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RESUMO

Este trabalho tem por objetivo determinar a estabilidade do extrato celulolitico frente a variagéo
térmica. O extrato foi obtido apds a fermentagdo semi-sdlida (FSS) do bagago do pedunculo de caju,
sem lavar, pelo microrganismo Aspergillus niger mutante CCT 0916 inoculado no substrato nas
condi¢cdes de umidade inicial de 45%, 1% de nitrogénio, temperatura de fermentagédo de 30 °C. A
extracdo do complexo enzimatico foi realizada utilizando como solvente agua destilada deixando 5g
de substrato em contato com 30 ml do solvente por 3h a 4°C sob lenta agitagdo em erlenmeyers. A
atividade celulolitica maxima foi de 0,15 U/mL determinada logo apds processo de fermentagéo. A
variacdo de temperatura utilizada para o estudo da estabilidade térmica foi de 10 a 70 °C, com
intervalos de 10 °C e tempo de incubacao de 20 minutos. Esse extrato celulolitico apresentou uma
atividade residual de 96% da atividade maxima nas temperaturas de incubacéo de 30, 40, 50 e 60
°C. A 10, 20 e 70 °C houve uma diminuicao da atividade do extrato celulolitico, sendo a atividade
celulolitica residual de 10 e 70 iguais a 013 U/ml. Também foi realizada uma caracterizagao fisico-
quimica do bagaco do caju (Umidade, pH, agucares redutores, °Brix, Teor de celulose).

Palavras-chave: estabilidade enzimatica, enzimas celuloliticas, bagaco de caju.

STUDY OF THE EFFECT OF IT VARIATION TO THE THERMAL ONE IN THE ENZYMATIC
STABILITY OF AN EXTRACT CELLULOLYTIC

ABSTRACT

The present work aimed to determining stability of cellulolytic extract submitted to the thermal variation.
This extract cellulolytic was obtained after fermentation of crushed stalk of the cashew, whithout
washing, by microorganism mutant Aspergillus niger CCt 0916. The fermentation was performed with
45% initial moisture and nitrogen to 1%. The extraction of the enzyme complex was made using distilled
water as solvent leaving it stay for 3 hours to 4°C. The range of temperature used was from 10°C to
70°C with intervals of 10°C. The highest cellulolytic activity registered from 0.15 U / mL. The cellulolytic
extract showed a stable activity about 96% of maximum activity. At 10 °C, 20°C and 70 ° C there was a
decrease in activity of cell extract. Was also carried out physico-chemical characterization of bagasse of
cashew (Humidity, pH, reductor sugars, content of cellulose).

Keywords: enzyme stability, cellulolytic enzymes, bagasse of cashew
INTRODUGAO

O Brasil é o principal produtor mundial de frutas in natura. Dentre estas frutas destaca-se o caju de
aparéncia exética, aroma agradavel e sabor singular.

A cajucultura tem grande importancia na fruticultura brasileira, principalmente para o Nordeste, pois
representa uma atividade econdémica e social de grande expressdo nessa regido. Conforme estudos ja
realizados, o pedunculo do cajueiro é rico em vitamina C, carotendides e compostos fendlicos. Além do
potencial vitaminico, estes compostos conferem potencial antioxidante a polpa do caju.
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O caju é rico em glicose e frutose e, dessa forma, funciona como fonte de aceptores microbianos.

A producdo de pedunculos de caju no Brasil é estimada em torno de 1,8 milhdo de toneladas/ano
concentrando-se basicamente na regido Nordeste (Globo Rural, 2005). A area ocupada com cajueiro no
Brasil é estimada em 700.000 ha dos quais, mais de 90% se encontra na regido Nordeste e, 80% estédo
distribuidos nos estados do Piaui, Ceara, Paraiba e Rio Grande do Norte. Os produtos industriais sao
consumidos basicamente pelo mercado local e ndo desempenham um papel importante na economia
brasileira. Além disso, grande parte do caju é perdida na colheita acumulando-se no solo. Quando o
pedunculo é industrialmente processado para a produgdo do suco, 40% (p/p) de bagacgo séo produzidos,
geralmente rejeitados pela industria local. Esses fatores tornam o bagago um substrato interessante e de
baixo custo para diversas aplicagbes,potenciais, como por exemplo, a produgao de enzimas e de bioetanol,
uma fonte limpa e renovavel de energia, por fermentagéo e sacarificagdo simultaneas.

