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RESUMO

Os residuos lignocelulosicos sédo renovaveis, artdlieante corretos e capazes de contribuirem na
geracdo de energia. A bioconversao desses regdughicose é realizada pelas enzimas do complexo
celulolitico, constituido pelas celulases totaiedeeglucanases @-glicosidases. Estas enzimas
apresentam temperatura e pH para quais sua atviéladdxima, sendo importante a determinagao
destes, a fim de definir a aplicacdo da enzimaet®ou-se a determinacdo da temperatura e pH
otimos das celulases produzidas via fermentacdestado solido, utilizando sabugo de milho como
substrato e indutores carboximetilcelulose e palgefiltro. Avaliou-se a atividade enzimatica do
complexo celulolitico para determinar o pH e terapgm Otimos de atuacdo, através da técnica
sequencial de planejamento experimental. Os remgdtéoram expressos em U/g, sendo que U é
definido como a quantidade de enzima capaz dealidemg de agucar redutor por hora. As maximas
atividades enziméaticas utilizando indutor carboxilbelulose foram obtidas em temperatura de 40 °C
e pH 6,0 para as endo-glucanases (178,03 U/guases totais (116,45 U/g) e na mesma temperatura
e pH 4,0 para ag-glicosidases (86,63 U/g). Utilizando o indutor ekple filtro, as maximas
atividades enzimaticas para as endo-glucanases fotemperatura de 50 °C e pH 5,0, com valor de
214,95 U/g e para as celulases totglsgicosidases a temperatura de 60 °C e pH 4,0,\wadares de
124,42 U/g e 87,31 U/g, respectivamente. A atuad@® enzimas do complexo celulolitico foi
favorecida utilizando o indutor papel de filtro nesperaturas e pH especificados.

Palavras-chave:Bioconversao, complexo celulolitico, atuacao ea@tica.

1 INTRODUCAO

A busca de novas matrizes energéticas renovaveisubstituicdo aos combustiveis
fésseis tem sido importante, visto que, além demsexbundantes, como a celulose, apresenta
baixo impacto ambiental (REYES et al.,1998).
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A biomassa lignocelulésica € a maior fonte de ddrato existente em abundancia,
pois é originada de atividades agricolas, sendongipal componente da parede celular dos
vegetais, desta forma, atrai o interesse de pestpriss na sua utilizacdo para o
desenvolvimento de uma nova fonte de energia rerbva celulose na natureza é
encontrada na forma de complexos e devido suadgeteeidade e insolubilidade, torna-se
um substrato de dificil hidrolise (HECK et al., 200

As enzimas celuloliticas sédo produzidas por mi@oigmos, como bactérias e fungos,
estas atuam em sinergismo rompendo as ligacOessiglicas do tipd3-1,4 da cadeia de
celulose, resultando na liberacdo de oligossaasjaelobiose e glicose (CASTRO, 2007).

A maior dificuldade para o aproveitamento dos m&ss$d lignocelulésicos esta
representada pela barreira fisica formada pelanbgro que impede o aproveitamento da
celulose nativa, pois as enzimas ndo conseguentrpemm®m facilidade esta barreira. A
separacao da lignina € normalmente feita por hgfr@cida ou basica (RUEGGER; TAUK-
TORNISIELO, 2004).

As celulases, assim como as demais enzimas exti@es de hidrolise, sdo induzidas
quando h& necessidade de serem secretadas petosganismos para que estes cresgam em
celulose. Os indutores enzimaticos sdo substagciesapresentam capacidade de aumentar
atividade das enzimas, aumentando a metabolizagagetérminados agentes (REGULY,
1996). As reacdes enzimaticas sao afetadas poesatomo pH e temperatura, podendo estes
aumentar ou diminuir a velocidade das reacOesisatials (BORZANI et al., 2001).

Neste contexto, objetivou-se a determinacdo dadeamtyra e pH 6timos das celulases
produzidas via fermentacdo em estado solido (FHf&)zando sabugo de milho como

substrato e indutores carboximetilcelulose e pdediltro.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Microrganismo e manutencgao
O microrganismo utilizado foi @richoderma viride obtido da Fundacéao Tropical de
Pesquisas e Tecnologia André Tosello — Campinag,-e§es foram mantidos em meio agar
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papel de filtro. Os repiques foram realizados eterwalos de 30 dias e mantidos sob

refrigeracéo a 4 °C.

