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Resumo

O objetivo deste trabalho foi analisar e quantificar a atividade cinética das enzimas ligninases: lacase,
lignina peroxidase e Mn peroxidase, produzidas através de Fermentagdo em Estado Sélido. Utilizou-
se a espécie fungica Aspergillus niger como inoculante e o residuo proveniente do beneficiamento do
cacau (Theobroma Cacao L.) como matéria prima, em diferentes concentragdes de agua. O residuo
agroindustrial, depois de gerado, necessita de destino adequado, pois, além de criar potenciais problemas
ambientais, representa perdas de matérias-primas e energia, exigindo investimentos significativos em
tratamentos para controlar a polui¢do. Foram avaliados o potencial da atividade cinética das enzimas
estudadas em fungdo das condi¢des de tempo (24, 72, ¢ 120 horas) e teor de agua (40%, 50% ¢ 60%).
A fermentagdo foi realizada a 30 oC em estufa bacteriologica. Os resultados encontrados indicam a
maximizagdo da atividade enzimatica ocorreu em 72 horas de fermentagdo e com 50% de teor de agua,
para todas as enzimas.
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Abstract

The aim of this study was to analyze and quantify the kinetic activity of enzymes ligninases laccase,
lignin peroxidase and manganese peroxidase, produced by Solid State Fermentation. We used the
fungus Aspergillus niger as inoculum and the waste from the processing of cocoa (Theobroma Cacao
L.) as raw material at different water concentrations. The agro-industrial residue, after generated, you
need to target appropriate because, in addition to creating potential environmental problems, represents
losses of raw materials and energy, requiring significant investments in treatments to control pollution.
We evaluated the potential of kinetic activity of enzymes depending on weather conditions (24, 72,
and 120 hours) and water content (40%, 50% and 60%). The fermentation was conducted at 30 0C in a
bacteriological incubator. The results indicate the maximization of enzyme activity occurred within 72
hours of fermentation and 50% water content, for all the enzymes.
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Introducio

A crescente preocupagdo com o meio ambiente
incentiva a viabilizagdo de projetos que levam a
sustentabilidade do sistema de produg¢ao industrial.
A industria de alimentos produz uma série de
residuos com alta capacidade de re-utilizaco.
Com isso, minimiza-se o impacto ambiental destes
tipos de industrias na regido onde estdo situadas
e ainda agrega-se valor aos produtos do mercado
(PELIZER; PONTIERI; MORAES, 2007).

No Brasil, a fruticultura produz uma grande
quantidade de subprodutos, tais como bagacos,
farelos, cascas e sementes. Seu reaproveitamento
como matéria-prima ¢ viavel devido ao seu baixo
custo econdomico (SOCCOL; VANDENBERGH,
2003; COUTO; SANROMAN, 2006; SANCHEZ;
CARDONA, 2008). A industrializacdo do cacau
(Theobroma cacao L.) gera grande quantidade
de subprodutos. O farelo do cacau é constituido
basicamente do processamento da améndoa seca,
sendo este uma excelente fonte lignocelulosica
(ALMEIDA; ANTONIO NETO, 2000). A lignina
¢ um composto formado por fenilpropandides
depositado durante a maturagdo da parede
celular. Este composto faz ligagdes -cruzadas
com os polissacarideos da parede auxiliando no
seu empacotamento. O complexo formado por
lignina, celulose e hemicelulose ¢ denominado
ligninocelulose ~ (BUCHANAN; GRUISSEM;
JONES, 2000).

Na natureza, existe uma grande variedade
de
apenas alguns sdo conhecidos como verdadeiros

microrganismos  celuloliticos,  entretanto
celuloliticos, isto é, s3o capazes de produzir celulases
(ROWELL et al., 2007). As celulases livres podem
ser produzidas por fungos ou bactérias, sendo
que as enzimas fungicas dominam as aplicacdes
comerciais, devido ao seu alto nivel de expressao
e secrecao (CHANG, 2007). Dentre eles, os fungos
filamentosos, como o Aspergillus niger, possuem
um grande potencial na degradagcdo de compostos

lignocelulosicos, ja que requerem pouca agua para

seu desenvolvimento, o que representa menos
efluente gerado, como também a economia de agua
durante o processo.

