temperatura para a produgado de celulases
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¢) Analise de variancia (ANOVA) referente a produgdo de celulases por T. reesei NRRL
11460.

.~ Soma Graus de Média
Fonte de variacio quadratica liberdade quadratica Valor de F
Regressao 6,56 5 1,33 5,36
Residual 1,24 5 0,24
Total 7,80 10
Coeﬁc1ente~de 0.84
determinagao

F tabelado (95%) Fss5 =5,05
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RESUMO

Fatores externos como pH e temperatura precisam ser otimizados, pois alteram a
conformagdo protéica e a velocidade das reagoes enzimdticas. Em relagcdo as enzimas liticas,
a metodologia de superficie de resposta é freqiientemente utilizada para a otimizacdo e
verificacdo da influéncia dos componentes do meio de cultivo para a produgdo das enzimas,
assim como para a otimizacdo e a verificacdo da influéncia de pardmetros na producdo
enzimdtica. O objetivo deste trabalho foi determinar por superficie de resposta as condicoes
otimas de pH e temperatura da atividade celulase produzida por Trichoderma polysporum a
partir da casca de coco verde (Cocos nucifera L.). As condigbes que maximizam a atividade
enzimdtica de T. polysporum produzida a partir da casca de coco verde sdo pH 5,5 e
temperatura de 40 °C.

Palavras-chave: fermentacao; celulase; casca de coco.
INTRODUCAO

A ampla aplicabilidade da atividade enzimdtica permite utilizd-la em diversos processos.
Hoje o nimero de enzimas conhecidas e caracterizadas é grande. Entretanto, poucas sao
produzidas em larga escala e aplicadas industrialmente. Por isso, tornar-se necessario um
estudo avangado das enzimas e suas condi¢cdes 6timas de atuagio.

Em vista do exposto pode-se concluir que a estrutura quimica integra das proteinas com
atividade catalitica é determinante para a atuagdo delas. No entanto, fatores externos como pH
e temperatura precisam ser otimizados, pois alteram a conformacdo protéica e a velocidade
das reacdes enziméaticas (BOBBIO e BOBBIO, 1995).

Uma das alternativas para a casca de coco verde poderia ser o seu aproveitamento em
processos fermentativos, como a producao de enzimas. Levando em consideracdo o processo
fermentativo, o pH do meio de cultivo e a temperatura de incubagdo sdo fatores muito
importantes para o bom desenvolvimento da fermentacdo, pois influenciam tanto no
crescimento quanto na formacao do produto desejado (HASHIZUME, 2001). Os fungos sao
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0s mais importantes microrganismos utilizados pela indistria na producao de enzimas € 0s
principais celuloliticos produtores de celulases incluem o género Trichoderma (AGUIAR e
MENEZES, 2000).

Modelos matematicos tém sido cada vez mais utilizados para ajudar a explicar respostas de
reacdes bioquimicas. A metodologia de superficie de resposta é freqiientemente usada para
determinar uma resposta 6tima entre uma faixa especifica de condicdes experimentais. Em
muitos casos, a interacdo de parametros que influenciam processos fermentativos pode ser
avaliada com um numero reduzido de ensaios através de um planejamento experimental
(THEODORE e PANDA, 1995).

Em relagdo as enzimas liticas, a metodologia de superficie de resposta é freqiientemente
utilizada para a otimizacdo e verificacdo da influéncia dos componentes do meio de cultivo
para a produgdo das enzimas, assim como para a otimizacao e a verificacdo da influéncia de
parametros na produgdo enzimdtica (FLEURI e SATO, 2008). O objetivo deste trabalho foi
determinar por superficie de resposta as condi¢des 6timas de pH e temperatura da atividade
celulase produzida por T. polysporum a partir da casca de coco verde (Cocos nucifera L.).

MATERIAIS E METODOS

Obtencao do Microrganismo

Neste trabalho foi utilizada a linhagem Trichoderma polysporum produtora de enzimas
hidroliticas. A cepa € pertecente ao Laboratério de Biotecnologia do Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Ceard - LABIOTEC (DETAL/UFC) e
foi cedida pela Embrapa Semi-Arido (Petrolina — PE).

Substrato Empregado para Fermentacao

Como matéria prima para o processo fermentativo foi utilizado casca de coco verde coletada
no comércio local de dgua de coco in natura.

As cascas de coco foram primeiramente limpas, lavadas, cortadas em pequenos pedacgos
e secas em estufa durante 4 dias a 50 °C. Em seguida, o material foi desintegrado, moido em
moinho industrial. As cascas de coco foram peneiradas utilizando-se uma peneira de 1,5 mm e
armazenadas a temperatura ambiente antes da utilizagao.

Preparo da Cultura Estoque

A linhagem € mantida em meio de cultura composto de 5g de farelo de trigo e 3 mL de dgua
destilada. Sendo estocada, na forma esporulada a 4 °C e repicada periodicamente
(CAVALCANTE et al., 2008).

