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PRODUCAO DE ENZIMAS HIDROLITICAS POR
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO DA PALMA DOCE
(NOPALEA COCCINELLIFERA) UTILIZANDO MODELOS

ESTATISTICOS SIGNIFICATIVOS
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Resumo: As enzimas microbianas sdo um dos produtos biotecnoldgicos mais utilizados nas Ultimas décadas,
sendo produzidas por uma grande variedade de micro-organismos e substratos de diversas origens. Foram
realizados estudos para a producdo de enzimas lignocelulésicas por fermentacdo da palma doce (Nopalea
coccinellifera) em estado solido através do fungo filamentoso Aspergillus niger. As fermentagfes solidas
foram realizadas em Erlenmeyers contendo 10 g de farelo de palma, ao qual foi adicionada uma suspensao
contendo 10° esporos por grama de substrato. Foram adicionados volumes de agua estéril até o valor de teor
de agua atingir 85% m/m o que equivale a uma atividade de agua aproximada de 0,985. Os cultivos foram
conduzidos a 30C em estufa bacteriolégica. A maximizagdo da producdo das enzimas CMCase, FPase,
Xilanase, Lacase, Peroxidase e Mn Peroxidase segundo o ajuste estatistico matematico, foram 4,66 U/mL,
7,03U/mL, 19,71 U/mL, 1,25 x10" UI/L, 2,71 x10™ UI/L, 9,78 x10™ UI/L respectivamente. Durante 0s
processos fermentativos o fungo sintetizou e excretou a enzima sem a necessidade de qualquer outro indutor
além da palma doce e agua, demonstrando a viabilidade de utilizagdo da palma doce como matéria-prima

para o bioprocesso.
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1 Introducéo

A palma doce ou forrageira (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
multiplas utilidades, podendo ser usada na
alimentacdo humana, na producdo de
medicamentos, cosmeéticos e corantes, na
conservagdo e recuperac¢do de solos, como
cercas vivas e paisagismo. Sua composicdo
quimica relativa possui alto valor de
nutrientes digestiveis totais. Os niveis de
carboidratos solaveis também sé&o elevados,
bem como os teores de cinza, vitaminas e
ferro, devendo serem destacados os teores

T E-mail: tamicarvalhods@gmail.com

2 E-mail: georgeabreul6@hotmail.com

% E-mail: clissianesoares@hotmail.com

* E-mail: alexandragquimica@hotmail.com
® E-mail: tjor.mgf@gmail.com

® E-mail:marcelofranco@pq.cnpg.br

de calcio (3%); potassio (2,5%) e fosforo
(0,15%) (CHIACCHIO; MESQUITA;
SANTOS, 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, e é
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 matéria organica. As precipitacdes
pluviométricas séo irregulares.

A cobertura vegetal é constituida por
plantas que suportam longos periodos de
estiagem (CHIACCHIO; MESQUITA;
SANTOS, 2006). Devido a sua composicao
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essa biomassa vegetal apresenta potencial
biotecnolégico para a produgdo de
compostos de interesse industrial como
bioetanol, glicose, proteinas, enzimas e
compostos de aroma, entre outros
(SOCCOL; VANDENBERGHE; MEDEIROS,
2010).

Dentre esses biocompostos, as
enzimas sao aplicadas em diversos
processos industriais. Esse setor apresenta
muitas iniciativas de pesquisa e
desenvolvimento, resultando na producéo de
diversos produtos, além de melhoramento
dos processos e do desempenho ja
existentes no mercado. No entanto, o custo
dessas enzimas é o que limita sua aplicacdo
em grande escala. Reduzir os custos de
producédo é fundamental para amplificar essa
aplicacdo (PARK; KAWAGUCHI; SUMITANI,
2005). Nesse sentido estudar a aplicacédo da
palma forrageira como matéria-prima para
bioprocessos, pode viabilizar essa aplicacdo
(PANDEY et al., 2005; ARAUJO et al., 2008;
GHORAI; BANIK; VERMA, 2009).

