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RESUMO - Objetivou-se avaliar a utilizacdo da palma forrageira como substrato para a
producdo de enzimas celuloliticas, através da fermentacdo em estado s6lido com o auxilio
do fungo filamentoso Rhizopus sp. A palma foi desidratada até atingir aproximadamente
2% de umidade. As variaveis avaliadas no processo fermentativo foram, a atividade de
agua, tempo de fermentacdo e atividade de agua, para adequacdo dos modelos lineares de
segunda ordem para a estimativa de superficies de respostas. Os tempos 6timos para as
enzimas produzidas pelo Rhizopus sp. foram em 68,12 h para a producdo de
endoglucanase com 7,859 U/mL e 72,48 h para celulases totais com 13,571 U/mL. As
enzimas demostraram grande tolerancia a exposicdo em uma ampla faixa de temperatura
(0 a80°C) e pH (3 a9) a cerca de 150 minutos com atividade relativa superior a 50% para
todas as enzimas em ambas as analises. O complexo celulasico ndo sofre desativacdo
consideravel se armazenado congelado na temperatura de -18°C até 144 horas.

1. INTRODUCAO

A palma (Nopalea coccinellifera) € uma cactacea de origem mexicana, rastica, resistente e
adaptada a regides secas. No semiarido brasileiro, essa forrageira é aplicada nos diversos sistemas de
producdo pecuario, no entanto, ¢ uma planta de enorme potencial produtivo e de maltiplas utilidades,
podendo ser usada na alimentacdo humana, na producdo de medicamentos, cosméticos e corantes, na
conservacao e recuperacdo de solos, como cercas vivas e paisagismo. A composic¢do quimica relativa
possui alto valor de nutrientes digestiveis totais. Os niveis de carboidratos sollUveis também sdo
elevados, bem como os teores de cinza, vitaminas e ferro, devendo serem destacados os teores de
calcio (3%); potassio (2,5%) e fosforo (0,15%) (CHIACCHIO et al. 2006), além de baixos teores de
matéria seca (11,69 * 2,56%), proteina bruta (4,81 + 1,16%), fibra em detergente neutro (26,79 +
5,07%) e fibra em detergente acido (18,85 + 3,17%) (SANTOS et al., 2011a).

Essa planta é resistente a seca, sobrevivendo com pluviosidade minima, estando amplamente
difundida na regido semiarida da Bahia, onde residem 48% da populacdo estadual. O semiarido é
caracterizado por solos rasos, pedregosos ou arenosos e com pouca materia organica. As precipitaces
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pluviométricas sdo irregulares e sua cobertura vegetal é constituida por plantas que suportam longos
periodos de estiagem (CHIACCHIO et al., 2006). Devido a sua composicao essa biomassa vegetal
apresenta potencial biotecnoldgico para a producdo de compostos de interesse industrial como
bioetanol, glicose, proteinas, enzimas e compostos de aroma, entre outros (SOCCOL et al., 2010).

Dentre esses biocompostos, as enzimas sdo aplicadas em diversos processos industriais. Esse
setor apresenta muitas iniciativas de pesquisa e desenvolvimento, resultando na elaboragdo de
diversos produtos, além de melhoramento dos processos e do desempenho ja existentes no mercado.
No entanto, o custo dessas enzimas € o que limita sua aplicacdo em grande escala. Reduzir os custos
de producéo é fundamental para extender essa aplicacdo (PARK et al., 2005). Nesse sentido, estudar a
aplicacdo da palma forrageira como matéria prima para bioprocessos, pode viabilizar a aplicacdo na
producdo de biocompositos (GHORAI et al., 2009). O mercado global de enzimas movimentou
aproximadamente US$ 5,1 bilhdes em 2008 e a projecdo estimada em 2013 foi de US$ 7 bilhdes. As
pesquisas envolvem a otimizagdo do processo e a producdo de enzimas com potencial industrial
visando a diversificacdo do comércio mundial (MENDES et al., 2011).

