OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DE HIDRQLISE ENZIMATICA DO BAGACO
DE CANA-DE-ACUCAR

Fabiano Bisinella Scheufele'
Alan de Siqueira Butzke'
Lsabela Furquim Marra'
Salah Din Mahmud Hasan'
Mobnica Lady Fiorese'

Resumo: Devido ao contexto atual da diminuigio dos combustiveis fosseis alavancando a necessidade de
fontes energéticas de origem renovével, tem-se focado muito na conversao de biomassas lignoceluldsicas
via hidrélise enzimdtica. Neste trabalho objetivou-se avaliar e otimizar as condigoes da hidrdlise enzimdtica
do bagaco de cana-de-agucar a partir de celulases produzidas por fermentagio em estado sélido (FES) com
o fungo Trichoderma sp oriundo do bioma amazonico. Inicialmente realizou-se o pré-tratamento alcalino
oxidativo no bagago de cana-de-agtcar, utilizando-o como substrato na FES para a producio de celulases
com Trichoderma sp. O extrato enzimdtico celulolitico produzido alcancou atividade de 0,162 U.mL" e foi
utilizado na hidrélise enzimdtica do bagaco de cana visando a produgao de agticares fermentesciveis. Através
da metodologia de superficies de resposta avaliou-se as varidveis tempo de hidrélise (t), dilui¢ao da enzima
(D), concentragao de Tween 80 (C) e razio sélido:liquido (R) sobre a resposta da atividade enzimdtica da
celulase. Foi utilizada também uma enzima comercial nos testes de hidrélise para fins de comparacio. Os
maiores niveis de atividade enzimdtica obtidos foram 0,324 ¢ 0,362 U.mL" para a enzima produzida e a
comercial, respectivamente, no tempo de 90 min, dilui¢io de enzima de 1,0, na razdo sélido:liquido de 30
g.L"e concentragao de Tween de 1%.

Palavras chave: Celulases, fermentacio em estado sélido, hidrélise enzimdtica, residuos lignocelulésicos.

Abstract: Recently, the search of renewable sources of energy has grown due to the depleting of fossil
fuels, increasing the possibility at the conversion of the lignocellulosic biomass via hydrolytic enzymes.
The aim of this paper was to evaluate and optimize the enzymatic hydrolysis conditions of the sugarcane
bagasse by cellulases produced by solid-state fermentation (SSF) with the Zrichoderma sp. fungi from the
amazon biome. The substrate for the cellulases production at the SSF was the sugarcane bagasse previously
pretreated. The cellulolytic extract reached an enzymatic activity of 0.162 U.mL" and was employed at the
enzymatic hydrolysis aiming the production of fermentable sugars. Using the response surface methodology
the parameters hydrolysis time (t), enzyme dilution (D), Tween 80 concentration (C) and solid-liquid ratio
(R) were evaluated at the enzymatic activity response. Another commercial enzyme was used at the essays
to establish a comparison. The higher yield of enzymatic activity was 0.324 and 0.362 U.mL" for the
produced and the commercial enzyme, respectively at the hydrolysis time of 90 min, enzyme dilution of 1.0,
solid-liquid ratio of 30 g.L'! and Tween 80 concentration of 1%.

Keywords: Cellulases, solid-state fermentation, enzymatic hydrolysis, lignocellulosic waste.
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INTRODUCAO

A possibilidade de produzir combustiveis
derivados da maior fonte de carbono existente no
planeta, a lignocelulose, tem incentivado grandes
investimentos na induastria de biocombustiveis
(Bansal ez al., 2009). O bioetanol proveniente de
biomassas lignoceluldsicas apresenta-se como uma
tecnologia promissora, pois sua matéria-prima ¢é
extremamente abundante, possui alta disponibili-
dade e baixo custo (Kang ez al., 2004; Fitzpatrick
et al., 2010). Pode ainda contribuir majoritaria-
mente na reducdo dos gases do efeito estufa. Uma
mistura de 10% de bioetanol na gasolina reduz a
emissio de diéxido de carbono de 3 a 6%, tornan-
do o bioetanol um combustivel mais limpo além
de ser uma alternativa renovével ao petréleo (Sin-
ghania ez al., 2010).

As biomassas vegetais contém grandes
quantidades de celulose, além de outros polissa-
carideos hidrolisdveis em glicose para fermentagao
a etanol combustivel ou para a produgio de pro-
dutos quimicos de interesse. Na natureza a biode-
gradagio ¢ lenta, pois a lignina e a cristalinidade
dos substratos restringem o acesso das enzimas
hidroliticas aos componentes dos polissacarideos.
Entretanto, a biomassa pode ser pré-tratada e fra-
cionada, utilizando processos que envolvem altas
temperaturas e pressao, combinadas a catdlises
4cidas ou bdsicas, liberando os materiais lignoce-
lulésicos em condigdes mais acessiveis ao ataque
das enzimas (Palonen ez al., 2004). A utilizacio de
residuos da agroindustria brasileira, além de for-
necer diferentes alternativas de substratos para a
fermentagao, também ajudam nos problemas de
polui¢io (Pandey ez al., 2000a).

O grande potencial de mercado e o papel
importante que as celulases agregam sobre as in-
dustrias de bioenergia e produtos de origem bio-
l6gica causam uma grande motivacio no desen-
volvimento de enzimas celuloliticas aprimoradas
que se aplicam 2 hidrélise da celulose das paredes
celulares vegetais. Estas celulases devem possuir
algumas caracteristicas necessdrias para sua aplica-
¢ao em biorrefinarias como alta eficiéncia cataliti-
ca em substratos celuldsicos insoltveis, estabilida-
de em temperaturas elevadas e a determinados pH
e alta tolerincia a inibigao por produto (Zhang ez
al., 2006).

