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ABSTRACT

The worldwide production of microbial enzymes is generally limited by the cost of the substrate used for
the cultivation of microorganisms. Thinking of a low-cost and abundant lignocellulosic substrate, coconut
fiber is an alternative because it is rich in cellulose, hemicellulose, and lignin, presenting itself as a
promising raw material for the production of an enzyme cocktail, which can be used in the production of
second-generation biofuels. The objective of this work was to produce cellulolytic enzymes from
microorganisms isolated from coconut fiber. In the production of the enzyme, the kinetic profile of the
enzymatic complex was evaluated, analyzing the effects of moisture content, temperature, and pH during
solid-state fermentation of coconut fiber, using a microorganism isolated from the bagasse itself.
Statistica software was used to evaluate the enzyme complex production parameters. Statistical results
indicated that the best humidity, temperature, and pH conditions were 80%, 30°C and 3, respectively,
with activities of 119.93 U/g CMCase (endoglucanase) and 89.32 U/g FPase (total cellulases ) over a
period of 48 h.

Keywords: Enzymes; Cellulases; Coconut residue.
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RESUMO

A producdo mundial de enzimas microbianas é, geralmente, limitada pelo custo do substrato utilizado
para o cultivo dos microrganismos. Pensando em um substrato lignocelul6sico de baixo custo e abundante
a fibra do coco entra como uma alternativa por ser rica em celulose, hemicelulose e lignina, apresentando-
se como uma matéria-prima promissora para a producéo do coquetel de enzimas, que pode ser utilizado
na producdo de biocombustiveis de segunda geracdo. O objetivo do trabalho foi produzir enzimas
celuloliticas a partir de microrganismos isolados da fibra do coco. Na produgdo da enzima foi avaliado o
perfil cinético do complexo enzimatico analisando os efeitos do teor de umidade, temperatura e pH
durante a fermentacdo em estado sélido da fibra do coco, utilizando um microrganismo isolado do proprio
bagaco. O software Statistica foi usado para avaliacdo dos pardmetros de producdo do complexo
enzimatico. Os resultados estatisticos indicaram que as melhores condi¢Ges de umidade, temperatura e pH
foram 80%, 30°C e 3, respectivamente, com atividades de 119,93 U/g CMCase (endoglucanase) e 89,32
U/g FPase (celulases totais) num tempo de 48 h.

Palavras-chave: Enzimas; Celulases; Residuo coco.
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INTRODUCAO

As tendéncias mundiais para o avango cientifico e tecnoldgico na éarea de novos
combustiveis destacam a importancia da utilizacdo de residuos agroindustriais lignoceluldsicos
como matéria-prima nos processos de producdo. A reutilizacdo destes residuos pode minimizar
0s problemas ambientais ligados ao seu acumulo e diminuir o uso de combustiveis fdsseis, além
de resultar em uma melhora no aproveitamento da matéria-prima, que é de grande interesse na
atualidade. Uma das potenciais aplicacGes desses materiais € a producdo de etanol de segunda
geracéo.

O bioetanol de segunda geracdo (E2G) tem sido amplamente considerado como uma
importante fonte de energia e uma alternativa limpa e sustentavel aos combustiveis fosseis. Os
defensores do bioetanol o promoveram como um componente vital da transigdo para um futuro
neutro em carbono, reduzindo emissdes, aumentando a seguranca energética e fortalecendo as
economias rurais (KIRSHNER et al., 2022). A producdo de E2G envolve o uso de agUcares
liberados por enzimas a partir do teor de celulose encontrado em vérios residuos de culturas,
incluindo a casca de coco. Mas, a hidrélise enzimatica da biomassa lignocelul6sica ainda nao é
considerada econémica devido ao custo das enzimas celuloliticas.

Por outro lado, todos 0s organismos vivos sdo produtores de enzimas, entretanto, apenas
8% da producdo de enzimas comerciais provém da extracdo de animais e 4% de plantas, sendo o
restante obtido a partir de fermentacdo microbiana (RAVINDRAN; JAISWAL, 2018). Devido a
sua facil disponibilidade e rapida taxa de crescimento, os microrganismos sdo considerados
fontes preferenciais para obtencdo das enzimas industriais (ABADA, 2019).