Objetivou-se investigar a utilizagdo da palma forrageira (Nopalea cochenillifera) como
matéria prima para a produgdo de enzimas celuloliticas através do processo de fermentagdo em estado
solido (FES) com o fungo filamentoso Rhizopus sp.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material

A palma forrageira foi coletada no campo Agrostolégico da Universidade Estadual do Sudoeste
da Bahia — Campus de Itapetinga. Apos a higienizacao e corte foi seca em estufa de secagem (SOLAB
SL 102, Piracicaba-SP, Brasil) a 65 °C por 24 horas e trituradas em moinho tipo Willey (ACB
LABOR, S&o Paulo-SP, Brasil) a uma granulométrica aproximada de 2 mm, assim como descrito por
Santos et al. (2011a). O microrganismo utilizado para a fermentacdo foram utilizados o Rhizopus sp.
proveniente do Laboratério de Aproveitamento de Residuos Agroindustriais da UESB campus de
Itapetinga. A cultura esporulada (em PDA HIMEDIA acidificado a pH 5,2 e inclinado) foi suspensa
em solucdo de Tween 80 (VETEC) a 0,01% procedendo-se a contagem do numero de esporos em
suspensdo, utilizando camara de neubauer dupla espelhada e microscopio binocular (SANTOS et al.,
2011b).

2.2. CondicgOes experimentais e Metodos Analiticos

Os ensaios foram realizados em erlenmeyers contendo 10 g de farelo de palma. Os cultivos
foram conduzidos em estufa bacterioldgica refrigerada com ventilagdo forcada (SOLAB SL 222/CFR
Piracicaba, SP — Brazil). Apds o processo fermentativo, a extracdo realizada foi mecénica (filtracao
por pressao) do extrato enzimatico com solucdo tampdo de citrato de sodio (SIGMA) com o pH 4,8 a
50 mM, o extrato enzimético proveniente da fermentacdo foi recolhido e centrifugado a 1000 rpm por
10 minutos em centrifuga refrigerada a 4 °C (CIENTEC CT - 6000R Piracicaba, SP — Brazil).

2.3. Quantificacdo da enzima Endoglucanase
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Para a atividade de endoglucanse, o método escolhido se baseia na dosagem de agucares
redutores produzidos pela degradacdo de carboximetilcelulose (CMC - QUIMICS) a 2 % (p/v) diluido
previamente na solucéo citrato de sddio (QUIMICS) com o pH 4,8 a 50 mM, utilizando-se para tal o
método do acido dinitrosalicilico (DNS - SIGMA) (MILLER, 1959). Onde para os tubos contendo os
ensaios reacionais foram adicionados 0,5 mL de solucdo tampéo de citrato de sédio com o pH 4,8 a 50
mM, 0,5 mL de extrato enzimatico e 0,5 mL de CMC, o controle na reacdo foram adicionados 0,5 mL
da mesma solucdo tampédo e 0,5 mL de extrato enzimatico. O branco da analise continha 0,5 mL de
DNS e 0,5 mL de solucdo tampdo. As amostras foram incubadas em estufa bacterioldgica (SOLAB
SL 222/CFR Piracicaba — SP — Brazil) a 50 °C por 10 minutos, a reacdo foi interrompida com a adi¢ao
de 0,5 mL de DNS. Os tubos foram submergidos a agua fervente por 5 minutos, logo apds foram
adicionados 6,5 mL de agua destilada para posterior medicdo de absorbancia na faixa de 540 nm
realizada em espectrofotometro (BEL PHOTONICS SF200DM — UV Vis — 1000 nm, Osasco — SP —
Brazil). (GHOSE, 1987).

2.4. Quantificacdo do complexo Celulases Totais (exoglucanases e endoglucanases)

A atividade de celulases totais foi determinada através da dosagem, pelo método do DNS,
também através dos acucares redutores liberados durante a degradacdo de uma tira de papel de filtro
Whatman n°® 1 medindo 1,0 cm x 6,0 cm. Para os tubos contendo os ensaios reacionais foram
adicionados 1,0 mL de solucdo tampéo de citrato de sédio com o pH 4,8 a 50 mM, 0,5 mL de extrato
enzimatico e uma tira de papel filtro. Para o controle na reagdo foram adicionados 1 mL da mesma
solucdo tampéo e 0,5 mL de extrato enzimatico, o controle do substrato foram adicionados 1,5 ml de
solucdo tampdo e uma tira de papel filtro (GHOSE, 1987). As amostras foram incubadas em estufa
bacterioldgica (SOLAB SL 222/CFR Piracicaba — SP — Brazil) a 50 °C por 60 minutos, a reagdo foi
interrompida com a adicdo de 3 mL de DNS. Os tubos foram submergidos a agua fervente por 5
minutos, logo apds foram adicionados 20 mL de agua destilada para posterior medicdo de absorbéancia
na faixa de 540 nm realizada em espectrofotobmetro (BEL PHOTONICS SF200DM - UV Vis — 1000
nm, Osasco — SP — Brazil). (GHOSE, 1987).

