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Introducao |

Celulases tém recebido muita atencao nos ultimos
50 anos pela sua aplicacdo na industria alimenticia,
téxtil e, mais recentemente, na producdo de etanol
celulésico. A producdo de etanol de segunda
geracao envolve 4 etapas principais: pré-tratamento,
hidrélise enzimatica, fermentacdo e purificacdo do
etanol. A hidrélise enzimatica da celulose ocorre por
pelo menos 48 horas a temperaturas de 45 ou 50°C,
exigindo boa estabilidade térmica do preparado
enzimatico. Além da engenharia genética, o uso de

aditivos pode reduzir significativamente a
quantidade de catalisador necessaria para o
processo, 0 que implica em melhorias na

estabilidade e no desempenho enzimatico. No caso
das celulases, os surfactantes ndo idbnicos merecem
destaque por potencializar a eficiéncia do processo
hidrolitico®. Os surfactantes n&o i6nicos interagem
com esta classe de enzimas tanto por interacdes
hidrofobicas, através dos residuos de aminoacidos
arométicos presentes na estrutura protéica, como
também por interacbes  hidrofilicas, nos
grupamentos amidat. Neste trabalho, foram
realizados experimentos para verificar o efeito do
surfactante  n&o iGnico Lutensol ON70 na
estabilidade enzimética.

Resultados e Discussao |

O efeito de diferentes concentra¢bes do surfactante
Lutensol ON70 (0; 0,5; 1; 2 e 20 g.L™) foi avaliado
em relacdo a estabilidade de uma mistura de
Celluclast 1.5L e Novozym 188 (Novozymes)
contendo 0,7 FPU.mL™. A solucdo enzimatica (50
mL) foi mantida sob agita¢&o de 100 rpm a 50°C, pH
4,8 (tampao acetato) por 72 h e dela foram retiradas
varias aliguotas de 1 mL, cujas atividades foram
determinadas em dilui¢cdo 1:1 contra 70 mg de papel
filtro Whatman n°.1 segundo Ghose®. O rendimento
de hidrélise foi monitorado pela liberagdo de
aclcares redutores totais (ART) apdés 60 min de
hidrélise. A reacgéo foi interrompida com a adigdo de
3 mL de acido-3,5-dinitrosalicilico (DNS), seguido de
fervura das amostras por 5 min para quantificacéo
dos ART. A Figura 1 apresenta a variacdo do
potencial de sacarificagdo das enzimas, associada
ao uso de diferentes concentracdes de surfactante.
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Figura 1. Estabilidade de celulases mediante
contacto com o surfactante Lutensol ON70.

A Figura 1 mostra que concentrac@es muito altas do
surfactante (20 g.L™") apresentam inibicdo da
atividade enzimética a partir de 12 h de incubacao,
com potencial de sacarificacdo inferior ao da enzima
sem o aditivo. Isto pode ser explicado pelas
propriedades tensoativas do surfactante que, em
excesso, inibem a acdo enzimatica através de uma
provavel desestabilizacdo conformacional das
enzimas®. As concentracbes de 1 e 2 gL' se
diferenciaram significativamente até 12 h e, a partir
dai, praticamente se igualaram. Porém, ao longo
das 72 h, estas apresentaram menor potencial de
sacarificacdo em comparacdo a concentracdes
inferiores de Lutensol (0,5 g.L™).

Conclusao

A presenca de Lutensol ON70 em quantidades
moderadas manteve o potencial de sacarificacdo
praticamente constante entre 24 e 72 h de
incubacdo. O uso do surfactante em excesso causa
a perda de atividade enzimatica, ao invés de
minimizar perdas associadas a fendmenos de
cisalhamento ou de deshaturacdo térmica. Sendo
assim, foi possivel determinar a faixa de
concentracdo de maior estabilidade das enzimas
para futuros ensaios de hidrolise.
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