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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar a aplicacéo, na hidrdlise do bagaco de cana in natura,
de um coquetel enzimatico constituido por enzimas produzidas por fungos
potencialmente produtores de celulases em cultivo solido em substrato composto por
farelo de trigo e bagaco de cana. A degradacdo enzimatica completa de moléculas
complexas presentes na biomassa nativa do bagaco de cana requer a acdo de varias
enzimas. Diante disso, novas estratégias vém surgindo na tentativa de aumentar o
rendimento da hidrélise e uma explorada no presente trabalho € a consorciacdo de
diferentes enzimas atuando de forma sinergistica sobre o material lignocelulosico
particulado. Foi adotado um delineamento fatorial completo, tendo como fatores a
composicdo do coquetel enzimatico, cujos niveis foram de 1:0, 1:1, 1:3, 3:1 e 0:1 do
extrato produzido por T. reesei e M. thermophila, respectivamente, e temperatura de
hidrolise, cujos niveis foram de 45, 55, 65 °C e com alternancia de temperatura entre 45
e 65 °C. Foram feitas analises de variancia e comparacdao de medias através de testes de
Tukey. A aplicacdo das diferentes composicdes resultaram em valores similares de
conversao de celulose em glicose, com melhores resultados obtidos pela combinacéo de
75 % do extrato de T. reesei com 25 % de M. thermophila aplicado com alternancia
entre as temperaturas 6timas dos microrganismos, resultando em 13,1 % de converséo.
Conclui-se, portanto, que houve efeito sinérgico entre as enzimas no processo de
hidrolise.
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1 INTRODUCAO

A producdo de enzimas celuloliticas e
sua aplicacdo na hidrdlise de materiais
particulados lignocelulésicos para producéo
de etanol celuldsico sdo tecnologias em fase
de desenvolvimento, para as quais
determinadas ferramentas e estratégias podem
ser aplicadas visando aumento de
produtividade e redugdo dos custos. A
fermentacdo em estado solido (FES) é um
processo eficiente para obtencdo de enzimas
hidroliticas, as quais podem ser utilizadas na

hidrélise enzimatica. Assim, estudos sobre a
preparacao de diferentes coquetéis
enzimaticos sdo relevantes, englobando
isolamento e identificacdo de microrganismos
produtores, andlise da producdo enzimatica,
selecdo do substrato hidrolisado, levando-se
em conta o tamanho da particula e avaliacdo
da eficiéncia na hidrolise.

Os fatores que afetam a hidrolise
enzimatica incluem o tipo de substrato, a
atividade celulolitica e as condic¢Bes de reacdo
(temperatura, pH, presenca de sais, entre
outros parametros). Para melhorar 0
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rendimento e a taxa de hidrélise enzimatica,
as pesquisas focam na otimizagdo do processo
hidrolitico e no aumento da atividade
celulolitica (Cantwell, 1988). Quanto ao tipo
de substrato, os fatores mais importantes que
afetam a hidrdlise enzimatica dos materiais
lignocelul6sicos sdo a cristalinidade da
celulose, o grau de polimerizacdo, o contetdo
de umidade, a area superficial disponivel e o
contetdo de lignina (Laureano-Perez et al.,
2005). Grous et al. (1986) e Thompson et al.
(1992) concluiram que o tamanho dos poros
do substrato em relagdo ao tamanho das
enzimas € o principal fator limitante da
hidrolise enzimatica da biomassa
lignoceluldsica.

Sabe se que a degradacdo enzimatica
completa de moléculas complexas como as
hemiceluloses e celuloses, além de pectinas e
proteinas presentes na biomassa nativa requer
a acao de varias enzimas. Além disso, fatores
como inibicdo enzimatica contribuem para
dificultar o processo. Diante disso, novas
estratégias vém surgindo na tentativa de
aumentar o rendimento da hidrolise e uma
explorada no presente trabalho € a
consorciacdo de diferentes enzimas atuando
de forma sinergistica sobre a biomassa. Neste
sistema dificuldades e barreiras que uma
enzima ndo vencer serdo contornadas e ou
complementada pela acdo de outra enzima
ndo sujeita a mesma situacdo, aumentando a
eficiéncia global do processo.