O mercado global de enzimas
movimentou aproximadamente US$ 5,1
bilhdes em 2008 e a projecdo estimada para
2013 é de US$ 7 bilhdes. As pesquisas
envolvem a otimizacdo do processo e a
producdo de enzimas com potencial
industrial visando a diversificacdo do
comércio mundial (MENDES et al. 2011).

O objetivo deste trabalho foi
investigar a utlizacdo da palma doce
(Nopalea cochenillifera) como matéria prima
para a producéo de enzimas
ligninoceluloliticas através do processo de
fermentacdo em estado sdélido com
Aspergillus niger.

2 Material e métodos
2.1 Material

A amostra foi coletada no campo
agrostoldgico da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia — Campus de Itapetinga.
ApOs a higienizagdo e corte, amostras de
palma foram secas em estufa a 70 ‘C por 24
horas e trituradas em moinho tipo Willey para
se obter uma granulometria de
aproximadamente 2 mm.

O micro-organismo utilizado para
producdo enzimatica foi Aspergillus niger,
proveniente do Laboratorio de
Aproveitamento de Residuos Agroindustriais
(LABRA-UESB). A espécie fangica foi
inoculada em Batata Dextrose Agar (pH

5,02). Foi preparada uma suspensdo de
esporos em solugdo de Tween 80 a 0,01%,
na qual a contagem do niumero de esporos
em suspensdo foi efetuada utilizando camara
de Neubauer com auxilio do microscopio
binocular (BIOVAL L1000) de acordo com a
metodologia descrita por Santos et al.
(2011a).

2.2 Fermentacdo em estado sélido

As fermentagdes solidas foram
realizadas em Erlenmeyers contendo 10 g de
farelo de palma, ao qual foi adicionada uma
suspensédo contendo 10° esporos por grama
de substrato. Foram adicionados volumes de
agua estéril até o valor de teor de agua
atingir 85% m/m o0 que equivale a uma
atividade de agua aproximada de 0,985. A
umidade inicial do residuo depois de seco foi
quantificada a 2% m/m em determinador de
umidade infravermelho (MARTE 1D200). Os
cultivos foram conduzidos a 30 T em estufa
bacteriolégica (SL 101 SOLAB) Apés o
processo fermentativo foi feita a extracdo
mecanica do extrato enzimatico por meio de
filtracAdo com solucdo tampédo de citrato de
sédio 50 mM (pH 4,8). O extrato enzimatico
proveniente da fermentacdo foi recolhido e
centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos em
centrifuga (CETRIBIO 80-2B).

A otimizagdo da producdo de
enzimas foi realizada analisando a variagcdo
do tempo de fermentacdo (24 h, 48 h, 72 h,
96 h, 120 h), com trés repeticbes amostrais.
A andlise de variancia (ANOVA) para os
modelos foi realizada e a importancia do
modelo foi examinada pelo teste estatistico
de Fisher (teste F) e P <0,01. O software
estatistico utilizado foi o Statistical Analysis
System® (SAS) verséo 8.0, para elaboracao
dos gréficos foi utilizado o software Sigma
Plot® verséo 11.0.

2.3 Determinacédo da CMCase

(endoglucanase - EC 3.2.1.4)

A atividade da enzima CMCase, foi
quantificada por meio da dosagem dos
acucares redutores  produzidos pela
degradacdo de carboximetilcelulose (CMC) a
2 % plv, diluida em citrato de sédio, No
controle da reacao foram adicionados 0,5 mL
da solucdo tampdo e 0,5 mL de extrato
enzimatico. O branco da analise continha 0,5
mL de solugdo de DNS (acido 3,5-
dinitrosalicilico) solucdo de 0,5 mL de
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solucdo tampdo. Todas as amostras foram
incubadas em estufa bacterioldgica a 50 °C
por 10 minutos. A seguir, as reacdes foram
interrompidas com a adicao de 0,5 mL da
solucao de DNS. Os tubos foram submersos
em agua fervente por 5 minutos, logo apés
foram adicionados 6,5 mL de agua destilada
para posterior medicdo de absorbancia na
faixa de 540 nm realizada em
espectrofotdbmetro (GHOSE, 1987).