As celulases sio enzimas fundamen-
tais na bioconversio de substratos celuldsicos
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em produtos de valor agregado. Atualmente, a
producio das celulases é a etapa que confere maior
custo, aproximadamente 40%, do valor total de
producio de etanol proveniente de biomassa lig-
noceluldsica (Chandra et 4/., 2010).

O processo de hidrélise enzimdtica envol-
ve a agao sinérgica entre enzimas celuloliticas que
apresentam um alto custo associado a uma baixa
produgio (Zhang ez al., 2006). Diversas pesquisas
tém sido realizados na busca de enzimas capazes
de hidrolisar a celulose de maneira mais efetiva,
seja pela otimizagdo de processos fermentativos,
pela combinagao de enzimas para a obtenc¢io de
complexos celuldsicos mais eficientes ou pelo me-
lhoramento de espécies por meio de métodos de
engenharia genética (Imai ez a/., 2004; Kang et al.,
2004).

A grande maioria das celulases comerciais
sao produzidas pelo fungos filamentosos 77icho-
derma reesei ou Aspergillus niger por fermentacao
submersa (FSm). Fungos possuem maior interesse
comercial devido a capacidade de niveis de secre-
¢ao protéica maiores que 100 g.L', e a possibi-
lidade de suas enzimas atuarem naturalmente de
maneira bastante efetiva na hidrélise da biomassa
(Chundawat ez al., 2011).

O desempenho da produgio destas enzimas
¢ intensamente influenciada por diversos parime-
tros incluindo a natureza do substrato celulésico,
o pH do meio, disponibilidade de nutrientes, su-
plementa¢io com indutores, temperatura de fer-
mentagio, entre outros. A produgio industrial, em
larga escala, das celulases requerem o entendimen-
to e controle dos pardmetros envolvidos no cres-
cimento do micro-organismo e de sua capacidade
produtiva da enzima (Singhania ez 4/, 2010). O
custo e os baixos teores de produgao destas enzi-
mas sdo os principais fatores a serem superados
para a aplicagao industrial do processo. Reduzir
os custos de produgio por meio da otimizagio do
meio fermentativo e o processo é o objetivo da
pesquisa bdsica para aplicagoes industriais (Park ez
al., 2002; Kang ez al., 2004; Latifian ez al., 2007).

Atualmente, a grande maioria das enzimas
utilizadas industrialmente sdo produzidas fazendo
uso da FSm, geralmente utilizando-se micro-orga-
nismos geneticamente modificados. No entanto,
o custo da produgio destas enzimas por FSm é
alto e o processo torna-se, muitas vezes, econo-
micamente invidvel (Pandey ez 4/, 2000a). Desta
forma, a fermentagio em estado sélido pode ser
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considerada uma alternativa atraente na reducao
dos custos de producio destas enzimas (Pandey ez
al., 2000b).

O objetivo deste trabalho foi avaliar e oti-
mizar as condigbes da hidrélise enzimdtica do
bagaco de cana-de-agtcar a partir de um comple-
xo celulolitico produzido pela FES do bagago de
cana pelo micro-organismo de origem amazonica
do género Trichoderma sp., este trabalho foi base-
ado em uma dissertacio de mestrado (Scheufele,
2012).

MATERIAIS E METODOS
MICRO-ORGANISMO E FES

O micro-organismo utilizado neste traba-
lho foi o fungo Trichoderma sp. 1382, cedido pelo
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia —
INPA, conservado sob refrigera¢io a 4°C em meio
inclinado PDA (Potato Dextrose Agar), sendo re-
picado periodicamente. O preparo do inéculo em
meio PDA inclinado em temperatura constante
de 30°C por um periodo de 7 dias. A contagem
dos esporos foi realizada em cAmara de Neubauer
(Scheufele, 2012).

O residuo lignocelulésico utilizado no es-
tudo da hidrélise enzimdtica foi o bagago da
cana-de-agticar, o qual foi submetido a um pré-
-tratamento conforme metodologia proposta por
Krishna (2000), o qual usou tratamento alcalino
oxidativo com peréxido de hidrogénio 1% (v/v)
no pH 11,5, apés retirada do contetido solavel do
residuo lignoceluldsico por meio de lavagem com
dgua destilada (Scheufele, 2012).

A produgio das enzimas celulases foi reali-
zada através de FES em batelada em frascos erlen-
meyer a 30°C, temperatura em que o fungo apre-
senta maior crescimento, em estufa bacteriol6gica.
A solugio nutriente utilizada foi a de Mandels
& Weber (1969), preparada em tampio fosfato
50mM pH 7,0. Apés autoclavagem do substrato
(bagaco de cana pré-tratado) adicionou-se a solu-
¢do nutriente e ajustou-se a umidade na propor-
¢ao solido-liquido de 1:9. A concentra¢o inicial
de esporos utilizada foi de 1x10” esporos.g”. A
fermentacdo decorreu por um periodo de 144 h,
baseada em resultados de fermentacoes realizadas
anteriormente (Scheufele, 2012). Apés a fermen-
tagdo, o complexo enzimdtico da celulase foi obti-
do por extragdo com tampao fosfato de sédio 50
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mM pH 7,0, na propor¢io 1:17 em incubadora
shaker por 2h, a 35°C e agitagao de 150 rpm.
Além da celulase produzida por fermen-
tacio em estado sélido, utilizou-se também um
extrato enzimdtico preparado com enzima celula-
se comercial SIGMA (EC 232-734-4) produzida
por Aspergillus niger, este foi diluido para obten-
¢a0 de mesma atividade enzimdtica do extrato en-
zimdtico obtido pelo fungo Trichoderma sp.

