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RESUMO - O crescente interesse na producdo de lacase esta especialmente relacionado
ao grande potencial biotecnoldgico que esta enzima apresenta. Este trabalho visou a
obtencdo de um extrato enzimatico pré-purificado, a partir do cultivo de um fungo
degradador de madeira isolado da regido amazonica no residuo do beneficiamento da
castanha-do-Brasil por meio da fermentacdo sdlida. O cultivo foi realizado em um
biorreator de leito fixo com 31,8 L de capacidade a 28°C com aeracdo forcada. Foi obtido
um extrato enzimético com atividade de 3.142 U.mL™. Na dosagem de carboidratos totais
observou-se que o residuo possui 131,76 g.L™, uma excelente fonte de carbono para
producdo de enzimas. O extrato enzimatico foi pré-purificado por precipitacdo com
sulfato de amonio seguida de dialise. O rendimento do processo de purificacdo foi de
28,9%, com 9,60 U.mg™ de atividade especifica e 3,07 de fator de purificacéo.

1. INTRODUCAO

Os processos fermentativos podem ser classificados de acordo com a quantidade de agua no
meio de cultivo. Desta forma, aquele caracterizado pela auséncia de agua livre no meio classifica-se
como fermentacdo solida ou fermentacdo em estado solido (FES), e aquele em que ha presenca de
agua livre como fermetacdo submersa (FS) (Borzani, 2001).

A FS é o bioprocesso com o maior nimero de aplicagbes industrais no que diz respeito a
producdo de enzimas. A FES apresenta uma série de vantagens sobre a FS para o cultivo fangico, pois
as condi¢Oes de cultura sdo mais semelhantes ao habitat natural destes microrganismos, 0s quais Sao
capazes de crescer e excretar grandes quantidades de enzimas. As concentragdes do produto apos a
extracdo sdo geralmente maiores na FES do que na FS e a quantidade de residuos liquidos gerados é
menor (Castilho et al., 2000). Outro aspecto importante da FES é a recuperacdo adequada dos
metabolitos dos fermentados sdlidos (Castilho et al., 1999), sendo a eficiéncia da extracdo um
elemento critico que determina a viabilidade econémica da FES para producédo de enzimas.

Ramadas et al. (1995) relatam a necessidade de estudos a fim de tornar a FES aplicavel para a
producdo de enzimas, sendo necessario desenvolver técnicas de extracdo eficazes que viabilizem sua
aplicacdo em alguma atividade industrial. Além disso, estes processos sdo de interesse econdmico
especial para os paises com abundancia de residuos de biomassa e agroindustrial, como o Brasil.
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Nos ultimos anos, tem havido um empenho crescente para utilizagdo mais eficiente dos residuos
agroindustriais como subtratos em bioprocessos, devido a incessante demanda das atividades
agricolas. O acumulo destes residuos gera a deterioracdo do meio ambiente e perda de recursos, com
contribuicdo significativa para o problema da reciclagem e conservacdo da biomassa (Pandey et al.,
2000a). Diversos processos séo desenvolvidos para utilizagdo desses materiais, transformando-os em
compostos de alto valor agregado, como alcool, &cidos organicos e as enzimas Pandey et al., 2000b).

A importancia tecnoldgica das lacases é resultante da sua capacidade de catalisar a
transformacdo de um grande nimero de compostos aromaticos (Durén et al., 2002). A producdo de
lacase é afetada por muitos fatores durante o desenvolvimento fungico, como a composi¢do do meio
de cultura (relagcdo carbono e nitrogénio), pH, temperatura, taxa de aeracdo, adicdo de surfactante,
presenca de reguladores, como o alcool veratrilico (Giese et al., 2004) e adicdo de fontes indutoras
como nitrogénio e cobre, que aumentam a producdo desta enzima (Kahraman e Gurdal, 2002).

Considerando os fatores que determinam a producédo de lacase, neste trabalho obteve-se lacase
pré-purificada, a partir do cultivo por FES de um fungo degradador de madeira isolado da regiéo
amazonica no residuo do beneficiamento da castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Microrganismo

O fungo degradador de madeira UEA 105, isolado da regido amazobnica, pertencente a micoteca
do PPG em Biotecnologia e Recursos Naturais da Amazénia da UEA foi o microrganismo utilizado
neste trabalho. O fungo foi mantido em meio BDA (&gar batata dextrose) a 5°C. Para o preparo do
indculo, o isolado foi cultivado em meio BDA, sendo incubado em estufa tipo BOD durante sete dias
a 28°C. Apos este periodo, discos contendo o micélio fiingico foram retidos das placas com meio
BDA e inoculados no meio de cultivo solido para producéo de lacase.

2.2. Substrato Solido

O residuo da castanha-do-Brasil foi obtido em feiras da cidade de Manaus-AM, sendo utilizada
a casca e améndoa, obtidas da quebra do fruto. A caracterizacdo fisico-quimica foi realizada a partir
das seguintes andlises: umidade e cinzas, conforme os métodos do Instituto Adolfo Lutz (1985);
densidade e porosidade do leito, segundo Lima (2009); tamanho da particula, de acordo com Zanotto
e Bellaver (1996); e carboidratos totais, segundo método de Dubois et al. (1956).