2.4 Determinacdo da FPase (complexo
endoglucanase - EC 3.2.1.4 e
exoglucanase EC 3.2.1.91)

A atividade FPase foi determinada
por meio da dosagem dos acUcares
redutores liberados durante a degradacao,
em uma tira de papel de filtro Whatman n°1
medindo 1,0 x 6,0 cm. Foram adicionados
1,0 mL de solucdo tampdo de citrato de
sédio com pH 4,8 (50 mM), 0,5 mL de extrato
enzimatico e uma tira de papel filtro. No
controle da reacéo foram adicionados 1,0 mL
da mesma solugdo tampdo e 0,5 mL de
extrato enzimatico, enquanto que no controle
do substrato foram adicionados 1,5 mL de
solucdo tampdo e uma tira de papel filtro.
Apb6s 1 hora de incubacdo em estufa foram
adicionados 3 mL de solucdo de DNS aos
tubos reacBes e controles, com posterior
fervura em banho-maria (GHOSE, 1987).

2.5 Determinacao da Xilanase

(endoxylanase; EC 3.2.1.8)

A atividade da enzima xilanase foi
determinada segundo Miller (1959), através
da reacdo de uma mistura contendo 1,0 mL
de sobrenadante da cultura (extrato
enzimatico), 1,0 mL de solucdo de 1% de
xilana em 0,05 mL de tampé&o acetato pH
5,0, e 2 mL da solucdo de DNS. A mistura foi
incubada & 50°C por 30 minutos, e o sistema
enzima-substrato foi agitado periodicamente
para manter a xilana em suspensdo. As
leituras das absorbéncias de cada ensaio
foram realizadas a 550 nm (GOKHALE,
1986).

2.6 Determinacdo de CMCase, FPase e
Xilanase

A curva padrdo para a CMCase e a
FPase foi construida a partir da

determinacdo de glicose nas concentracdes
de 0,1 a 2,0 g/L pelo método do DNS
(MILLER, 1959). Para a Xilanase a curva foi
construida a partir da determinacéo de 0,1 a
2 g/L de xilose produzido por minuto. A
unidade de atividade enzimatica (U) foi
definida como a quantidade de enzima capaz
de liberar 1umol de acucares redutores por
minuto a 50 C, sendo a atividade enzimatica
expressa em U/mL. A absorbancia foi
medida em espectrofotdbmetro a 540 nm para
a CMCase e FPase e em 550 nm para a
Xilanase .

2.7 Determinacao da Lacase (E.C. 1.10.3.2)

A atividade de lacases foi
determinada utilizando-se como substrato
0,1 mL de uma solucdo etandlica de
siringaldazina (4-hidroxi-3,5-azino-
metoxibenzaldeido) (SZKLARZ; ANTIBUS;
SINSABAUGH, 1989) em concentracdo de 1
mM. A reacdo de oxidag&o foi conduzida em
0,3 mL de tampé&o citrato-fosfato 50 mM e pH
5,0, 0,1 mL de agua e 0,5 mL de extrato. A
reacdo foi quantificada apdés 10 minutos
através da leitura da absorbancia em
espectrofotdbmetro (BEL PHOTONICS 2000
UV) no comprimento de onda de 525 nm. A
atividade enzimaética foi calculada com base
na absortividade molar dos substratos
oxidados (gs5,5 = 65.000 M'l.cm'l).

2.8 Determinacdo da Peroxidase (E.C.
1.11.1.7)

A atividade da peroxidase foi
realizada segundo a metodologia descrita
por Archibald (1992). Foram utilizados dois
tubos de ensaios, um para a amostra nao
fervida e outro para a amostra fervida. Foi
adicionado em cada tubo 0,6 mL da amostra
a ser analisada e 0,2 mL do tamp&o citrato-
fosfato, 0,1 mL de H,O,. Um tubo foi fervido
durante 10 minutos (controle) e depois
retirado e resfriado. O tempo inicial (zero) foi
determinado como a medicdo da
absorbancia no momento em que se
adiciona 0,1 mL de siringadalzina. Depois foi
feita outra medicdo no tempo final apés 10
minutos. De cada tubo, contendo as
amostras fervidas e nédo fervidas, foram
retiradas aliquotas de 1,0 mL que foram
medidas no comprimento de onda 460 nm
(€460= 29400 L. M-1. cm-1).
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2.9 Determinacédo da
Peroxidase (MnP; E.C. 1.11.1.13)