O fungo Myceliophthora thermophila é
um bom produtor de endoglucanase e
endoxilanase, atuando internamente nos
substratos, porém produz pequena quantidade
de exoglucanase. O fungo Trichoderma reesei
é reconhecido pela capacidade de produzir
diversos sistemas extracelulares de enzimas
envolvidas na hidrélise de polissacarideos,
mas apresenta uma deficiéncia na producéo de
B-glicosidases (Béguin, 1990). Desta forma,
um aumento na eficiéncia da hidrolise poderia
ser obtido buscando o sinergismo entre
enzimas dextrinizantes e sacarificantes dos
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diferentes  microrganismos.  Assim,  0s
coquetéis enzimaticos a partir da mistura de
extratos de diferentes fungos sdo alternativas
futuras para elevar a eficiéncia do processo de
hidrolise enzimatica.

1.1 Biorreatores de Leito Fixo para
Fermentacdo no Estado Sélido

O biorreator, fermentador, reator
biolégico ou reator quimico é o local onde
ocorre 0 processo fermentativo, no qual
substrato e microrganismo sdo colocados em
contato para que a fermentacdo ocorra, de
modo que se obtenha o bioproduto de
interesse ao final do processo. A funcdo do
equipamento &, portanto, simular as condicdes
do habitat natural de um microrganismo para
que nele se realize a producdo do composto
desejado.

Os biorreatores de fermentacdo no
estado solido podem ser classificados de
acordo com os regimes de agitacdo e aeracao,
podendo ser de leito empacotado, de bandeja,
de tambor rotativo, de leito fluidizado, entre
outros, conforme mostrado na Figura 1
(MITCHELL; BEROVIC; KRIEGER, 2000).

Figura 1 — Classificacdo de biorreatores de
FES
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Fonte: MITCHELL: BEROVIC; KRIEGER
(2000)

O tipo de biorreator de interesse deste
trabalho foi o de leito empacotado, o qual é
operado com aeracgdo forcada e normalmente
€ composto por trés secfes: uma secdo de
entrada  (para  condicionamento das
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propriedades do ar); uma secéo térmica (onde
ocorre a fermentacdo propriamente dita,
devendo ser encamisada para manutencdo da
temperatura 6tima do processo) e uma se¢ado
de saida (onde ocorre a exaustdo, evitando
contaminagdo do biorreator pelo ambiente e
do ambiente pelo ar que sai do reator).

Em termos de construcdo e manutencéo,
os fermentadores de leito fixo sdo mais
baratos que os de leito mével. Seu projeto é
relativamente simples, de facil manuseio e
baixo requisito operacional, configurando-se
como um tubo interno, no qual é empacotado
0 substrato inoculado, circundado por uma
camisa, pela qual circula agua na temperatura
ideal para a reacdo. Sua caracteristica de leito
estatico o torna ideal para microrganismos
sensiveis as tensdes de cisalhamento, como é
0 caso de alguns fungos filamentosos, que
podem ter suas hifas rompidas com a
movimentacdo do leito, o que prejudicaria o
desenvolvimento do microrganismo.

No entanto, as principais desvantagens
deste reator sdo a segregacdo de umidade e a
heterogeneidade térmica, que afetam a taxa e
a seletividade das reacdes, com distribuicéo
de produtos ndo homogénea no fermentador
(MITCHELL; KRIEGER; BEROVIC, 2006).

