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RESUMO

FERNANDES, Raquel Nunes. Utilizacdo do bagaco de cana-de-acUcar, agua
de maceracao de milho e farinha da casca de maracuja para a producao de
celulases pelo termofilico Bacillus sp. SMIA-2. 2016. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Universidade Federal do Espirito Santo,
Alegre — ES. Orientadora: Prof2. DSc. Raquel Vieira de Carvalho. Coorientadores:

Profa. PhD. Meire Lelis Leal Martins, Prof. DSc. Joel Camilo de Souza Carneiro.

A utilizacdo de residuos agroindustriais, como fontes de carbono para a obtencéo
de enzimas, tem garantido boa producdo enzimatica e reducdo dos custos do
processo. Neste contexto, o presente trabalho teve o objetivo de avaliar o
crescimento do termofilico Bacillus sp. SMIA-2 e melhorar a secrecdo de
celulases, em cultivos submersos contendo substratos alternativos e baratos
como o bagaco de cana-de-acucar, a 4gua de maceracdo de milho e a farinha da
casca de maracuja. Ao estudar os diferentes tipos de bagaco de cana foi
observado que os melhores niveis de atividade especifica de avicelase e FPase
foram obtidos quando se utilizou o bagaco tratado com hidréxido de potassio. A
condicdo O6tima de cultivo, determinada usando a técnica do planejamento
composto central (2°), foi 0,625% (m/V) de bagaco, 0,625% (m/V) de agua de
maceracado de milho e os tempos de incubacdo de 120 horas para CMCase e de
168 horas para avicelase. A adicdo de novas fontes de carbono ao meio
demonstrou que o microrganismo foi capaz de utilizar satisfatoriamente cada uma
delas, porém as atividades das enzimas celuloliticas variaram em funcédo das
fontes testadas. Foi observada uma inibicdo da sintese enzimética no meio
contendo celobiose. No entanto, um grande aumento da secrec¢ao das celulases
ocorreu quando se utilizou a farinha da casca de maracuja, bagaco e agua de
maceracao de milho, obtendo-se valores de atividades especificas de 3,931 U.mg
ptn™! para a avicelase, 1,032 U.mg ptn™ para a CMCase e 4,084 U.mg ptn™ para a
FPase. Niveis semelhantes foram obtidos nos meios que continham a pectina de
maca. A maxima producdo das enzimas foi observada no intervalo de 168 horas,
quando a cultura se encontrava na fase estacionaria. O estudo do efeito das

concentracbes de farinha da casca de maracuja indicou que a adicdo de 0,5%



Xii

(m/V) e 0,75% (m/V) deste substrato ao meio proporcionou igualmente uma
melhor producgéo das celulases. Como uma visdo geral deste estudo, foi possivel

aumentar a producéo das celulases pela otimizacdo do meio de cultivo.

Palavras-chave: avicelase; CMCase; FPase; residuos agroindustriais, Bacillus

sp.
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ABSTRACT

FERNANDES, RAQUEL NUNES. Utilization of sugarcane bagasse, corn steep
liguor and passion fruit peel flour for producing cellulases by thermophilic
Bacillus sp. SMIA-2. 2016. Dissertation (Master's degree in Food Science and
Technology) — Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre — ES. Adviser: Prof.
DSc. Raquel Vieira de Carvalho. Co-adviser: Prof. Ph.D. Meire Lelis Leal Martins,

Prof. DSc. Joel Camilo de Souza Carneiro

The use of agroindustrial residues as carbon sources for obtaining enzymes, has
ensured good enzyme production and reduction of process costs. In this context,
this study has as goal evaluated the growth of the thermophilic Bacillus sp. SMIA-2
and enhance the secretion of cellulase in submerged crops containing alternative
and cheap substrates such as sugarcane bagasse, corn steep liquor and passion
fruit peel flour. By studying the different types of bagasse it was observed that the
best specific activity levels of avicelase and FPase were obtained when using the
residue that treated with potassium hydroxide. The optimal cultivation condition,
determined using the technique of the central composite design (2°), was 0.625%
(w/V) sugarcane bagasse, 0.625% (w/V) of corn steep liquor and 120 hours
incubation time for CMCase and 168 hours for avicelase. The addition of new
carbon sources of the medium showed that the microorganism was able to
satisfactorily use each one of them, but the activities of cellulolytic enzymes has
varied depending on the sources tested. An inhibition of enzymatic synthesis in
medium containing cellobiose was observed. However, a large increase in the
secretion of the cellulase was obtained with the flour of passion fruit peel,
sugarcane bagasse and corn steep liquor, showed specific activity values of 3.931
U.mg protein™ for avicelase, 1.032 U.mg protein™ for CMCase and 4.084 U.mg
protein® for FPase. Similar levels were measured in media containing apple
pectin. The maximum production of the enzymes was observed in the range 168
hours, when the culture was in stationary phase. The study of the effect of flour
concentrations of passion fruit peel indicated that addition of 0.5 % (w/V) and 0.75

% (w/V) of this substrate in the middle equally provided better production of
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cellulases. As an overview of this study, it was possible to increase the production
of cellulases by optimizing the culture medium.

Keywords: avicelase; CMCase; FPase; agroindustrial waste; Bacillus sp.
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1. INTRODUCAO

As celulases compdem um complexo multienzimatico capaz de atuar sobre
materiais celulésicos, promovendo sua hidrolise. Tais enzimas sao
biocatalisadores altamente especificos que agem em sinergia para a liberagédo de
acucares (CASTRO; PEREIRA JR., 2010; BINOD et al., 2012). De acordo com
seu local de atuacdo no substrato celuldsico, as celulases se dividem em trés
grandes grupos: as endoglucanases, que clivam ligacGes internas da fibra
celulésica; as exoglucanases, que atuam na regido externa da celulose; e as B-
glicosidases, que hidrolisam oligossacarideos soluveis a glicose (LYND et al.,
2002).

No que diz respeito a biomassa vegetal, a celulose é o biopolimero mais
abundante e devido a sua composicao estrutural, a bioconverséo exige condi¢cdes
especificas para a hidrélise completa deste composto. Muitos microrganismos
estdo envolvidos neste processo e, para issO, necessitam produzir uma
diversidade de enzimas com diferentes especialidades (MARCO, 2012).

A capacidade de converter substratos celuldsicos insoliveis em acgucares
soluveis € amplamente distribuida entre muitos grupos de fungos dentro do
dominio Eukarya e em géneros do dominio Bacteria (LYND et al., 2002). Dentre
as bactérias, o género Bacillus tem sido muito bem caracterizado quanto a
producdo de celulases, como observaram Singh et al. (2009), Kim et al. (2005),
Delatorre (2010), Marco (2012) e Ladeira et al. (2015), entre outros.