A producédo de etanol a partir de biomassa lignocelulésica envolve diferentes etapas de pré-
tratamento, hidrélise (sacarificacdo) do etanol e recuperagdo. A hidrélise da biomassa é essencial para a
produgao de agucares fermentaveis, que sao depois
convertidos em etanol por agdo microbiana. Os dois métodos, ou seja, hidrélise acida
e hidrolise enzimatica sdo empregadas principalmente para hidrélise da biomassa com diferentes
rendimentos, dependendo das condi¢gbes de tratamento, do tipo de biomassa e das propriedades dos
agentes hidroliticos. O primeiro € uma tecnologia madura, mas com a desvantagem da geragéo de residuos
perigosos e as dificuldades técnicas na recuperacdo do agucar a partir do acido. A hidrélise enzimatica,
porém, & mais eficiente e prossegue sob condigdes ambiente, sem qualquer geragao de residuos toxicos.
Este método, que esta em rapido desenvolvimento, tem imensos potenciais de melhoria na eficiéncia e no
custo. A comercializagdo do etanol produzido a partir de biomassa lignoceluldésica € dificultada
principalmente pelo custo proibitivo da produgéo de celulase (enzima usada para sacarificacdo) disponivel
atualmente. Essa enzima tem interesse sob o ponto de vista tecnoldgico e industrial, uma vez que a mesma
hidrolisa as matérias lignocelulésicas (materiais indiretamente fermentesciveis) fonte para producdo do
bioetanol. A redugdo no custo de celulases s6 pode ser alcangada através de esforcos que abordem
diversos aspectos da produgédo enzimatica a partir da matéria-prima utilizada e através da melhoria de
cepas microbianas usadas na produgado. A utilizacdo de matérias-primas mais baratas e rentaveis na
fermentagao traz como estratégia a fermentagdo em estado sélido, que pode melhorar o custo da produgao
de celulase.

Mais recentemente, o Programa de Biodiesel tem gerado residuos com caracteristicas similares aos
demais residuos agroindustriais ja citados, podendo ser incluido neste conjunto. A produgéo de bioprodutos,
destacando-se enzimas e bioetanol, pode ser realizada através da conversao destes residuos, que sao
ricos em agucares diretamente fermentesciveis ou nao, proteinas e sais minerais. Destes constituintes,
chama-se a atencdo para a celulose e lignocelulose, que sdo apropriados para a producdo de bioetanol,
permitindo a ampliagdo da matriz de energia alternativa do NE sem maiores conseqiéncias ambientais
(Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior, 2006). Em materiais lignoceluldsicos, a
celulose, a hemicelulose e a lignina encontram-se dispostas em um arranjo muito complexo, o que dificulta
0 processo de hidrolise A rota de hidrélise pode ser quimica ou enzimatica, e os hidrolisados contém
quantidades variaveis de monossacarideos, tanto pentoses quanto hexoses. Possue também uma faixa
grande de outros compostos, derivados da matéria-prima ou produtos de reagdes de agucares e de
degradacado de lignina. Muitos destes compostos sdo co-produtos indesejaveis, que apresentam efeitos
inibitérios sobre os microrganismos nas etapas subseqientes de fermentagédo. O processo enzimatico de
hidrdlise da celulose apresenta a vantagem de ser realizado em pressdo atmosférica e temperatura
moderada, com maior rendimento e sem a formagdo de subprodutos toxicos. O custo das enzimas, no
entanto, ainda se apresenta como um gargalo para um processo tecnolégico competitivo. Apesar dos
esforgos tecnoldgicos empregados para aproveitamento destes residuos a demanda ainda é muito modesta
em relagao a sua disponibilidade ( Bastos, 2002).