Existem muitos grupos de microrganismos envolvidos na producdo de celulase, no
ambito industrial as celulases sdo produzidas principalmente a partir de fungos filamentosos
(SUBSAMRAN et al., 2019) podendo ser através da fermentacdo submersa ou de processos de
fermentacdo em estado sélido (HU et al., 2021). Segundo Subsamran et al. (2019) a fermentacéao
em estado solido é adequada para o crescimento de fungos e producdo de enzima celuloliticas
em material lignocelul6sico devido ao menor consumo de energia e aumento da concentragao de
enzima.

Nesse contexto, 0 uso e producgdo de enzimas provenientes de fontes renovaveis tem se
tornado uma das areas de maior interesse da indistria biotecnolégica. Sendo assim, o objetivo
do trabalho foi otimizar a producdo de enzimas celuloliticas a partir do microrganismo isolado
da fibra do coco em trabalhos anteriores por Cerqueira et al. (2022) para posterior utilizagdo no

processo de producéo de etanol de segunda geracao.
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METODOLOGIA

O microrganismo isolado do residuo do coco por Cerqueira et al. (2022) foi utilizado
para produzir as enzimas nesse trabalho. Através do levantamento bibliogréafico, selecionou-se
as variaveis que mais influenciam no processo de producdo enzimatica: umidade, temperatura e
pH nas faixas indicadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Nivel do planejamento da producéo de enzimas na fermentacao em estado sélido.

Variaveis independentes Niveis codificados das variaveis independentes
-1 0 +1
Umidade (%) 60 70 80
pH 3,0 4,5 6,0
Temperatura (°C) 30 35 40

A fermentagio em estado sdlido seguiu o planejamento fatorial composto central 2° com
6 combinacdes dos niveis para permitir a estimativa de todos os efeitos quadraticos principais e
2 repeticGes no ponto central. A metodologia de superficie de resposta foi usada para otimizar
os fatores temperatura, teor de umidade e pH inicial na producdo das enzimas celuloliticas
(Celulases totais e Endoglucanase) por fermentacdo em estado solido.

Os ensaios de fermentacdes foram realizados em Erlenmeyers de 250 mL contendo o
substrato previamente umidificado, de acordo com as condi¢des do planejamento experimental.
Apo6s umidificacdo, o substrato foi mantido overnight (em meédia 15 horas), em embalagem
hermeticamente fechada sob refrigeracdo (5 °C), de acordo com cada ensaio do planejamento
(SEDGWICK; HOLT, 1983). Decorridas as 15 h, foram pesadas 5 g do substrato umidificado
em Erlenmeyers de 250 mL, vedados com tampdo de algoddo envolvido com gaze e papel
aluminio, e em seguida foram autoclavados por 15 minutos a 120 °C. Ap6s resfriamento cada
meio de cultivo foi inoculado com o microrganismo na concentragio de 107 esporos/g de fibra
de coco. Os Erlenmeyers foram incubados em camara climética com temperatura controlada de
30 a 40 °C de acordo com o planejamento, durante um periodo de 48 horas.

A extragdo, do complexo enzimético produzido na fermentacdo solida, foi feita com
uma solucdo tampéo de citrato de sodio (0,05 mol/L, pH = 4,8) (BAILEY; BIELY;
POUTANEN, 1992), na proporg¢do de 5 mL de tamp&o por grama de substrato fermentado. Esse
material foi homogeneizado e levado para centrifuga a 3400 rpm por 15 minutos. Logo apés a
extracdo, foi realizada a filtragcdo, com gaze, algod&o e papel filtro (autoclavados a 120 °C por
15 minutos), para remocgdo dos esporos. O complexo enzimatico foi utilizado para a
determinacao das atividades enzimaticas expressas em CMCase e FPase presente em cada meio
fermentado.