Ensaio Fermentativo

O meio de cultura utilizado para determinacdo da atividade enzimatica na casca do coco foi
composto por: 1,5 g de farelo de trigo, 1,5 g de casca de coco, 3 mL de solucdo salina
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contendo 1 g/LL de NaNOs. 1 g/ de (NH4),HPO4; 1g/L de MgS0,4.7H,0; 1 g/L de NaCl e
3 mL de 4gua destilada.

O meio foi colocado em frascos Erlenmeyers com capacidade de 250 mL, inoculou-se 1.10°
esporos/mL de T. polysporum contados em camara de Neubauer (FREIRE, 1996) a partir de
culturas puras do fungo, mantidas em farelo de trigo, na forma esporulada a 4 °C. Os frascos
foram incubados em B.0O.D a temperatura de 30 + 0.5 °C durante 48 horas. O trigo pode servir
como substrato, mas sua fun¢c@o majoritdria neste experimento foi para melhorar a reteng¢do da
umidade e deixar o meio sélido mais poroso, pois foram feitos testes utilizando somente o
trigo e a atividade enzimatica foi muito inferior em relacdo ao resultado utilizando-se trigo e
casca de coco verde.

Obtencao do Extrato Enzimatico

Ap6s o periodo de incubacdo, adicionou-se 20 mL de tampao acetato de sdédio (200 mM)
com pH ajustado de acordo com o delianeamento pelo planejamento experimental) a cada
frasco contendo o substrato-suporte fermentado, em seguida a suspensao foi agitada com
bastdo de vidro e filtrada em papel de filtro Whatman n° 1 para a obtengdo do extrato aquoso
da enzima livre de células (YOSHIOKA ef al., 1981).

Otimizacao das condicoes de determinacao da atividade enzimatica

Parametros de pH e temperatura foram avaliados com relag@o a otimizagao da determinacao
da atividade enzimdtica. O pH 6timo e a temperatura 6tima da enzima produzida pela
linhagem foi determinado através da metodologia de andlise de superficie de resposta
(BARROS NETO et al., 2002) onde foram variados o pH na faixa de 4,5 a 6,0 e a temperatura
na faixa de 40 a 70 °C.

Determinacio da atividade enziméatica

A atividade enzimadtica foi determinada através da incubagdo do extrato enzimdtico bruto
livre de células com solugdo de celulose microcristalina (Avicel) como substrato. Os ensaios
foram realizados em tampao acetato de sédio 200 mM com pH e temperatura variados de
acordo com o planejamento experimental.

Atividade de celulase

Foram adicionados 75 puL do extrato enzimdtico a 125 uL da solu¢do de atividade
constituida de uma solugdo tampdo com pH ajustado ao valor desejado, conforme
planejamento fatorial, contendo 1% (p/v) de celulose microcristalina. A mistura foi incubada
por 1 hora a temperatura do ensaio (determinada no planejamento fatorial). A reacdo foi
interrompida pela adicdo de 250 pL do reagente 4cido 3,5 - dinitrossalicilico (DNS). A
atividade hidrolitica foi determinada através da quantificacdo de agucares redutores liberados
durante a reagdo, quantificados pelo método de DNS (MILLER, 1959). A atividade
enzimatica foi expressa em unidades internacionais (UI) sendo 1 UI definida como a
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quantidade de enzima capaz de liberar 1 pumol de agicar redutor nas condicdes de ensaio
(BINOD et al., 2007).

Analises estatisticas
Os ensaios foram realizados em duplicata sendo as respectivas andlises realizadas em
triplicata sendo calculadas a média e o desvio padrdo de cada uma delas. Os planejamentos

experimentais e as andlises de superficie de resposta foram efetuados com o auxilio do
software Statistica 7.0 v.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos de atividade enzimdtica de acordo com o
planejamento experimental realizado.

Tabela 1 — Planejamento experimental e atividade de celulase produzida por 7.polysporum a
partir da casca do coco verde.

Ensaio pH Temperatura (°C) Atividade enzimatica (Ul/gds)
1 4,5 40 0,04 £0,10
2 4,5 60 0,05 £ 0,00
3 5,5 40 0,47 £0,11
4 5,5 60 0,18 £0,03
5 4,5 50 0,09 £0,03
6 5,5 50 0,28 £ 0,19
7 5,0 40 0,38 £0,04
8 5,0 60 0,29 £ 0,02
9 5,0 50 0,31 £0,06
10 5,0 50 0,34 +£0,13
11 5,0 50 0,26 £ 0,04

A Tabela 2 apresenta os efeitos das varidveis independentes, bem como suas interagdes na
atividade enzimadtica. Observa-se que somente o efeito quadratico da temperatura e a interacao
entre pH e temperatura ndo foram significativos no intervalo de confianga considerado (95%).

Tabela 2 - Efeitos estimados das varidveis independentes para a atividade enzimatica

Atividade enzimatica

Fator Efeito Desvio padrao

Média 0,29* 0,02*

pH(L) 0,35* 0,03*

pH (Q) -0,38%* 0,05*
Temperatura (L) -0,16* 0,03*
Temperatura (Q) 0,09 0,05

pH x Temperatura -0,10 0,04
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* Significativo em um intervalo de 95% de confianga.