Manganés

A atividade da MnP foi realizada
segundo Anastasi, Coppola e Prigione
(2009). A manganés peroxidase foi
determinada através da oxidacdo de 0,5 mL
de vermelho de fenol 0,1 % em 1,25 mL de
tampdo succinato de sédio 20 mM (pH 4,5),
1,5 mL de lactato de s6dio 50 mM, 0,5 mL de
albumina 1%, 0,5 mL de MnSO4 1 mM, 0,5
mL de extrato e 0,25 mL de perdxido de
hidrogénio 2 mM . Ap6s 10 minutos de
reacdo, 1 mL da mistura contida no tubo de
ensaio foi removida e a esse volume foi feita
a adicdo de 30 pL de hidroxido de sddio 6,5
M para interromper a reacdo e realizar a
leitura no espectrofotbmetro. A cinética da
reacdo foi avaliada medindo-se a
absorbancia do produto de reacdo em 610
nm. A atividade de MnP foi calculada com
base na absortividade molar do vermelho de
fenol oxidado (ge10 = 65000 L. M-1. cm-1).

2.10 Determinacédo da atividade
enzimatica para Lacase, Peroxidase e Mn
Peroxidase

A atividade de producdo das
enzimas Lacase, Peroxidase, Mn
Peroxidase, foi calculada seguindo a
equacao 1 descrita por Aguiar Filho (2008).

uljL = BABS 146 (1)
eRt

Sendo:

AAbs = absorbéancia (Abs final —Abs inicial)

¢ = coeficiente de absor¢cédo molar

R = quantidade de solu¢do da amostra

t = tempo de reacdo em minutos

Ul/L = Atividade enzimatica quantificada em
Unidade Internacional

3 Resultados e discusséao

O Aspergillus niger demonstrou
capacidade para produzir as fracdes
lignoliticas conforme afirmam Santos et al.
(2011b). Na Tabela 1 estdo descritos os
valores experimentais obtidos para as
enzimas CMCase, FPase, Xilanase, Lacase,
Peroxidase e Mn Peroxidase.

A partir dos valores experimentais
foram elaborados os ajustes estatisticos com
a finalidade de gerar modelos significativos,

com base no teste de Fisher e no R® Na
Tabela 2 sdo apresentadas as equacdes
ajustadas e validagbes estatisticas, para
cada atividade enzimatica.

De acordo com Granato, Ribeiro e
Castro (2010), para validar o modelo
ajustado os valores otimizados das variaveis
independentes devem ser usados no
procedimento inicial a fim de verificar o poder
de previsdo dos modelos desenvolvidos por
meio da comparacdo de dados tedricos
previsto para o modelo experimental. Nas
figuras 1 e 2 séo representadas as atividades
enzimaticas obtidas experimentalmente.

De acordo com Arantes e Saddler
(2010), a hidrélise enzimética da celulose é
catalisada por enzimas altamente especificas
que sdo chamadas de celulases; na
realidade, trata-se de um complexo
enzimatico composto por pelo menos trés
grandes grupos de celulases:
endoglucanases, que clivam
randomicamente as ligacbes internas da
regido amorfa, liberando oligossacarideos
com terminacdes redutoras e ndo redutoras
livres; exoglucanases, subdivididas em
celobiohidrolases, que sao responsaveis pela
hidrolise dos terminais redutores e n&o
redutores e as xilanases que séo as enzimas
responsaveis pela hidrélise da xilana, o
principal polissacarideo constituinte das
hemiceluloses.

A presenca de xilanases no
complexo enzimatico ¢é de grande
importancia para desestruturar 0
entrelacamento da hemicelulose presente na
parede celular vegetal, ja que este grupo de
polissacarideos ramificados se liga
firmemente entre si e a superficie das
microfibrilas de celulose, cobrindo-as e
mantendo ligagbes cruzadas dificultando a
acdo das celulases durante o processo de
sacarificacdo (YANG Y.Z; YANG, S.Q.; YAN,
Q.J.,, 2006). A maximizacdo das enzimas
CMCase, FPase e Xilanase, segundo o
ajuste estatistico matematico, foram 4,66
u/mL, 7,03U/mL e 19,71 U/mL
respectivamente. Em relacdo ao tempo de
fermentacdo foi possivel estabelecer os
seguintes  valores: 92,54 horas de
fermentacdo para a CMCase, 95,76 horas
para FPase e 96,43 para a Xilanase.

