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Resumo: O objetivo deste trabalho foi a avaliar o procedsohidrélise enzimatica da celulose presente no
bagaco de cana-de-agucar. Para isso foram usardiatasrcelulases produzidas pelos fungashoderma sp,
oriundo do bioma amazonico Aspergillus niger, cepa localA otimizacdo da hidrdlise foi feita empregando-se
a metodologia de superficies de resposta, quesseipaem planejamentos experimentais sequencEssnAfoi
feito um screening inicial das variaveis de processo, utilizando anpJamento de Plackett-Burman, sendo as
seguintes variaveis estudadas na cinética enzeméfccelulose: concentragdo do substrato, concéntrde
extrato enzimético, temperatura, pH, tempo de iacéb e agitagdo. Apds, foi feito um delineamentapmusto
central rotacional (DCCR) visando ajustar um modabitematico nas condigfes otimizadas do processo. O
melhores resultados de acUcares redutores fermamissobtidos a partir da hidrélise enzimaticacdmlose do
bagaco de cana-de-actcar pré-tratado foram AR £20g1L"" a partir da celulase d&ichoderma sp. e AR =
0,129 g.I* com a celulase d&. niger.

Palavras-chave:enzimas. residuos agroindustriais. fungos ligndckticos. Otimizacao.

Abstract: The objective of this research was to evaluateptioeess of hydrolysis of cellulose present in the
sugar- cane bagasse. Cellulase enzymes from Tuigioderma sp, coming from the Amazon biome, and a local
strain of Aspergillus niger, were used. The optimization was accomplished l®ama of response surface
methodology, which is based on sequential expetiahelesigns. Thus, an initial screening was dorieguhe
Plackett-Burman planning, for the main factors imed in the enzymatic kinetics of cellulose, i.supstrate
concentration, enzyme extract concentration, teatpeg, pH, incubation time and agitation. Aftee tiesponse
surface methodology for optimization of the process used as to fit a mathematical model at opéichiz
process conditions. The best results of fermentedddeicing sugars obtained from the enzymatic hydislof
cellulose from pretreated sugarcane bagasse were &R12 g.[* with cellulase ofTrichoderma sp. and AR =
0,129 g.I* with cellulase ofA. niger.
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1 INTRODUCAO

A geracdo mundial de residuos lignoceluldsicos laregulta na poluicdo do meio
ambiente além da perda de materiais valiosos gqdenpaer bioconvertidos em produtos de
maior valor agregado (Howargt al., 2003; Sanchez, 2009). No Brasil a industria sucro
alcooleira e as agroindustrias de modo geral sd@ waxcelente representacdo do
desenvolvimento do Pais. Por outro lado, gera-se alttssima quantidade de residuos como
0 bagaco de cana de acucar e as palhas e caseasigntes de grdos como milho, trigo, soja,
entre outros. Dentre as varias biomassas dispsnigeibiomassa lignocelulésica é uma
matéria-prima promissora devido a sua abundang@ppuibilidade e baixo custo (Karey
al., 2004; Fitzpatriclet al., 2010).

A possibilidade de se produzir combustiveis dei@gada maior fonte de carbono
existente no planeta, a lignocelulose, incentiveandes investimentos na induastria de
biocombustiveis recentemente (Baretall., 2009).

A biomassa lignocelulosica contém altos teoresalelase e outros polissacarideos
em sua constituicdo quimica, podendo ser hidralisaém acucares fermentesciveis
(Scheufele, 2012). Recentemente, ha a necessidddatds energéticas de origem renovavel,
devido a diminuicdo dos combustiveis fosseis, limndo a conversdo das biomassas
lignoceluldsicas via enzimas hidroliticas.

As etapas envolvidas na producédo de biocombust{etasol de segunda geracao) e
compostos quimicos a partir de biomassa lignocgltdéconsistem de preparo do material,
pré-tratamento visando a quebra da lignina, fraoimento, hidrolise enzimatica da celulose
(sacarificacao), fermentacdo dos acgUcares obtido®tapa de hidrélise, recuperacdo do
produto obtido (etanol de segunda geracgao).