2.1.2 Preparo do indculo

O in6culo foi preparado em erlenmeyers de 1000 orh 80 mL de meio agar papel
de filtro, aos quais foi adicionado 1 mL de suspende esporos. Os erlenmeyers foram
mantidos em estufa a 30 °C por 7 d, para postaugpensado dos esporos com adi¢do de dgua
destilada e esterilizada, a qual foi filtrada emilfaontendo algodao.

2.1.3 Deslignificacéo do substrato

A deslignificacdo da fonte de carbono foi realizadpartir de uma concentracéo de
substrato (matéria-prima lignificada) de 10 % (pk&ja solucdo reagente foi NaOH 0,25
mol/L. Essa mistura foi submetida a autoclavagerh2da °C por 1 h a 1,1 atm. Apos
adicionou-se H2SO4 1M a uma concentracdo de 0,12&cido/mLbase para neutralizar o
material deslignificado. O excesso de reagentesefapvido e o substrato deslignificado foi
submetido a estufa 35 °C para remocao total da adwjdproduzindo substrato 50 %
deslignificado.

2.1.4 Preparo do meio de cultivo

A fonte de carbono utilizada foi sabugo de milhsliggnificado e triturado com mesh
entre 50 e 14. A este substrato foi adicionadocsmllde macro e micronutrientes, segundo
Mandels; Reese (1957), a uma proporcao de 1:1. ilade do substrato foi ajustada em 63
% com adicdo de agua e o pH do meio em 4,8 contd@wlacida (H2SO4 0,5 mol/L)

proporcionando condi¢des 6timas para a conducdercentacao.

2.1.5 Fermentacdo em estado solido

A fermentacéo foi conduzida em erlenmeyers de 2b0a® quais continham 10 g do
meio de cultivo, 0,5 g do indutor (Carboximetildeke (CMC) ou Papel de filtro) e 1,0 mL
de suspensédo de esporos (inéculo) que continha d€pdros/mL. Os experimentos foram
incubados em estufa 30 °C, sendo amostras coletadaempos inicial e a cada 24 h até o

tempo de 192 h, totalizando 8 d de fermentacéao.
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2.1.6 Determinacao da atividade das celulases

A extracao da enzima celulase foi conduzida ampdatamostra adicionada de tampéao
citrato 0,05 M, pH 4,8, submetida a agitacdo 150 gor 30 min. A suspensédo obtida foi
utilizada para posteriores analises de efido4 glucanase, celulases totai§-glicosidase,
adaptadas do método descrito por Ghose (1987)esddtados foram expressos em unidades
por grama (U/g), sendo que uma unidade enzimatigae (definida como a quantidade de

enzima capaz de liberar 1 mg de agucar redutonquar, sob as condicfes de experimento.

2.1.7 Caracterizacdo da enzima

As enzimas produzidas via fermentacéo em estadosébram caracterizadas quanto
ao pH e temperatura para obtencdo da maxima alwigazimatica. O pH e temperatura
foram otimizados através da utilizacdo da metodaldg superficie de resposta. Foi realizado
um Planejamento Fatorial Completo 2*2 (PFC 272) ¢m#m pontos centrais, conforme a

matriz de experimentos apresentada na Tabela 1.

Tabela 1: Matriz de experimentos do PlanejamentorighCompleto 2 com trés pontos
centrais para a otimizacao da temperatura e pHétpara as diferentes enzimas do

complexo celulolitico

Experimento %)* (X2)*
1 -1 (4,0) -1 (40 °C)
2 -1 (4,0) +1 (60 °C)
3 +1 (6,0) -1 (40 °C)
4 +1 (6,0) +1 (60 °C)
5 0 (5,0) 0 (50 °C)
6 0 (5,0) 0 (50 °C)
7 0 (5,0) 0 (50 °C)

X% pH; X**: Temperatura
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2.1.8 Anélise estatistica
Os resultados de atividade enzimatica obtidos nase@mentos foram analisados

através de Andlise de Variancia.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

As Tabelas 2 e 3 apresentam o0s resultados dealad®vi enzimatica das endo-
glucanases, celulases totaig-glicosidases, obtidas para as condicGes de plhpemtura
testadas no Planejamento Fatorial Completo 2Nzando diferentes indutores.