O modelo de regressdo obtido para a atividade enzimdtica no planejamento experimental é
expresso pela equagdo (1):

Atividade enzimdtica (Ul/gds) = - 21,54 + 8,52 pH — 0,77 pH*- 0,06 T + 5x10 *T*- 0,01

pHXT (Eq. 1)

De acordo com a andlise de variancia (ANOVA) e o teste de F, o modelo de regressao foi
significativo no nivel de confianca considerado (95%), uma vez que o coeficiente de
correlacdo obtido foi satisfatério (0,97) e o valor de F calculado para o modelo de atividade
enzimatica foi igual a 33, ou seja, maior que o valor de Fs s tabelado (5,05) no intervalo de
95% de confianca, assim os modelos podem ser considerados estatisticamente significativos,
de acordo com o teste F.

Os resultados de atividade enzimdtica foram analisados através de grafico de superficie de

resposta com o auxilio do software Statistica 7.0 (Statsoft). A Figura 1 apresenta a superficie
de resposta obtida para a atividade enzimatica (Eq. 1).
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Figura 1 - Superficie de resposta da atividade enzimética de celulase em funcao dos valores
de pH e temperatura para Trichoderma polys porum.

De acordo com a superficie de resposta obtida (Figura 1), observa-se que o pH apresentou
maior influéncia sobre a atividade enzimatica que apresenta um aumento em valores de pH a
partir de 5,0. A varia¢do de temperatura, no intervalo estudado, praticamente nao apresentou
influéncia na atividade enzimdtica, entretanto, a regido 6tima de atividade enzimdtica foi
obtida com a combina¢io de valores de temperatura aproximadamente de 40 °C e pH em
torno de 5,5. Nestas condi¢Oes foi obtida uma atividade enzimdtica méxima de 0,47 + 0,11,

mostrando que a condi¢do experimental que maximiza a atividade enzimadtica foi encontrada
em pH 5,5 e temperatura de 40 °C.

CONCLUSAO
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Analisando os coeficientes dos modelos empiricos ajustados, verificou-se que as varidveis
independentes pH e temperatura afetaram a varidvel de resposta estudada (atividade
enzimatica), entretanto, as condi¢cdes que maximizam a atividade enzimdtica de T.
polysporum a apartir da casca de coco verde como substrato serd em pH 5,5 e temperatura de
40 °C. A realizacdo de um maior nimero de ensaios pode ser necessdria para melhorar o
ajuste dos modelos aos dados experimentais.
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RESUMO

O reaproveitamento de residuos agro-industriais em processos biotecnologicos tem sido uma
boa alternativa na perspectiva de reutilizagdo de recursos que podem conter muitas substdancias
de alto valor que, geralmente sdo rejeitados pelas agroindistrias. Este trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade celulolitica de linhagens de Trichoderma utilizando matérias-primas
de baixo custo como o bagaco do pediinculo do caju e casca do coco verde como substratos em
processos fermentativos. Os resultados apontaram as linhagens testadas como boas produtoras
de celulases sendo, portanto vidveis estudos posteriores para aplicacoes a nivel industrial.

Palavras-chave: celulase; celulose; Trichoderma

INTRODUCAO

O Trichoderma é um fungo imperfeito e possui muitas espécies que sao geneticamente
distintas. O crescimento rdpido desse fungo em culturas, a produg¢io de um micélio aéreo esparso,
com pustulas conidiogénicas brancas ou verdes sdo caracteristicas utilizadas para distinguir as
espécies desse género (BISSET, 1991). O género tem sido estudado extensivamente como fonte
potencial de celulases. Ballesteros et al., (2004) sugerem que o sistema enzimdtico mais
promissor para o processo de sacarificacdo da celulose cristalina é o de Trichoderma.

A celulose, dentre os materiais naturais, é o biopolimero mais abundante do mundo e pode ser
hidrolisada, com 4cidos, a glicose. A degradagdo microbiana da celulose € total e especifica e tem
estimulado o uso dos processos de fermentacgdes celuloliticas pelo homem (RUEGGER e TAUK-
TORNISIELO, 2004).

Uma das alternativas para a casca de coco verde e o bagaco do pediinculo de caju poderia ser o
seu aproveitamento em processos fermentativos, como a producio de enzimas. Como a maioria
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dos rejeitos agroindustriais, estes materiais cont€ém grande quantidade de compostos como
celulose, hemicelulose, ndo havendo necessidade de grandes complementacdes de fonte de
carbono para o adequado desenvolvimento microbiano. Estes compostos funcionam como
indutores para a producdo de enzimas extracelulares, como celulases, xilanases e outras
(COELHO et al., 2001).

Na industria alimenticia, as celulases sdo usadas em vdarios processos, principalmente, na
extracdo de: componentes do chd verde, proteina de soja, 6leos essenciais, aromatizantes € do
amido da batata doce. Essas enzimas participam, ainda, dos processos de producio do vinagre de
laranja e do 4gar e na extracdo e clarificacdo de sucos de frutas citricas (RUEGGER e TAUK-
TORNISIELO, 2004).