2.3. Condicdes de Cultivo

O cultivo solido do fungo UEA 105 foi realizado em um biorreator de leito fixo em escala
laboratorial utilizando o residuo da castanha-do-Brasil como substrato. A aeragdo foi realizada com o
uso de um compressor de ar, com vazdo volumétrica de 65 L.min™. A temperatura de cultivo foi
mantida em aproximadamente 28°C com o uso de uma camisa com circulacdo de agua. O
equipamento esta representado na Figura 1.
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Figura 1 — Representacéo esquematica do biorreator de leito fixo (a) e biorreator de leito fixo
utilizado no experimento de FES (b).

Para o indculo, discos de 1 mm de diametro do fungo cultivado em meio BDA foram
inoculados em frascos de 125 mL contendo 3,0 g do substrato Umido (residuo da castanha-do-Brasil
previamente autoclavado). Em seguida, os frascos foram acondicionados em estufa incubadora tipo
BOD a 28°C durante 7 dias. Apos autoclavagem do residuo sélido, este foi inserido no biorreator e
inoculado com o fungo previamente crescido no residuo, na relacdo de 10 g de inéculo/ 100 g de
substrato. Adicionou-se também ao substrato uma solucéo indutora contendo CuSQ,, L-asparagina,
alcool veratrilico e Tween 80 nas mesmas concentracdes descritas por Barros et al. (2011).

A FES foi realizada durante 7 dias. Apds o tempo de cultivo foi obtido o extrato enzimatico a
partir da adicdo de agua destilada na razdo de 1:4 (g de substrato: mL de agua destilada). O meio foi
incubado em banho-maria por 1 hora a uma temperatura de 40°C, sendo em seguida submetidos a
filtracdo a vacuo. O extrato enzimatico (filtrado) foi armazenado em freezer a -18°C.

2.4. Purificacdo Parcial da Enzima

A purificacdo parcial da enzima foi realizada conforme descrito por Forootanfar et al. (2011),
com modificacBes. O rendimento de purificacdo foi obtido considerando a atividade de lacase na
cultura filtrada (100% de rendimento) e a atividade enzimatica ap0s cada etapa de purificacdo. O fator
de purificacdo foi calculado considerando a atividade especifica (atividade enzimatica por mg de
proteina) da cultura filtrada (fator igual a 1,00) e a atividade especifica de cada etapa de purificacéo.

2.5. Métodos Analiticos

No extrato enziméatico foram dosados: acucares redutores (Miller, 1959), proteinas soluveis
(Bradford, 1976) e atividade enzimaética de lacase (Ride, 1980). Uma unidade de atividade enzimatica
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foi definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1pumol de seringaldazina por minuto
por mililitro de extrato enzimatico.

2.6. Determinac&o do pH Reacional Otimo
O extrato enzimatico bruto foi submetido ao ensaio de atividade enzimatica, substituindo o

tampao reacional (tampéo acetato 0,05 M) em pH corrigido para 3,5; 4,0; 4,7; 4,8; 4,9; 5,0 ¢ 6,0. O
ensaio foi realizado segundo a metodologia descrita por Cortes et al. (2010), em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizagdo do Substrato Solido

As caracteristicas fisico-quimicas do residuo (cascas e améndoas) da castanha-do-Brasil estdo
apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracterizagéo fisico-quimica do residuo da Castanha-do-Brasil.

Componente Valor?
Densidade (kg/m?) 833,70
Porosidade do leito 0,55
Diametro geométrico médio (um) 648,96
Cinzas (%) 2,4
Umidade (%) 11,2

*média das replicatas.

O residuo da castanha-do-Brasil apresenta densidade de 833,70 kg.m®. Segundo Moura
(2012), que realizou analises comparativas da densidade do residuo da castanha-do-Brasil com outras
espécies madeireiras, verifica-se que este residuo comporta-se como madeira pesada.

Dentre os fatores que favorecem o maior rendimento de conversdo do substrato, e maior
acessibilidade do microrganismo ao meio, destacam-se a porosidade e o tamanho da particula.
Quanto menor o tamanho da particula, maior a area superficial e maior o grau de transformacéo.
Por outro lado, o processo precisa de uma granulometria uniforme, de forma que garanta a
circulacdo de ar e a dissipacdo de gases produzidos (Bianchi et al., 2001). Neste trabalho, o
tamanho de particula obtido foi de 649 um, considerado adequado, pois no estudo de Pandey et
al. (1991) para producado de amiloglicosidade foi possivel proporcionar uma boa aeracdo do meio,
utilizando farinha de milho com tamanho de particula entre 500-600 pum.