A sacarificacdo é a etapa critica na producdo dacaacfermentescivel. Os
procedimentos usados no pré-tratamento sdo essepai@a a remocao da hemicelulose da
lignina, para reduzir a cristalinidade da celuleggara aumentar a porosidade dos materiais
(Hsu et al., 2011). A sacarificacdo enzimatica da celulosdepser considerada como um
meétodo ambientalmente amigavel e que substituatsnhentos com acido sulfarico.

O complexo celulasico secretado por fungos filaosyg por fermentacdo em estado
sélido ou por fermentacdo submersa €& formado pés tomponentes enzimaticos
majoritarios, as endoglucanases, as celobiohidrsldexoglucanases) e fAgylucosidases
(Delabonaet al., 2013). Estas trés classes de enzimas, indivitkrée, acarretam alteracdes
bastante diferenciadas na estrutura supramolealdarcelulose, mas por apresentarem
propriedades complementares, descrevem um altodgrainergismo (ou acédo cooperativa)
durante a hidrolise ou sacarificacao da celulo$eif@awatt al., 2011).

O processo de hidrolise da celulose pode ser afgiad diversos fatores como pH,
temperatura, agitacdo, concentracdo de enzima esulsstrato, etc. e a técnica
convencionalmente utilizada para a sua otimizacd@ealiacdo univariavel. Entretanto, esse
tipo de método é demorado e pouco eficiente nodipgespeito a avaliacdo da interacao
entre os efeitos das variaveis (Garai e Kumar, 2013

Assim, este trabalho se justifica pela utilizac&o rdetodologia de superficies de
resposta cuja finalidade € a identificacao das icoed Otimas da hidrolise enzimética com
vistas a obtencao de acguUcares fermentesciveis.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o processchidizolise enzimatica da celulose
presente no bagaco de cana-de-acgucar. Para isso tmadas enzimas celulases produzidas
pelos fungosTrichoderma sp, oriundo do bioma amazénico. Como objetivo &iipe
buscou-se a otimizacdo do processo de hidrolisenétiza considerando planejamentos
fatoriais sequenciais.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 SUBSTRATO

Foi utilizado como substrato da hidrélise enzinatw bagaco de cana-de-acucar
oriundo de usina sucro-alcooleira da regido de rdae-PR. O bagaco foi previamente
submetido a tratamento alcalino oxidativo, com g@tude peroxido 1%, no pH 11,5, apos
retirada do conteudo soluvel do residuo lignocaigl® por meio de lavagem com agua
destilada, conforme método adaptado de Aguiar (2010

2.2 EXTRATO ENZIMATICO

Dois extratos enzimaticos de celulase foram testadohidrolise do bagaco de cana-
de-acucar:

- extrato de celulase obtido apos fermentacédo e¢ad@solido (FES) do bagaco de
cana-de-acucar com o fungwichoderma sp, 1382 do bioma amazodnico. Esse fungo foi
cedido pelo INPA — Instituto Nacional de Pesquiasazonicas, sendo reativado em meio
caldo Sabouraud (SAB) em incubadshaker (Solab SL 222/CFR) a 28 °C durante 7 dias.
As condicdes de fermentacéo utilizadas foram: adiiginutrientes ao bagaco conforme meio
de Mandels & Weber (1969), preparada em tampaatm&OmM pH 7,0, temperatura de
30°C, umidade na proporcéao solido-liquido de 1:@0Acentracao inicial de esporos utilizada
foi de 1.10 esporos.g.

- extrato de celulase obtido apos fermentacédo e¢ad@solido (FES) do bagaco de
cana-de-acucar com o fungispergillus niger, cepa local isolada do solo, cedida pelo
Laboratorio de Bioquimica, Unioeste, Cascavel/PRiugo foi reativado em meio Agar
Batata Dextrose (PDA) em estufa microbiologica (@s) a 30°C durante 7 dias. As
condicOes de fermentacéo utilizadas foram as medmasgoTrichoderma sp. 1382.