Os fungos s@o os mais importantes microrganismos utilizados industrialmente para producdo de
enzimas microbianas. Dentre os produtores de celulases destaca-se o género Trichoderma. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade celulolitica obtida de linhagens de Trichoderma
utilizando como substratos matérias-primas de baixo custo como o bagaco do pedinculo do caju
e casca do coco verde via processo fermentativo.

MATERIAIS E METODOS

Obtencao do Microrganismo

Neste trabalho foram utilizadas linhagens fungicas produtoras de enzimas hidroliticas como:
Trichoderma harzianum, Trichoderma viride e Trichoderma polysporum. As cepas sao
pertecentes ao Laboratdrio de Biotecnologia do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal do Ceard - LABIOTEC (DETAL/UFC) e foram cedidas pela Embrapa
Semi-Arido (Petrolina — PE).

Substratos Empregados para Fermentacao

O bagaco de caju utilizado nesse estudo foi obtido de uma industria local (Pacajus-CE, Brasil).
Logo apds a coleta, as fibras foram lavadas, para remocdo dos acucares redutores residuais,
desidratadas a 60 °C por 24 h e trituradas.

As cascas de coco verde foram coletadas no comércio local de dgua de coco in natura.
Primeiramente foram limpas, lavadas, cortadas em pequenos pedagos e secas em estufa durante 4
dias a 50 °C. Em seguida, o material foi desintegrado, moido em moinho industrial e peneirado
utilizando-se uma peneira de 1,5 mm e armazenado a temperatura ambiente antes da utilizagao.

Preparo da Cultura Estoque
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As linhagens sdo mantidas em meio de cultura composto de 5g de farelo de trigo e 3 mL de
dgua destilada. Sendo estocadas, na forma esporulada a 4° C e repicadas periodicamente
(CAVALCANTE et al., 2008).

Ensaio Fermentativo

O meio de cultura utilizado para determinacdo da atividade enzimética na casca do coco foi
composto por: 5g de trigo, 1g de casca de coco, 3mL de solu¢do salina contendo 1 g/LL de NaNOs,
1 g/ de (NH4)>,HPO4; 1g/L de MgS0O,4.7H,0; 1 g/L. de NaCl e 6mL de dgua destilada.

O bagago do pedinculo de caju foi triturado e seco em estufa a 60 °C e o meio de cultura
composto por: 5g de trigo, 1g de bagaco do pedinculo de caju, 6mL de dgua destilada e 3mL da
solugdo salina descrita acima. Ambos os meios foram colocadas em frascos Erlenmeyers com
capacidade de 250 mL, autoclavados por 15 minutos, a 1 atm, 121°C. O trigo pode servir como
substrato, mas sua fun¢do majoritdria neste experimento foi para melhorar a retencao da umidade
e deixar o meio s6lido mais poroso, pois foram feitos testes utilizando somente o trigo e a
atividade enzimética foi muito inferior em relagao ao resultado utilizando-se trigo e casca de coco
verde e trigo com bagaco do pediinculo de caju. Ap6s resfriamento dos meios inoculou-se 1.10°
esporos/mL de Trichoderma contados em camara de Neubauer (FREIRE, 1996) a partir das
culturas estoque do fungo. Os frascos foram incubados em B.O.D. a temperatura de 30 + 0.5 °C
durante 48 horas.

Obtencao do Extrato Enzimatico

Ap6s o periodo de incubagdo, adicionou-se 20 mL de tampao acetato de sédio (200 mM pH
5.0) cada frasco contendo o substrato-suporte fermentado, em seguida a suspensdo foi agitada
com bastdo de vidro e filtrada em papel de filtro Whatman n° 1 para a obtenc¢do do extrato aquoso
da enzima livre de células (YOSHIOKA et al., 1981).

Determinacio da Atividade Enzimatica

O ensaio foi realizado em triplicata. Foram adicionados 250 puL do extrato enzimdtico a 125 puL.
da solucdo de atividade constituida de 1% de celulose microcristalina (Avicel) dissolvida em
tampao acetato de sédio (200 mM, pH 5.0). A mistura foi incubada em banho-maria por 1 hora a
temperatura de 50 °C. A reacdo foi interrompida pela adi¢dao de 250 pL de solucdo do 4cido 3,5
dinitrossalicilico (DNS).

A atividade enzimatica da enzima celulase foi determinada através da quantificacdo de acticares
redutores liberados durante a reacdo quantificados pelo método de DNS (MILLER, 1959) e
expressa em unidades internacionais sendo 1 Ul definida como a quantidade de enzima capaz de
liberar 1 pmol de agucar redutor (AR) por minuto nas condi¢des do ensaio.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
A Figura 1 apresenta os resultados de atividade enzimatica das linhagens de Trichoderma.

Figura 1- Atividade enzimadtica das linhagens flingicas em bagago de caju e casca de coco verde.
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Com base nos dados experimentais apresentados, verifica-se que a linhagem 7. viride foi o que
apresentou melhores desempenhos em relacdo as demais quando se utilizou como substrato a
casca do coco verde, uma vez que a casca do coco € composta em sua maioria de celulose e
hemicelulose. Ao se utilizar o bagaco do pedinculo do caju como substrato a atividade
enzimatica foi menor, uma vez que este residuo contém uma grande quantidade de pectina.

