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RESUMO

A celulase possui grande aplicagdo em diferenpes tile industrias tais como téxteis, de papel, de
producao de etanol a partir de biomassa, entrafusso se deve ao fato de que esta enzima atua na
hidrolise da celulose, o mais abundante polissd@arencontrado na natureza. Este trabalho teve
como objetivo a caracteriza¢éo parcial de uma astutomercial objetivando a hidrolise de celulose
de residuos agroindustriais como bagaco de casaadde arroz e casca de soja, palha de trigo,
inhame e yacon. A enzima apresentou temperaturh@imo para a atividade hidrolitica na faixa de
40-50 °C e 5,2-5,5, respectivamente em tampéo tacdea sodio 0,2M. A enzima apresentou alta
afinidade para a casca de soja, uma vez que seu dalKm 0,09 U.mL-1 foi o0 menor entre os
substratos.

Palavras-chave:Celulase comercial, Caracterizacdo parcial, resithdustriais.
1 INTRODUCAO

As celulases constituem um sistema complexo enminétapresentam especificidade
para as ligagbes glicosidicgs1l,4 (HEDGES e WOLFE, 1997). Estas enzimas sao
necessdarias para a solubilizacdo completa da eselulmesmo das regifes cristalinas,
existindo sinergismo na sua forma de atuar. A dieg@o de materiais lignocelulosicos em

acucares monomericos através da acdo concertadenzimas celuloliticas tem grande
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importancia, uma vez que 0s agucares podem sewwiio anatérias-primas para diversos
processos de producédo biotecnoldgica. A maioriardateriais lignocelulésicos, incluindo
madeiras, gramineas e residuos agricolas sao ctapgsincipalmente de celulose,
hemicelulose e lignina, e seus altos rendimentosim@ortantes para a economia global
(WYMAN et al, 2003).

Portanto, os materiais lignocelulésicos tornaramwsa fonte de interesse econémico
consideravel para desenvolver processos biotedeokgpois sdo uma fonte de carbono de
baixo custo. As celulases oferecem uma oportunidadee para alcancar enormes beneficios
da utilizacdo da biomassa (WEN et al, 2005).

As principais aplicacfes industriais de celulasetice na industria téxtil e de
detergentes domeésticos para melhorar a maciezrigho FCAVACO-PAULO, 1998), assim
como na industria de celulose e papel (BAJPAI, 198 industria de alimentos, essas
enzimas tém sido utilizadas como auxiliares tegiots na extracdo do 6leo das sementes
(CHE MAN et al, 1996). No entanto, as celulasesepodse tornar o maior volume de
enzimas industriais, se o etanol a partir da bisaégnocelulésica por via enzimatica tornar-
se um importante combustivel para transporte.

Considerando o exposto acima, este trabalho prajadacterizacdo de celulases
comerciais objetivando a hidrolise de celulose el#duos agroindustriais como bagaco de

cana, casca de arroz, casca de soja, palha deittigane e yacon.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Atividade de hidrélise em papel de filtro 85B)

A enzima utilizada neste estudo foi a Novozym 1dBGtida a partir da Novozymes do
Brasil. Seguindo a proposta de Mendels et. al.@L8@m algumas alteracdes, foram pesados
50 mg de papel de filtro Whatman namero 1 (fontecelellose) e adicionados a tubos de
ensaio contendo 2 mL de tampao acetato 0,2 M, pHUn volume de 1 mL da solugéo
enzimética foi adicionado ao tubo em banho terntiosté 50 °C por 1 hora. A liberagéo de
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acucares redutores totais foi medida pelo métod® OMILLER, 1959). Uma unidade de
atividade de FPase foi determinada como a capaxidadenzima em liberar gmol de

glicose por minuto a partir do papel de filtro amig.

