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EFEITO DE TRITON X-100 NA SACARIFICACAO ENZIMATICA
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RESUMO: A utilizagdo de biomassa vegetal na producao de biocombustiveis desponta como alternativa
para substituir os combustiveis fosseis. Esta biomassa € constituida majoritariamente de celulose,
hemicelulose e lignina. A celulose é hidrolisada pelas endoglucanases, B-glicosidases e exoglucanases,
genericamente chamadas de celulases. A hemicelulose é altamente ramificada e exige diversas enzimas
para sua hidrélise completa, sendo a xilanase a mais utilizada para degradar as cadeias de xilano, principal
hemicelulose das gramineas. Tanto as celulases quanto as hemicelulases sdo necessérias no processo de
sacarificagdo enzimatica. H4 relatos de que a adi¢do de surfactantes neste processo afeta a digestibilidade
positivamente. Neste trabalho, relatamos o efeito do Triton X-100 na digestibilidade de dois substratos,
bagaco de cana-de-aclcar e celulose microcristalina, utilizando xilanase e celulase, respectivamente. O uso
combinado das enzimas e Triton X-100 reduziu a digestibilidade dos substratos nos tempos de 30, 60 e 120
minutos de hidrélise. Com o aumento das concentra¢des do surfactante (0,1%, 0,2%, 0,5%, 1% e 2%) foram
observadas reducgdes da produgdo de aguUcares redutores a partir do bagaco. Novos estudos devem ser
realizados a fim de compreender melhor o papel dos surfactantes e buscar surfactantes que melhorem o
processo de sacarificagdo enzimética em diferentes biomassas.

PALAVRAS-CHAVE: Digestibilidade; Surfactantes ndo-ibnicos; Xilanases; Celulases.

1. INTRODUCAO

A utilizacdo da biomassa vegetal como fonte de energia renovavel vem
apresentando uma importante contribuicdo para o desenvolvimento de uma sociedade
industrial sustentavel. A biomassa lignocelulésica de cana-de-acuUcar, apontada como
principal biomassa para a producdo de bioetanol de segunda geracdo € constituida,
principalmente, de celulose (38-50%), hemicelulose (23-32%) e lignina (15-30%) (pauly &
Keegstra, 2010; Sierra et al., 2008).

Na producdo do bioetanol de segunda geracdo, a biomassa é submetida a pré-
tratamento para desestruturar o complexo lignina-carboidrato. Apés este processo, sado
utilizados coquetéis enzimaticos para a hidrélise da biomassa lignocelulésica. Tais
coquetéis sao constituidos de celulases, hemicelulases e enzimas acessérias. As
celulases sao constituidas por trés enzimas: as endoglucanases hidrolisam internamente
a cadeia de celulose liberando oligossacarideos, as exoglucanases realizam a hidrolise
dos oligossacarideos produzindo celobiose, o substrato para a B-glicosidase, liberando
glicose como produto final (Gottschalk et al., 2010). Dentre as hemicelulases, as xilanases
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sdo as mais extensivamente utilizadas, elas clivam internamente as cadeias de xilano
produzindo substrato com extremidades sobre as quais 1,4-B-xilosidases atuam liberando
xilose (Gottschalk et al., 2010).

Diferentes tecnologias estdo sendo propostas para a hidrolise da biomassa, sendo
a hidrélise enzimatica a que possui alto potencial para reduzir os custos e melhorar a
eficiéncia do processo (Mussato et al., 2010).

Surfactantes adicionados durante a hidrélise enzimatica podem interferir na
atividade e estabilidade das enzimas e afetar as interacdes entre enzima-susbtrato,
possuindo, frequentemente, efeito positivo sobre a digestibilidade (Kim et al., 2006). A
literatura relata uma melhoria da digestibilidade com adicdo de surfactantes nao-ibnicos
(ex: Tween 20, Tween 80, Triton X-100) e reducéo com surfactantes idnicos (Alkasrawi et
al., 2003). Entretanto, ainda ndo se conhece exatamente 0 mecanismo deste aumento.
Acredita-se que o surfactante possa: 1) mudar a ultra-estrutura do substrato, tornando a
lignocelulose mais acessivel ao ataque enzimatico; 2) aumentar a estabilidade térmica da
enzima; 3) afetar na interacdo enzima-substrato (MacLellan, 2010). O objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos do Triton X-100 na digestibilidade da biomassa de cana-de-
acucar e celulose microcristalina utilizando xilanase e celulase comerciais.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 RETIRADA DE ACUCARES SOLUVEIS DO BAGACO DE CANA

Para a retirada de acucares sollUveis do bagaco de cana, as amostras foram
incubadas em etanol (80%, 80°C, 20 min) e centrifugadas (13.000 g, 10 min). O
procedimento foi repetido (cerca de 8 vezes) a fim de extrair todo o acucar soltvel. Ao
final, uma aliquota do sobrenadante foi testada sucessivamente a cada lavagem para
detectar a presenca de agucares solluveis pelo método do fenol-sulfarico (Dubois et al.,
1956). Extratos de parede celular, livres de acglcares solluveis, foram lavados com agua
(8x, 13.000 g, 25°C) para remover o etanol. O precipitado insolavel foi utilizado nas etapas
seguintes.

2.2 SACARIFICACAO ENZIMATICA

Amostras de substrato, bagaco de cana (15 mg) e celulose microcristalina (CMC,
10 mg) foram ressuspendidas em tampao citrato de sédio 100 mM pH 5,0 com xilanase
25 U g* (Novozyme®) e celulase 20 U g (Novozyme®), respectivamente, Triton X-100
0,2% (v/v), e incubados a 50°C por diferentes tempos. Apés incubacdo, do sobrenadante
foram analisados os acUcares redutores liberados pelo método do é&cido 3,5-
dinitrosalicilico (Miller, 1959), utilizando glicose como padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 apresenta os dados de digestibilidade do bagagco com xilanase e CMC
com celulase em diferentes tempos de hidrélise (0, 30, 60 e 120 minutos), demonstrando
gue o uso combinado com Triton X-100 reduziu a eficiéncia do processo em todos o0s
tempos e substratos testados, uma resposta contraria aquela descrita na literatura para
surfactantes n&o-idnicos (Alkasrawi et al., 2003; Maclellan, 2010, Park et al., 1992). Foram
avaliadas diferentes concentracbes do surfactante (0,1%, 0,2%, 0,5%, 1% e 2%) na
atividade da xilanase em 60 minutos de hidrolise e foi observado uma reducdo na
producdo de aglUcares com o0 concomitante aumento da concentracdo do surfactante
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(Figura 2). Na maior concentragdo avaliada (2%) a atividade relativa foi reduzida a 50%,
demonstrando o efeito negativo do surfactante na sacarificagcéo.
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Figura 1 - Hidrélise enzimética de bagacgo de cana e CMC.
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Figura 2 — Atividade relativa da xilanase em diferentes concentra¢gfes de Triton X-100.

4. CONCLUSAO

O uso combinado das enzimas com Triton X-100 durante a sacarificacdo reduziu a
producdo de acucares a partir de diferentes substratos, um efeito diferente do descrito na
literatura para surfactantes nao-ibnicos. Os resultados sugerem que a interacdo entre
enzimas hidroliticas, biomassa e surfactantes € mais complexa do que se discute na
literatura e precisa ser mais bem estudada. A metodologia relatada neste resumo oferece
um contraponto que pode ser Util no aprofundamento da compreensédo do fenébmeno e
ajudar a buscar que atuem de modo sinérgico na sacarificagdo enzimética em diferentes

materiais vegetais.
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