As caracteristicas do género Bacillus, como sua atividade metabdlica em
condi¢cBes acidas, neutras e alcalinas, combinadas com a presenca de termofilos
fazem com que espécies deste género tenham alcancado espaco no mercado.
Entre algumas espécies com potencial celulolitico estdo Bacillus brevis, Bacillus
pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus sphaericus e Bacillus licheniformis (SINGH;
KUMAR, 1998; SINGH et al., 2004; SHABEB et al., 2010; AYGAN et al., 2011).

A importancia das celulases deve-se a sua ampla utilizacdo em diversos
ramos da industria, como por exemplo: na industria téxtil e de detergentes, na
industria de polpa de celulose e de papel, na industria de alimentacé&o animal, na
fabricacéo de etanol de segunda geracéo, na preparacdo do malte da cerveja, em
processos de extragdo de sucos, pigmentos, Oleos vegetais, amido e alcalbides
(BHAT, 2000).
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Contudo, o elevado custo de produc¢éo das celulases e demais enzimas é o
principal obstaculo para sua aplicacdo industrial. Dentre os fatores que
influenciam na producdo econdmica das celulases estdo: o0 meio ou substrato
utilizado, a complexidade da estrutura da celulose, as baixas quantidades de
celulases produzidas por microrganismos celuloliticos devido a represséo
catabdlica, a etapa de purificacdo, entre outros (SRIDEVI, et al., 2009).

A necessidade de se obter enzimas industriais de maneira
economicamente viavel determina a busca de substratos de baixo custo. Neste
sentido, considerando o elevado teor de carboidratos presente nos residuos
agroindustriais, a utilizacdo dessas matérias-primas como fontes de carbono no
processo produtivo de enzimas tem sido uma alternativa racional, pois reduz o
custo de producdo, além de ajudar a resolver os problemas ambientais
decorrentes de sua eliminacado (KUBERAN et al. 2010).

A tecnologia enzimatica concilia desenvolvimento tecnolégico com a
utilizacdo de matérias-primas renovaveis e a preservacdo ambiental, cenario
importante para a insercao do Brasil no mercado internacional (POLITZER; BON,
2006). O mercado brasileiro de enzimas revela grande potencial devido ao
dinamismo das industrias de alimentos, medicamentos, tecidos, papel, etc., e a
enorme geracdo de residuos agroindustriais (MUSSATTO; FERNANDES;
MILAGRES, 2007).

Em sua maioria, os residuos agroindustriais sdo materiais lignoceluldsicos,
ou seja, complexos organicos de carbono formados principalmente por celulose,
hemicelulose e lignina (BADHAN et al., 2007). Sdo exemplos destes materiais o
farelo de trigo, o bagaco de cana, a casca de arroz, as farinhas das cascas de
frutas, o sabugo de milho, residuos florestais e madeiras. Porém, no Brasil o
residuo agroindustrial que mais se destaca pela abundancia em determinadas
regides e pelo baixo custo, € o bagaco de cana-de-acUcar oriundo do
processamento da cana-de-acucar para a producéo de etanol e agctucar (PANDEY
et al., 2000; CUNHA et al., 2005).

A escolha dos componentes do meio de cultivo, assim como do
microrganismo, € essencial para o sucesso do processo fermentativo e de sua
viabilidade econdmica. No entanto, nem sempre o meio que permite o melhor
desenvolvimento da cultura favorece a formacdo das enzimas. A producgéo 6tima

e 0s parametros que afetam a sintese enzimatica devem ser investigados sempre,
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pois as condi¢des Otimas variam para os diferentes microrganismos, assim como
para diferentes enzimas (SANTOS et al., 2005).

Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho foi otimizar as condi¢cbes do meio
de cultivo para aumentar a producdo de celulases pela bactéria termofilica
Bacillus sp. SMIA-2 em cultivos submersos, utilizando como substratos residuos
agroindustriais como o bagaco de cana-de-agUcar, a agua de maceracao de milho

e a farinha da casca de maracuja.



18

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Enzimas: conceito, classificacdo e obtencéao

As enzimas sdo, em sua maioria, polimeros constituidos por aminoacidos
ligados por ligacdes peptidicas covalentes que, além de formarem a base do
sistema metabdlico dos organismos vivos, proporcionam grandes oportunidades
as industrias por realizarem conversdes biocataliticas eficientes e mais
econdmicas (GODFREY et al., 1996).

Segundo a Comissao de Enzimas (EC) da Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), as enzimas estéo classificadas em seis
grandes grupos de acordo com o tipo de reacdo em que atuam (SHULER, 1992).

No Quadro 1, estdo apresentadas as classes das enzimas e suas
respectivas fungoes.

QUADRO 1 - Classes e funcdes das enzimas

Classes Funcdes
_ Catalisam reacdes de oxidacdo-reducédo ou transferéncia
Oxirredutases )
de elétrons.
Transferem grupos funcionais como amina, fosfato, acil
Transferases )
e carboxil.
Hidrolases Catalisam reac@es de hidrélise de ligacédo covalente.
_ Catalisam reac6es de remocdo de moléculas de agua,
Liases . ) .
amonia e gas carbonico.
Catalisam reacBes de interconversdo entre isbmeros
Isomerases . o
Oticos ou geomeétricos.
T Catalisam reacfes de formacdo de novas moléculas a
igases _ L .
partir da ligac&o entre duas pré-existentes.

Fonte: Lima et al. (2001)

A tecnologia enzimética € um dos campos mais promissores dentro das
novas tecnologias para sintese de compostos de alto valor agregado
(FERNANDES et al., 2004). Depois dos antibioticos, as enzimas sédo os produtos



19

mais explorados pela industria biotecnoldgica, as quais sdo empregadas em larga
escala, principalmente, nas industrias téxtil, de papel, detergente, couro e de
alimentos (KIRK et al., 2002; VAN BEILEN, 2002).

Assim como todo catalisador, as enzimas atuam diminuindo a energia
requerida para a ativacdo de uma determinada reacdo, tornando, assim, mais
rapida a obtencao do produto. As reac¢des ndo catalisadas requerem mais energia
para serem iniciadas e, por isso, sua velocidade € menor do que em reacoes
catalisadas (LENINGHER, 2006).

Embora as enzimas ocorram amplamente em plantas e animais, as de
origem microbiana representam cerca de 90% do mercado, uma vez que
possuem muitas vantagens sobre as equivalentes de origem animal ou vegetal,
como ampla diversidade bioquimica, suscetibilidade a manipulacdo genética,
menor tempo e custo de produc¢ao (LIMA, 2001).

As enzimas podem ser secretadas por reacdes que ocorrem dentro
(intracelulares) ou fora das células (extracelulares), sendo que as de natureza
extracelular existem em maior quantidade. As enzimas intracelulares que sao
secretadas dentro das células e permanecem no citoplasma, séo utilizadas
quando ndo ha outra forma de sintese, principalmente quando a replicacdo do
DNA é necessaria. Portanto, as mais utilizadas industrialmente sdo as
extracelulares, que sdo secretadas no ribossomo proximo a membrana celular e
transferidas para fora da célula (BOURGAIZE et al., 2000).