HIDROLISE ENZIMATICA

Os testes de hidrélise enzimdtica para a ce-
lulase produzida por FES e para a celulase comer-
cial foram realizados em tubos de ensaio, nos quais
foram adicionados o substrato (bagaco de cana-
-de-agticar pré-tratado com H,O,) na quantidade
adequada a cada experimento, 4 mL de tampao ci-
trato 50 mM pH 4,8 e 2 mL da solu¢ao enzimdtica
devidamente diluida. A temperatura foi mantida
constante em 50°C em banho aquecido termostd-
tico, a agitagao foi realizada a cada 10 min, termi-
nada a incubacio os ensaios foram submetidos a
determinaciao dos acticares redutores. Os testes de
hidrélise foram feitos para ambos os extratos enzi-
miticos seguindo planejamentos fatoriais.

METODOS ANALITICOS

A determinagdo da concentra¢io de agtca-
res redutores realizou-se conforme a metodologia
proposta por Miller (1959), a partir do reagente
DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico), com uma sensi-
bilidade na faixa de 0,1 a 1,0 g.L"! de agticar redu-
tor expresso como glicose. A atividade enzimdtica
total (FPase) do complexo celuldsico foi determi-
nada a partir da adaptagio do método de ativi-
dade enzimdtica em papel filtro preconizado por
Ghose (1987). A atividade enzimdtica foi expressa
em unidade internacional de atividade enzimati-
ca (U.mL"), a qual corresponde a quantidade de
enzima que libera 1pmol de agtcar redutor por
mL de caldo por min, sob as condi¢oes do ensaio.
A absorbancia foi medida em espectrofotdémetro
UV-Vis (Shimadzu UV-1800) em comprimento
de onda de 540 nm.

PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Visando analisar influéncia dos parimetros
sobre a hidrélise enzimdtica, foi feito primeira-
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mente um planejamento experimental fatorial
fraciondrio do tipo 2*!, no qual foram testadas as
varidveis: tempo de hidrélise (t), dilui¢io da en-
zima (D), concentra¢io de Tween 80 (C) e razio
sélido:liquido (R) variando conforme os niveis
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Especificacio dos niveis das varidveis
avaliadas no planejamento fatorial fraciondrio
2% da hidrélise do bagago de cana-de-agticar.

Niveis
D] 0 [(+1)
Tempo de hidrélise - t (min) | 30 | 60 | 90
Dilui¢io da enzima - D (v/v) |0,33]0,66| 1,0

Concentragio de Tween 80 -
C (%)
Razio sélido-liquido - R(g.L") | 10 | 20 | 30

Varidveis

0 105 1,0

As varidveis significativas sobre a hidrélise
foram submetidas a otimizagao do processo de hi-
drélise, por meio da utilizagio de delineamento
composto central rotacional (DCCR), o qual uti-
liza a metodologia de superficies de resposta. Os
valores experimentais obtidos foram ajustados ao
modelo de segunda ordem conforme a Equacio

(1):

Y=B,+BX,+BX,+ B, X

> (1)
+ B, X, + B, X\ X,

Onde Y é a resposta predita de atividade en-
zimdtica das celulases (U.mL"), X, e X, os para-
metros analisados (D) e (R), B, é o valor constante
do intercepto, B, e B, os coeficientes lineares de
X, e X, respectivamente, B e B, os coeficientes
quadréticos de X, e X, e B, o coeficiente da inte-
ragao entre as varidveis X, e X..

A andlise de varidncia (ANOVA) foi utiliza-
da na andlise da regressao aos dados experimentais
e das superficies de resposta. A qualidade do ajuste
do modelo quadritico foi expresso pelo coeficien-
te de determinacio (R?).

No planejamento DCCR, fixou-se os pa-
rametros apontados como nao significativos pelo
planejamento fraciondrio 2*': concentragio de
Tween 80 no nivel inferior, ou seja, zero (sem
Tween 80) e o tempo de hidrélise foi mantido
em 60 min, sabendo-se que a metodologia de

ENGEVISTA, V. 14, n. 3. p. 310-321, dezembro 2012

determinacio de atividade enzimitica da celula-
se utiliza este tempo como padrio. As varidveis
estudadas no delineamento composto central ro-
tacional foram desta forma, a dilui¢do da enzima
(D) e a razao sélido-liquido do bagago (R), nas
quais os niveis utilizados sdo apresentados na Ta-
bela 2.

Tabela 2. Especificacao dos niveis das varidveis
avaliadas no planejamento DCCR da hidrélise

do bagaco de cana-de-agticar.