As enzimas sado proteinas especializadas na catalise de reacbes biologicas. Elas estdo entre as
biomoléculas mais notaveis devido a sua extraordinaria especificidade e poder catalitico, que sao muito
superiores aos dos catalisadores produzidos pelo homem. Praticamente todas as reagdes que caracterizam
o0 metabolismo celular sdo catalisadas por enzimas. Como catalisadores celulares extremamente poderosos,
as enzimas aceleram a velocidade de uma reacdo sem, no entanto, participar dela como reagente ou
produto.

As enzimas por serem proteinas globulares podem sofrer alteragdes estruturais devido a varios fatores
tais como: variagdes de temperatura, de pH e processos de agitagdo. Varias enzimas por serem labeis
podem sofrer desnaturagdes reversiveis ou irreversiveis por qualquer um dos fatores acima.

Desta forma o presente trabalho teve como objetivo o estudo da termoestabilidade enzimatica a partir
de um extrato celulolitico obtido da matéria prima lignocelulésica, bagagco do caju, apds processo de
fermentagcdo semi-sdlida (FSS) utilizando-se como microrganismo metabolizador o Aspergillus niger
mutante CCT 0916.



MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB) da Unidade Académica
de Engenharia Quimica (UAEQ) do Centro de Ciéncias e Tecnologia (CCT) da Universidade Federal de
Campina Grande — PB (UFCG).

Material

O bagago de caju seco foi obtido apds a extracdo da polpa dos frutos maduros, sendo esses,
previamente selecionados e lavados em agua clorada. Apds a extragdo da polpa, o bagago foi Icolocado
em estufa a 105 °C até obter massa constante. Apds a secagem, o substrato foi passado em um moinho,
colocado em sacos plasticos tipo zipplot e armazenados em recipientes de isopor contendo no seu interior
silica gel.

Umidade

Para andlise da umidade seguiu-se a metodologia descrita por Brasil (2005), a partir da diferenca de
massa da amostra umida e a seca. Pesou-se 1g da amostra em placas de petri, deixando secar na estufa a
105°C por 24 horas. Apds a secagem, colocaram-se as amostras em um dessecador até atingirem a
temperatura ambiente sendo, em seguida, pesada novamente. Os calculos foram realizados através da
seguinte equacéo:

(massainicial—massa finalda amostrg

Umidade% = x100

massa finalda amostra

Teor de agucares redutores

Foi determinado seguindo o método do DNS (acido 3,5-dinitro salicilico), Miller (1959), que se baseia na
reducéo do acido 3,5 a acido 3-amino-5-nitrosalicilico, concomitantemente com a oxidag&o do grupo aldeido
do agucar a grupo carboxilico. Apds aquecimento, a solugdo tornou-se avermelhada, sendo lida, no
espectrofotdbmetro a 540 nm.

°Brix

A concentracdo de sodlidos sollveis medida em °Brix € uma medida relacionada com a quantidade de
acgucares presentes na amostra. Foram adicionados 9 mL de 4gua destilada a 1g do residuo, agitando até
perfeita homogeneizacdo deixando suspender por 30 minutos. Apds este periodo a suspenséo foi filtrada
com algodao, e feita a leitura em refratdmetro.

pH

Foi preparada uma suspensdao com 10mL de agua destilada e 0,59 da amostra sélida. Apds
homogeneizagéo a suspensao foi deixada em repouso por um periodo de 30 minutos, e em seguida filtrada.
Depois o pH foi medido em potenciémetro digital, previamente calibrado com as solugdes padrdes. (Brasil,

2005).
Teor de celulose

O teor de celulose nos materiais utilizados foi determinado conforme metodologia de Updegraff (1969)
com adaptacao para o tempo de hidrdlise.