Para a producéo de enzimas microbianas sao utilizados basicamente, dois
tipos de processos, classificados conforme a quantidade de agua no meio:
fermentacdo em estado solido (FES) ou semi-solido (FMSS) e fermentacéo
submersa (FSM).

As FES ou FMSS se referem a cultura de microrganismos sobre ou dentro
de particulas em matriz sélida (substrato), onde o conteudo liquido esta ligado a
ela, com um nivel de atividade de agua que assegure 0 crescimento e 0
metabolismo das células e, ao mesmo tempo, ndo exceda a maxima capacidade
de ligacdo de agua com a matriz sélida. A umidade desses meios geralmente n&o
ultrapassa 70%, o que limita bastante o nimero de microrganismos que Sao
capazes de adaptar-se a este processo. Os fungos, em sua grande maioria,
filamentosos, sdo bastante tolerantes a esse ambiente (PANDEY, 2003; COUTO;
SANROMAN, 2006).
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As FSM séao tradicionalmente utilizadas para producao de enzimas a partir
de bactérias, pois hd melhor controle de alguns parametros importantes do
processo como pH e crescimento celular, além da recuperacdo de enzimas
extracelulares ser facilitada (OLIVEIRA et al., 2011). A principal caracteristica é a
quantidade de agua usada no meio de cultivo, que € superior a 95% em relacao a
massa presente no meio. A maioria das enzimas comerciais é obtida por FSM,
uma vez que o0s métodos modernos de controle de fermentacdo sdo mais
facilmente adaptados, os rendimentos sdo maiores e 0S custos e riscos de
contaminagao menores (AGUIAR e MENEZES, 2000).

2.2. Celulases

As celulases formam um conjunto de enzimas envolvidas na degradacgéo
da celulose. Estas enzimas, que coletivamente apresentam especificidade para as
ligacdes glicosidicas B-1,4, sdo necessarias para a solubilizacdo completa da
celulose, mesmo das regides cristalinas, existindo sinergismo na sua forma de
atuar (BON, GIRIO; PEREIRA Jr., 2008).

O complexo enziméatico celulolitico, oriundo de microrganismos, animais e
plantas, é dividido em trés grupos de acordo com seu local de atuacdo no
substrato celuldsico: B-1,4- endoglucanases (EC 3.2.1.4), B-1,4-exoglucanases
(EC 3.2.1.91) e B-glicosidases (EC 3.2.1.21) (WYMAN et al., 2005; JUNG et al.,
2015).

Na Figura 1 estd esquematizado a estrutura da celulose e o modo de acéo

de cada celulase.

endnglucanase
H O CHH
w9
@rpw o @ L Py R
HOH h o

celubmhldrnlase

i glicosidase

Figura 1 - Estrutura molecular da celulose e os sitios de acdo da endoglucanase,
celobiohidrolase e B-glicosidase. Fonte: Kumar et al. (2008).
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As endoglucanases ou carboximetilcelulases sdo enzimas responsaveis
por iniciar a hidrolise e pela rapida solubilizagdo do polimero celulésico, devido a
sua fragmentacdo em moléculas menores. Tais enzimas hidrolisam
randomicamente as regifes internas da estrutura amorfa da fibra celulésica,
liberando oligossacarideos e, consequentemente, novos terminais, sendo um
redutor e um nao redutor (LYND; ZHANG, 2002; CASTRO; PEREIRA Jr., 2010).

As exoglucanases ou celobiohidrolases sao responsaveis pela liberacdo de
glicose e celobiose (dimero de glicose) a partir de extremidades da molécula de
celulose (LYND; ZHANG, 2002; CASTRO; PEREIRA Jr., 2010).

As B-glicosidases sdo enzimas que tém a propriedade de hidrolisar a
celobiose e oligossacarideos soluveis (com menos de sete unidades
monomeéricas) em glicose (OGEDA e PETRI, 2010).

As celulases podem ser produzidas em meios quimicamente definidos,
utilizando como fonte de carbono celulose cristalina, carboximetilcelulose ou
celobiose (CASTRO, 2006; CARVALHO, 2007), ou em meios complexos,
utilizando residuos agricolas e agroindustriais 0os quais podem servir como
suporte, e, ou fonte de carbono (LIMING; XUELIANG, 2004; ADSUL et al. 2004;
MARTINS et al. 2008). Além da fonte de carbono, faz-se necessaria a
suplementacdo do meio com fontes de nitrogénio, e, ou nutrientes minerais, que
irdo atuar, respectivamente, no desenvolvimento do microrganismo e como
cofatores enzimaticos.

Na natureza, existe um grande espectro de microrganismos que degradam
a biomassa lignocelulésica (LYND et al., 2002). Na producdo de enzimas, como
as celulases, os microrganismos termofilicos sdo de particular interesse, pois as
enzimas secretadas apresentam vantagens para a aplicacdo na industria, visto
gue processos biotecnoldgicos conduzidos em elevadas temperaturas tém o risco
de contaminagdo por microrganismos mesofilos significativamente reduzidos
(HAKI; RAKSHIT, 2003).

Dentre os microrganismos envolvidos na degradagcdo de materiais
celulésicos, as bactérias do género Bacillus tém merecido destaque em muitos
estudos. Suas caracteristicas como tolerancia a altas temperaturas, crescimento
rapido e Otima atividade enzimatica fazem com que espécies deste género
tenham alcancado espaco no mercado, principalmente nos processos de

biorremediacao e uso em detergentes. Entre algumas das espécies com potencial
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celulolitico estdo Bacillus brevis, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus
sphaericus e Bacillus licheniformis (SINGH; KUMAR, 1998; SINGH et al., 2004;
SHABEB et al., 2010; AYGAN et al., 2011).

2.3. Microrganismo: Bacillus sp. SMIA-2

O microrganismo Bacillus sp. SMIA-2 é uma bactéria formadora de
esporos, gram-positiva, termofilica e aerdbica estrita, que foi isolada por Souza e
Martins (2001) de amostras de solo coletadas na cidade de Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.

Em Agar nutriente, as colénias de Bacillus sp. SMIA-2 formadas
apresentam formato circular, tamanho de até 4 mm de didmetro, brilhosas, borda
lisa, cor amarelada e elevacdo convexa. Esta bactéria é capaz de crescer em
diversas fontes de carbono, como: glicose, frutose, celobiose, amido, glicogénio,
sacarose, glicerol, entre outras. O crescimento de Bacillus sp. SMIA-2 ocorre a
valores de pH variando de 6,5 a 9,0 e o crescimento 6timo ocorre em torno de pH
7,0. Sua temperatura 6tima de multiplicacdo € em torno de 55 °C e a maxima de
70 °C (SOUZA; MARTINS, 2001).