Apos as fermentacfes, os complexos (extratos) étizims da celulase foram obtidos
por extracdo com tampao fosfato de sodio 50 mM ik va proporcdo 1:17 em incubadora
shaker (Solab SL 222/CFR) por 2h, a 35°C e agitacao derfpis0 Os extratos enzimaticos
foram analisados e obtiveram as seguintes atividadeimaticas (AE) Fpasicas: 0,167 U.mL
! para o extrato obtido dErichoderma sp. 1382. e 0,098 U.riLpara o extrato obtido de

Aspergillus niger.
2.3 HIDROLISE ENZIMATICA

A hidrélise enzimatica realizada nos experimentos dagaco de cana-de-acucar
seguiu os preceitos da determinacdo de atividademética total (FPase) do complexo
celulasico, que usa papel filtro como substratofame descrito por Ghose (1987). Os testes
de hidrdlise enzimatica foram realizados em tub®e®mkaio, nos quais foram adicionados o
substrato bagaco de cana pré-tratado, na quantidddgquada a cada experimento do
planejamento experimental e 4 mL de tampao ci@toM no pH especificado.

Os tubos foram dispostos em banho-maria ultratdétios a temperatura especificada
no planejamento experimental por alguns minutos. d&guida foi adicionado 2 mL de
solucdo de extrato enzimatico na concentracdo doemento e os tubos mantidos a
temperatura constante (40, 50 oli@0em banho aquecido termostatico durante 30, 6Dou
min de incubacao, a agitacao foi realizada manugkn cada 5 ou 10 min (ou sem agitacao
nenhuma). Terminada a incubacéo os ensaios forametidos a determinacdo de acgucares
redutores (AR). Os testes de hidrdlise foram fefpasa ambos os extratos enzimaticos
seguindo planejamentos experimentais.
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2.4 PLANEJAMENTOS EXPERIMENTAIS

Visando analisar e selecionar os parametros gligeimdiam a hidrélise enzimatica,
foi feito primeiramente um planejamento experimefétorial saturado do tipo Plackett-
Burman (1946), no qual foram testadas as variageiscentracdo de substrato 1(X
concentracao de extrato enzimatico na hidrolisg, ¢ggmperatura (3, pH da solucao tampéo
utilizada (%), tempo de incubacao de hidrélise;) ¢ agitacédo (¥). A Tabela 1 apresenta os
niveis reais e codificados das variaveis. No pEmepto foi também feita uma quadruplicata
no ponto central para auxiliar no calculo do expegzimental.

Tabela 1.Especificacdo dos niveis das variaveis avaliadgdanejamento Plackett-Burman, PB12, da hidrdlise
enzimatica do bagaco de cana-de-agucar.

Variavel Nivel

-1 0 1
Conc. substrato (Xg.L™) 10 20 30
Conc. de extrato enzimatico )9 v.v') 55 | 11,0/ 16,6
Temperatura (¥ °C) 40 50 60
pH (X4) 4 5 6
Tempo incubacao (min) 30 60 90
Agitacdo manual (¥ min) 0 5 10

O tempo de hidrolise (t) foi baseado na determima@gAE em papel filtro, conforme
Ghose (1987), a qual utiliza o tempo de 60 minfailma que utilizou-se este como nivel
central no planejamento. A influéncia da conce@dimage extrato enzimatico foi avaliada e a
concentracdo do substrato foi variada para obgelaatidade de solido utilizada por ensaio na
hidrolise, o fator limitante é a sua concentrac@&xima, a qual apresenta consisténcia muito
elevada para valores maiores que os utilizados.

Seguindo a metodologia de superficies de respastaariaveis que se mostraram
significativas do planejamento PB12 sobre a hided{p-valor < 0,05) foram submetidas a um
delineamento composto central rotacional (DCCR)yeESpo de planejamento ajusta um
modelo tedrico ndo linear as respostas obtidassrpsrimentos do planejamento. O ajuste
segue um modelo de segunda ordem conforme a Eq(g¢@@ara duas variaveis:

Y =By +BX; +B,X, + BquZ

] (1)
+BpXy" +BpXoX,

Onde Y é a resposta predita de aclcares redutgded), (X, e X, 0s parametros
(variaveis) que foram significativos no PB12,80 valor constante do interceptq, B, 0s
coeficientes lineares de; X X, respectivamente, Be By, 0s coeficientes quadraticos de X
e X, e By, 0 coeficiente da interacdo entre as variaveis Xo.