Para a hidrédlise da celulose a
mon6meros de carboidrato, é necesséria
uma acdo conjunta de todas as enzimas do
complexo celulolitico (MAWADZA,
HATTIKAUL,; ZVAUYA, 2000), o que leva a
investigar, entre 0s ensaios com uma Unica
linhagem, aquele no qual foram produzidas
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maiores guantidades de celulases
simultaneamente. As endoglucanases atuam
randomicamente ao longo da molécula de
celulose, gerando um decréscimo
significativo de seu grau de polimerizacao.
Por sua vez, as celobiohidrolases, cuja acédo
catalitica é capaz de hidrolisar preparacdes
celulésicas microcristalinas, atuam nas
regides terminais das moléculas de celulose,
promovendo a sua despolimerizacédo
gradativa através da remocdo de unidades
de celobiose terminais (WOOD; MCCRAE;
BHAT, 1989).

A Peroxidase ou Lignina Peroxidase
(LiP) & uma glicoproteina que contém
ferroprotoporfirina IX (heme) como grupo
prostético e requer perdxido de hidrogénio
para sua acdo catalitica. A LiP oxida a lignina
e outros compostos derivados da mesma,
além de compostos nado fendlicos por
retirada de elétron de um nucleo aromatico,
criando radical instavel que passa por
numerosas transformagbes levando a

Tabela 1 - Valores experimentais para as atividades

decomposicdo do substrato  (DURAN;
ESPOSITO, 2000). A acdo dessa enzima
resulta em oxidacdo de &lcoois benzilicos,
guebra de cadeias aromaticas, desmetilacao,
rearranjos intramoleculares e quebra de
anéis em compostos ndo fendlicos
relacionados a lignina (GOLD; WARIISH;
VALLI, 2003).

O A&lcool veratrilico é o redutor
preferido pela LiP, sendo produzido pelo
fungo de degradacdo branca apos ligndlise
e, aparentemente, protege a enzima contra
inativacdo pelo excesso de peroxido de
hidrogénio. Na presenca de peroxido de
hidrogénio, a LiP oxida o alcool a
veratraldeido, reacdo esta comum em
ensaios de atividade da LiP (DURAN;
ESPOSITO, 2000). A Manganés Peroxidase
(Mn-P) é muito semelhante a LiP, entretanto,
além do peréxido de hidrogénio requer ions
Mn*? e oxida Mn(ll) a Mn(lll) (CRAWFORD;
POMETTO, 1988).

de producédo das enzimas, CMCase, FPase e

Xilanase, Lacase, Peroxidase, Mn Peroxidase.

Atividade Enzimatica

Tempo (h) CMCase* FPase* Xilanase* Lacase** Peroxidase** Mn Peroxidase**
24 1,90 3,81 729  6,58x10% 9,95 x10* 7,67 x10*
48 2,40 4,95 8,32  7,88x10" 1,38 x10™ 9,01 x10™
72 2,73 5,29 9,03 1,25x10®  1,68x10" 9,78 x10*
96 4,64 7,09 19,57 1,12 x10" 2,71 x10" 7,84 x10™
120 3,79 6,12 13,91 1,01x10® 1,86 x10" 6,92 x10*

*Atividade Enzimatica quantificada a U/mL; valores obtidos a partir da media de trés repeticOes

experimentais.