Os resultados de comparacgao das sequéncias de 16S rRNA indicaram que
Bacillus sp. SMIA-2 possui 94% de similaridade com Bacillus caldoxylolyticus e
Bacillus sp. espécie AK1l, e 90% a 91% de semelhanca com Bacillus
stearothermophilus, Bacillus thermocatenulatus, Bacillus thermoleovorans,
Bacillus denitrificans, Bacillus flavothermus e Bacillus thermoglucosidasius
(SOUZA; MARTINS, 2001).

Estudos demonstraram que o termofilico Bacillus sp. SMIA-2 possui boa
capacidade de produzir enzimas de grande uso industrial. De acordo com
Andrade et al. (2011), Bacillus sp. SMIA-2 produziu poligalacturonase em culturas
submersas usando pectina e agua de maceracao de milho. Quando cultivado em
culturas liquidas contendo amido soluvel como fonte de carbono e proteina de
soro de leite esta bactéria foi capaz de secretar a enzima a-amilase (CARVALHO
et al. 2008).

No estudo de Corréa (2011), Bacillus sp. SMIA-2 produziu

simultaneamente as enzimas protease e a-amilase em culturas submersas
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usando um concentrado de proteina de soro de leite e agua de maceracéo de
milho. Em meios liquidos, que continham soro de queijo e farinha da casca de
maracujid como substratos, Bacillus sp. SMIA-2 foi capaz de secretar proteases
(BARBOSA et al., 2014). Este termofilico também teve boa producao de celulases
quando crescido em meio contendo bagaco de cana de aclUcar e agua de
maceracao de milho (LADEIRA et al., 2015).

2.4. Aplicagédo industrial das celulases

Dentre as enzimas utilizadas em biotecnologia, as celulases tém atraido
muito interesse devido a suas diversas aplicacfes. Tais enzimas tém mostrado
um enorme potencial biotecnoldgico, pois podem ser usadas com diversas
finalidades, como degradacdo de materiais lignoceluldsicos e na desintoxicacédo
de residuos agroindustriais (EI-SERSY et al., 2010; NARAIAN et al., 2010). Entre
as principais aplicacfes industriais das celulases estdo: fabricacdo de racdes
animal, industria téxtil, industria de bebidas (cerveja, vinhos e sucos), na industria
de papel e na producéo de biocombustiveis.

Na industria de sucos, as celulases auxiliam no processo de extracdo do
suco da fruta e na sua clarificacdo, alterando sua viscosidade e aumentando a
taxa de filtracdo e estabilidade do produto final. Na producdo da cerveja a
ativacao das hidrolases ocorre durante a maltagem e a fermentacao. Na industria
de vinhos, os principais beneficios dessas enzimas ocorrem em trés etapas da
producdo: na maceracao da pele da uva, na filtracdo e na clarificacdo da bebida
(BATH, 2000).

Na industria de biocombustiveis, as celulases estdo presentes durante a
hidrolise da celulose, liberando os acucares e facilitando assim o processo de
fermentacao e posterior formacao do bioetanol (LIMAYEN; RICK, 2012).

Na industria de polpa e papel, as celulases sdo usadas misturadas com
hemicelulases para melhorar a drenagem e execucdo de maquinas de papel, e
também o destino de fibras recicladas (CAO; TAN, 2002). As celulases séao
também muito empregadas na induastria téxtil, devido a sua capacidade de
modificar a fibra de celulose de forma controlada, melhorando a qualidade dos

tecidos, sendo empregadas também no momento da fiacdo, tingimento e
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acabamento. Quando utilizadas em detergentes, melhoram o desempenho deste,
pois permitem a remocéo de pequenas fibrilas difusas do tecido, conferindo assim
brilho e maciez ao mesmo (BATH, 2000).

No entanto, a aplicacao industrial de enzimas, como as celulases, pode ser
dificultada devido a quantidade limitada produzida por alguns microrganismos,
além dos custos dos substratos utilizados para o seu cultivo. Estima-se que cerca
de 30 a 40% do custo envolvido na producdo de enzimas esteja relacionado ao
meio de cultivo utilizado para o crescimento do microrganismo. Contudo, na
maioria dos casos, adotando-se métodos simples como a utilizacdo de um meio
de cultivo especifico e otimizado, é possivel aumentar significativamente o
rendimento enzimatico e reduzir os custos de producdo (KUMAR; TAKAGI, 1999;
JOO; CHANG, 2005).

2.5. Materiais lignocelulésicos

A Figura 2 apresenta uma representacdo dos trés principais componentes
dos materiais lignocelulésicos, lignina, hemicelulose e celulose. Estes trés
componentes formam uma estrutura rigida e resistente, que s6 é possivel devido
as interacdes, e, ou, ligacbes covalentes existentes entre estes (BARTON I,
1988; VASSILEV et al., 2012).

— — Celulose

——> Lignina

———» Hemicelulose

Figura 2 - Representagdo do complexo lignoceluldsico da parede celular vegetal.
Fonte: Murphy; McCarthy (2005).

A biomassa lignocelulosica € composta majoritariamente por celulose (32-
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50%), hemiceluloses (19-25%) e lignina (23-32%) (TAMANINI, 2004; RABELO,
2007; SANCHEZ, 2009). Como componentes minoritarios, também podem ocorrer
a presenca de compostos organicos chamados de extrativos (ésteres, alcoois,
esteroides e outros) e inorganicos (principalmente sulfatos, oxalatos, carbonatos e
silicatos de calcio, potassio e magnésio) (JENKINS et al., 1998; PANDEY et al.,
2000). As proporcdes destes componentes quimicos podem variar de espécie
para espécie, e também podem sofrer alteracdes significativas durante o ciclo de
vida da planta (VASSILEV et al., 2012; VASSILEV et al., 2013).

A celulose é o principal componente das biomassas e caracteriza-se por
ser um polimero linear, composto de unidades de D-glicose. Essas unidades séo
ligadas por ligagdes glicosidicas do tipo B-(1—4), que se formam pela
condensacao de duas unidades de glicose, com eliminacdo de uma molécula de
agua entre as hidroxilas dos carbonos 1 e 4 (DKESHWANI, 2010). As cadeias de
celulose possuem organizacdo fibrilar, com ligacbes de hidrogénio
intermoleculares e intramoleculares, exibindo regides cristalinas e amorfas que
ocorrem em intervalos irregulares. Nas regides amorfas, ao contrario das regides
cristalinas, as ligacdes de hidrogénio ocorrem em menor grau e estas regides
estdo relacionadas a hidrolise da celulose por rota enziméatica ou acida
(LEHNINGER, 20086).