Fermentacao

O fermentado utilizado nesse trabalho foi obtido do bagago de caju, com umidade inicial de 45% e
1% de fonte de nitrogénio, com concentragio de inoculo de aproximadamente 107 esporos/ml de Aspergillus
niger a temperatura de 30 °C. A fermentagao foi realizada de forma descontinua em erlenmeyers contendo
5 g do substrato durante 72h. Para o presente trabalho foi utilizado o fermentado submetido a 7 horas de
fermentagdo devido nesse tempo o extrato obtido ter apresentado a maior atividade durante todo o
processo fermentativo.



Extracao da enzima

A extragdo do complexo enzimatico foi realizada de acordo com metodologia descrita por Ruegger
(2004). O extrato enzimatico bruto foi obtido pela adicdo de 30 mL de 4gua destilada/grama de fermentado
em Erlenmeyers. Os substratos foram agitados com espatula e permaneceram em repouso por 3h a 4°C. O
sobrenadante foi separado através de filtragdo com gaze e algodao, permanecendo congelado a -18°C em
frascos de vidro tampados e rotulados até o momento da analise.

Determinagéao de atividade celulolitica

A atividade de celulase foi determinada seguindo a metodologia descrita por Attili (1994). A atividade foi
determinada no extrato obtido ao final da extragédo, usando-se uma fita de papel de filtro de 1cm x 6cm em
um tubo de ensaio contendo 0,5 mL do extrato e 1,0 mL de tampao acetato de sédio 50 mM e pH 5,0. Apds
incubagédo por 60 min a 50°C, a reagdo € interrompida pela adicdo de 1 mL do reagente DNS. Para
desenvolvimento da cor, os tubos foram aquecidos por 5 min em banho de agua fervente e, depois de
esfriar por aproximadamente 5 min, foi adicionado 8mL de agua destilada e os agucares redutores foram
determinados em espectrofotdmetro, utilizando-se comprimento de onda de 540 nm.

Para o célculo da atividade enzimatica, foram comparados os valores de agucares redutores apods a
incubagéo da celulose no extrato e as leituras do tubo em branco obtido nas mesmas condigbes, contudo,
sem a fonte de celulose.

A unidade de atividade enzimatica foi expressa em U/mL. 1 U de atividade foi definido como a
quantidade de enzima que libera 1umol de glicose por minuto de reagdo nas condigbes especificadas
anteriormente. A atividade foi calculada de acordo com a seguir, na qual alguns fatores convertem o teor de

. g mol
AR liberado de Ahom para /ninxmL .

A‘Rliherad(JXI 000

Atividade(U / mL) =
18x60

Estudo da estabilidade térmica

Para tal finalidade foi usada a metodologia baseada na descrita por Zheng & Shetty (2000). Para o
estudo da termoestabilidade do extrato enzimatico obtido, apds ser extraido de acordo com o processo de
descrito anteriormente,, foi incubado em temperaturas de 10 a 70°C, em intervalos de 10°C, por 20 minutos
e em seguida realizada a medida da atividade celulolitica. Os resultados foram expressos em termos da
atividade residual(%):

atividade ,
atividade

Atividade residual %= X100

padrio
Sendo

atividade,, - atividade remanescente, ou seja, a atividade medida apds o processo de incubagdo p6 20
min nas temperaturas estudas para verificagdo da estabilidade térmica.

alividadepadrao - a atividade maxima, e por isso denominada de padrdo, do extrato obtido apos 7 horas do

processo de fermentagao.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizagdo do bagaco de caju

Os valores experimentais de umidade, pH, °Brix, teor de agucares redutores e celulose do bagaco de
caju sem lavar estao expressos na Tabela 1.

Tabela 1 — Resultados das analises fisico-quimicas do bagacgo de caju sem lavar (base seca)

Analise Bagaco de caju sem lavar
Umidade (%) 6,57
pH 5,00
°Brix (%) 13,50
AR (mg/ml) 9,26 £ 0,10
Celulose (%) 10,70




Podemos observar que o pH dos residuos do bagago de caju sem lavar (5,0), mostram-se adequados
para a adaptacdo do microrganismo ao meio. Uma das vantagens em se utilizar frutas citricas para
produgéo de enzimas é que o microrganismo se adapta ao meio ja na sua forma in natura.