**Atividade Enzimética quantificada a UI/L; valores obtidos a partir da media de trés repeticées experimentais.

Tabela 2 - Modelos de ajuste de dados

Equacéo R? P* F
E1** -2¥10°x3 + 0,003X° - 0,167X + 4,352 0,892 0,002 1,23
E2* -1¥10°°X3 + 0,002X2 - 0,084X + 4,802 0,901 0,003 4,82
E3** -1¥10™x3 + 0,020X° - 1,135X + 24,73 0,821 0,008 4,87
E4x -2¢10"X3 + 3*10°%? - 2¥10%°X + 6*10™ 0,855 <0,001 3,21
EG** -1#10%%3 + 2%10™°%% - 1*10%%x + 2*10™ 0,899 0,002 3,71
E6** 1*107%3- 3*10°%? + 2*10MX + 3*10™ 0,904 <0,001 3,18
*P <0,01

* E1, E2, E3, E4, E5 e E6 corespondem aos ativos da CMCase, FPase, Xilanase, Lacase,

Peroxidase e Mn Peroxidase, respectivamente.



Figura 1 - Atividades das enzimas CMCase, FPase e Xi

Figura 2 - Atividade das enzimas Lacase, Peroxidase
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Lacases séo fenoloxidases
pertencentes ao grupo das oxidases,
produzidas por fungos e plantas. Possuem
um fon Cu™ em seu sitio ativo, que por
processo oxidativo remove fenil-propano
mais externo a cadeia, gerando radicais
fenoxila. Esses radicais atuam em reacfes
nao cataliticas, como acoplamento radical-
radical, desprotonacgéo a ataques
nucleofilicos pela agua, levando a reacfes
de polimerizagdo, quebras alquiarilicas e
oxidacdes nos centros ativos e
desmetilacdes. Alguns intermediarios
aromaticos de baixo peso molecular acabam
também liberados resultando na
despolimerizacao da lignina (TIEN; KIRK,
1988). Durante a quantificacdo das
atividades enzimaticas do extrato enzimatico
proveniente da fermentacdo da palma doce
foi possivel compor os tempos de
fermentacdo O6timos com base nos ajustes
matematicos, assim para Lacase a atividade
maxima foi quantificada em 1,25 x10"™ UI/L
em 73,42 horas de fermentacdo, Peroxidase
2,71 x10"® UL em 9591 horas e Mn
Peroxidase os valores encontrados foram
9,78 x10™ UI/L em 75,78 horas em periodo
fermentativo.

Héa grande variacdo nos valores das
cargas de enzimas utilizadas, bem como das
concentracfes méaximas de produto obtidas
durante as hidrolises, o que se justifica,
principalmente, por trés motivos: as distintas
metodologias de quantificacdo de celulases
utilizadas pelos autores, que ora se baseiam
nas definicbes de atividade fornecidas pelos
fornecedores das enzimas, ou ainda langam
mao de suas préprias metodologias; pelas
diferentes técnicas analiticas utilizadas na
determinacéo da concentracdo dos aglUcares
liberados; e pela concentracdo de substrato
no sistema, fator diretamente relacionado a
taxa de diluicdo dos hidrolisados e a carga
enzimatica (CASTRO; PEREIRA JR., 2010).

Face a complexidade orientada tanto
a natureza recalcitrante do substrato quanto
a natureza do complexo enzimatico
responsavel pela sua biodegradagdo, pode-
se facilmente perceber que a hidrélise
enzimatica da celulose, da hemicelulose e da
lignina ndo é um processo bioquimicamente
simples. Varios dos fatores que tém sido
relacionados como limitantes & hidrolise
enzimatica da celulose podem ser
grosseiramente divididos em dois grandes
grupos: aqueles associados as mudancgas na
estrutura do substrato e aqueles relativos ao
comportamento das enzimas durante o

processo hidrolitico. Os fatores associados
ao substrato dizem respeito ao aumento
gradativo da resisténcia da celulose a acao
enziméatica, particularmente decorrente do
ataque preferencial das enzimas as regides
mais acessiveis da estrutura supramolecular
da celulose. Porém, descrever tal processo
com base nas propriedades estruturais da
celulose tem se mostrado uma tarefa
complexa. Assim, sdo citados como
relevantes os efeitos da acdo hidrolitica
sobre a porosidade e area superficial
disponivel do substrato (efeitos
macroscoépicos ou topograficos) e sobre o
grau de polimerizacdo e cristalinidade da
celulose (efeitos moleculares) (STONE;
SCALLAN, 1968).