A comparacdo entre os experimentos 1, 2, 3 e #saptados na Tabela 2, para a
atividade enzimatica das endo-glucanases ,mos&asunelhores resultados foram obtidos
na temperatura de 40 °C em ambos pH. Comparands1ssultados de atividade enziméatica
dos pontos centrais, referentes aos experiment@s es,7, observa-se que somente foram
superiores ao experimento 2. A melhor atividadeneatica das endo-glucanases utilizando
carboximetilcelulose (CMC) como indutor foi obtida experimento 3 (40 °C e pH 6,0), com
valor de 178,03+0,8 U/qg.

Os resultados de atividade enziméatica das celutatas (Tabela 2) mostram que com
aumento do pH a enzima obteve sua maxima atividaketemperaturas de 40 °C e 60 °C,
como pode ser observado nos experimentos 1, 24.30s pontos centrais apresentaram as
atividades enzimaticas minimas. Quando a CMC fdizatla como indutor obteve-se o
melhor resultado de atividade enzimatica de 11®4BkU/g, no experimento 3 (40 °C e pH
6,0).

A variagdo da atividade enzimética @aglicosidase frente a diferentes pH e
temperaturas, estdo apresentadas na Tabela 2.v@®isgeque com a diminuicdo do pH, em
ambas as temperaturas (40 °C e 60 °C), obtiveramssmaximas atividades da enzima,
apresentadas nos experimentos 1 e 2, sendo quénasas foram observadas nos pontos
centrais, experimentos 5, 6 e 7. O melhor resulfadobtido quando utilizou-se CMC como
indutor, no experimento 1 (40 °C e pH 4,0), conovde 86,63+0,6 U/g.

Ao comparar os experimentos 1, 2, 3 e 4, para @s-glucanases (Tabela 3), pode-se
observar que os maiores valores de atividade etizanf@ram obtidos nos experimentos 2 e
3, com atividades enzimaticas de 213,94+ 0,7 URL&94+ 0,7 Ulg, respectivamente. A
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maxima atividade obtida para a enzima, utilizanelgpapel de filtro como indutor, foi

observada no experimento 5 (214,95 0,7 U/g).

Tabela 2: Atividade enzimatica (U/g) obtidas nasdigbes de pH e temperatura testadas no

Planejamento Fatorial Completd 2tilizando carboximetilcelulase como indutor

Atividade enzimatica (U/g)***

Experimento Xi* Xo**(°C)

Endo-glucanases  Celulases totais p-glicosidases

1 4,0 40 147,18+0,8 68,56+0,04 86,63+0,6
2 4,0 60 134,53+0,8 73,59+0,04 85,04+0,6
3 6,0 40 178,03 +0,8 116,45+0,04 54,74+0,6
4 6,0 60 168,93 +0,8 85,73+0,04 59,48+0,6
5 5,0 50 141,61 +0,8 67,14+0,04 54,28+0,6
6 5,0 50 137,57 +0,8 66,38+0,04 55,19+0,6
7 5,0 50 147,68 +0,8 66,00+0,04 56,09+0,6

*X 1: pH; *X 5 Temperatura; ***Resultados de médiatdesvio padrao

Tabela 3: Atividade enzimatica (U/g) obtidas nasdigbes de pH e temperatura testadas no

Planejamento Fatorial Completd 2tilizando papel de filtro como indutor

Experimento X;*

X2**(°C)

Atividade enzimatica (U/g)***

Endo-glucanases

Celulases totais B-glicosidases

o O A W DN P

7

4,0
4,0
6,0
6,0
5,0
5,0
5,0

40
60
40
60
50
50
50

211,92+ 0,7
213,94+ 0,7
213,94+ 0,7
210,40+ 0,7
214,95+ 0,7
211,41+ 0,7
206,86+ 0,7

113,05+0,05
124,42+0,05
84,97+0,05

108,87+0,05
103,18+0,05
103,94+0,05
102,42+0,05

71,70+0,3
87,31+0,3
65,34+0,3
67,63+0,3
56,99+0,3
57,68+0,3
59,26+0,3

*X 1: pH; *X 5 Temperatura; ***Resultados de médiatdesvio padréo
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As variacdes das atividade enzimatica das celuladas (Tabela 3) mostram que
com a diminui¢do do pH e aumento da temperatunazan@ obteve os maiores valores de
atividade enzimatica, como pode ser observado xpearienentos 1, 2, 3 e 4. Quando o papel
de filtro foi utilizado como indutor, a maxima atlade obtida foi no experimento 2 (60 °C e
pH 4,0), com valor de 124,42+0,05 U/qg.