Na Figura 3 esté representada a estrutura molecular da celulose.
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Figura 3 - Estrutura da celulose destacando as regifes cristalinas e amorfas
Fonte: Sun; Cheng (2002).

As hemiceluloses correspondem a uma cadeia linear constituida por

unidades de diversos acuUcares, ndo cristalina e com massa molar média
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relativamente baixa (JIANG et al., 2014). Sdo compostas de pentoses (3-D-xilose,
a-Larabinose) e hexoses (B-D-manose, B-D-glicose, a-D-galactose). A cadeia
principal da hemicelulose, em muitos vegetais, € constituida principalmente por
unidades de xilose, ligadas por ligagdes [B-1-4-glicosidicas em que 0S grupos
hidroxila dos acUcares podem ser parcialmente substituidos por arabinose e
acidos urdnicos (acidos B-D-glicurénico, a-D-4-O-methilglicurébnico e a-D-
galacturénico) (EGUES et al., 2013). Na biomassa lignoceluldsica, as
hemiceluloses se encontram nos contornos das microfibrilas da celulose,
conferindo um isolamento das microfibrilas aos ataques biolégicos (enzimas e, ou,
microrganismos) e de alguns agentes quimicos (PENG; SHE, 2014).

A lignina é uma macromolécula tridimensional, amorfa e altamente
ramificada. Apresenta inUmeros grupos aromaticos e alifaticos, com diversos
anéis fenilpropanicos substituidos, ligados por meio de diferentes tipos de
ligagcbes, como do tipo éter ou carbono-carbono (FENGEL; WEGENER, 1989;
RAMIRES, 2010). E o ultimo componente na estrutura da célula vegetal,
envolvendo as microfibrilas celuldsicas, fortalecendo e enrijecendo a parede
celular, conferindo as plantas resisténcia mecanica. Ela também auxilia no
transporte de agua e nutrientes das plantas, além de proteger os tecidos vegetais
da degradacéo quimica e, ou, biolégica (FENGEL; WEGENER, 1989; CANILHA et
al., 2010). Por esse motivo, a lignina € um dos interferentes na obtencédo de

acucares fermentesciveis a partir da biomassa vegetal.

2.6. Bagaco de cana-de-acucar

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar, com producao
estimada de 658,7 milhGes de toneladas, na safra de 2015/2016 (CONAB, 2015).
Esta producdo consideravel leva ao acumulo de subprodutos, principalmente de
palha de cana, de folhas frescas e de bagaco.

O bagaco de cana-de-agucar € o residuo agroindustrial obtido em maior
quantidade no Brasil, aproximadamente 30% de bagaco € produzido a cada
tonelada de cana colhida (SILVA et al., 2007). Este residuo € o material
lignocelulésico obtido apés a moagem da cana-de-acucar (Saccharum

officinarum) nas usinas de aclcar e alcool. E formado por um conjunto de
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fragmentos bastante heterogéneo, com dimensdes que oscilam de 1 a 25 mm. A
moagem e a variedade da cana determinam a granulometria do bagaco. Do ponto
de vista fisico, o bagaco industrial é constituido por cerca de 50% de umidade,
45% de estruturas fibrilares e 5% de extrativos e componentes inorganicos
(MARTIN et al., 2002).

A composi¢cdo quimica do bagaco varia de acordo com varios fatores,
dentre eles, a variedade da cana, o tipo de solo de plantio, as técnicas de colheita
e de manuseio (AGUIAR FILHO, 2008). O bagaco de cana pode conter de 32 a
44% de celulose, 27 a 32% de hemicelulose, 20 a 24% de lignina e 4,5 a 9,0% de
cinzas (SOCCOL et al., 2010). Devido ao elevado teor de carboidratos, teor de
lignina relativamente baixo e sua disponibilidade como um residuo agroindustrial,
0 bagaco é particularmente adequado como fonte de carbono em processos
biotecnolégicos. Algumas alternativas para sua utilizagdo como matéria-prima sédo
a producdo de etanol, papel e celulose, revestimentos acusticos, madeira
prensada, forragem para agricultura, alcool, alcaloides e enzimas (CARVALHO,
2005).

2.7. Aproveitamento de residuos agroindustriais para producdo de enzimas

O estudo de meios de fermentacdo para obtencdo de produtos
biotecnolégicos tem recebido bastante atencdo nos Ultimos anos. Uma
diversidade de subprodutos agricolas ou residuos agroindustriais tém sido
estudados com o objetivo de estabelecer substratos para bioprocessos, devido a
alta disponibilidade e por representarem uma fonte alternativa de baixo valor
comercial (SILVA et al.,, 2009; ERNANDES et al.,, 2010). Estes materiais
organicos tém estrutura polimérica e composicao rica em amido, lignocelulose e
pectina. Em sua maioria, sao fontes de carbono e nitrogénio, insollveis em agua,
atuando como suporte para o crescimento de microrganismos (CORREIA, 2004).

Aléem de fornecerem substratos alternativos, a utilizacdo de residuos
agroindustriais em bioprocessos, também ajuda a solucionar os problemas de
poluicdo que sua disposicdo no meio ambiente poderia causar (PANDEY et al.,
2000).

Muitos esfor¢os concentram-se no emprego de subprodutos agroindustriais
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como substratos, buscando obter produtos de alto valor comercial e baixo custo
de producédo. Os grupos de pesquisa existente ao redor do mundo tiram proveito
de substratos naturalmente abundantes em sua regido (CORREIA, 2004). O
Brasil, pelas caracteristicas climaticas e territoriais, possui biodiversidade sem
igual no mundo e grande abundancia de biomassa e residuos agroindustriais.
Esses fatores tém contribuido para o aumento do interesse na producdo de
enzimas e outros bioprodutos no pais, uma vez que 0s processos biotecnologicos
sao frequentemente limitados pelos custos dos substratos empregados (SOCCOL
et al., 2010).

Assim, a utilizagdo de meios econOmicos, com O aproveitamento de
residuos, e técnicas para otimizar a producédo de enzimas tém sido propostos em
muitos trabalhos cientificos. Ja foram relatadas diversas fontes alternativas, como
por exemplo, o farelo de soja (JOO et al., 2002; JOO; CHANG, 2005), a palha de
trigo (SINGH, 2009), o melago (LADEIRA et al., 2010), o farelo de trigo (WEI et
al., 2011), o bagaco de cana-de-acucar (SRIDEVI et al. 2009; MAKKY, 2009;
LADEIRA et al.,, 2010; LADEIRA et al., 2015), o soro de queijo e a agua de
maceracao de milho (SILVA et al.,2007; NASCIMENTO et al., 2007; CARVALHO
et al., 2008; LADEIRA et al., 2010; LADEIRA et al., 2015), entre outros.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismo e meio de manutencgéo

Para realizacdo deste estudo, foi utilizada uma cultura bacteriana
termofilica, Bacillus sp. SMIA-2, isolada por Souza e Martins (2001) no
Laboratério de Tecnologia de Alimentos, do Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF), a partir de amostras do solo da regido de Campos dos Goytacazes, Rio
de Janeiro, Brasil.