A analise de variancia (ANOVA) foi utilizada na regsdo dos dados experimentais e
das superficies de resposta. A qualidade do afistenodelo quadratico foi expresso pelo
coeficiente de determinacao?jR pelo teste F.

Os resultados obtidos de AR na hidrolise enzimp@ea os planejamentos foram
analisados nosoftware STATISTICA™ (v. 8.0, Tulsa, USA) onde foi realizada uma
estimativa dos efeitos das varidveis e suas iriesagobre a resposta analisada, considerando
o nivel de significAncia de 5%. A metodologia d@esticie de resposta foi usada para
otimizar as condigbes de hidrolise e fornecer undetm matematico adequado para as
respostas de AR. Modelos obtidos com baixos valiee® sdo desconsiderados para fins de
otimizacdo, servindo apenas para atestar a inflaetas varidveis sobre a resposta (Barros
Netoet al., 2010, Rodrigues e lemma, 2009).

Para cada ensaio do planejamento foi feito um otntrtilizando agua no lugar do
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extrato enzimatico. A diferenca de AR entre o engai planejamento e o controle, deve-se a
glicose liberada no meio devido a hidrolise do Bagzela enzima.

O meétodo de determinacdo da concentracdo de asUaadatores consistiu numa
adaptacdo do método colorimétrico proposto poreév|ll959). A determinacéo de atividade
enzimatica total (FPase) do complexo celulasicad@iptado conforme o método de atividade
enzimatica em papel filtro (padréo) preconizado@HOSE (1987)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 observa-se a matriz do planejamenticestt PB12 de Plackett e Burman
para 6 variaveis, com quadruplicata no ponto cknt@n as variaveis nas suas formas
codificadas (-1, 0 e +1). Os resultados obtidos gada ensaio sdo 0s acUcares redutores
(AR) liberados na hidrolise enzimatica da celuldeeébagaco de cana-de-acucar pelo extrato
enzimatico obtido com o funglrichoderma sp. e também com o fungoniger.

Tabela 2.Matriz do planejamento saturado Plackett-BurmanZPgdra 6 variaveis

Ensaio Substrato  Enzima  Temper.  pH tinc Agitacdo AR (g.L™ AR (g.Lh

X QLD Xp(vwvh)  X3(°C) Xu Xs Xe Trichoderma A. niger
1 1 -1 1 -1 -1 -1 0,010 0,007
2 1 1 -1 1 -1 -1 0,105 0,057
3 -1 1 1 -1 1 -1 0,013 0,024
4 1 -1 1 1 -1 1 0,010 0,013
5 1 1 -1 1 1 -1 0,017 0,095
6 1 1 1 -1 1 1 0 0,051
7 -1 1 1 1 -1 1 0 0,041
8 -1 -1 1 1 1 -1 0,010 0,027
9 -1 -1 -1 1 1 1 0,007 0,010
10 1 -1 -1 -1 1 1 0,044 0,077
11 -1 1 -1 -1 -1 1 0,091 0,037
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0,027 0,007
13 0 0 0 0 0 0 0,112 0,030
14 0 0 0 0 0 0 0,125 0,037
15 0 0 0 0 0 0 0,098 0,030
16 0 0 0 0 0 0 0,112 0,040

3.1 PB12 PARA O TRICHODERMA SP.

A andlise estatistica dos efeitos das seis vagasebre a resposta AR pode ser
observada no gréafico de Pareto (Figura 1a), phrdralise feita a partir do extrato enzimatico
obtido com o fungoTrichoderma sp. Verifica-se que nenhuma variavel se mostrou
significativa (p-valor > 0,05). No grafico de Pargpara ser considerado significativo o efeito
de uma varavel, a coluna horizontal deve ultrapasiaha tracejada a direita.