Como o maior valor de atividade enzimdtica foi obtido com o 7. viride utilizando a casca do
coco como substrato, esta linhagem apresentou um melhor aproveitamento do conteido
celulésico, assim, este microrganismo tem potencial para ser utilizado no processo de
biodegradacdo dos residuos celuldsicos, para a obtencdo da glicose e em processos industriais
para obtenc¢do de celulases.

Os resultados confirmaram que o género Trichoderma é produtor de celulase e que foi capaz de
se adaptar aos diferentes substratos testados. Os meios utilizados proporcionaram, de maneira
geral, boa producdo de celulase pelo género Trichoderma, quando comparados com dados da
literatura.

Quatro linhagens mutantes de Trichoderma reesei cultivadas em diferentes meios de cultura
apresentaram resultados que variaram de 3,9 a 16,3 U (COCHET, 1991). Todavia, melhor
resultado (18,0 U mL™) foi verificado com Trichoderma sp. A-001 em meio contendo papel de
filtro e 0,2% do surfactante Tween 80 (GASHE, 1992). Observa-se que a atividade da celulase
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depende, ndo somente da linhagem, mas das técnicas utilizadas para sua determinacdo e do
substrato empregado.

Substratos contendo farelo de trigo, bagaco de laranja, bagaco de cana-de-acucar e bagaco do
pediunculo de caju tém sido usados com sucesso na obten¢do de enzimas pectinoliticas e
celuloliticas microbianas. Castilho er al. (2000) utilizaram o fungo Aspergillus niger para a
producdo de poligalacturonase (PG) através de fermentacdo em estado sélido em meio contendo
misturas de farelo de trigo e farinha de soja, obtendo produ¢do méxima de 18 U/g. Embora a
comparacdo dos resultados de pesquisas com diferentes autores seja importante para a avaliacdao
dos dados obtidos, hd que se considerar as diferencas de metodologia de fermentacdo e de
dosagem de atividades usadas (MARTIN, 2006).

Os resultados deste estudo evidenciaram que a producdo de celulases depende do tipo de
substrato e que o uso de distintos métodos torna dificil a comparacdo com os resultados obtidos
por diferentes autores, demonstraram também que, dentre as linhagens estudadas, Trichoderma
viride destacou-se das demais, quanto ao potencial para producdo de atividade da celulase,
induzida pela casca do coco, enquanto que 7. polysporum se destacou na produ¢ido com o bagaco
do caju. Sugere-se, que estudos mais detalhados com as linhagens de Trichoderma deverao ser
realizados, através de outros testes laboratoriais, para verificar melhor o potencial enzimético de
tais linhagens.

Estudos futuros para um maior conhecimento quanto ao potencial para otimizacdo de atividade
da celulase nas condi¢des de temperatura e pH 6timos, bem como a otimizag¢ao das condi¢des de
cultivo, sdo ainda necessarios.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, validou-se a hipdtese do aproveitamento do residuo da
casca do coco verde e bagaco do pedinculo de caju para produgdo de celulases pelo género
Trichoderma.

Dentre as espécies estudadas a que apresentou melhor atividade enzimdtica foi o 7. viride
quando utilizou o p6 da casca do coco e T. polysporum ao utilizar o bagaco do pedinculo de caju
como substrato. Estas linhagens apresentaram boa atividade enzimdtica sendo, portanto vidveis
para uso industrial. Estudos futuros visando a otimizacdo das condi¢des de temperatura e pH para
producgdo da enzima celulase bem como as condi¢des de meio de cultura serdo ainda realizadas.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Ballesteros, M.; Oliva, J. M.; Negro, M. J.; Manzanares, P.; Ballesteros, I. (2004), Ethanol from lignocellulosic
materials by simultaneous saccharification and fermentation process (SFS) with Kluyveromyces marxiamus CECT
10875. Process Biochemistry, v. 39, n. 12, p. 1843-1848.



™" XVII SIMPOSIO NACIONAL DE BIOPROCESSOS

Natal / RN 02 a 05 de agosto
2009

Bisset, J. (1991), A revision of the genus Trichoderma: 11 infrageneric classification. Canadian Journal of Botany, v.
69, n. 11, p. 2357-2372.

Castilho, L. R.; Alves, T. L. M; Medronho, R. A. (2000), Production and extraction of pectinases obtained by solid
state fermentation of agroindustrial residues with Aspergillus niger. Bioresource Technology, v. 71, p. 45-50.

Cavalcante, R. S.; Lima, H. L. S.; Pinto, G. A. S.; Gava, C. A. T.; Rodrigues, S. (2008), Effect of Moisture on
Trichoderma Conidia Production on Corn and Wheat Bran by Solid State Fermentation. Food Bioprocess
Technology, v.1, p. 100-104.

Cochet, N. (1991), Cellulases of Trichoderma reesei: influence of culture conditions upon the enzymatic profile.
Enzyme and Microbial Technology, v. 13, p. 104-109.