O microrganismo foi mantido em placas de Petri contendo meio TSY
(triptona 20 g.L™; cloreto de sédio (NaCl) 10 g.L™; extrato de levedura 10 g.L™;
agar 20 g.L™ e 4gua destilada, 1 L), sob temperatura de refrigeracéo (7 °C).

3.2. Avaliacao qualitativa da atividade enzimatica

A andlise qualitativa da atividade celulolitica do microrganismo Bacillus sp.
SMIA-2 foi realizada em placas de Petri. O meio de cultura continha os seguintes
nutrientes (g.L™* de &gua destilada): 4gua de maceracdo de milho (Sigma), 1,0;
peptona, 1,0; KCI, 0,3; K;HPO,4 0,87; MgSQO,, 0,5; NaCl, 10,0; agar, 20; e tracos
de metais (CaCl,, 2,2x10%; ZnO, 2,5x10% FeCl;.6H,0, 2,7x10% MnCl,.4H-0,
1,0x10% CuCl,.2H,0, 8,5x10™* CoCl,.6H,0, 2,4x10°; NiCls.6H,0, 2,5x10%
HsBOs;, 3,0x10%  NayMoO,, 1,0x10'3). Este meio foi suplementado,
separadamente, com avicel e carboximetilcelulose a 0,5% (m/V).

Com o auxilio de uma agulha estéril, o microrganismo foi inoculado nas
placas e incubado a 50 °C por 24 horas. Apds o0 crescimento, as placas foram
coradas com 10 mL de lugol 1% (V/V) por 15 minutos. Em seguida, a solucao foi
descartada e adicionou-se 10 mL de solugdo de NaCl 1 M por 30 minutos.
Transcorrido esse tempo, o excesso de solugcéo salina foi removido e foi feita a
observacgéo das zonas de hidrolise em torno das colbnias. A presenca do halo foi

considerada como teste positivo.
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3.3. Meio de cultivo

O meio de cultivo para a producdo do complexo enzimatico (avicelase,
carboximetilcelulase e FPase) continha os seguintes nutrientes (g.L™ de agua
destilada): peptona, 1,0; KCI, 0,3; K;HPO4 0,87; MgSQOy4, 0,5; NaCl, 10,0; e tracos
de metais (CaCl,, 2,2x10; ZnO, 2,5x103% FeCls.6H,0, 2,7x10% MnCl,.4H.0,
1,0x10%, CuCl,.2H,0, 8,5x10™* CoCl,.6H,0, 2,4x10°, NiCl3.6H,0, 2,5x107,
H3BOs, 3,0x10* Na,MoO,, 1,0x107%). A este meio basal foi adicionado 0,5% (m/V)
de agua de maceracdo de milho (Sigma Aldrich) e 0,5% (m/V) de bagaco de
cana-de-acucar. O pH do meio de cultivo foi ajustado para 7,5 com NaOH 1,0 M e

esterilizado por autoclavagem a 121 °C, 1 atm durante 15 minutos.

3.4. Preparo do in6culo

As placas de Petri contendo o microrganismo em meio TSY foram
incubadas em estufa da marca QUIMIS (modelo Q 315 D26) a 50 °C durante 18
horas. Apés este periodo, 5 mL do meio de cultivo foram transferidos para as
placas para ressuspensdo das células que, com o auxilio de uma pipeta estéril,
foram posteriormente sugadas, inoculadas em frascos erlenmeyers de 250 mL
contendo 50 mL do meio de cultivo e incubadas por mais 18 horas em agitador
orbital (Thermo Forma Orbital Shaker, Ohio, EUA) a 50 °C sob agitagdo de 150

rom. Em seguida, este indculo foi utilizado para inocular o meio de cultivo.

3.5. Crescimento do microrganismo

O microrganismo foi cultivado em frascos erlenmeyers de 250 mL contendo
50 mL do meio de cultivo. Os frascos foram inoculados com 2 mL do in6culo e
posteriormente incubados a 50 °C em um agitador orbital (Thermo Forma Orbital
Shaker, Ohio, EUA) operando a 150 rpm. Nos intervalos de tempo definidos, o
crescimento do microrganismo foi determinado medindo-se a densidade 6tica do
meio a 600 nm com a utilizagdo de um espectrofotbmetro (UVmini-1240,

Shimadzu, Kyoto, Japao).
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3.6. Influéncia do bagaco de cana-de-aclUcar no crescimento e secrecado das
celulases de Bacillus sp. SMIA-2

Diferentes tipos de bagaco de cana-de-acucar foram empregados

separadamente para avaliar a secrecdo das enzimas, sendo eles:
e Bagaco “in natura”;

e Bagaco tratado com solucdo de hidroxido de potassio (KOH 10%,
m/V);

e Bagaco tratado com solucdo de hidroxido de hidroxido de potéssio
(KOH 10%, m/V) e posteriormente tratado com solugdo de acido
sulfurico (H2S041,2%, m/V).

Os bagacos de cana-de-agUcar empregados foram obtidos da Usina
sucroalcooleira Paraiso (Campos dos Goytacazes - RJ), tratados no Laboratério
Nacional de Energia e Geologia (LNEG) em Lisboa - Portugal e foram
armazenados sob temperatura de refrigeracdo (7 °C) até sua utilizacdo neste
trabalho (LADEIRA, 2013).

Além disso, foi utilizado para efeito de comparacdo, um meio contendo
0,5% (m/V) de recortes de papel de filtro Whatman n° 1, como substrato indutor

em substituicdo ao bagaco de cana.

3.7. Otimizacdo das condi¢cbes do meio de cultivo utilizando planejamento

experimental

Apé6s a determinacdo do bagaco de cana que proporcionou a maior
producdo enzimética, realizou-se a otimizacédo das condi¢cdes do meio de cultivo.
Elaborou-se um delineamento composto central (DCC) do tipo 23, em relacdo as
variaveis independentes, bagaco de cana-de-acucar (%, m/V), éagua de
maceracao de milho (%, m/V) e tempo de fermentacéo (h), com trés repeticdes do
ponto central e seis pontos axiais, totalizando 17 ensaios, a temperatura de 50 °C

e agitacdo de 150 rpm.



32

Os niveis das variaveis independentes em estudo foram definidos a partir
de testes preliminares e estdo apresentados na Tabela 1, juntamente com as
condi¢cBes experimentais.

A analise estatistica dos dados obtidos das condi¢cbes do meio de cultivo
seguiu a metodologia de superficie de resposta utilizando o programa Statistica,
versdo 5.0. As respostas avaliadas foram: atividades especificas da avicelase

(U.mg ptn™), carboximetilcelulase (U.mg ptn™), FPase (U.mg ptn™).