1.2 Interacéo Sinergistica e os Coquetéis
Enzimaticos

Existem dois principais gargalos no
processo de obtencao biotecnoldgica de etanol
celulésico: os métodos de pré-tratamento
impostos a biomassa e os altos custos de
producdo de celulases, os quais poderiam ser
reduzidos por meio da utilizacdo de
preparados  enzimaticos com elevadas
atividades especificas (SINGHANIA et al.,
2010). Para aperfeicoar a utilizacdo das
enzimas celuloliticas nos processos de
sacarificacdo da  biomassa  diversas
alternativas tém sido estudadas e dentre as
possibilidades, algumas sdo apontadas com
elevado potencial de sucesso (CASTRO;
PEREIRA JR., 2010).
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O conceito de engenharia de produto
pode ser aplicado em processos de produgédo
de celulases, visando a obtencdo de
preparados enzimaticos com proporcoes
ideais entre as diversas enzimas do complexo
celulolitico, em particular endoglucanase e -
glicosidase. O formulado ideal pode ser
obtido pelo cocultivo de linhagens
superprodutoras dos principais tipos de
celulases (WEN; LIAO; CHEN, 2005); pela
producdo em separado das celulases e
posterior mistura dos extratos, em proporgdes
pré-otimizadas  (KADAR; SZENGYEL;
RECZEY, 2004; XIAO et al., 2004; IMAI;
IKARI; SUZUKI, 2004); ou ainda pela
incorporacdo controlada de genes de celulases
em organismos hospedeiros, de forma que a
célula modificada ja excrete as enzimas em
proporcoes ideais (SRIVASTAVA; VERMA;
SRIVASTAVA, 1999).

As enzimas celuloliticas sdo produzidas
por diferentes microrganismos, que em sua
maioria apresenta grandes restricbes que
dificultam ou geram custos adicionais ao
processo de producédo de celulases. A biologia
molecular é uma ferramenta que pode ser
utilizada como alternativa para superar as
restricobes e dificuldades na producdo
enzimatica, possibilitando a expresséo
somente das enzimas desejaveis, reduzindo ou
anulando a producdo de proteinas
interferentes; aumentando a velocidade de
crescimento, minimizando o tempo de
producdo; aprimorando a produtividade
enzimatica e as propriedades cinéticas e
fisico-quimicas da enzima; e facilitando as
etapas de downstream, sobretudo quando ha
secrecdo da proteina para o meio de cultivo
(FERREIRA, 2010).

Sabe-se que o substrato é atacado pelas
enzimas do complexo celulolitico de modo
sinergistico, resultando num aumento da
eficiéncia pela acdo conjunta  dos
componentes de um sistema quando
comparado a atuacdo isolada dos mesmos.
Assim, 0 sinergismo observado nas enzimas
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celuloliticas provoca um aumento
significativo na velocidade de formagéo de
produtos  soldveis em comparacdo a
velocidade de atuacdo isolada das celulases
(SANDGREN; STAHLBERG;
MITCHINSON, 2005).

Essa interacdo sinergistica pode ocorrer
entre uma endoglucanase de determinada
espécie  de  microrganismos e uma
celobiohidrolase de outra espécie. As
celobiohidrolases possuem a capacidade de
atuar de modo acelerado na extremidade
gerada pela acdo das endoglucanases na
cadeia do polissacarideo, evidenciando que as
enzimas encontram-se distribuidas ao longo
da fibra de celulose. Além disso, é possivel
que ocorra sinergismo entre o0s diversos
subtipos de celobiohidrolases, pois existem
enzimas que atuam nas extremidades
redutoras (celobiohidrolases do tipo | -
CBHI) e enzimas que atuam nas extremidades
ndo-redutoras (celobiohidrolases do tipo Il —
CBHII) das fibras de celulose (LYND et al.,
2002). O grau de sinergismo varia de acordo
com o tipo de celulose empregada como
substrato, uma vez que na presenca de
celulose cristalina o sinergismo do tipo endo-
exo é elevado, diminuindo na celulose amorfa
e tornando-se muito baixo ou ausente em
derivados soluveis da celulose como, por
exemplo, a carboximetilcelulose (CMC)
(BHAT; BHAT, 1997).

Atualmente existem no mercado
diversos consorcios enzimaticos comerciais,
0s quais sdo constituidos pelos trés grupos de
celulases: Endoglucanases, Celobiohidrolases
¢ B-glicosidases. No entanto, esses preparados
enzimaticos possuem baixa atividade J3-
glucosidica, o que faz necessaria a
suplementacdo desta enzima para efetiva
atuacdo na hidrdlise enzimatica da biomassa.