Coelho, M. A. Z; Leite, S. G. F.; Rosa, M. F.; Furtado, A. A. L. (2001), Aproveitamento de residuos agroindustriais:
producdo de enzimas a partir da casca de coco verde. Boletim CEPPA, v. 19, n. 1, p. 3342.

Freire, D. M. G. (1996), Selecdo de microorganismos lipoliticos e estudo da produgdo de lipase por Penicillium
restrictum. Tese de Doutorado, Universidade Federal do Rio de Janeiro. Departamento de Bioquimica. Instituto de
Quimica, Rio de Janeiro, Brasil, 174 pp.

Gashe, B. A. (1992), Cellulase production and activity by Trichoderma sp. A-001. Journal of Applied Bacteriology,
v. 73, p. 79-82.

Martin, N. M. (2006), Isolamento de linhagens fiingicas termofilicas produtoras de pectinases: produgdo,
caracterizagdo da poligalacturonase. Rio Claro: [s.n.], 65 f. Dissertacdo (mestrado) Universidade Estadual Paulista,

Instituto de Biociéncias de Rio Claro.

Miller, G. L. (1959), Use of dinitrosalicilic acid reagent for determination of reducing sugar. Analytical Chemistry, v.
31, n. 3, p. 426-428.

Ruegger, M. J. S.; Tauk-tornisielo S. M. (2004), Atividade da celulase de fungos isolados do solo da Estagdo
Ecologica de Juréia-Itatins, Sao Paulo, Brasill. Revista Brasileira de Botdnica, v. 27, n. 2, p. 205-211.

Yoshioka, H.; Chavanich, S.; Nilubol, N.; Hayashida, S. (1981), Producion and characterization of thermostable
xylanase from Talaromyces byssochlamydoides YH-50. Agricultural and Biological Chemistry, v. 45, p. 579-586.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem ao CNPq pelo auxilio financeiro e bolsas e a Embrapa Semi-drido pelas linhagens
microbianas.



« N
IXENPPG - IXENICIT I SIMPIT

% " . DE EDUCACAO
INSTITUTO FEDERALDEEDUCAGAO,CIENCIAETECNOLOGIADO CEARA PROFISSIONAL

E TECNOLOGICA

0

DETERMINACAO POR SUPERFICIE DE RESPOSTA DOS
PARAMETROS pH E TEMPERATURA DA ATIVIDADE CELULASE
PRODUZIDA POR ASPERGILLUS NIGER NRRL 2001 EM MEIO
CONTENDO CASCA DE COCO VERDE (COCOS NUCIFERA L.)

Simone Lopes do R. de OLIVEIRA (1); Thatyane Vidal FONTELES(2); Tatiane
Cavalcante MACIEL (3) e Sueli RODRIGUES (4).

(1) Universidade Federal do Ceara, Centro de Ciéncias Agrarias, Departamento de Tecnologia de
Alimentos. Campus do Pici. Bloco 851 - Caixa Postal 12168 — cep: 60021970 - Fortaleza, CE — Brasil,
e-mail: simonezen30@gmail.com
(2) Universidade Federal do Ceara, e-mail: thaty.vidal@gmail.com
(3) Universidade Federal do Ceara, e-mail: tatianecmaciel @hotmail.com
(4) Universidade Federal do Ceara, e-mail: Sueli@ufc.br.

RESUMO

Uma das alternativas para a casca de coco verde poderia ser o seu aproveitamento em processos
fermentativos, como a produ¢do de enzimas. Levando em consideragdo o processo fermentativo, o pH
do meio de cultivo e a temperatura de incubacdo sdo fatores muito importantes para o bom
desenvolvimento da fermentacdo, pois influenciam tanto no crescimento quanto na formagdo do
produto desejado. Em relacdo as enzimas liticas, a metodologia de superficie de resposta é
freqiientemente utilizada para a otimizagdo e verificacdo da influéncia dos componentes do meio de
cultivo para a produgdo das enzimas, assim como para a otimizagdo e a verificagdo da influéncia de
pardmetros na producdo enzimatica. O objetivo deste trabalho foi determinar por superficie de resposta
as condi¢Oes 6timas de pH e temperatura da atividade celulase produzida por Aspergillus niger a partir
da casca de coco verde (Cocos nucifera L.). Pela andlise dos resultados, obteve-se bom ajuste do
modelo aos dados experimentais sendo a melhor condi¢do para a producdo de celulase por A. niger,
nos niveis estudados, a temperatura de 40 °C e pH 5,5.

Palavras-chave: Celulase; Aspergillus; Residuos e Casca de coco.

1. INTRODUCAO

A ampla aplicabilidade da atividade enzimdtica permite utilizd-la em diversos processos.
Hoje o nimero de enzimas conhecidas e caracterizadas € grande. Entretanto, poucas sdo produzidas
em larga escala e aplicadas industrialmente. Por isso, tornar-se necessdrio um estudo avancado das
enzimas e suas condicdes Otimas de atuacdo. Em vista do exposto pode-se concluir que a estrutura
quimica integra das proteinas com atividade catalitica € determinante para a atuacio delas. No entanto,
fatores externos como pH e temperatura precisam ser otimizados, pois alteram a conformagao protéica
e a velocidade das reacdes enzimdticas (BOBBIO e BOBBIO, 1995).