Os fungos constituem um dos grupos de
microrganismos mais importantes na atividade
de decomposicao da matéria organica em fungdo
de sua capacidade especializada de degradacao.
Esta atividade ocorre, sobretudo, através de sua
fase vegetativa ou miceliana. Nas fases vegetativa
e reprodutiva, a formacdo de biomassa depende
da producdo de enzimas extracelulares, que sdo
fundamentais na degradagdo dos componentes

dos substratos, principalmente lignocelulose
(VELAZQUEZ-CEDENO; MATA; SAVOIE,
2002).

Durante a decomposicdo de compostos

lignocelulésicos por fungos, seus componentes
dependem de um efetivo e progressivo processo
de despolimerizacao da lignina que da origem a
compostos de baixa massa molar susceptiveis ao
metabolismo intracelular dos fungos. Isso ocorre por
meio da acdo de uma série de enzimas e compostos
de baixa massa molecular extracelular (onde o
inicio da degradagdo ocorre necessariamente de
forma extracelular). Algumas das aplicagdes desses
microorganismos que degradam a lignina incluem
a polpacdo, branqueamento de polpas, liberacdo de
carboidratos, conversdo desses componentes em
racdes animais e tratamentos de residuos derivados
de lignina (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004;
FERRAZ, 2004).

Na biodegradacdo da lignina, essencial na
ciclagem do carbono, diversas enzimas estdo
Elas agrupadas
fenoloxidases e enzimas que produzem perdxido

envolvidas. podem ser em
de hidrogénio. As fenoloxidades sdo enzimas que
pertencem as metaloproteinas, e podem ser divididas
em dois subgrupos. Um grupo contém as enzimas
dependentes de perdxido ou peroxidades, que
incluem a lignina peroxidase (LiP) e a peroxidase
dependente de manganés (MnP). O outro subgrupo

contém as lacases que sdo cuproproteinas e nao
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dependem de perdxido para atuar (FERRAZ, 2004).

A degradacdo da lignina pode ser entendida
como um processo multienzimatico por reagdo nao
especifica, resultante da acdo coordenada de uma
série de enzimas ligninoliticas intra e extracelulares
que desestabilizam as ligagdes da macromolécula,
causando assim seu colapso (LEE; MOON, 2003;
MANE et al., 2007). Cameron, Tomifeevski, Aust
(2000) relataram que o melhor mecanismo estudado
de degradagdo de lignina é o do basidiomiceto
Phanerochaete chrysosporium. Através desses
estudos foi possivel propor que as enzimas
relacionadas a degradacao da lignina sdo agrupadas
em duas classes distintas: fenoloxidases e enzimas
que produzem perdxido de hidrogénio (FUJIAN;
HONGZHANG; ZUOHU; 2001).

As duas principais estratégias para a produgao de
enzimas sdo a fermentagdo no estado so6lido (FES)
e a fermentag¢do submersa (FS), que diferem entre
si em relagdo a suas condi¢des ambientais e formas
de conducdo. Indiscutivelmente, um dos parametros
mais exaltados na diferenciagdo desses dois tipos
de processos ¢ o teor de agua presente no meio
reacional. Na FES ha auséncia ou a quase auséncia
de agua livre (PANDEY, 2003; RAGHAVARAO;
RANGANATHAN, KARANTH, 2003). A agua
presente nesses sistemas encontra-se complexada
com a matriz solida de substrato ou como uma fina
camada absorvida na superficie das particulas. Em
geral, nesses processos o teor de dgua varia entre
30 - 85% e a atividade de agua tipica vai de 0,40
- 0,99, o que mimetiza condi¢gdes encontradas na
natureza e permite que sejam conduzidos sem prévia
esterilizagdo, visto que a contaminagao, pelo menos
por bactérias, € pouco provavel (ROBINSON;
NIGAM, 2003).

O objetivo deste trabalho ¢ estudar o efeito do
teor de agua e do tempo de fermentacdo sobre a
producdo das enzimas Lacase, Lignina Peroxidase
e Mn Peroxidase, responsaveis pela degradagdo
da lignina no farelo de cacau, através da FES com
auxilio do fungo filamentoso 4spergillus niger.

Materiais e Métodos
Coleta e pré-processamento do residuo

O residuo foi cedido por uma agroindustria de
beneficiamento de polpa de frutas localizada na
regido sudoeste da Bahia, seco em estufa de secagem
e esterilizagdo SOLAB a 70 °C por 24 horas, a
umidade obtida apos a secagem foi estabelecida a
3% em determinador de umidade inicial . O residuo
foi triturado em moinho de facas tipo Wiley ACB
LABOR, ap6s o processo de trituragao o residuo foi
peneirado a uma granulométrica aproximada de 30
mesh, o que representa 0,6 a 0,7 mm de diametro
para cada particula.