As enzimas comerciais s80 uma mistura
de enzimas obtidas de diferentes
microrganismos com a finalidade de formar
um  coquetel enzimatico com altas
concentragbes  das  principais  fracOes
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enzimaticas que compdem as celulases
(AFONSO, 2012). Essas enzimas S&o
produzidas por empresas internacionais e 0s
principais preparados enzimaticos disponiveis
no mercado utilizam, em sua maioria, fungos
filamentosos como fonte para o pool
enzimatico (FERREIRA, 2010). Entre os
microrganismos mais empregados pelas
empresas  produtoras  destacam-se  0s
preparados enzimaticos constituidos por
celulases  secretadas por  Trichoderma
longibrachiatum, Aspergillus niger,
Trichoderma reesei e Trichoderma viride, 0s
quais podem ser empregados isoladamente ou
pela consorciagdo de enzimas de outro
microrganismo para suplementacdo das
celulases.

Apesar da interacdo sinergistica ja
mencionada, a impressionante eficiéncia de
degradacdo da biomassa demonstrada por
varios microrganismos na natureza nao
podem ser atribuidas isoladamente a este
mecanismo endo-exo hidrolitico. Extrair e
processar uma Unica cadeia de celulose a
partir de seu ambiente compacto e
recalcitrante demanda energia, considerando a
alta cristalinidade da celulose e sua forte
associacdo a outros polissacarideos da parede
celular. Sistemas de liberacdo de oxidantes de
baixo peso molecular tais como o radical livre
hidroxila, que ataca aleatoriamente o substrato
por reacBes quimicas do tipo Fenton, tem sido
supostos a atuar em conjunto com celulases
na degradacdo da lignocelulose. Estes
incluem: celobiose desidrogenase, quinona
ciclica redox e reacdo Fenton glicopeptidica
(BALDRIAN; VALASKOVA, 2008).

Além das enzimas que atuam
diretamente sobre as ligacfes covalentes em
polissacarideos da parede celular de plantas,
enzimas que atuam indiretamente, também
podem ser importantes na degradacdo da
lignocelulose. Ha trés categorias de tais
enzimas. O primeiro grupo é composto pelas
proteinas ndo-enzimaticas, que contribuem
para afrouxamento da parede, tais como
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expansina e seus homologos fungicos e
bacterianos. Um segundo grupo é constituido
por enzimas que podem ser indiretamente
criticas, sendo as que degradam 0s
componentes nao-glicosidicos de parede, tais
como a lignina e proteinas, facilitando deste
modo o acesso das glicosil-hidrolases. Um
terceiro grupo potencialmente importante de
enzimas auxiliares pode ser aquele que
degrada moléculas pequenas, liberadas pelos
pré-tratamentos, que inibem as enzimas
degradativas centrais ou 0s passos posteriores
de fermentacdo (BANERJEE; SCOTT-
CRAIG; WALTON, 2010).

Uma maior eficiéncia dos coquetéis
enzimaticos aplicados na hidrolise dos
materiais  lignocelulésicos  provavelmente
pode ser obtida por misturas ndo somente
focadas nas enzimas principais da degradacéo
da celulose (endoglucanase, celobiohidrolase,
B-glicosidase, endoxilanase ¢ B-glicosidase),
mas sim em inumeras outras denominadas
acessorias que atuam sobre as ligagdes menos
abundantes encontradas na parede celular
vegetal. Entre as enzimas acessorias de maior
importancia podem ser citadas: arabinases,
glucanases, liases, pectinases e varios tipos de
esterases (BERLIN et al., 2007). Assim, 0s
coquetéis enzimaticos a partir da mistura de
extratos de fungos distintos sdo alternativas
futuras para elevar a eficiéncia do processo de
sacarificacdo enzimatica, permitindo a acéo
sinergistica de diferentes enzimas sobre a
biomassa (SGRENSEN et al., 2007).