Niveis

Variaveis

(-1,414) | (-1) | 0 | (+1) | (+1,414)

Diluigao
daenzima| 0,5 ]0,57/0,75/0,93 1
- D (vlv)

Razao
sélido-
liquido -
R(g.L")

20 122,9| 30 | 37,1 40

Os resultados obtidos na hidrélise enzim4-
tica foram analisados no soffware STATISTICA™
(v. 8.0) onde foi realizada uma estimativa dos efei-
tos das varidveis e suas interacoes sobre a resposta
analisada, considerando o nivel de significAncia
de 5%. Gerou-se também a andlise de variancia
(ANOVA) que tem como objetivo testar a valida-
de do modelo matemadtico obtido, através do tes-
te F e do cdlculo do coeficiente de determinagio
do modelo (R?). A metodologia de superficie de
resposta foi usada para otimizar as condigoes de
hidrélise e fornecer um modelo matemitico ade-
quado para as respostas de AE. Modelos obtidos
com baixos valores de R* sao desconsiderados para
fins de otimizaglo, servindo apenas para atestar
a influéncia das varidveis sobre a resposta (Barros
Neto et al., 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo da hidrélise enzimdtica do ba-
gaco de cana pré-tratado com perdxido de hidro-
génio (1%) utilizou-se a metodologia de super-
ficie de resposta como ferramenta na otimizagio
do processo. Dois tipos de planejamento foram
realizados, primeiramente um planejamento fa-
torial fraciondrio 2% foi utilizado para a triagem
de varidveis. Em seguida um planejamento com-
posto central rotacional (DCCR) foi aplicado
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para a obten¢io de um modelo quadritico do
processo.

Ambos os planejamentos foram utilizados
tanto para a enzima produzida por fermentagio
em estado sélido (FES) quanto para a enzima co-
mercial, de forma a estabelecer uma comparagio
entre as enzimas. A celulase produzida por FES
pelo micro-organismo 7richoderma sp. alcangou
uma AE de 0,162 U.mL" ou 2,778 U.g", nas
condigdes de uma propor¢ao sélido-liquido de
1:9 e pH 7,0. Desta maneira a enzima comercial
utilizada foi diluida para obten¢ao da mesma ati-
vidade enzimdtica.

Latifian ez al., (2007) por meio de meto-
dologias de superficies de resposta estudaram a
producio de celulase por FES com farelo de ar-
roz com dois micro-organismos do género 77i-
choderma sp., avaliando os parAmetros tempera-
tura (25, 30 e 35 °C), umidade (40, 55 e 70%)
e pH (4, 5 e 6). Verificaram que para o micro-
-organismo 1. reesei QM9414 a méxima ativida-
de enzimitica da celulase obtida foi de 1,1635
U.g' observada no pH 5,0, umidade de 70% e
temperatura de 30°C. Para o micro-organismo
T. reesei MCG77, a AE maxima encontrada foi
de 2,314 U.g' no pH 5,0, umidade de 70% e
temperatura de 30°C.

O micro-organismo amazdnico Trichoder-
ma sp. apresentou uma produgio considerdvel de
celulases pela FES do bagaco de cana pré-tratado
alcangando teores enzimdticos compardveis aos
obtidos por cepas geneticamente modificadas
como os utilizados por Latifian ez a/., (2007).

AVALIACAO DOS PARAME-TROS SOBRE
A HIDROLISE ENZIMATICA

Dentre as varidveis estudadas no planeja-
mento fraciondrio 2*! o tempo de hidrélise foi
baseado na determinagio de AE em papel filtro,
conforme Ghose (1987), a qual utiliza o tempo
de 60 min, de forma que utilizou-se este como ni-
vel central no planejamento. A dilui¢io da enzima
foi avaliada com o intuito de estudar a possibi-
lidade de economizar o extrato enzimdtico, fator
que afeta consideravelmente o custo do processo.
Avaliou-se também a influéncia da adi¢io do sur-
factante Tween 80 na hidrélise, visto que a litera-
tura cita a melhoria de processos de hidrélise com
sua utilizag¢do. A razio sélido-liquido foi variada
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para obter a quantidade de sélido utilizada por
ensaio na hidrélise, neste caso o fator limitante é
a sua concentra¢do méxima, a qual apresenta con-
sisténcia muito elevada para valores maiores que
os utilizados.

A adigao de surfactantes durante a hidrdlise
pode modificar propriedades na superficie da ce-
lulose e minimizar a adsor¢ao irreversivel das celu-
lases sobre a celulose. Os surfactantes nao idnicos,
classe na qual se enquadra o Tween 80, sdo tidos
como os mais adequados na melhoria da hidrélise
da celulose (Sun & Cheng, 2002)

Segundo Eriksson ez al., (2002) uma alta
conversio de celulose em actcares fermentesci-
veis requer uma alta carga enzimdtica, deixando
0 processo pouco vidvel economicamente. A adi-
¢do de surfactantes potencializa a hidrélise enzi-
mdtica, entretanto os mecanismos do aumento da
conversio enzimdtica pela adi¢ao de surfactantes é
desconhecido. Avaliando diferentes tipos de sur-
factantes no mecanismo de hidrélise enzimitica
da lignocelulose, os autores averiguaram que os
surfactantes nio i6nicos foram os mais efetivos,
incluindo o Tween 20 e 80.

Na Tabela 3, observa-se a matriz do plane-
jamento, com as varidveis nas suas formas codifi-
cadas e reais, e os resultados obtidos de atividade
enzimdtica da celulase para a enzima proveniente
da fermentagio em estado sélido (AE,. ) e para a
enzima comercial (AE, ) obtidos na hidrélise do
bagaco de cana pré-tratado.