Uma das alternativas para a casca de coco verde poderia ser o seu aproveitamento em processos
fermentativos, como a produgdo de enzimas. Levando em considerag¢do o processo fermentativo, o pH
do meio de cultivo e a temperatura de incubacdo sdo fatores muito importantes para o bom
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desenvolvimento da fermentacdo, pois influenciam tanto no crescimento quanto na formacgdo do
produto desejado.

Segundo Gokhale (1986) A.niger pode ser considerado, algumas vezes, superior aos outros fungos,
reconhecidamente bons produtores dos complexos celuloliticos. Modelos matemaéticos tém sido cada
vez mais utilizados para ajudar a explicar respostas de reacdes bioquimicas. A metodologia de
superficie de resposta é freqiientemente usada para determinar uma resposta 6tima entre uma faixa
especifica de condi¢des experimentais. Em muitos casos, a interagdo de parametros que influenciam
processos fermentativos pode ser avaliada com um nimero reduzido de ensaios através de um
planejamento experimental (THEODORE e PANDA, 1995).

Em relacgdo as enzimas liticas, a metodologia de superficie de resposta € freqiientemente utilizada para
a otimizacgdo e verificacdo da influéncia dos componentes do meio de cultivo para a producdo das
enzimas, assim como para a otimizagdo e a verificacdo da influéncia de parametros na produgdo
enzimdtica (FLEURI e SATO, 2008). O objetivo deste trabalho foi determinar por superficie de
resposta as condicdes Otimas de pH e temperatura da atividade celulase produzida por A. niger a partir
da casca de coco verde (Cocos nucifera L.).

2. METODOLOGIA

2.1 Obtencao do Microrganismo

Neste trabalho foi utilizada a linhagem Aspergillus niger NRRL 2001. A cepa foi cedida pela ARS
Culture Collection se encontra estocada no Laboratério de Biotecnologia do Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Ceard - LABIOTEC (DETAL/UFC) e foi cedida
pela Embrapa Semi-Arido (Petrolina — PE).

2.2 Substrato Empregado para a Fermentacao e o Ensaio fermentativo

Como matéria prima para o processo fermentativo foi utilizada casca de coco verde coletada no
comércio local de dgua de coco in natura. As cascas de coco foram primeiramente limpas, lavadas,
cortadas em pequenos pedacos e secas em estufa durante 4 dias a 50 °C.

O meio de cultura utilizado para determinacao da atividade enzimética na casca do coco foi composto
por: 1,5 g de farelo de trigo, 1,5 g de casca de coco, 3 mL de solucdo salina contendo 1 g/L. de NaNOs.
1 g/L. de (NH,),HPOy; 1g/L. de MgS0,.7H,0; 1 g/L. de NaCl e 3 mL de 4gua destilada.

O meio foi colocado em frascos erlenmeyers com capacidade de 250 mL, inoculou-se 1.10°
esporos/mL de A. niger 2001 contados em camara de Neubauer (FREIRE, 1996) a partir de culturas
puras do fungo, mantidas em sabugo de milho, na forma esporulada a 4 °C. Os frascos foram
incubados em B.O.D a temperatura de 30 + 0.5 °C durante 48 horas. O trigo pode servir como
substrato, mas sua funcdo majoritdria neste experimento foi para melhorar a reten¢do da umidade e
deixar o meio s6lido mais poroso, pois foram feitos testes utilizando somente o trigo e a atividade
enzimatica foi muito inferior em relag@o ao resultado utilizando-se trigo e casca de coco verde.

2.3 Obtencao do extrato enzimatico

Apés o periodo de incubagdo, adicionou-se 20 mL de tampdo acetato de sédio (200 mM) com pH
ajustado de acordo com o delineamento pelo planejamento experimental a cada frasco contendo o
substrato-suporte fermentado, em seguida a suspensdo foi agitada com bastdo de vidro e filtrada em
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papel de filtro Whatman n° 1 para a obtengdo do extrato aquoso da enzima livre de células
(YOSHIOKA et al., 1981).

2.4 Otimizaciao das condicoes de determinaciio da atividade enzimatica

Pardmetros de pH e temperatura foram avaliados com relacdo a otimizacdo da determinagdo da
atividade enzimdtica. O pH 6timo e a temperatura 6tima da enzima produzida pela linhagem foi
determinado através da metodologia de andlise de superficie de resposta (BARROS NETO et al.,
2002) onde foram variados o pH na faixa de 4,5 a 6,0 e a temperatura na faixa de 40 a 70 °C.