Os resultados das atividades enziméticaspegigcosidases frente a diferentes pH e
temperaturas, estdo apresentados na Tabela 3.v@ss&eque com 0 aumento de temperatura
e diminuicdo do pH, obtiveram-se as maximas atdedada enzima, apresentadas nos
experimentos 1, 2, 3 e 4, sendo que as minimasnfalaservadas nos pontos centrais,
experimentos 5, 6 e 7. O melhor resultado obtid@ando da utilizagdo de papel de filtro
como indutor, foi no experimento 2 (60 °C e pH 4¢dm valor de 87,31+0,3U/g.

A Tabela 4 apresenta a analise de variancia daémia das variaveis pH e
temperatura sobre a atividade da endo-glucandsmntio CMC como indutor. Verifica-se o
pH apresentou influéncia significativa sobre a iddde enziméatica de endo-glucanase
(p=0,0008). Nao apresentaram efeito significatiteraperatura (p= 0,1569) e a interacéo das
variaveis pH e temperatura (p=0,8092).

A Tabela 5 apresenta os efeitos estimados dasve@i@gH e temperatura sobre a
atividade da endo-glucanase utilizando CMC comaitd Verifica-se que a temperatura
apresentou efeito linear negativo e o pH, positioo, seja, diminuindo a temperatura e
aumentando o pH a atividade da enzima endo-glueaanamenta. O maior efeito observado
sobre a atividade enzimatica foi o do pH (32,62)Udg seja, a atividade enzimatica aumenta
de 32,62 U/g variando-se o pH de 4,0 para 6,0.

A Tabela 6 apresenta a analise de variancia daémfia das variaveis pH e
temperatura sobre a atividade das celulases tdtkimndo CMC como indutor. A analise de
variancia do Planejamento Fatorial Completo 2"2icmd significancia (p<0,05) para a
variavel pH (p=0,0029) e para a interacdo das wasapH e temperatura (p=0,0449). A
temperatura ndo apresentou efeito significativoq@d301).

A Tabela 7 apresenta os efeitos estimados dasve@igH e temperatura sobre a
atividade das celulases totais utilizando CMC congutor. A variavel pH apresenta efeito
linear positivo e a variavel temperatura negatoo seja, aumentando o pH e diminuindo a

temperatura a atividade da enzima celulases tataenta. O maior efeito observado sobre a
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atividade enzimatica foi o do pH (29,97 U/g), ojasa atividade enzimatica aumenta de

29,97 U/g variando-se o de 4,0 para 6,0.

Tabela 4: Analise de variancia do efeito do pHnepteratura sobre a atividade da endo-

glucanase utilizando CMC como indutor

Fonte de Somados Grausde Quadrado Valor E Nivel de
variagao guadrados liberdade médio Significancia (p)
Xq* 2128,40 1 2128,40 20,77 0,0008
Xo** 236,49 1 236,49 2,31 0,1569
X1.X2 6,27 1 6,28 0,06 0,8092

*X 12 pH; *X :Temperatura

Tabela 5: Efeitos estimados das variaveis pH e ¢eatpra sobre a atividade da endo-
glucanase utilizando CMC como indutor

Fonte de variacéo Efeitos estimados P
Média 150,99 0,0000

Xq* 32,62 0,0008

Xo** -10,87 0,1569
X1.X2 1,77 0,8092

*X: pH; *X :Temperatura

Tabela 6: Analise de variancia do efeito do pHnepteratura sobre a atividade das celulases
totais utilizando CMC como indutor