Os maiores resultados de AR foram observados no pentral. E pratica comum, ao
se iniciar qualquer planejamento, colocar no peetaral aquelas condi¢cdes do processo que
apresentaram até entdo os melhores resultadodeestabelecer faixas de variacéo (niveis -1
e +1) para as variaveis de modo a se avaliar earégsurtir algum efeito no resultado. No
caso do planejamento PB12, para o extratord#oderma, o fato de nenhuma variavel ter-se
mostrado significativa, indica que o0s niveis cestrdas variaveis foram corretamente
especificados, ndo havendo variacao significatoardsultados fora destes niveis (Rodrigues
e lemma, 2009). Assim, o estudo da hidrolise entttmado bagaco de cana-de-agucar,
utilizando complexo enzimatico obtido do funfochoderma sp. foi finalizado e considerou-
se, para a faixa estudada, que o melhor resultadquéle obtido a partir dos seguintes
parametros, considerando o nivel central do plam=jo no qual se obteve AR = 0,112%.L
como valor médio para a hidrélise: concentracastsatn: 20 g.L*, concentracdo de extrato
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enzimatico: 11,0 % vy, temperatura: 50°C, pH: 5,0, tempo de reacdo: B0emagitacao:
manual com intervalos de 5 min. Resultados semebale atividade e AR foram obtidos por
Scheufele et al. (2012).

3.2 PB12 PARA O A. NIGER

Para os resultados de AR obtidos com o extratorerimio oriundo do fungé. niger,
foi possivel verificar (Figura 1b) que as variavemncentracdo de extrato enziméatico na
hidrélise e pH se mostraram significativas (p <5),@ maior resultado (0,095 ¢'L.de AR
foi observado no ensaio nimero 5 (Tabela 2).

Dessa forma, a hidrolise enzimética do bagaco Wa-da-acucar, utilizando complexo
enzimatico obtido do fung@ niger, foi melhor conduzida a partir das seguintes agies
(ensaio 5): concentracdo substrato: 30*gdoncentracéo de extrato enzimatico na hidrélise:
16,6% v.V*, temperatura: 40°C, pH: 6,0, tempo de reacao:ifQagitacédo: sem agitacao.

(b)

@

@)Tec

(2)Enz

6,136196

(4)pH

(5)tempo inc

(@Enz (1)Subs

@H (6)Agit

(1)Subs (3)T(°C)

(5)tempo inc

(6)Agit -162306

p:t05 p=,05
Estimativa dos efeitos padronizados (valor absoluto) Estimativa dos efeitos padronizados (valor absoluto)
Figura 1. Gréfico de Pareto do planejamento Plackett-Burn&t2Rara o extrato enzimatico obtido de (a)
Trichoderma sp. e (b)Aspergillus niger

3.3 DCCR PARA O A. NIGER

Visando otimizar o experimento de hidrélise do lgageom extrato dé. niger, foi
realizado outro planejamento, centrado agora nasdighes do ensaio 5, descritas
anteriormente, alterando apenas os valores das/egiconcentracao de extrato enzimatico e
pH, através de um planejamento do tipo DCCR — dafitento composto central rotacional,
conforme Tabela 3, onde foram aumentadas as fdeasstudo da concentracdo de extrato
enzimatico, X (de 8,3 a 25,0 % v/v) e do pH,Xde 5 a 7), devido aos efeitos positivos
observados no planejamento anterior. Os melhosestados de hidrélise (AR = 0,129 )L
foram obtidos com os ensaios 2 e 6 (Tabela 3), aueespondem a maiores valores de
concentracdo de extrato enzimatico e menores waldee pH. O melhor resultado do
planejamento anterior de Plackett-Burman havia 8ido= 0,095 g.[*. A Tabela 4, de efeitos
e coeficientes, mostra os efeitos significativos/gfor < 0,05) do DCCR para os termos
lineares da equacdo 1, que apresenta os seguirtisientes de determinacdo® 0,879 e
Rzajustad(): 0,779. Considerando nivel de significancia d€610 termo quadratico da
concentracao e a interacao linear dos dois fap@esam a ser significativos (p < 0,1).