2.5 Determinacio da atividade enzimatica

A atividade enzimética foi determinada através da incubagdo do extrato enzimdtico bruto livre de
células com solucdo de celulose microcristalina (Avicel) como substrato. Os ensaios foram realizados
em tampao acetato de s6dio 200 mM com pH e temperatura variados de acordo com o planejamento
experimental. Foram adicionados 75 UL do extrato enzimdtico a 125 uL da solucdo de atividade
constituida de uma solug¢dao tampdo com pH ajustado ao valor desejado, conforme planejamento
fatorial, contendo 1% (p/v) de celulose microcristalina. A mistura foi incubada por 1 hora a
temperatura do ensaio (determinada no planejamento fatorial). A reag@o foi interrompida pela adi¢ao
de 250 pL do reagente acido 3,5 - dinitrossalicilico (DNS). A atividade hidrolitica foi determinada
através da quantificacdo de agucares redutores liberados durante a reacdo, quantificados pelo método
de DNS (MILLER, 1959). A atividade enzimadtica foi expressa em unidades internacionais (UI) sendo
1 UI definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de aguicar redutor nas condigdes
de ensaio (BINOD et al., 2007).

2.6 Analises estatisticas

Os ensaios foram realizados em duplicata sendo as respectivas andlises realizadas em triplicata sendo
calculadas a média e o desvio padrdo de cada uma delas. Os planejamentos experimentais e as andlises
de superficie de resposta foram efetuados com o auxilio do software Statistica 7.0 v.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta o planejamento experimental e os resultados obtidos de atividade enzimadtica de
A. niger.

Tabela 1 — Planejamento experimental e resultados obtidos de atividade enzimatica de celulase produzida
por A. niger a partir da casca de coco verde

Corrida Temperatuta (2C) pH Atividade
enzimatica
(Ul/gds)
1 40

4,5 0,14 £ 0,11

2 60 45 0,22 + 0,24




3 40

4 60
5 50
6 50
7 40
8 60
9 50
10 50
11 50
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55
5,5
4,5
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5
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0,31 £ 0,04
0,13 +£0,02
0,14 £0,09
0,17+ 0,00
0,16 + 0,07
0,11 £ 0,01
0,16 + 0,06
0,15+ 0,05

0,08 £ 0,11

* Valores sédo média + desvio padrao
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A Tabela 2 apresenta os efeitos das varidveis independentes, bem como suas interagdes na atividade
enzimdtica. Observa-se que o efeito quadritico da temperatura e o efeito linear do pH e temperatura
ndo foram significativos no intervalo de confiancga considerado (95%).

Tabela 2 - Efeitos estimados das variaveis independentes para a atividade enzimatica

Atividade enzimatica

Fator Efeitos Desvio padrao
Média 0,11* 0,01*
pH(L) 0,04 0,01
pH (Q) 0,11* 0,03*
Temperatura (L) -0,04 0,01
Temperatura (Q) 0,07 0,03
pH x Temperatura -0,13* 0,02%*
4. * Significativo em um intervalo de 95% de confianca.

O modelo de regressdo obtido para a atividade enzimdtica no planejamento experimental € expresso

pela equagdo (1):

Atividade enzimdtica (Ul/gds) = 3,46 -1,63 pH + 0,23 pH” + 0,02 T + 0,0003 T* - 0,01 pH x T (Eq.

1)
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De acordo com a andlise de varidncia (ANOVA) e o teste de F, o modelo de regressao foi significativo
no nivel de confianca considerado (95%), uma vez que o coeficiente de correlagdo obtido foi
satisfatério (0,93) e o valor de F calculado para o modelo de atividade enzimética foi igual a 12,71, ou
seja, maior que o valor de F’ss tabelado (5,05) no intervalo de 95% de confianca, assim os modelos
podem ser considerados estatisticamente significativos, de acordo com o teste F. Os resultados de
atividade enzimdtica foram analisados através de gréfico de superficie de resposta com o auxilio do

software Statistica 7.0 (Statsoft). A Figura 1 apresenta a superficie de resposta obtida para a atividade
enzimatica (Eq. 1).

Laly
A7) L A DN Cubut d

Bl 0,35
[ K]
[Joe2s
o2
B 0,15

Figura 1 - Superficie de resposta da atividade enzimatica de celulase em funcao dos valores de pH e
temperatura para A. niger.

De acordo com a superficie de resposta obtida (Figura 1), observa-se que o pH apresentou maior
influéncia sobre a atividade enzimadtica que apresenta um aumento em valores de pH a partir de 5,5. A
variagdo de temperatura, no intervalo estudado, praticamente ndo apresentou influéncia na atividade
enzimadtica, entretanto, a regido 6tima de atividade enzimatica foi obtida com a combinacao de valores
de temperatura aproximadamente de 40 °C e pH em torno de 5,5. Nestas condi¢oes foi obtida uma

atividade enzimdtica maxima de 0,31 + 0,04, mostrando que a condi¢@o experimental que maximiza a
atividade enzimdtica foi encontrada em pH 5,5 e temperatura de 40 °C.
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4. CONCLUSAO

Analisando os coeficientes dos modelos empiricos ajustados, verificou-se que as varidveis
independentes pH e temperatura afetaram a varidvel de resposta estudada (atividade enzimética),
entretanto, as condigdes que maximizam a atividade enzimadtica de A. niger a partir da casca de coco
verde como substrato serd em pH 5,5 e temperatura de 40 °C. A realizagdo de um maior nimero de
ensaios pode ser necessdria para melhorar o ajuste dos modelos aos dados experimentais.
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