Tabela 1 - Representacdo do planejamento experimental com 0s niveis das
variaveis independentes: bagaco, agua de maceracao de milho (AMM) e tempo

Variaveis Independentes

Valores Codificados Valores Reais
Ensaios Bagago AMM Tempo Bagaco AMM Tempo

(%) (%) (h)
1 -1 -1 -1 0,400 0,400 139
2 +1 -1 -1 0,850 0,400 139
3 -1 +1 -1 0,400 0,850 139
4 +1 +1 -1 0,850 0,850 139
5 -1 -1 +1 0,400 0,400 197
6 +1 -1 +1 0,850 0,400 197
7 -1 +1 +1 0,400 0,850 197
8 +1 +1 +1 0,850 0,850 197
9 -1,68 0 0 0,250 0,625 168
10 +1,68 0 0 1,000 0,625 168
11 0 -1,68 0 0,625 0,250 168
12 0 +1,68 0 0,625 1,000 168
13 0 0 -1,68 0,625 0,625 120
14 0 0 1,68 0,625 0,625 216
15 0 0 0 0,625 0,625 168
16 0 0 0 0,625 0,625 168
17 0 0 0 0,625 0,625 168
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3.8. Influéncia da fonte de carbono sobre o crescimento celular e a atividade
das celulases

A influéncia de diferentes fontes de carbono sobre o crescimento do
microrganismo e sobre a atividade das celulases foi estudada cultivando o
microrganismo no meio de cultivo descrito no item 3.4, acrescido individualmente
das seguintes fontes de carbono a 0,5% (m/V): glicose, frutose, xilose, lactose,
celobiose, pectina de maca e farinha da casca de maracuja. As solucbes de
acucares foram esterilizadas separadamente em autoclave a 121 °C por 15
minutos e adicionadas ao meio de cultivo assepticamente em capela de fluxo
laminar. Posteriormente, todos 0os meios, inclusive o controle (sem adi¢cdo de uma
nova fonte de carbono) foram incubados a 50 °C, 150 rpm durante 168 horas.

Apos a definicdo da melhor fonte de carbono, determinou-se o tempo de
fermentacdo em que ocorre a maxima producdo das celulases. Os tempos
estudados foram: 36, 72, 108, 144, 168 e 180 horas.

Posteriormente, foi realizado um estudo para verificar a melhor
concentragéo da fonte de carbono adicional definida. As concentragdes avaliadas
foram: 0,25%; 0,5%; 0,75%; 1,0% e 1,5% (m/V).

3.9. Variacdes de pH

As variacdes de pH durante o crescimento celular foram medidas pelo
meétodo potenciométrico, de acordo com as Normas Analiticas do Instituto Adolfo
Lutz (IAL, 2005).

3.10. Obtencao das enzimas

As amostras contendo o meio de cultivo foram centrifugadas em uma
centrifuga (HERMLEZ 382K, Wehingen, Alemanha), a 4500 rpm por 30 minutos a
4 °C para obtencdo do sobrenadante livre de células que foi utilizado para a

dosagem da atividade enzimética.
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3.11. Ensaios enziméticos

3.11.1. Atividade enzimatica da avicelase (EC 3.2.1.91)

A atividade da enzima avicelase foi determinada pela quantificacdo da
liberac@o de agucares redutores da hidrélise de avicel (Sigma). Uma mistura que
continha 0,5 mL de solucdo de avicel 1% (m/V) preparada em tampéao Tris-HCI
(0,05 M, pH 8,0) e 0,5 mL do extrato bruto enzimatico foi incubada a 70 °C
durante 10 minutos. Transcorrido este periodo, 1 mL de &cido 3,5-dinitrossalicilico
(DNS) foi adicionado a mistura e esta deixada em ebulicio em banho-maria
durante 10 minutos. Logo apés, as amostras foram resfriadas em banho de gelo
por 5 minutos, e a absorbancia foi medida a 540 nm (MILLER, 1959). O mesmo
procedimento foi realizado com o controle, no entanto sem o extrato livre de
células. Uma unidade (U) de atividade de avicelase foi definida como 1 ymol de
acucar redutor equivalente liberado por minuto sob as condi¢cdes de ensaio acima

descritos, usando uma curva padréo de glicose.

3.11.2. Atividade enzimatica da carboximetilcelulase (EC 3.2.1.4)

A atividade da enzima carboximetilcelulase (CMCase) foi determinada por
meio da quantificacdo da liberacdo de acUcares redutores da hidrélise de
carboximetilcelulose (Sigma). Uma mistura que continha 0,5 mL de solucéo de
carboximetilcelulose 1% (m/V) preparada em tampéo Tris-HCI (0,05 M, pH 8,0) e
0,5 mL do extrato bruto enzimético foi incubada a 70 °C durante 10 minutos.
Transcorrido este periodo, 1 mL de acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) foi
adicionado a mistura e esta deixada em ebulicdo em banho-maria durante 10
minutos. Logo apds, as amostras foram resfriadas em banho de gelo por 5
minutos, e a absorbancia foi medida a 540 nm (MILLER, 1959). O mesmo
procedimento foi realizado com o controle, no entanto sem o extrato livre de
células. Uma unidade (U) de atividade de CMCase foi definida como 1 ymol de
acucar redutor equivalente liberado por minuto sob as condi¢des de ensaio acima

descritos, usando uma curva padréo de glicose.
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3.11.3. Atividade enzimatica da celulase total (FPase)

A atividade da FPase (atividade de papel de filtro) compreende um
complexo de exoglucanases e endoglucanases. Esta foi determinada a partir da
degradacédo de uma tira de papel de filtro Whatman n° 1. Uma mistura que
continha uma tira de papel de filtro Whatman n° 1 medindo 1,0 cm x 6,0 cm
(aproximadamente 50 mg), 1 mL de tampéao Tris-HCI (0,05 M, pH 8,0) e 0,5 mL do
extrato bruto enzimatico foi incubada a 70 °C durante 10 minutos. Transcorrido
este periodo, 1 mL de &cido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) foi adicionado a mistura e
esta deixada em ebulicdo em banho-maria durante 10 minutos. Logo apés, as
amostras foram resfriadas em banho de gelo por 5 minutos, e a absorbancia foi
medida a 540 nm (MILLER, 1959). O mesmo procedimento foi realizado com o
controle, no entanto sem o extrato livre de células. Uma unidade (U) de atividade
de FPU (“Filter Paper Unity”) foi definida como 1 pumol de acucar redutor
equivalente liberado por minuto sob as condicbes de ensaio acima descritos,

usando uma curva padrdo de glicose.