2.5. Calculo das atividades enzimaticas celuloliticas

A curva padréo para a endoglacanase e celulases totais foi determinada a partir da determinacéo
de glicose (SIGMA) nas concentracdes de 0,1 a 2,0 g/L pelo método do DNS (MILLER, 1959) com
posterior medicdo de absorbancia na faixa de 540 nm realizada em espectrofotdmetro (BEL
PHOTONICS SF200DM — UV Vis — 1000 nm, Osasco — SP — Brazil). (GHOSE, 1987).

2.6. Ensaios de termoestabilidade

Com o objetivo de se determinar a estabilidade térmica das enzimas produzidas, 0s extratos
enzimaticos foram submetidos as temperaturas de 20 °C a 100 °C, com intervalos de 10° C durante 0 a
240 minutos. Apds o tempo de reagdo, os tubos foram colocados em banho de gelo por 5 minutos para
encerrar a reacdo de hidrdlise enzimética e seguiu a determinagdo das atividades enzimaticas
conforme descrito anteriormente.

2.7. Ensaios de estabilidade ao pH
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A estabilidade ao pH foi determinada por incubacdo, retirando-se aliquotas durante 0 a 240
minutos incubacdo nos pHs: 3, 4, 5, 6, 7 e 8 em tampao citrato de sddio. A atividade de cada enzima
foi avaliada de acordo com a otimizacdo da metodologia de superficie de resposta em trés repeticdes
experimentais conforme descrito anteriormente.

2.8. Andlises estatisticas

O planejamento fatorial 231 fracionado constituiu, em dois niveis (-1 e +1), envolvendo
as variaveis independentes citadas, contou ainda com 4 repeti¢es no pontos centrais (nivel zero)
para o calculo de residuos e erro padrdo, a partir da verificacdo dos resultados foram aplicados na
metodologia de Superficie de Resposta (SR) e do Delineamento de Box e Behnken (DBB).
Assim, o planejamento fatorial consistiu em 18 ensaios e 0s valores das variaveis estudadas estéo
descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Valores codificados e valores reais para cada fator em estudo

Fatorial em valores codificados Fatorial em valores reais
Ensaio (X1, h) (X2, aw) (X3,°C) (X1, h) (X2, aw) (X3, °C)
1 -1 -1 -1 24 0.786 25
2 -1 -1 +1 24 0.786 35
3 +1 -1 -1 120 0.786 25
4 +1 -1 +1 120 0.786 35
5 -1 +1 -1 24 0. 903 25
6 -1 +1 +1 24 0. 903 35
7 +1 +1 -1 120 0.903 25
8 +1 +1 +1 120 0.903 35
9 0 -1 0 72 0.786 30
10 0 +1 0 72 0. 903 30
11 -1 0 0 24 0.865 30
12 +1 0 0 120 0.865 30
13 0 0 -1 72 0.865 25
14 0 0 +1 72 0.865 35
15 0 0 0 72 0.865 30
16 0 0 0 72 0.865 30
17 0 0 0 72 0.865 30
18 0 0 0 72 0.865 30

* Matriz do planejamento experimental.

A analise de variancia (ANOVA) para os modelos foi realizada e a importancia do
modelo foi examinada pelo teste estatistico de Fisher (teste F) atraves do teste de diferencas
significativas entre as fontes de variagcdo nos resultados experimentais, ou seja, a significancia da

regressdo (SOR), a falta de ajuste, e o coeficiente de determinacdo maltipla (RZ). Em primeiro
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lugar, os resultados obtidos a partir de experiéncias foram submetidos a analise de variancia
ANOVA, e os efeitos foram considerados significativos quando p <0,01. Com um modelo
polinomial de segunda ordem (Eq. (1)), dados experimentais e de regressao coeficiente foram
ajustadas e coeficientes de regressdo foram obtidos por regresséo linear multipla, onde bo, bi, bii,
bij, e bijk representar todo o processo constante efeito, os efeitos linear e quadratico de Xi, e 0
efeito de interacdo entre Xi e Xj, Xi, Xj e Xk sobre a atividade enzimatica, respectivamente.