Obtengao da Solugdo de Esporos

O microrganismo estudado foi o fungo
filamentoso Aspergillus niger, proveniente do
Laboratorio de Reaproveitamento de Residuos
Agroindustriais - LABRA da UESB, campus
de Itapetinga. A cultura esporulada (em PDA
HIMEDIA acidificado) foi suspensa em solugdo de
Tween 80 VETEC a 0,01%, sendo nesta efetuada
a contagem do numero de esporos em suspensao,
utilizando camara de Neubauer dupla espelhada e

microscopio binocular BIOVAL L1000.

Fermentacdo em Estado Solido

As
erlenmeyers contendo 10 g de residuo a este foi

fermentagdes foram realizadas em
adicionando a suspensdo de 10® esporos por grama
de substrato, na sequéncia foram adicionados
volumes de agua estéril até os seguintes teores de
agua: 40%, 50% e 60%, estes foram quantificados
experimentalmente. O teor de agua do residuo
triturado foi de 6,34 % este foi quantificado através
do determinador de umidade infra-vermelho
MARTE ID200. Os cultivos foram conduzidos a 30

°C em estufa bacteriologica modelo SL 101 SOLAB
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Extragdo dos compostos enzimdticos

Apbs o processo fermentativo, foi feita a extracao
mecanica do extrato enzimatico com solugao tampao
de citrato de s6dio VETEC com pH 4,8 a 50 mM. O
extrato enzimatico proveniente da fermentagao foi
recolhido e centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos
em centrifuga CETRIBIO modelo 80-2B.

Determinagdo dos compostos enzimaticos
Lacase

A atividade da lacase foi realizada segundo o
protocolo de Szklarz et. al (1989). Foram utilizados
dois tubos de ensaio de 10 x 100 mm, um para
amostra nao fervida e outro para amostra fervida.
Foi adicionado em cada tubo 0,6 mL da amostra a
ser analisada ¢ 0,3 mL do tampao citrato-fosfato.
Um tubo foi fervido por 10 minutos (controle) e
depois retirado e resfriado. O tempo inicial (zero)
foi determinado como a medi¢do da absorbancia
no momento em que se adiciona 0,1 mL de
siringaldazina. Depois foi feita outra medi¢do no
tempo final, depois de 10 minutos. 1,0 mL de cada
tubo contendo as amostras fervidas e nao fervidas
foram medidas contra espectro zero a 525nm (g =
44600 L. M. cm!).

Lignina Peroxidase (LiP)

A atividade da Lignina Peroxidase foi realizada
segundo o protocolo de Archibald (1992). Foram
utilizados dois tubos de ensaio de 10 x 100 mm,
um para amostra ndo fervida e outro para amostra
fervida. Foi adicionado em cada tubo 0,6 mL da
amostra a ser analisada, 0,2 mL do tampao citrato-
fosfato € 0,1 mL de H,0,. Um tubo foi fervido por
10 minutos (controle) e depois retirado e resfriado.
O tempo inicial (zero) foi determinado como a
medi¢do da absorbancia no momento em que se
adiciona 0,1 mL de siringaldazina. Depois foi feita
outra medi¢do no tempo final apdés 10 minutos.
Foram retirados aliquotas de 1,0 mL de cada tubo,

medidas contra espectro zero a 460nm (¢ = 29400
L. M cmb).

Manganés Peroxidase (MnP)

A atividade da MnP foi realizada segundo o
Anastasi  (2009). Foram utilizados dois tubos
de ensaio de 10 x 100 mm, um para amostra nao
fervida em H202 em tampdo succinato, 100 pL
de lactato de sodio, 200 pL de albumina bovina e
600 puL de sobrenadante (amostra). Um tubo foi
fervido por 10 minutos (controle) e depois retirado
e resfriado. O tempo inicial (zero) foi determinado
como a medi¢do da absorbancia no momento em
que se adiciona 0,1 mL de vermelho fenol. Depois
de 10 minutos, o tempo final foi determinado com a
medicao apos adicionar 40 pL. de NaOH para parar
areacdo. 1,0 mL de cada tubo contendo as amostras
fervidas e ndo fervidas foram medidas contra
espectro zero a 610 nm (¢ = 65000 L. M. cm™).

Cdlculo das atividades lignoliticas

A atividade cinética de produgdo das enzimas foi
calculada seguindo a equacdo descrita por Aguiar
Filho (2008).