A partir dos resultados apresentados na Ta-
bela 3, verifica-se que o ensaio 8, nivel superior
(+1) para todas as varidveis, resultou nos melhores
resultados para ambas enzimas. Neste ensaio ob-
tiveram-se valores de atividade enzimdtica 0,324
U.mL" e 0,362 U.mL" para as enzimas por FES
e comercial, respectivamente. Observando-se os
ensaios 9 a 12, a quadruplicata no ponto central,
nota-se que as atividades enzimdticas nao variam
de maneira expressiva, indicando uma boa repeti-
bilidade entre os resultados dos ensaios.

A estimativa dos efeitos principais para o
planejamento fraciondrio sao apresentadas na Ta-
bela 4, juntamente com os valores obtidos para o
erro padrio, p-valor, valores dos coeficientes das
varidveis no modelo. Os valores destacados em ne-
grito e itdlico indicam que o efeito ¢ significativo
para o intervalo de confianca de 95% (p-valor <

0,05).
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Tabela 3. Matriz do planejamento 2% com quadruplicata no ponto central com os valores codificados e

reais.
) Varidveis Respostas
Ensaio
t D C R AE_ (UmL") | AE_ (U.mL")
1 -1 (30) -1 (0,33) -1 (0) -1 (10) 0,063 0,074
2 +1 (90) -1(0,33) -1 (0) +1 (30) 0,095 0,127
3 -1 (30) +1 (1,0) -1 (0) +1 (30) 0,179 0,321
4 +1 (90) +1 (1,0) -1 (0) -1 (10) 0,179 0,238
5 -1 (30) -1 (0,33) +1 (1 %) +1 (30) 0,103 0,122
6 +1 (90) -1 (0,33) +1 (1%) -1 (10) 0,087 0,076
7 -1 (30) +1 (1,0) +1 (1 %) -1 (10) 0,173 0,216
8 +1 (90) +1 (1,0) +1 (1%) +1 (30) 0,324 0,362
9 0 (60) 0 (0,66) 0 (0,5 %) 0 (20) 0,165 0,192
10 0 (60) 0 (0,66) 0 (0,5 %) 0 (20) 0,168 0,187
11 0 (60) 0 (0,66) 0 (0,5 %) 0 (20) 0,173 0,179
12 0 (60) 0 (0,66) 0 (0,5 %) 0 (20) 0,162 0,187

Tabela 4. Estimativa dos efeitos do planejamento fraciondrio 2% para a hidrdlise enzimdtica do bagaco

para as enzimas FES e EC.

Enzima FES (AE_ ) Enzima Comercial (AE, )

Intercepto p-valor Coeficiente Erro p-valor Coeficiente Erro
0,000 0,156 0,008 0,000 0,190 0,006

t 0,082 0,021 0,010 0,245 0,009 0,007

D 0,000 0,063 0,010 0,000 0,092 0,007

C 0,075 0,022 0,010 0,778 0,002 0,007

R 0,046 0,025 0,010 0,001 0,041 0,007

R?=0,881 R?=0,968

Na Tabela 4 ¢é possivel verificar que os pla-
nejamentos para ambas as enzimas obtiveram
comportamento similar no que se refere as vari-
dveis significativas sobre o processo de hidrdlise
do bagaco. As varidveis, dilui¢ao da enzima (D) e
razao sélido-liquido (R) sdo as varidveis significa-
tivas para ambas as enzimas, ao passo que as vari-
dveis tempo de hidrélise e concentragao de Tween
80 nio exerceram influéncia significativa sobre o
processo. Através dos valores dos coeficientes veri-
fica-se que as varidveis D e R influenciam positiva-
mente sobre a resposta (AE), ou seja, aumentando
o valor destes parimetros maiores teores enzima-
ticos serao obtidos.

Nota-se que o valor do coeficiente de corre-
lacdo (R?) do planejamento com a enzima comer-
cial foi mais elevado que o da enzima produzida
por FES, isto pode ter ocorrido devido ao fato da
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utilizacio do extrato enzimdtico bruto ser sem
purificagdo, tornando-o menos homogéneo que a
enzima comercial.

Planejamentos fraciondrios sio utilizados
apenas para a triagem de varidveis nao sendo aplica-
dos para a obten¢io de modelos, entretanto é pos-
sivel estabelecer superficies de resposta para indicar
a dire¢do a ser tomada nos préximos experimentos,
na Figura 1 so apresentadas as superficies de res-
posta do planejamento fraciondrio 2% para a AE
em funcio das varidveis significativas D e R.

As superficies de resposta (Figura 1) indi-
cam que aumentando-se a razdo sélido-liquido e
para extratos enzimdticos mais concentrados, ou
seja, maiores valores de D maiores atividades en-
zimdticas serdo obtidas.

Dentre as varidveis avaliadas no planeja-
mento ¢ possivel afirmar que a razao sélido-liqui-

315



do (R) do bagaco de cana e a dilui¢io da enzima
(D) sdo os fatores predominantes que afetam o
processo, desta maneira realizou-se um delinea-
mento composto central rotacional (DCCR) para
aprofundar na avaliagao das varidveis significativas
D e R e buscar uma otimizagao do processo.
Vale-se ressaltar que as varidveis tempo de
hidrdélise (t) e concentragio de Tween 80 nao sio

significativas para um intervalo de confianga de
95%, porém elas exercem influéncia sobre a ati-
vidade enzimdtica. Este fato é evidenciado pela
maior atividade enzimdtica obtida no ensaio 4
(nivel superior para todas as varidveis), ou seja,
estas varidveis afetam o processo positivamente,
porém em menor intensidade que as demais va-
ridveis.

Figura 1. Superficie de resposta da atividade enzimdtica obtido no planejamento 2*' da hidrélise do
bagaco de cana para: (a) FES; (b) EC.