A atividade celulolitica da carboximetilcelulase (CMCase) e da Filter Paperase (FPase)

foi determinada seguindo o procedimento descrito em GHOSE (1987). A atividade enzimética
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da CMCase foi expressa em U/g de substrato tmido, a qual foi calculada seguindo a Equacéo 1.
A unidade de atividade de FPase foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1
umol/L de acucar redutor por minuto. O resultado foi calculado com o auxilio da Equagéo 2.
Sendo, ARcom reacio igual a concentracdo da amostra com reacdo (g de AR liberado/g de meio
fermentado); ARsem reacio CONCentracdo da amostra sem reacdo (g de AR liberado/g de meio
fermentado); 106 o fator de conversdo de mols de glicose para umol de glicose; 180 a massa
molar da glicose (g/mol) e 30 e 60 0 tempo de reacdo em minutos para CMCase e FPase,

respectivamente.

CMCase = ARLiberadoX106 _ (ARcom Reacio—ARSem Reagao)X106 (1)
(180)%(30) (180)x(30)
FPase _ ARLiberadoX106 _ (ARcom Reagﬁo—ARsem Reac;ﬁo)><106 (2)
(180)x(60) (180)x(60)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a analise estatistica do planejamento experimental na producdo de FPase e
CMCase, as atividades enzimaticas selecionadas para compor a matriz do planejamento como
variavel resposta, foram as obtidas no tempo de 48 horas. A Tabela 2 mostra os dados do
planejamento experimental tendo como varidvel resposta as atividades da FPase e CMCase no
tempo de 48 horas.

Tabela 2 - Ensaios do planejamento experimental para a producdo de FPase e CMCase em 48 h
na fermentacdo em estado sélido.

Ensaio Ui % Temperatura FPase CMCase
(b.u) pH (°C) (Ulg) (Ulg)

1 60 (-1) 3,0(-1) 30 (-1) 83,51 116,76
2 60 (-1) 3,0(-1) 40 (+1) 30,19 74,95
3 60 (-1) 6,0 (+1) 30 (-1) 53,31 73,47
4 60 (-1) 6,0 (+1) 40 (+1) 35,36 101,13
5 80 (+1) 3,0(-1) 30 (-1) 89,32 119,93
6 80 (+1) 3,0(-1) 40 (+1) 79,08 160,27
7 80 (+1) 6,0 (+1) 30 (-1) 46,34 68,40
8 80 (+1) 6,0 (+1) 40 (+1) 17,83 50,66
9 60 (-1) 4,5(0) 35(0) 46,13 40,75
10 80(+1) 4,5(0) 35(0) 51,41 51,51
11 70(0) 3,0(-1) 35(0) 91,64 119,81
12 70 (0) 6,0 (+1) 35 (0) 50,15 50,45
13 70 (0) 4,5(0) 30 (-1) 41,06 58,05
14 70 (0) 4,5(0) 40 (+1) 21,74 48.55
15 70 (0) 4,5(0) 35(0) 39,48 56,79
16 70 (0) 4,5(0) 35(0) 37,69 59,79

Observa-se na Tabela 2, que os resultados para atividade da FPase e CMCase variaram
entre 17,83 - 91,64 U/g e 40,75 — 160,27 U/g, respectivamente. Analisando os resultados da
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Tabela 2 nota-se, que quando se utilizou a umidade maxima de 80% a atividade foi a maior
obtida. Comparando os resultados dos experimentos 1, 5, 6 e 11, verifica-se as maiores
atividades enzimaticas e ambos os experimentos com pH 3. De forma diferente das demais
variaveis a temperatura pareceu ndo ter influéncia sobre os resultados de atividades enzimaticas
obtidas.

Com os resultados experimentais de atividade enzimatica em funcdo da relacdo da
umidade (1), pH (2) e temperatura (3) realizou-se uma regressdao mudltipla e analisou-se 0s
valores do Coeficiente de correlagdo (R?) para as celulases totais e para as endoglucanases, 0,94
e 0,85 - respectivamente. Este valor de R? indica que os resultados foram explicados pela
equacdo empirica proposta com 94% da variabilidade dos dados para as celulases totais e 85%
para as endoglucanases.

De acordo com o Diagrama de Pareto apresentado na Figura 1, para a atividade da
FPase e CMCase, apenas o0 pH e a temperatura foram estatisticamente signicativos para a FPase
para o nivel de confianca de 95%. Observando-se que o pH e a temperatura influenciaram
negativamente, no sentido que quanto menor o pH e a temperatura maior a atividade das
celulases totais. O mesmo ndo aconteceu com a CMCase em que 0S pardmetros e nem as
interacdes entre elas ndo foram significativos no Diagrama de Pareto.