Onde:

AAbs = absorbancia (Abs final —Abs inicial)
¢ = coeficiente de absor¢do molar

R = quantidade de solugdo da amostra

t = tempo de reagcdo em minutos

UI/L = Unidade Internacional
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Analises dos resultados

Os experimentos foram realizados em triplicata
bem como as dosagens. Os resultados finais foram
obtidos através da diferenca entre as médias de trés
repeticdes experimentais.

Resultados e Discussao

Durante o processo de fermentagdo em estado
solido ocorre a sacarificagdo, esse processo consiste

na conversao enzimatica de polissacarideos em
agucares fermentdveis. O efeito do teor de agua
e do tempo de fermentagdo sobre as atividades
cinéticas das enzimas estudadas estdo demonstradas
nas figuras 1, 2 e 3. A maximizacao da producao de
todas as enzimas ocorre no teor de 4gua de 50% e a
72 horas de fermentacdo, todas a 30 0C. Os valores
maximos para a Xilanase, Lignina Peroxidase e
Mn Peroxidase obtidos foram respectivamente
8,49x10" UI/L, 8,44x10"> UI/L e 1,79x10" UI/L.

9E+13,
8E+131
7TE+134
BE+13
5E+13
4E+13
3E+134
2E+13
1E+134

Atividade (U/L)

040%
50%
B860%

(Horas de fermentagao)

Figura 1. Atividade de Lacase com variagdo do tempo de fermentagdo e teor de agua

As
estruturas fenodlicas através da oxidacdo dos
fendis pela abstragdo de um elétron mediada pela
redug¢do de Cu* a Cul*, que, por sua vez, reduz
O, a H,0, permitindo que a enzima atue de forma
ciclica (FERRAZ, 2004). O que pode ser constato

Lacases atuam diretamente sobre as

na producdo obtida no trabalho, onde a atividade
desta enzima foi a mais notdria em produgdo em 72
horas de processo fermentativo, ja que o periodo de
atuacdo desta ¢ maior em relacdo as outras, atuando
de forma continuada durante a fermentacdo em
estado solido.
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Figura 2. Atividade de Lignina Peroxidase com variagdo do tempo de fermentagdo e teor de agua.
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Figura 3. Atividade de Mn Peroxidase com variagao do tempo de fermentagao e teor de agua.

As Mn Peroxidases também s3o heme-
proteinas, porém, sao enzimas dependentes de
Mn?* e apresentam potencial de oxidagdo suficiente
somente para abstrair elétrons de estruturas
fenolicas. Primeiramente, a MnP ¢ ativada pela
oxidagdo por H,0,, levando a formagdo do composto
I (CI). A redugao de CI a CO ocorre em duas
etapas. Na primeira etapa, o composto I pode ser
reduzido a composto II a custa da oxidagao de uma
estrutura fendlica ou de Mn?*. Na segunda etapa, o

composto II é reduzido ao seu estado nativo (CO0),

exclusivamente a custa de um elétron proveniente
de um ion Mn?**. Por outro lado, o Mn** formado ¢
bastante reativo e normalmente ¢ estabilizado por
quelantes produzidos pelo préprio fungo, como
o acido oxalico. O complexo Mn*"-oxalato, por
sua vez, pode ser reduzido a custa da oxidagdo de
outra estrutura fenolica (FERRAZ, 2004). Pode ser
observado que os valores encontrados para a Mn
Peroxidase e Lignina Peroxidase, foram proximas
fato que deve estar relacionada ao conjunto
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estrutural ou arranjo estrutural do residuo, ou
ainda a formagdo de compostos fendlicos durante a
fermentacdo que induzem estas duas enzimas.

Todos os valores encontrados na literatura para

ambas as enzimas descritas acima sdo inferiores
aos aqui demonstrados. Abaixo segue uma tabela
(Tabela 1.) comparativa dos resultados para as
enzimas aqui estudadas, valores quantificados por
pesquisadores atuais.

Tabela 1 - Valores comparativos encontrados em demais pesquisas para enzimas lignoliticas.