OTIMIZACAO DAS CONDICOES DA
HIDROLISE ENZIMATICA

Através do planejamento 2*' nota-se que
aumentando a concentragio da enzima deverd
ocorrer um aumento na AE, entretanto dado o
fato de que a solu¢io enzimdtica produzida por
FES foi o préprio extrato bruto, nao é possivel au-
mentar sua concentragao. A varidvel razao sélido-
-liquido do bagago também possui um limitante,
j& que nao foi possivel acrescentar quantidades
superiores a 40 g.L".

Na Tabela 5 temos a matriz do planejamen-
to em termos de suas varidveis codificadas e reais,
bem como os resultados de atividade enzimdtica
obtidos para cada uma das enzimas estudadas. O
delineamento composto central rotacional consis-
tiu de um planejamento 2? (ensaios 1 a 4), uma
quadruplicata no ponto central (ensaios 5 a 8) e
os pontos axiais (ensaios 9 a 12), responsdveis pela
obtengio do modelo quadritico.

316

Observando-se a Tabela 5, verifica-se que
para a enzima produzida por FES obteve-se o me-
lhor resultado no ensaio 4, correspondente aos ni-
veis (+1) para D e R, com AE de 0,214 U.mL",
seguida pelos ensaios 2, 10 e 12. Para a enzima
comercial os ensaios 4 e 10 apresentaram resulta-
dos similares de 0,372 U.mL"¢ 0,375 U.mL". De
uma maneira geral, as atividades enzimdticas da
enzima comercial mostraram-se superiores para
todos os ensaios, alcancando um valor médio de
1,84 vezes a atividade da enzima produzida por
FES.

Apesar da obtencio de menores atividades
enzimdticas na hidrélise utilizando-se a enzima
produzida nas FES em relagio a enzima comer-
cial ainda podem haver vantagens no uso destas
enzimas. A utilizacao de enzimas produzidas com
substratos residuais, como por exemplo o bagago
de cana, além da produgio por fermentagao em
estado s6lido, a qual necessita de um menor con-
trole operacional, resultam numa matéria-prima
de baixo custo.
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Tabela 5. Matriz do planejamento DCCR com
quadruplicata no ponto central em seus valores
codificados e reais.

Variaveis Respostas
Ensaio AEFES AEEC
b R UmLy | (Uml)
-1 -1
1 0.57) | (22.9) 0,127 0,176
+1 -1
2 0,93) | (22.9) 0,181 0,340
-1 +1
3 0.57) | (37.1) 0,146 0,235
+1 +1
4 (0,93) | (37,1) 0214 | 0372
5 0(0,75) | 0(30) | 0,146 0,278
6 0(0,75) | 0(30) | 0,144 0,297
7 0(0,75) | 0(30) | 0,144 0,300
8 0(0,75) | 0(30) | 0,146 0,278
-1,414
9 (0,50) 0(30) | 0,103 0,179
+1,414
10 (1.00) 0(0) | 0,171 0,375
-1,414
11 0 (0,75) (20) 0,125 0,219
+1,414
12 0 (0,75) (40) 0,171 0,294

A fermentagido submersa é amplamente
utilizada na produgao industrial de celulases. O
custo de produgao e os baixos niveis destas en-
zimas sdo os maiores problemas na produgio a
nivel industrial (Kang ez /., 2004). A fermen-
tacao em estado sélido é tida como um processo
atrativo na produgio de celulases, devido a sua
viabilidade econ6émica por necessitar menores
investimentos e baixos custos de operagio (Yang
et al., 2004).

A produgio de celulases por FES ¢é repor-
tada por diversos autores utilizando-se diversos
substratos residuais, micro-organismos e solu-
¢oes nutrientes (Yang et al., 2004; Latifian et al.,
2007).

Segundo Sukumaran ez al., (2010) a bio-
massa lignocelulésica é considerada como a tinica
fonte futura com potencial de produgao de com-
bustiveis renovdveis, entretanto a comercializagao
do etanol lignocelulésico é limitado devido a de-
ficiéncia de tecnologias economicamente vidveis e
enzimas de baixo custo.

A estimativa dos efeitos principais para o
planejamento DCCR sio apresentadas na Tabe-
la 6, com seus respectivos valores de erro padrao,
p-valor, valores dos coeficientes das varidveis, na
qual os valores destacados em negrito e itdlico
sdo significativos para o intervalo de confianca de

95%.

Tabela 6. Estimativa dos efeitos do planejamento DCCR para a hidrdlise enzimdtica do bagago para as
enzimas FES e EC.

Enzima FES (AE /) Enzima Comercial (AE, )

Intercepto p-valor Coeficiente Erro p-valor Coeficiente Erro
0,000 0,145 0,001 0,000 0,288 0,006

D (L) 0,000 0,027 0,001 0,000 0,073 0,004
D (Q) 0,028 0,003 0,001 0,696 -0,002 0,005
R (L) 0,000 0,014 0,001 0,009 0,025 0,004
R (Q) 0,001 0,008 0,001 0,078 -0,012 0,005
DxR 0,023 0,003 0,001 0,334 -0,007 0,006

R?=0,857 R?=10,982

A partir da Tabela 6 verifica-se que a estima-
tiva para os efeitos apresentou diferengas entre os
resultados obtidos para cada enzima. A hidrélise
com a enzima FES indica que todos os parimetros
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sdo significativos, incluindo os termos lineares e
quadrdticos de D e R, bem como da interagio
entre si, para o intervalo de confianca de 95%.
Para a enzima comercial os termos lineares D e R
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também foram significativos, a exemplo da enzi-
ma FES, entretanto os termos quadrdticos e a in-
teracio entre as varidveis nao exerceram influéncia
sobre o processo, assim como pode ser observado
pelo p-valor.