A literatura mostra a producdo de
endoglucanases por actinomicetos, em
especial  Streptomyces, em diferentes
substratos. Uma estirpe de Streptomyces, a
T3-1, produziu 40,3 U/mL em 1,5% de CMC
e sulfato de amdnio, ureia e peptona (JANG;
CHEN, 2003). Jorgensen e Olsson (2006)
obtiveram para Penicilium brasilianum IBT
20888, quando cultivado em biorreator em
meio contendo extrato de levedura e madeira
de um tipo de pinheiro submetido a explosdo
a vapor, valores de 0,59 U/mL de FPase. Os
resultados encontrados para xilanase ficaram
abaixo aos obtidos por Qinnghe, Xiaoyu e
Tiangui (2004) que obtiveram 24,98 U/mL de
atividade de xilanase, utlizando como
substrato sabugo de milho e aveia utilizando
fungo Pleurotus ostreatus- CY012 em
fermentacdo liquida. Santos et al. (2011b)
com a utlizacdo do farelo de cacau e
Aspergillus niger encontraram os valores de
8,49x10™ UI/L, 8,44x10" UIL e 1,79x10"
UlI/L para Lacase, Peroxidase e Mn
Peroxidase respectivamente, em 72 horas de
fermentac&o a 30 °C.

Durante a fermentacdo foram
avaliados o pH final e atividade de agua (aw)
final da fermentacdo apresentados na Figura
3. Durante o processo fermentativo foi
observado a queda dos valores da atividade
de agua, o que pode estar relacionado com o
consumo do teor umidificante do meio pelo
microrganismo utilizado, promovendo assim
a manutencao da espécie fingica no sistema
fermentativo. E  possivel observar o
decréscimo dos valores dessas duas
variaveis, devido possivelmente a
fermentacao apresentar um carater acido em
relagdo ao tempo, jA& a diminuigdo da
atividade de deste estudo evidenciaram que
a producéo de celulases depende do tipo de
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substrato, escolha do inoculante utilizado de distintos métodos quantitativos e
durante o processo fermentativo o que 0 uso qualitativos.

Figura 3 - Quantificacéo do pH final e atividade de  agua final (a w) durante o processo fermentativo.
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4 Conclusdes pré-tratamento. Também € importante
ressaltar que durante a fermentacdo néo foi
A amostra utilizada de Aspergillus fornecido nenhum tipo de suplemento
niger de sintetizou todas as enzimas do nutricional o que demonstra que as enzimas
complexo lignocelulitico propostas, com sdo constitutivas. Futuramente deve ser feito
indices consideraveis de atividade um estudo  com novas  variaveis
enzimética. A palma doce utilizada como independentes e com variacdo de novos
substrato foi avaliada sem qualquer tipo de substratos.

5 Production of fungal enzymes by solid state ferme ntation of sweet palm ( nopalea
coccinellifera) using models statistical significant

Abstract: The microbial enzymes are one of biotechnological products most widely used in recent decades,
being produced by a wide variety of microorganisms and substrates of various origins. Studies were
performed in view of the production of lignocellulosic enzymes by fermentation of the cactus sweet (Nopalea
coccinellifera) in the solid form via the filamentous fungus Aspergillus niger. The solid fermentations were
performed in Erlenmeyers flasks containing 10 g of palm bran, to which was added a suspension containing
10° spores per gram of substrate. Volumes of sterile water were added until the water content value reaches
85% m/m which equates to a water activity of approximately 0.985. The cultures were conducted at 30T in a
bacteriological incubator. The maximization of the production of enzymes CMCase, FPase, Xylanase,
Laccase, Peroxidase and manganese peroxidase according to the mathematical statistical adjustment were
4.66 U/mL, 7.03 U/mL, 19.71 U/mL, 1.25 x10™ IU/L, 2.71 x10™ IU/L, 9.78 x10™ IU/L respectively. During the
fermentation process, the fungus was able to synthesize and excrete the enzime without need of any other
inductor beyond sweet palm and water, demonstrating the feasibility of using the sweet palm feedstock to the
bioprocess.

Keywords: Fungus. Aspergillus niger. Enzymes. Nopalea Coccinellifera. Biotransformation.
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