Figura 1 - Grafico de Pareto dos efeitos principais e interacGes do pH, temperatura e umidade
para a atividade Fpase (a) e CMCase (b).

a b

2)pH(L) --4.70337
(2)pH(L) --2 83885
(3)Temperatura (FC)(L) ‘—338&24
pHIQ) |2.273191
1Lby2L -2,43905
1Lby2L ‘71.34525
Ui (%)(Q) -1,82102
(1)Ui (%)(L) 5011533
1Lby3L 1,001506
Ui (%)Q) 4845858
(Ui (%)L 9773084
1Lby3L 4710881
pHIQ) 61674
ILoy3L 1460053
2Lby3L 5266221
(3)Temperatura (C)(L) 1083182
p=.05

p=.05
A Figura 2 mostra a representacdo dos valores previstos em funcdo dos valores

experimentais.
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Figura 2 - Valores experimentais em funcéo dos valores previstos pelo modelo para a resposta
da atividade FPase (a) e CMCase (b).
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Na Figura 2, nota-se que as respostas experimentais obtidas para atividade enzimatica
apresentaram valores préximos aos fornecidos pela equacdo empirica. Para ilustrar os efeitos
das variaveis na atividade FPase e CMCase, sdo apresentadas as curvas de contorno na Figura 3.
Estas figuras mostram a regido de otimizagdo das variaveis na forma real, duas a duas, em
relacdo a resposta atividade enzimatica das enzimas produzidas.

A Figura 3 apresenta a superficie de resposta do efeito da umidade inicial, pH e
temperatura sobre a producdo da FPase (celulases totais) e CMCase (endoglucanase). Observou-
se que a producao das celulases totais foi maior com o aumento da umidade inicial, e reducdo de
pH pois a regido vermelho-escura indica os melhores resultados de producdo das enzimas. As
analises da curva de resposta para umidade mostraram que o0 aumento da umidade teve impacto

positivo tanto na producdo de FPase quanto para CMcase.
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Figura 3 - Gréficos de superficie de resposta para atividade da FPase (U/g substrato) no tempo
de 48h avaliando o: teor de umidade e pH inicial (a), teor de umidade e temperatura (b), pH
inicial e temperatura (c) e da CMCase (U/g substrato) no teor de umidade e pH inicial (d), teor
de umidade e temperatura (e), pH inicial e temperatura (f).
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Teigiserova, Bourgine e Thomsen (2021) apresentam uma revisao sistematica de 487
exemplos de producdo quantificada de enzimas de 209 estudos relatados no Science Direct, a
coleta de dados permitiu a identificacdo dos principais substratos e enzimas para potenciais vias
de producéo. Os substratos principais foram trigo (53 experimentos), arroz (22 experimentos) e
milho (22 experimentos), enquanto as enzimas mais comuns relatadas foram xilanase, CMCase
e FPase com 92, 83 e 61 exemplos, respectivamente. Suas atividades mostraram uma ampla
gama com atividades de xilanase 7-10.000 U/g de substrato, atividades CMCase 1,4-950 U/g de
substrato e atividades FPase 1,7-438 U/g de substrato. Sendo o coco um substrato ainda nédo
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muito explorado nesse @mbito de producdo de enzimas mesmo estando com as atividades da

CMCase e FPase elevada e dentro dos limites dos artigos revisados.
CONCLUSOES

O software Statistica foi usado para otimizacdo dos parametros de producdo do coquetel
de enzimas (FPase, CMCase) na temperatura, teor de umidade inicial e pH inicial. A condicao
com maior atividade enzimatica resultou em um teor de umidade de 80% e pH de 3,0 com
atividades enzimaticas de 160,27 U/g e 89,32 U/g para CMCase e FPase, respectivamente. A
temperatura foi uma variavel que alternou entre as duas atividades destacadas, 30 °C para FPase
e 40 °C para a CMCase. Assim podemos constatar que a celulose extraida da fibra do coco pode
vir a ser uma forma promissora de promover Sseu aproveitamento, uma vez que O

desenvolvimento sustentavel requer cada vez mais a utilizacdo de fontes alternativas de energia.
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