Através da andlise de variincia, pelo teste F,
comparando-se o valor do F calculado com o F
tabelado ¢ possivel afirmar se 0 modelo proposto
¢ vdlido e se os pardmetros da equagao se ajustam
aos dados experimentais. A Tabela 7 apresenta os
resultados da ANOVA para a hidrélise enzimdtica
com a enzima FES, na qual o valor tabelado de
F para um intervalo de confianga de 95% e com
os graus de liberdade é Fregresséo(5;6;0,05) =439 ¢
para a falta de ajuste temos F.. GleajuSte(3;3;0,05) =
9,28 (Barros Neto et al., 2010).

Tabela 7. Andlise de varidncia obtida para o
planejamento DCCR da hidrélise do bagago de

cana para a enzima FES.

Fonte de
variacao

SQ |GL| MQ

calc

Regressao |0,007956 0,001591 | 7,1968

Residuo 0,001327| 6 |0,000221

Falta de

. 0,001319| 3 ]0,000440 | 182,344
Ajuste

Erro Puro | 0,000007 | 3 |0,000002

Total 0,009282| 11

R*=0,857

Observando-se a Tabela 7, tem-se um F
calculado para a regressao maior que o F tabela-
do, entretanto a razio F_ /F  nao é superior a
4. Temos ainda que o F_ para a falta de ajuste
foi superior ao valor tabelado, de forma que a fal-
ta de ajuste ¢ significativa. Ambos os resultados,
além do coeficiente de determinagio do modelo
relativamente baixo (R? = 0,857), indicam que o
modelo nao se ajusta adequadamente aos pontos
experimentais e que o modelo nio ¢ vélido.

A superficie de resposta, apresentada na Fi-
gura 2, representa graficamente o processo, apesar
da nio validagao do modelo da AE da celulase em
fun¢io da razao sélido-liquido (R) e da diluicao
enzimdtica (D) para hidrélise do bagago de cana
pré-tratado com a enzima do 77ichoderma sp. pro-
duzida por FES. Nota-se que para valores maiores
AE da celulase sao obtidos em maiores concentra-

¢oes de bagaco e enzimas nao diluidas.
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A exemplo do planejamento 2% o valor do
coeficiente de correlagao foi baixo para a enzima
FES devido a utilizagio da enzima bruta e nio ho-
moggénea prejudicando a otimizagio deste proces-
so e a obtencio do modelo. Sendo assim, torna-se
necessdrio avaliar a possibilidade da aplicagio de
processos de purificagao ao extrato enzimdtico.

Figura 2. Superficie de resposta da AE da celulase
em fungio de R e D para a hidrélise do bagago
de cana pré-tratado com a enzima FES.

Extratos enzimdticos de AE mais elevados
poderiam ser obtidos por processos de precipita-
¢ao e concentragio das enzimas. No caso da razao
s6lido-liquido (R), como nao ¢é possivel obter con-
centragoes superiores a 40 g.L'' devido a satura-
¢ao do meio, entretanto poderiam ser realizados
estudos variando-se dimensdo das particulas do
bagaco.

De maneira andloga, para a enzima comer-
cial realizou-se a andlise de variincia e o teste F,
apresentado na Tabela 8, para os mesmos valores
de F tabelado, tem-se Fregresséo(S;G;0,0S) =439 ¢
Fo . (3:3;0,05) = 9,28, considerando o mes-
mo pianejamento foi aplicado para ambas enzi-
mas.

Tabela 8. Andlise de variincia obtida para o
planejamento DCCR da hidrélise do bagaco de

cana para a enzima comercial.

Fonte de
variacao

SQ |GL| MQ

cale

Regressao | 0,047958 0,009592 | 64,5655

Residuo  |0,000891| 6 | 0,000149
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Falta de
Ajuste

Erro Puro |0,000411| 3 |0,000137
Total 0,048849 | 11

R? =
0,982

0,000481| 3 |0,000160 | 1,1708

Desta forma, no caso da regressio como F_
> F e suarazio é superior a 4. Ainda, para a falta
de ajuste o F <F,, verifica-se que ndo hd fal-
ta de ajuste e que o modelo quadritico proposto
¢ vélido, sendo possivel escrever o modelo mate-
mitico empirico de AE em fungio das varidveis
significativas. Assim a correla¢io que representa o
processo ¢ dada pela Equacio (02), com um coe-
ficiente de correlagao de R? = 0,982.

AE(U.mL")=0,288+0,085x D

+0,014x R —0,012x R* @

A superficie de resposta (Figura 3), re-
presenta o modelo obtido para a AE da celulase
em funcao da dilui¢io da enzima (D) e da razao
s6lido-liquido (R) para a hidrdlise enzimdtica do
bagaco de cana pré-tratado pela enzima comercial
de A. niger.

Figura 3. Superficie de resposta da AE da ce-
lulase em fungao de R e D para a hidrélise do
bagaco de cana pré-tratado com a enzima com-
ercial

Observando-se a superficie de resposta
apresentada na Figura 3, nota-se que em maio-
res concentragdes enzimdticas e em razoes sOlido-
-liquido mais elevados obtém-se maiores ativida-
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des enzimdticas. O comportamento para a enzima
comercial foi similar ao da enzima produzida por
FES, entretanto os valores de AE foram superio-
res, e verifica-se uma estabilizagio para os altos
valores das varidveis estudadas.