2.1.2 Temperatura e pH 6timo sobre a atividadestidase

A temperatura e pH 6timo na atividade enzimatwaalvaliada por meio de dois
projetos composto central rotacional (CCRD) Taldel®&No primeiro CCRD foi avaliado o
efeito da temperatura e pH na faixa de 40 a 70 Abe 5,5, respectivamente, utilizando
tampéao acetato de sodio 0,2 M. Pela analise dis®f#o primeiro CCRD, foi realizado um
segundo CCRD para avaliar os efeitos da temperatpkhna faixa de 35 a 60 °C e 5,2 a 8,0,
respectivamente, utilizando tampao fosfato de sddib M. A atividade da celulase foi

determinada como descrito anteriormente e sua daifita expressa como FPU.mL-1.

Tabela 1: Faixa de valores investigados nos dois delinearsekperimentais.

Nivel -1,41 -1 0 1 1,41
Primeiro delineamento experimental
pH 4,5 4,6 5,0 54 55
Temperatura (°C) 40,0 44,4 55,0 65,6 70,0
Segundo delineamento experimental
pH 52 5,6 6,6 7,6 8,0
Temperatura (°C) 35,0 39,0 47,0 56,0 60,0

2.1.3 Determinacao das constantes de Michaelis-dvient

Ensaios enzimaticos com 1,5 FPU.mL-1 de solucbesnéticas foram realizados em
tampao acetato de sodio 0,2 M pH 5,5 a 50 °C earatifes concentracdes de substratos: 5-
100 g.L-1. Os substratos usados foram: papel fitteagaco de cana, casca de arroz , casca de
soja, palha de trigo, inhame e yacon. O Km e Vnmar determinados pelo método de

Lineweaver-Burk para cada substrato.
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2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Temperatura e pH étimo sobre a atividadestldase

Os resultados obtidos no primeiro CCRD mostraramm as valores de atividade da
celulase obtidos experimentalmente variaram de 8,824 FPU.mL-1 (Tabela 1). Como
pode ser visto na Figura 1, a atividade da celul@ema foi obtida para uma temperatura e
faixa de pH 40-50 °C e 5,2-5,5, respectivamenteta Hggido permite uma grande
flexibilidade na utilizacdo da enzima, uma vez gaezariacbes em torno do ponto 6timo nao
afetam a atividade enzimética. Além disso, obseevale que ha uma tendéncia de que o
aumento no pH e na diminuicdo da temperatura pochertar a atividade enzimética.

Com base nestes resultados, foi realizado um deg@RD alterando os niveis das
variaveis. E importante ressaltar a necessidadauwbiar o tamp&o, uma vez que o tampao
acetato de sodio cobre uma faixa de pH 3,0-5,5séNssntido, foi utilizado tampéao fosfato de
sédio (0,2 M), que apresenta pH entre 5,2-8,0.iidaide da enzima diminuiu, (0,09 a 1,43
FPU.mL-1) quando comparados com 0s obtidos no pon@&CRD usando tampéao acetato de
sbdio (Tabela 2). Este resultado pode ser devidliesacdes de ions, que podem alterar a
estrutura terciaria da enzima, com consequentaedte de atividade. A atividade maxima da
celulase foi obtida na temperatura e pH variandeetd a 50 °C e 5,6 a 6,6, respectivamente
(Figura 2).

No entanto, essas atividades foram inferiores @liglos no CCRD anterior. E
importante observar a consisténcia dos resultg@agie a regido ideal para a temperatura foi
semelhante nos dois CCRD. Com base nos resultantao® na primeiro CCRD usando
tampdo acetato de soédio, verificou-se que a atieidatima da celulase foi obtida em uma
faixa de pH 5,2 - 5,5.
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Tabela 1. Matriz do DCCR (valores reais e codifasgdcom a resposta em termos da
atividade enzimatica em funcao do pH e da temperatsando tampao acetato de sédio.