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Microrganismos e Substratos

Os microrganismos empregados foram
Trichoderma reesei QM9414 e
Myceliophthora thermophila 1-1D3b. Como
substratos, foram empregados bagaco de
cana-de-acgucar e farelo de trigo. O farelo foi
comprado no comércio local e foi utilizado
nos ensaios tal como adquirido. O bagaco foi
doado pela Usina Vale, de Onda Verde-SP,
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tendo sido lavado com &gua corrente para
remocdo de terra e de agUcares residuais do
processo de moagem da cana-de-agUcar,
sendo esses dosados na &gua de lavagem pelo
reagente DNS (MILLER, 1959) até ndo ser
possivel sua deteccdo, apds o que foi seco em
estufa a 65 °C até peso constante. Para fins de
padronizagdo do tamanho das fibras, o bagaco
foi peneirado em peneiras de 4 e 3 mm,
separando-se para USO Nnos experimentos
apenas o bagaco retido na peneira de 3 mm,
separando-se as fibras maiores e 0 excesso de
p6 fino. Bagaco de cana e farelo de trigo
foram acondicionados em sacos de polietileno
de parede espessa em camara de refrigeracéo
até utilizacdo. Para 0s ensaios, 0 substrato foi
autoclavado, bem como a solucdo nutriente.
Posteriormente, o substrato foi inoculado com
a suspensdao fungica e incubado na
temperatura Otima para crescimento e
fermentacdo.

2.2 Fermentacdo em Reator de Leito
Empacotado

A fermentacdo em reator de leito
empacotado foi realizada em sistema similar
ao empregado por Casciatori et al. (2013). O
fermentador foi construido em modulos
encamisados em aco inox, com 7,62 cm de
didmetro interno e 10 cm de comprimento, de
modo que seu comprimento totalizou 1 m de
altura por meio da adicdo consecutiva dos 10
modulos.

O cultivo foi realizado em substrato
composto por bagaco de cana e farelo de trigo
na proporcao de 7:3 m/m e umidade inicial de
75 % para o termofilico M. thermophila e 9:1
m/m e 70 % para o mesofilico T. reesei. As
temperaturas do ar e da camisa foram de 45
°C e 28 °C e tempo de fermentacdo de 96 e
168 horas, respectivamente. A taxa de aeracao
para ambos os fungos foi de 240 L/h.

2.3 Preparo do material e padronizacéo do
tamanho da fibra hidrolisada
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Como matéria prima para a hidrdlise
enzimatica, o bagaco de cana coletado na
Usina Vale de Onda Verde-SP, ja lavado e
seco conforme descrito anteriormente para
utilizagdo como substrato na FES, foi nesta
etapa triturado em um triturador industrial
utilizando duas peneiras, uma de poros de 1 mm
e outra de poros de 3 mm, e separado em
peneira granulométrica de 0,84 mm, 1,41 mm
e 3,36 mm para padronizacdo do tamanho da
fibra, aproveitando-se a por¢ao que conseguiu
atravessar a malha da peneira. Apds a
separacdo em peneiras granulométricas, a
fibra foi submetida a hidrdlise enzimatica
com enzima comercial (Prozyn®). Apés a
hidrolise o sobrenadante foi filtrado e
utilizado para quantificar glicose, xilose e
arabinose por HPLC para avaliar a influéncia
da area superficial disponivel na hidrolise.

2.4 Hidrolise Enzimatica

As hidrolises  enziméaticas  foram
realizadas em erlenmeyers de 125 mL,
pesando-se 0,2 g de bagaco, adicionando-se
7,0 mL de extrato enzimatico e completando-
se 0 volume final para 10 mL com tampéo
acetato de sédio 0,2 mol L™ pH 5,0. Foi
adotado um planejamento fatorial completo,
tendo como fatores a composicdo do coquetel
e a temperatura de hidrolise, respectivamente,
com 5 e 4 niveis. Nas hidrdlises aplicaram-se
0s extratos puros e na forma de coquetéis
enzimaticos. As composicdes do coquetel
enzimatico foram: 1:1; 1:3 e 3:1 e as
temperaturas de hidrdlise: 45, 55, 65 °C e com
alternancia de temperatura entre 45 e 65 °C,
variando-se a cada uma hora, com duracdo
total de 6 horas. Os ensaios foram realizados
em triplicata em banho termostatico com
agitador orbital a 150 rpm. Os acucares
redutores do hidrolisado foram determinados
pelo método de Miller (1959).