No caso da enzima comercial seria possivel
aumentar concentragio enzimdtica ou diminuir a
dilui¢ao (D), jad que a mesma ¢ purificada sendo
possivel obter solugoes enzimdticas de AE muito
superiores, entretanto o foco deste trabalho foi
utilizar a enzima comercial como padrio de com-
paragio para a enzima produzida por FES.

Considerando-se que em papel filtro a AE
do extrato bruto enzimatico utilizado foi de 0,162
U.mL", e que a enzima comercial foi diluida para
obter a mesma atividade enzimadtica, verifica-
-se que sobre o bagaco de cana pré-tratado com
H,O, (1%) ambas enzimas exerciam atividades
enzimdticas superiores aos em papel filtro, para
todos os planejamentos como mostrado nas Ta-
belas 3 e 5. Desta maneira, ¢ possivel afirmar que
o pré-tratamento alcalino oxidativo foi eficaz na
disponibilizagio da celulose ao ataque enzimdtico
sendo um substrato adequado e economicamente
vidvel, desde que os parAmetros de hidrélise sejam
convenientemente ajustados.

Bravo et al. (1994) utilizaram tratamento
alcalino do bagago de cana em trés razdes sdlido-
-liquido antes da utilizagdo como substrato na
producio de proteina microbiana. O tratamento
proporcionou um aumento significativo no cres-
cimento flingico em comparagio com o bagaco
nao tratado.

Adsul et al. (2004) realizando fermentagoes
submersas em batelada com o fungo 77ichoderma
viride, testando diversos pré-tratamentos do ba-
gago de cana na produgio de celulases e xilanases,
obtiveram uma aumento na AE (FPase) de 0,28
U.mL" com bagago sem nenhum tipo de trata-
mento para 0,62 U.mL" usando bagaco pré-tra-
tado com H,O, (10%), e ainda, realizando um
branqueamento com NaClO, o valor de ativida-
de enzimdtica encontrado pelos autores foi 0,88
U.mL".

Verifica-se que apesar do desempenho su-
perior da enzima comercial, em termos de AE, a
enzima produzida por FES apresenta resultados
vidveis podendo ser uma alternativa mais econd-
mica nos processos de hidrélise. Outra alternativa
na utilizacio destas enzimas seria o consércio de
enzimas de diferentes fontes, reduzindo o custo e
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aumentando consideravelmente o rendimento do
processo de hidrélise enzimdtica. Conforme Sun
& Cheng (2002) o uso de misturas de celulases
de diferentes micro-organismos, ou a utiliza¢io de
celulases e outras enzimas na hidrélise de mate-
riais celuldsicos tem sido amplamente estudada. A
adigao de K-glicosidases em sistemas de celulases
provenientes de 7. reesei alcangam maiores teores
de sacarificagao. As K-glicosidases hidrolisam a ce-
lobiose, a qual é um inibidor da atividade enzima-
tica da celulase.

Sabendo-se desta deficiéncia de algumas
enzimas especificas produzidas por certos micro-
-organismos, a utilizagao de enzimas de diferentes
procedéncias resulta em um sistema enzimdtico
mais balanceado, nio havendo um fator limitante
prejudicial ao processo.

A utilizagao de residuos lignocelulésicos de
baixo custo, como o bagaco de cana, quando pré-
-tratados adequadamente podem ser empregados
na produgio destas enzimas. O pré-tratamento
também potencializa a hidrélise enzimdtica, tor-
nando a celulose acessivel ao ataque enzimdtico.
Neste trabalho, foi possivel verificar a importincia
do pré-tratamento tanto na producio de celula-
ses, quanto na hidrélise enzimdtica utilizando-se
o tratamento alcalino oxidativo com peréxido de
hidrogénio (1%) no bagago de cana-de-agucar.

CONCLUSOES

O micro-organismo de origem amazdnica
Trichoderma sp. foi capaz de produzir celulases
na fermentagao em estado sélido do bagaco de
cana-de-agucar tratado atingindo niveis de 0,162
U.mL". O pré-tratamento alcalino oxidativo com
H,O, (1%) favoreceu a produgio das celulases
pelo fungo e também disponibilizou os consti-
tuintes do complexo lignocelulésico para o ataque
enzimdtico. A partir do planejamento fraciondrio
2% foi possivel fazer a triagem de varidveis que
exerciam influéncia sobre a hidrdlise do bagaco
de cana, sendo que a dilui¢ao da enzima (D) e
razao sélido-liquido do bagaco de cana (R) foram
os parimetros de maior importincia tanto para a
enzima produzida por FES quanto para a enzima
comercial. A partir do delineamento composto
central rotacional foi possivel obter o modelo que
representasse 0 processo apenas para a enzima co-
mercial. No caso da enzima FES o modelo nio
foi validado devido a utilizagio do extrato bru-
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to e heterogéneo, reduzindo significativamente o
coeficiente de correlagio do mesmo, tornando-se
necessérios estudos de purificagao destas enzimas.
Apesar dos teores enzimdticos superiores da enzi-
ma comercial, a enzima FES apresentou compor-
tamento similar e a utiliza¢ao reduziriam os custos
do processo de hidrélise devido ao baixo custo da
matéria-prima e do processo fermentativo.
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