O valor obtido para a porosidade do residuo da castanha-do-Brasil foi de 0,55. Lima
(2009) obteve uma porosidade de 0,3 para o residuo da soja e cita o trabalho desenvolvido por
Barga em 2007, que obteve uma porosidade de 0,2 para o farelo de trigo. Portanto, o valor
encontrado esta de acordo com o reportado na literatura para outros cultivos de FES.
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A umidade do substrato € um dos principais parametros que influencia o sucesso de uma
FES. O teor de umidade obtido para o residuo da castanha-do-Brasil foi de 11,2%. Segundo
Schmidell et al. (2001), para niveis de umidade menores que o necessitado, havera maior
dificuldade na difusdo de nutrientes, resultando em um crescimento menor do microrganismo e
com menor producdo do produto desejado. Desta forma, o valor obtido no experimento, sendo
maior do que os reportados na literatura, aparece como uma vantagem para a FES.

Os valores de pH, acucares redutores, carboidratos totais e proteina soltvel obtidos para o
meio sélido, antes e apds o cultivo do fungo UEA 105 por FES estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas do meio solido antes e ap6s o cultivo do fungo UEA_105.

Componente 0 dias 14 dias®
pH 4,4 54
Acucares redutores (g.L™) 37,23 0,2
Carboidratos totais (g.L™) 131,76 49,8
Proteina solivel (mg.mL™) 13,31 1.053,9

®dosado no filtrado (extrato enzimatico).

O pH do residuo da castanha-do-Brasil foi de 4,4, considerado relativamente &cido.
Segundo Locatelli et al. (2003) o pH &cido observado para o residuo da castanha-do-Brasil pode
ser devido ao tipo de solo em que foi cultivada a castanheira. Observando a Tabela 2 verifica-se
uma variacdo de pH na FES. Esta variacdo deve-se, segundo Schmidell et al. (2001) a
heterogeneidade do meio, pouca estabilidade e consisténcia do substrato.

A reducdo de acUcares redutores foi de 99,9% e de 99,4% para os carboidratos totais. Este
resultado indica que o fungo obteve facilidade de degradar as fontes de carbono no meio solido
do que no meio liquido. Dessa forma, o residuo da castanha-do-Brasil proporciona excelente
quantidade de fonte de carbono para os microrganismos, garantido o seu crescimento e producao
de metabdlitos de interesse.

A concentracdo de proteina sollvel obtida para o residuo da castanha foi de 13,31 mg.mL"
! Este valor aumentou consideravelmente ap6s o cultivo f(ingico, o que indica o crescimento do
microrganismo, bem como a producdo enzimatica. Souza e Menezes (2004) observaram uma
concentracdo de proteina bruta na améndoa da castanha-do-Brasil de 14,29% (p/p). Desta forma,
verifica-se que o residuo da castanha possui elevados teores de carboidratos e proteinas,
mostrando-se como um excelente substrato para a FES.

3.2. Atividade Enzimatica e Pré-Purificacdo da Enzima

Na Tabela 3 observa-se que o rendimento total da purificacdo foi de 29,0%. O volume
utilizado para a purificacdo da lacase foi de 200 mL. Alguns estudos utilizaram a FES para obter
extratos enzimaticos pré-purificados, onde foram obtidos rendimentos de 36,8% (Cortes et al., 2010),
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28,3% (Rivero, 2003), comparadveis aos valores encontrados neste estudo. Cortes et al. (2010)
obtiveram um fator de purificacdo de 1,7, abaixo do valor obtido neste trabalho, de 3,09.

Tabela 3 - Pré-purificacdo da lacase extracelular a partir do filtrado de cultura do fungo UEA 105 em
fermentagdo no estado sélido.

Atividade de Atividade

Etapas da Volume lacase Rendimento Proteina Especifica Fator de
e s o e
Pre-purificagéo (mL) (U/mL) (%) (mg/mL) (U/mg) purificacéo
Cultura filtrada 200 3.142 100 1.054 2,98 1,00
Precipitagao com 35 1.517 48,3 496,7 3,05 1,02
sulfato de aménio
Dialise 50 910 28,9 99,3 9,16 3,07

3.3. Avaliacio do pH Reacional Otimo

Para se maximizar os processos faz-se necessario selecionar as melhores condig¢fes reacionais
para producdo de lacase. Este estudo foi realizado, tendo em vista que o pH é um fator importatnte
para aplicacdo Otima da enzima (Lehninger et al., 2002). Os resultados estdo expostos na Figura 3.
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Figura 3 - Determinacdo do pH 6timo de atividade enzimatica da enzima lacase obtida por FES.
Na Figura 3 observam-se os picos de atividade enzimética no pH entre 4,7 e 4,85. No
entanto, o aumento da atividade enziméatica comeca desde o pH 4,0 até o pH 5,0. Cortes et al. (2010)
verificaram o pH 6timo para a lacase obtida por FES utilizando serragem de eucalipto em torno de

4,7. Este resultado indica que o valor obtido no ensaio utilizando o residuo da castanha-do-Brasil foi
similar ao obtido por estes autores.

4. CONCLUSAO
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A partir dos resultados obtidos neste trabalho, verifica-se que foi possivel utilizar a FES para
produzir lacase semi purificada utilizando como substrato o residuo do beneficiamento da castanha-
do-Brasil. O fungo UEA 105 apresentou um bom desempenho na produgéo da enzima, permitindo a
obtencdo de bons valores de atividade enzimatica. O residuo, rico em fonte de carbono, mostrou-se
adequado para o crescimento do fungo.
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