Fonte de Somados Grausde Quadrado Valor F Nivel de
variacao guadrados liberdade meédio Significancia (p)
Xq* 1796,02 1 1796,02 14,45 0,0029
X** 332,67 1 332,67 2,68 0,1301
X1.X2 635,70 1 635,70 511 0,0449

*X 10 pH; *X :Temperatura



SIMPOSIO DE ISSN 2236-0409
Q @ ALIMENTOS v. 7(2011)

Engenharia PARA A REGIAO SUL p. 9/13
*Alimentos Passo Fundo/RS - 28 e 29 de abril de 2011

A Tabela 8 apresenta a analise de variancia daémfia das variaveis pH e
temperatura sobre a atividade @aglicosidases utilizando CMC como indutor. Veficse
qgue a variavel pH influenciou significativamente<@5) a atividade enziméatica, sendo o
nivel de significancia (p=0,0013). A temperatura ()8193) e a interacdo das variaveis pH e
temperatura (p=0,6491) n&o foram significativas.

Tabela 7: Efeitos estimados das variaveis pH e ¢eatypra sobre a atividade das celulases

totais utilizando CMC como indutor

Fonte de variacao Efeitos estimados p
Média 77,53 0,0000

X1* 29,97 0,0029

Xo** -12,89 0,1301
X1.X2 -17,83 0,0449

*X1: pH; *X ;:Temperatura

Tabela 8: Andlise de variancia do efeito do pHneperatura sobre a atividade gas

glicosidases utilizando CMC como indutor

Fonte de Somados Grausde Quadrado Valor E Nivel de
variacao guadrados liberdade meédio Significancia (p)
Xq* 1650,24 1 1650,24 18,00 0,0013
Xo** 5,01 1 5,01 0,05 0,8193
X1.X2 20,05 1 20,05 0,22 0,6491

*X 10 pH; *X :Temperatura

A Tabela 9 apresenta os efeitos estimados dasve@i@gH e temperatura sobre a
atividade da$3- glicosidases utilizando CMC como indutor. Veuwfise que a temperatura
apresentou efeito linear positivo e o pH negatow seja, diminuindo o pH e aumentando a
temperatura a atividade da enzifiaglicosidase aumenta. O maior efeito observadoesab
atividade enzimatica foi o do pH (28,72 U/g), oyase atividade enzimatica diminui de

28,72 Ulg variando-se o pH de 4,0 para 6,0.
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A Tabela 10 apresenta a analise de variancia deémtia das variaveis pH e
temperatura sobre a atividade das endo-glucanséieando papel de filtro como indutor. A
andlise de variancia do Planejamento Fatorial Cetop2”*2 indicou ndo haver variaveis
significativas (p>0,05) para as variaveis pH (p7@,B, temperatura (p=0,9383) e para a
interacdo das variaveis pH e temperatura (p=0,7000)

Tabela 9: Efeitos estimados das variaveis pH e ¢eatyra sobre a atividade das

glicosidases utilizando CMC como indutor

Fonte de variacéo Efeitos estimados p
Média 64,36 0,0000

Xq* -28,72 0,0013

Xg** 1,58 0,8193
X1.X2 3,17 0,6491

*X 12 pH; **X ;:Temperatura

Tabela 10: Analise de variancia do efeito do pEneperatura sobre a atividade das endo-

glucanases utilizando papel de filtro como indutor

Fonte de Somados Grausde Quadrado Valor E Nivel de
variacao guadrados liberdade meédio Significancia (p)
Xq* 2,0464 1 2,0464 0,0250 0,8771
Xo** 0,5116 1 0,5116 0,0062 0,9383
X1.X2 12,7901 1 12,7901 0,1564 0,7000

*X 10 pH; *X :Temperatura

A Tabela 11 apresenta a analise de variancia deémtia das variaveis pH e
temperatura sobre a atividade das celulases totéimando papel de filtro como indutor.
Verificou-se que as variaveis estudadas influeaaiasignificativamente (p<0,05) a atividade
enzimatica, sendo os niveis de significancia olasly para o pH, temperatura e para a
interacdo de p<0,001, p<0,001 e p=0,0532, res@antnte.