O célculo de conversdo de glicose em
celulose foi feito a partir da Equacdo 1
descrita de acordo com Afonso (2012).
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\ 1
X= Cglicose e

hidrolisavel f

onde X (%) é a porcentagem de glicose
convertida; Cgiicose (9/L) € a concentracdo de
glicose obtida na hidrolise enzimatica,
determinada pelo método de dosagem de
acucar redutor (MILLER, 1959); v (L) é o
volume total da solucdo adicionada a
hidrélise, a qual no presente trabalho foi igual
a 10 mL; Mpigrolisaver (g) € @ massa de material
hidrolisavel utilizada descontando-se o teor de
umidade presente no bagaco de cana (massa
de agua), determinado por peso seco; f
(Jcelutose/Onigrotisaver) € @ fracdo de celulose no
material hidrolisavel utilizado, o qual foi
tomado como sendo igual a 38,3 % do bagaco
de cana, valor experimental da fracdo de
celulose presente no bagaco de cana e FE é o
fator estequiométrico da relacdo de celulose a
glicose, que é igual a 0,9 (AFONSO, 2012).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Determinacao do tamanho da particula
de hidrolise

Na Tabela 1 sdo exibidos os teores de
glicose, xilose e arabinose do hidrolisado dos
diferentes tamanhos de fibra.

Tabela 1. Teores de glicose, xilose e
arabinose do hidrolisado e B.E.T. dos
diferentes tamanhos de fibra.

.=.FE. 100 (1)

Tamanho Area
da Glicose | Xilose | Arabinose | superficial
peneira | (mg/g) | (mg/g) (mg/g) B ET%
(mm) (m’g”
0,84 75+8 22+1 8,0+0,9 0,8+0,1
0,84-1,41 | 54#4 16+1 5,6+0,4 0601
1,41-3,36 | 35+1 13+1 3,5+0,1 0,4+0,1

Os dados obtidos indicam que com a

utilizacdo da fibra peneirada em 0,84 mm
obtém-se melhor desempenho na liberacdo de
acucares durante a hidrélise enzimatica, o que
pode ser explicado principalmente pelo
aumento da éarea superficial disponivel,
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facilitando a enzima no acesso a seu
substrato. Por ter sido mais representativo, as
hidrélises empregando-se 0s  coquetéis
enzimaticos foram realizadas com o bagaco
peneirado em 0,84 mm. Foi feita a
caracterizacdo quimica desse material de
acordo com a metodologia descrita por Sluiter
et al. (2002). Os resultados indicam que o
material particulado empregado nas hidrdlises
contém 38,3 % de celulose, 19,3 % de
hemicelulose, 28,7 % de lignina e 2,7 % de
cinzas.
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3.2 Aplicacéo dos coqueteis na hidrolise

Os resultados da liberacdo de acgucares
redutores e do percentual de conversdo de
celulose a glicose na hidrélise do bagago de
cana in natura empregando 0s coquetéis
enzimaticos sdo apresentados na Tabela 2.

Na Figura 2 sdo apresentadas as
concentracfes de acUcares redutores por
grama de bagaco de cana in natura obtidas da
hidrolise aplicando coquetéis enzimaticos dos
extratos celuloliticos produzidos por T. reesei
e M. thermophila em diferentes composi¢cdes
e temperaturas.

Tabela 2 — Liberacdo de acucares redutores e percentual de conversao na hidrolise do bagaco in natura

empregando 0s coquetéis enzimaticos.

ART (mg / g de bagaco)

Glicose (%)

H *
Ensalos 459C 559C 65°C Alternada™ 45°C 55°C 65°C Alternada™
TLM1 282 270 170 501 70 68 43 12,5
T1:M3 265 262 16,6 487 66 65 42 12,1
T3:M1 286 292 157 52.4 71 73 39 13,1
T 451 179 81 26,9 113 45 20 6,7
M 215 234 565 453 54 59 141 11,3

* Composi¢cOes do coquetel enzimatico a partir da mistura dos extratos produzidos por T. reesei (T) e M.

thermophila (M), respectivamente.