Autor Enzima Substrato Microrganismo Atividade
BETTIN et al. 2009 Lacase Caseina em P. sajor caju (PS- 113000 UL'L
diferentes 2001).
concentragdes
FERREIRA 20090 Lacase Vinhaga P. sajor-caju 450 UI'L
Este trakatho Lacase Farelo de Cacan Aspergillus niger 5.4 x 10 UL
GOMES et al 2009 Lignina peroxidase Corantes industriais Basidiomyeetes o UsmL
ANASTASI etal 2002, | Lignina peroxidase Arroz Basidiomycetes 19 UL
Este trabatho Lignina peroxidase Farelo de Cacan Aspergillus niger 8,49 x 103 UL
GOMES etal 2000 Mn peroxidase Corantes industriais Basidiomycetes 0.6 U/ mL
ANASTAE] et al 2000 Mn peroxidase Arroz Basidiomyeetes 124 VL
Este trabatho Mn peroxidase Farelo de Cacan Aspergillus niger 1,79 x 1011 UI'L

A umidade ¢ um fator critico para o crescimento

desenvolver, estas duas condi¢des

podem estar

de fungos em substrato solido. Como a quantidade
de agua é sempre limitada, o controle do nivel de
umidade ¢ essencial para a otimizacgao do processo
em estado solido. O teor de agua adequada para o
substrato deve permitir a formagao de um filme de
agua na superficie, para facilitar a dissolucdo e a
transferéncia de nutrientes e oxigénio. Entretanto,
os espagos entre as particulas devem permanecer
livres para permitir a difusdo de oxigénio e a
dissipacdo de calor (GERVAIS; MOLIN, 2003;
SANCHEZ, 2009). O que se pode notar que o teor
de agua de 50% foi a ideal para a obtencdo das
enzimas aqui estudadas, a otimizagao realizada foi
necessaria para o ajuste de producdo da enzima.
Nos teores de agua estudados, 40% e 60%, ocorreu
a diminuicdo da producdo enzimatica este fato
pode estar relacionado com a inibicdo do fungo,
marcado pela extrapolagdo do nivel do teor de
duga ideal para o desenvolvimento da linhagem
selecionada no caso de 60%, ou a baixa atividade
de 4gua necessaria para que o fungo consiga se

influenciando no metabolismo responsavel pela
produgdo da enzima.

O decréscimo na atividade da enzima com
o aumento do tempo de incubagdo pode ser
devido a producdo de co-produtos resultante do
metabolismo microbiano, além do esgotamento
de nutrientes, inibindo o crescimento do fungo e a
formacao da enzima (GUPTA, 2010; SHAFIQUE,
2009).
mecanismo de controle da expressao que podem

Enzimas geralmente apresentam
ser estimulados ou inibidos por produtos do meio.
Os produtos finais de uma dada via metabodlica
sdo frequentemente inibidores das enzimas
que catalisam os primeiros passos da via. Esse
mecanismo ¢ conhecido como Feedback negativo
ou autoalimentacdo (WHITAKER, 1994). Biazus
et al. (2006), observaram que a producdo de
enzimas, a principio, é lenta, acelerando até
alcancar seu valor maximo, a partir desse momento,
a presenca de metabolitos secundarios promove

a inibicdo na excrecdo enzimatica promovendo
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a reducdo na atividade enzimatica (DANTAS,
2002; SANTANA 2002), este processo também
foi observado no presente trabalho. Omemu et al.,
2005 obtiveram maior rendimento de hidrolise do
amido de mandioca por A. niger apds 72 horas
de fermentacdo, concordando com Alva et al.,
2007 que também relataram uma maior atividade
enzimatica por Aspergillus. Resultados similares
ao presente trabalho.

O fungo sintetizou a enzima sem a necessidade
de qualquer indutor ou suprimento além do residuo
de cacau e agua em diferentes concentragoes,
demonstrando sdo

assim que as enzimas

constitutivas.

Conclusoes

No que se diz respeito a obtengdo de enzimas
lignoliticas a estirpe de Aspergilus niger mostrara
bastante promissora, na analise realizada a Lacase
obteve um maior destaque de produgdo em
relacdo as demais enzimas aqui estudadas. Em
todas as enzimas estudas o teor de agua para a
melhor atividade cinética foi 50% com o tempo de
fermentagdo de 72 horas. Em todos os trabalhos
citados anteriormente os tempos de incubagdo
variaram de 7 a 15 dias, bem maiores que aqueles
utilizados em nosso trabalho, ¢é importante
também ressaltar que ndo foi utilizado nem um
tipo de indutor, suprimento ou pré hidrdlise no
residuo, demonstrando assim que as enzimas sio
constitutivas. A FES é uma tecnologia capaz de
propor caminhos alternativos para a reutiliza¢do
dos residuos gerados, diminuindo passivos
ambientais bem como a valorizagdo econdmica

desses rejeitos.
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