Ensaio Ph Temperatura (°C) Atividade (FPUL
1 4.6 (-1) 44.4 (-1) 2.07
2 5.4 (1) 44.4 (-1) 3.24
3 4.6 (-1) 65.6 (+1) 0.73
4 5.4 (1) 65.6 (+1) 1.10
5 4.5 (-1.41) 55.0 (0) 1.32
6 5.5 (+1.41) 55.0 (0) 2.58
7 5.0 (0) 40 (-1.41) 3.02
8 5.0 (0) 70 (+1.41) 0.76
9 5.0 (0) 55.0 (0) 2.63
10 5.0 (0) 55.0 (0) 2.71
11 5.0 (0) 55.0 (0) 2.53
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Figura 1: Curvas de nivel, indicando a influéncaateémperatura e do pH sobre a atividade
enzimatica obtidos no primeiro CCRD utilizando t@m@acetato de sédio.
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Tabela 2. Matriz do DCCR (valores reais e codiftsgdcom a resposta em termos da
atividade enzimatica em funcéo do pH e da temperatsando tampao fosfato de sédio.

Ensaio pH TemperaturéQ) Atividade (FPU.mL)
1 5.6 (-1) 39.0 (-1) 0.98
2 7.6 (1) 39.0 (-1) 0.77
3 5.6 (-1) 56.0 (+1) 1.12
4 7.6 (1) 56.0 (+1) 0.17
5 5.2 (-1.41) 47.0 (0) 1.02
6 8.0 (+1.41) 47.0 (0) 0.18
7 6.6 (0) 35 (-1.41) 0.81
8 6.6 (0) 60 (+1.41) 0.09
9 6.6 (0) 47.0 (0) 1.21
10 6.6 (0) 47.0 (0) 1.30
11 6.6 (0) 47.0 (0) 1.43
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Figura 2: Curvas de nivel, indicando a influéncéatémperatura e do pH sobre a atividade
enzimatica obtidos no segundo CCRD utilizando tanfpéfato de sodio.
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2.2.2 Efeito do substrato sobre os parametros daaéiis-Menten

A Tabela 3 resume os resultados obtidos paralaémdia do substrato sobre as
constantes cinéticas Vmax e Km para a celulaserndigi@dos por Lineweaver-Burk (dados
nao mostrados). A taxa de reacdo maxima (Vmaxyltdo para inhame seguido pelo papel
filtro, palha de trigo, inhame, casca de arroz,agagde cana e casca de soja. A enzima
apresentou alta afinidade para a casca de sojayerngue seu valor de Km foi o menor entre
0S substratos. Yacon, bagaco de cana e cascaateapmesentaram valores de 91,85 km,
87,97 e 77,20umol.mL-1, respectivamente, enquanto o papel deofé palha de trigo
apresentou valores de 270,72 e 213i8®I.mL-1, respectivamente. A enzima apresentou a

menor afinidade com inhame, uma vez que o val&rddoi de 1.207,6§mol.mL-1.

Tabela 3. Efeito dos parametros de Michaelis-Medtenelulase para cada substrato.

Substrato K (umol.mLY) Vimax (FPU.mL?Y) R?

Papel Filtro 270,72 1,48 0,97
Bagaco de cana 87,97 0,15 0,92
Casca de soja 21,81 0,09 0,95
Casca de arroz 77,20 0,16 0,94
Palha de trigo 213,56 0,26 0,96
Inhame 1207,68 2,19 0,94
Yacon 91,85 0,21 0,95

3 CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir que addie maxima da celulase € obtida
em uma temperatura e faixa de pH de 40-50 °C e 55, respectivamente. A enzima
apresentou alta afinidade para a casca de sojayemngue seu valor de Km 0,09 U.mL-1 foi
0 menor entre 0s substratos. Porém, a partir dastados obtidos durante a avaliagdo dos
substratos agroindustriais sobre as constantesticaigg observou-se que a celulase
apresentara resultados satisfatorios quando uspeoas para hidrolisar o polimero de
celulose (papel filtro), enquanto que para os satost agroindustriais a enzima apresenta
baixo desempenho.
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