Y =00829 + 0039 X, -00163 (X2 —0023 X, —00069 (X2 0022 (X, [X, (1)
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Tabela 3.Matriz do delineamento composto central rotacigaah duas variaveis para os resultados de AR a
partir do extrato enzimatico obtido deniger

Ensaio Conc. Extrato Enz. X(% v.v') pH X, AR (g.Lh
1 -1 (10,8) -1 (5,3) 0,013
2 1(22,5) -1 (5,3) 0,129
3 -1 (10,8) 1(6,7) 0,003
4 1(22,5) 1(6,7) 0,030
5 -1,414 (8,3) 0 (6,0) 0,003
6 1,414 (25,0) 0 (6,0) 0,129
7 0 (16,6) -1,414 (5,0) 0,112
8 0 (16,6) 1,414 (7,0) 0,057
9 0 (16,6) 0 (6,0) 0,068
10 0 (16,6) 0 (6,0) 0,091
11 0 (16,6) 0 (6,0) 0,074
12 0 (16,6) 0(6,0) 0,098
Tabela 4.Tabela de efeitos do DCCR para AR a partir do exeazimético dé\. niger
Variavel Efeito Erro puro p-valor Coeficiente Erro padrao coef.
Média/Interc 0,082999 0,007119 0,001356 0,082999 007,19
(1)Conc. Enz.(L) 0,079888 0,010069 0,004175 0,03994 0,005034
Conc. Enz.(Q) -0,03262 0,011259 0,062647 -0,016309 0,005629
(2)pH (L) -0,04627 0,010069 0,019368 -0,023134 6084
pH (Q) -0,01398 0,011259 0,302542 -0,006991 0,00562
1L x 2L -0,04404 0,014238 0,053592 -0,022019 0,0971

A analise de variancia (Tabela 5) indica que o rnwd@eq. 1) é valido no nivel de
significancia de 5%, comdg: > Rap para o modelo da regressao quadratica e ¢amn<Hrap
para a falta de ajuste, apesar da baixa relacde €ai. e Fap (Barros Neto, 2010). A
validacdo do modelo pela ANOVA pode ser reforcadb gomportamento observado no
grafico dos residuos versus valores preditos peddeto (Figura 2.a), onde os residuos
encontram-se distribuidos de forma aleatdria emotato zero, e também no grafico da
probabilidade normal dos residuos (Figura 2.b)eav&l pontos encontram-se distribuidos no
intervalo (-2 a +2), evidenciando a ausénciaodiiers (Montgomery, 1997). A Figura 3
apresenta a superficie de resposta que melhorsegyiee os resultados do planejamento
DCCR, onde se observa que os maiores rendimentsacaeificacdo do bagaco de cana, em
termos de AR obtidos da hidrolise enzimatica cotnagx deA. niger, sdo obtidos a partir de
valores superiores de concentracdo de extrato atizone com valores mais baixos de pH,
dentro da faixa estabelecida para estas variaee@amejamento DCCR (Scheufele, 2012).
As mesmas conclusdes séo observadas no grafiamtamo (Figura 4).

Tabela 5. ANOVA do planejamento DCCR

Causas de Soma Graus de Média

Variacéo Quadratica Liberdade Quadratica Feaic p-valor
Modelo (regresséao) 0,020777 5 0,0041554 8,748
Residuo 0,00285 6 0,000475
Falta de ajuste 0,002242 3 0,000747 3,68614 0,15619
Erro puro 0,000608 3 0,000203
Total 0,023627 11

*Teste F para o Modelo+f, (5; 6; 0,05) = 4,39 <
*»*Teste F para a Falta de ajuste,H3; 3; 0,05) = 9,28 > &
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Residuos Brutos
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Figura 2. (a) Grafico dos residuos vs. valores preditos &fidfico da probabilidade normal dos residuos, para
os resultados do planejamento DCCR com extrataorgtizio deA. niger

Figura 3. Superficie de resposta do planejamento DCCR coratextnzimatico dé. niger
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Figura 4. Gréfico de contorno do planejamento DCCR com exteazimatico dé. niger.
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4 CONCLUSOES

Os melhores resultados de acucares redutores fersoéreis obtidos a partir da
hidrolise enzimatica da celulose do bagaco de daracucar pré-tratado foram AR = 0,112
g.L'* com a celulase dé&richoderma sp. e AR = 0,129 gt com a celulase daspergillus
niger. Conclui-se que o0s extratos enzimaticos oriundesAd niger, cepa local, e de
Trichoderma sp. do bioma amazobnico apresentam niveis proxig@srendimento de
sacarificacdo do bagaco de cana-de-aclUcar em tellmasbtencdo de acucares redutores
fermentesciveis para fins de producéo de bioetanol.
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