EA= B,+ TBX + TP X} +IB ;XX + TP, ;X XX, (1)

O software estatistico utilizado foi o Statistical Analysis System® (SAS) versdo 9.3, para
elaboracgdo dos gréficos foi utilizado o software Sigma Plot® vers&o 11.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados experimentais para a atividade enzimatica nas condi¢des de atividade de
agua e tempo estudadas foram submetidos a ANOVA (Tabela 2) e andlise de regressao.

Tabela 2. Ajuste de dados obtidos a partir da ANOVA para 0 modelos de superficie de respostas
quadraticas.

GL SQ MS F P
Endoglucanase
Modelo 4 55,45346 13.86336 10,19 0,0006
Erro 13 17,68501 1.36039
Falta de ajuste 14 73,05206400 5,21800457 181,18
Erro puro 3 0,08640000  0,02880000
Total 17 73,13846
R? 0,7582
Celulases Totais
Modelo 4 207,97351 51,99338 1,61754 <0,0001
Erro 13 21,02796 1,61754
Falta de ajuste 14 228,974976  16,3553554  1851,83
Erro puro 3 0,026496 0,0088320
Total 17 229,00147
R? 0,9082

O comportamento dos sistemas estudados pode ser descrito por um modelo polinomial de
segunda ordem, onde o termo de interagdo entre as varidveis independentes foi ndo significativo
(p > 0,01). Os modelos reduzidos podem ser descritos por equagdes (2 - 3), em termos de valores
néo codificados.

Eq.2 -4,436 + 0,101X1 - 0,0007X12 + 0,290Xs3 + 0,291X32
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Eq.3 -3082,322 + 0,326X1 + 7038,565 X2 + 8,481Xs - 0,00240 X12 - 4163,338
X22 - 0,142X32

A otimizacdo do tempo foi de 68,12 h para a producdo de endoglucanase com
U/mL e 72,48 h para celulases totais com 13,571 U/mL.
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Figura 2. Superficie de resposta das atividades enzimaticas em funcdo do tempo de fermentacédo e
temperatura: a) endoglucanase, b) celulases totais.

A producdo das enzimas observadas as somente o complexo celulases totais que foi
verificado a otimizagdo em relagdo a atividade de agua em 0,875 aw. As melhores atividades
enzimaticas foram encontradas em 30,41 °C para a producdo de endoglucanase e 27,86 °C para
celulases totais.

Nas enzimas avaliadas neste trabalho (Figura 3.) todas permaneceram com pelo menos
75% de atividade relativa quando submetidas a 60 °C por 140 min, com destaque para a enzima

endoglucanase que permaneceu 85% ativa a 80 °C depois de 240 minutos de exposi¢do. Em
relacdo a estabilidade ao pH (Figura 3), as enzimas demostraram atividade relativa superior a
90% em pHs quantificados a 5 e 6 durante 240 minutos, as enzimas permaneceram ativas com
50% de atividade relativa durante 180 minutos nas demais faixas de pH (3 a 8), o que denota

estabilidade estrutural e atividade &cido-alcalino-tolerante, que habilita utilizagdo destas em
diferentes processos industriais.
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Figura 3. Termoestabilidade enzimatica: a) endoglucanase, b) celulases totais. Estabilidade ao pH c) endoglucanase, d)

celulases totais.
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4 — CONCLUSAO

Os resultados indicam que o Rhizopus sp. é bastante promissor, no que se diz respeito a
obtengdo de enzimas celulasicas com a fermentagdo em estado solido da palma forrageira. As
enzimas demostraram grande tolerancia a exposicdo em uma ampla faixa de temperatura e pH a
cerca de 150 minutos com atividade relativa superior a 50%, para todas as enzimas em ambas as
analises, o que indica grande relevancia em aplicacdes industriais.
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