**Alternada = Hidrdlise com alternancia da temperatura entre 45 e 65 °C a cada 1 hora.

Figura 2 — Teores de ART liberados na
sacarificacdo do bagaco de cana in natura
pela acdo dos coquetéis enzimaticos.
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T1:M1 TIM3  T3M1 T M
Composicao do Coquetel Enzimatico

A Figura 3 mostra os resultados das
analises estatisticas da hidrolise do bagaco de

cana in natura em que sdo apresentados o
box-plot dos dados, efeitos principais de
composicdo e temperatura de hidrolise e
efeito de interacdo entre composicdo e
temperatura.

Na Figura 3 observa-se que a aplicagédo
do extrato puro produzido pelo fungo M.
thermophila a 65 °C resulta em maiores teores
de ART. Para aplicagdo dos coquetéis
enzimaticos ocorreu liberacdo maxima de ART
quando aplicado o coquetel constituido por 75
% do extrato enzimatico produzido por T. reesei
e 25 % do produzido por M. thermophila
(T3:M1) com alternancia de temperatura entre
45 e 65 °C, resultando em uma conversdo de
13,1 % de celulose em glicose, com nivel de
significancia estatistica de 5 %.
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Figura 3 — Analises estatisticas dos
resultados da hidrolise do bagaco de cana in
natura por acdo dos coquetéis enzimaticos:
() Box-Plot; (b) Efeitos principais de
composicdo e temperatura; (c) Efeito de
interacdo entre composicdo e temperatura.

i Terpamen 0]
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No entanto, o emprego das diferentes
composicdes do coquetel enzimatico resultou
em valores similares de conversdo de celulose
a glicose, conforme observado na Tabela 2.
Quando da aplicacdo dos extratos puros na
temperatura 6tima de cada microrganismo
obteve-se conversdo maxima de 14,1 % para o
termofilico e 11,3 % para o mesofilico.
Portanto, na condicdo ideal da reacdo, ambos
os fungos respondem de maneira similar a
hidrolise do bagaco de cana in natura. Assim,
independente da quantidade dos extratos
mistos aplicados (diferentes composicOes
empregadas), os resultados da hidrélise desse
substrato serdo semelhantes.

Para os ensaios realizados em 45 °C,
possivelmente, as celulases do fungo
termofilico, ao participarem da hidrdlise do
substrato, liberam para o meio reacional
celobiose, que ocasiona inibicdo das enzimas
do fungo mesofilico. Ademais, as celulases de
M. thermophila podem ter sofrido reducédo de
atividade por ndo trabalhar em sua
temperatura Otima. Por outro lado, nas
hidrolises realizadas a 65 °C, a aplicacdo das
celulases puras do fungo T. reesei resultou em
valores muito baixos de ART, indicando que
sofreram desnaturacdo térmica. Diante disso,
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observou-se que para aplicacdo individual das
celulases do fungo T. reesei a liberacdo de
ART reduz com a elevacdo da temperatura,
devido a desnaturacdo térmica. J& para as
celulases do fungo M. thermophila os teores
de ART aumentam com o0 aumento da
temperatura, pois em baixas temperaturas, as
enzimas do fungo termofilico ndo atuam com
sua maxima capacidade, reduzindo a
eficiéncia da hidrélise enzimética.

Assim, para aplicacdo do coquetel
constituido por enzimas dos fungos T. reesei e
M. thermophila na sacarificacdo do bagaco de
cana in natura, pode-se considerar que a
condicdo térmica ideal € aquela que permite
trabalhar com  alterndncia  entre  as
temperaturas Otimas dos microrganismos,
possibilitando a acdo das celulases de ambos
os fungos e evitando a desnaturagcdo e a
inativacdao enzimatica.

4 CONCLUSAO

A menor granulometria do material
particulado apresentou melhor desempenho
na hidrélise enzimatica, pois o aumento da
area superficial disponivel facilita o acesso da
enzima ao substrato. A aplicacdo dos
coquetéis enzimaticos na hidrélise do bagaco
de cana in natura mostrou-se favoravel para o
processo, estando correlacionado com a
composicdo do coquetel celulolitico e
temperatura de hidrolise. As diferentes
composicBes dos extratos  celuloliticos
resultaram em valores similares de converséo
de celulose em glicose, com melhores
resultados trabalhando-se com alternéncia
entre as  temperaturas  Otimas  dos
microrganismos, evidenciando o efeito de
sinergia entre as enzimas fungicas.
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