A umidade obtida com a secagem do bagaco sem lavar (6,57%) esta abaixo ao reportado por Santos et
al. (2005). A quantidade de agua no meio fermentativo semi-sélido € um fator limitante e afeta diretamente
as necessidades metabdlicas do microrganismo. E importante salientar que baixos niveis de umidade em
geral apresentam baixa atividade de agua o que significam baixa disponibilidade de moléculas de agua livre
nas proximidades das células, dificultando a troca de solutos na fase sélida, diminuindo o metabolismo e
gerando menores taxas de crescimento ou de sintese de metabdlitos.

Em relagdo ao °Brix, onde apresenta o teor de sélidos sollveis, o0 bagago apresentou um teor de 13,5%,
indicando que o mesmo pode ser utilizado na produgéo da enzima através da fermentagao.

Os acgucares redutores e o teor de glicose contidos no bagago se apresentaram com valores apreciaveis
para se garantir a fermentagéo e obtengao da atividade celulolitica.

Estudo da estabilidade térmica da celulase produzida

Durante o acompanhamento da cinética de fermentacéo, dados nao apresentados no presente trabalho,
a atividade maxima obtida do extrato celulolitico foi de 0,150 U/ml apds 7h de fermentagéo. Esses extratos
enzimaticos depois de submetido as variagdes de temperatura apresentaram as atividades enzimaticas

apresentadas na Tabela2.

Tabela 2 — Atividade enzimatica residual apés variagado de temperatura de incubagao

Temperatura °C Atividade Remanescente Atividade Residual %
(U/mL)
10 0,130 87,70
20 0,139 92,70
30 0,150 100,0
40 0,144 96,00
50 0,144 96,00
60 0,144 96,00
70 0,130 86,70

A Figura 1 apresenta o comportamento da atividade residual em fungéo da variagdo da temperatura de
incubacao.
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Figura 1: Estabilidade do extrato celulolitico frente as variagcdes de temperatura

Pode-se observar trés comportamentos distintos da atividade residual frente a variagdo da
temperatura. Primeiro: ha uma diminuicdo da atividade maxima obtida abaixo de 30 °C, a atividade
celulolitica decai a aproximadamente 88 %, esse comportamento pode ser considerado positivo uma vez
que essa perda de atividade por desnaturagéo é reversivel quando a mesma atinge 30 °C. Segundo: de 40
a 60 °C a estabilidade do extrato permanece constante e as atividades residuais nessas temperaturas
decaem no maximo 4%. Terceiro: a estabilidade cai a partir de 60 °C e a 70 °C atinge o mesmo valor do que
o medido a 10 °C. Nao foi verificado se a desnaturagao ocorrida a 70 °C é reversivel ou nao.



Assim, pode-se dizer que a utilizacdo desse extrato em hidrdlise enzimatica ndo deve exceder a
temperatura de 60 °C e 20 min de processamento, uma vez que, nas temperaturas abaixo de 30°C e 60° a
queda da atividade residual maxima é de 12%.

CONCLUSOES

O pH apresentado no substrato € comumente aquele encontrado em fermentagbes em que o
microrganismo metabolizador é o Aspergillus niger.

e O teor de aglcares redutores e de celulose é favoravel a producdo da enzima.

e O extrato enzimatico apresenta atividade maxima de 0,15 U/mL.

e O estudo da estabilidade frente a variagdo da temperatura demonstrou que a estabilidade decai em
até 12% a partir de 60 °C. Que a temperaturas abaixo de 30 °C a enzima sofre desnaturacdo, porém
reversivel, e que a estabilidade da enzima permanece constante no intervalo de temperatura entre
40 e 60 °C tendo um decaimento de apenas 4% da atividade residual maxima.
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