A Tabela 12 apresenta os efeitos estimados dadve#ipH e temperatura sobre a
atividade das celulases totais utilizando papelfidleo como indutor. A temperatura
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apresentou efeito linear positivo e a variavel pégativo, ou seja, diminuindo o pH e
aumentando a temperatura a atividade da enziméasedutotais aumenta. O maior efeito
observado sobre a atividade enzimatica foi a do(PH81 U/g), ou seja, a atividade
enzimatica diminui de 21,81 U/g variando-se o pHidepara 6,0.

Tabela 11: Analise de variancia do efeito do pEneperatura sobre a atividade das celulases

totais utilizando papel de filtro como indutor

Fonte de Somados Grausde Quadrado Valor F Nivel de
variacao guadrados liberdade meédio Significancia (p)
Xq* 951,46 1 951,46 56,94 <0,001
Xo** 622,25 1 622,25 37,24 <0,001
X1.X2 78,35 1 78,35 4,69 0,0532

*X 1 pH; **X ;:Temperatura

Tabela 12: Efeitos estimados das variaveis pH eéeatura sobre a atividade das celulases

totais utilizando papel de filtro como indutor

Fonte de variagao Efeitos estimados p
Média 105,35 <0,001

X1* -21,81 <0,001

X** 17,64 <0,001

X1. X2 6,26 0,0532

*X1: pH; *X :Temperatura

A Tabela 13 apresenta a analise de variancia deémtia das variaveis pH e
temperatura sobre a atividade diglicosidases utilizando papel de filtro como iratut
Verificou-se que o pH foi a Unica a variavel queeapntou efeito significativo sobre a
resposta (p=0,0585). Nao apresentaram efeito migtifo a temperatura (p= 0,1750) e a
interacdo das variaveis pH e temperatura (p=0,3020)

A Tabela 14 apresenta os efeitos estimados da&ve#sipH e temperatura sobre a
atividade dag-glicosidases utilizando papel de filtro como iratui/erifica-se que a variavel
pH apresenta efeito linear negativo e a variaveptratura positivo, ou seja, diminuindo o
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pH e aumentando a temperatura a atividade da erfzgheosidase aumenta. O maior efeito
observado sobre a atividade enzimatica foi o d¢1&D U/g), ou seja, a atividade enzimatica
diminui de 13,0 U/g variando-se o pH de 4,0 pafa Embora o efeito da temperatura tenha

sido positivo, este nao foi significativo.

Tabela 13: Analise de variancia do efeito do plemeperatura sobre a atividade @as

glicosidases utilizando papel de filtro como induto

Fonte de Somados Grausde Quadrado Valor F Nivel de
variacao guadrados liberdade meédio Significancia (p)
Xq* 338,279 1 338,2794 4,4537 0,0585
Xo** 159,637 1 159,6372 2,1017 0,1750
X1.X2 89,040 1 89,0397 1,1722 0,3020

*X 1 pH; **X ;:Temperatura

Tabela 14: Efeitos estimados das variaveis pH éeatura sobre a atividade ¢as

glicosidases utilizando papel de filtro como induto

Fonte de variacdo Efeitos estimados P
Média 66,35 0,0000

Xq* -13,00 0,0585

Xo** 8,93 0,1750
X1.X2 -6,67 0,3020

*X1: pH; *X ;:Temperatura

3 CONCLUSAO

A determinacédo do pH e temperatura das enzima®mplexo celulolitico, mostrou
gue utilizando sabugo de milho como substrato &osametilcelulose como indutor, as
maximas atividades enziméaticas foram obtidas enpéeatura de 40 °C para as trés enzimas
do complexo celulolitico e em pH 6,0 para as erldoagases e celulases totais e pH 4,0 para

asp-glicosidases.
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As maximas atividades enzimaticas para as celutatss eB-glicosidases, utilizando
0 substrato sabugo de milho e o indutor papelltte,fforam obtidas em temperatura de 60
°C e pH 4,0 e para as endo-glucanases em temzeds &0 °C e pH 5,0.

A atuacdo das enzimas do complexo celulolitico vricida utilizando o indutor
papel de filtro nas temperaturas e pH especificados

A utilizacdo de residuos agricolas € viavel parasiatese de celulases por
microrganismos e representa a busca de fontes aeeigvpara a substituicdo da matriz

energética fossil.
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