3.12. Determinacdo da proteina

A dosagem de proteina nos filtrados da cultura foi determinada pelo

método de Lowry modificado por Peterson (1977), utilizando-se solucdo de

albumina de soro bovino (BSA) como padréo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacao qualitativa da atividade celulolitica de Bacillus sp. SMIA-2

Na Figura 4, encontram-se ilustrados os resultados dos testes qualitativos

para celulases, referentes ao Bacillus sp. SMIA-2.

Figura 4 - Teste qualitativo de producdo de celulases por Bacillus sp. SMIA-2,
apos revelacdo com lugol. Substratos: avicel (A); carboximetilcelulose (B).

O lugol é capaz de permanecer ligado as regides onde h& polissacarideos,
tais como a celulose; ndo reagindo com dissacarideos e monossacarideos
(JANG; CHEN, 2003). A formacédo de halos translicidos ao redor da colbnia
corresponde a zona de hidrélise dos substratos celulésicos.

Assim, de acordo com a Figura 4, foi observado que o teste revelou-se
positivo, demonstrando que o microrganismo em estudo produz celulases que
hidrolisam tanto a forma amorfa (Carboximetilcelulose) quanto cristalina (Avicel)

da celulose, respectivamente as enzimas carboximetilcelulase e avicelase.
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4.2. Efeito do bagacgo de cana-de-acucar submetido a diferentes tratamentos
e do papel de filtro sobre o crescimento celular e atividade das celulases de
Bacillus sp. SMIA-2

Na Figura 5, estdo apresentados os resultados da densidade 6tica (D.O) e
pH dos meios de cultivo contendo agua de maceracdo de milho e,
individualmente, os diferentes tipos de bagaco de cana-de-acucar e o papel de

filtro Whatman n° 1.
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Figura 5 - Crescimento celular de Bacillus sp. SMIA-2 e pH dos meios de cultura
contendo o bagaco de cana-de-aclUcar sem tratamento (1), tratado com alcali (2),
tratado com alcali e depois com acido (3) e papel de filtro Whatman n° 1 (4), ap0s
168 horas de incubacéo a 50 °C.

Pela densidade otica, foi observado que a cultura cresceu bem em todos os
meios de cultivo. Contudo, os bagacos tratados promoveram um maior
crescimento de Bacillus sp. SMIA-2. Os métodos de pré-tratamento aumentam a
disponibilidade da celulose, em consequéncia disto, melhoram o crescimento
celular. Estes resultados foram similares aos encontrados no estudo de Delatorre
(2010) com Bacillus sp. SMIA-2 e no estudo de Fassanela (2008) com Aspergillus
niger e Penicillium sp., em que o pré-tratamento quimico no bagaco de cana
possibilitou em ambos um maior desenvolvimento das células.

No entanto, € necessario destacar que o desenvolvimento da cultura nos
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meios avaliados deve-se, principalmente, ao fornecimento de fonte de nitrogénio
pela suplementagcdo com agua de maceracdo de milho, uma vez que o teor de
nitrogénio presente no bagaco de cana € baixo para promover um bom
crescimento e producdo enziméatica (PARK et al., 2002).

De acordo com os resultados demonstrados na Figura 5, para todos os
meios apos 168 horas de fermentacdo, o pH encontrou-se acima de 8. Segundo
Ming Chu (1992), a acidificacdo ou alcalinizacdo do meio de cultivo reflete o
consumo de substrato. Quando ions amonio estdo sendo utilizados, o meio torna-
se mais acido e quando nitrogénio organico esta sendo assimilado, o meio torna-
se mais alcalino.

Na Tabela 2, estdo apresentadas as atividades das enzimas avicelase,
carboximetilcelulase (CMCase) e celulase total (FPase) secretadas por Bacillus
sp. SMIA-2 em cultivos submersos contendo agua de maceracdo de milho e,
individualmente, os diferentes tipos de bagaco de cana e o papel de filtro

Whatman n° 1.

Tabela 2 - Atividades das celulases produzidas por Bacillus sp. SMIA-2 cultivado
em meios que continham como substratos: bagaco “in natura” (1), bagaco tratado
com alcali (2), bagaco tratado com alcali e acido (3) e papel de filtro Whatman n° 1

(4)

Meios  Atividade (U.mL™Y) (':nrg_trii[‘_?) A“Vi(du"’f?nege;t%‘?f;"ﬁca
Avicelase CMCase FPase Avicelase CMCase FPase
1 0,764 0,101 1,001 0,395 1,934 0,255 2,533
2 0,815 0,081 0,934 0,355 2,296 0,228 2,632
3 0,801 0,094 0,976 0,379 2,112 0,248 2,573
4 0,628 0,071 0,863 0,317 1,955 0,223 2,722

Os valores encontrados de atividade da avicelase foram similares para os
diferentes tipos de bagacos de cana-de-agucar. No entanto, a atividade especifica
desta enzima foi maior quando se utilizou como substratos indutores os bagacos
tratados, principalmente com solugéo alcalina. Quanto a CMCase, foi observado
niveis semelhantes de atividade e atividade especifica para todos os meios. Ja
em relacdo a FPase, as atividades obtidas também foram similares para os

diferentes meios, porém o bagaco tratado com alcali e o papel de filtro
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promoveram indices maiores de atividade especifica. De um modo geral, foi
verificado que o emprego de um pré-tratamento quimico no bagaco de cana
colaborou para o aumento das atividades especificas da avicelase e FPase.

Os pré-tratamentos dos materiais lignocelulosicos tém os objetivos de
remover a lignina e a hemicelulose, reduzir a cristalinidade da celulose e
aumentar a porosidade (MCMILLAN, 1994). Os bagacos de cana-de-acgUcar
usados neste estudo foram, anteriormente, caracterizados por Ladeira (2013), que
comprovou que 0s pré-tratamentos quimicos empregados atenderam tais
finalidades.

Deste modo, ao testar a influéncia dos tipos de bagaco estudados sobre a
atividade enzimatica, foi possivel concluir que os métodos quimicos de pré-
tratamento empregados, especialmente com hidroxido de potassio, foram
eficientes ao removerem grande parte da lignina, contribuindo para o aumento da
suscetibilidade da celulose ao ataque hidrolitico das enzimas celuloliticas.
Possivelmente o pré-tratamento do bagaco disponibilizou a celulose em niveis
superiores ao do papel de filtro Whatman n° 1 (usado como um modelo de
substrato delignificado), o que justifica os maiores indices de atividade especifica
para a enzima avicelase nos meios 2 e 3.

Resultado semelhante foi obtido por Sridevi et al. (2009), ao compararem o
efeito do pré-tratamento de materiais lignocelulésicos (serragem, bagaco de cana,
farelo de trigo e palha de arroz) sobre a atividade celulolitica de Aspergillus niger.
As atividades enzimaticas foram maiores nos substratos submetidos ao pré-
tratamento. No bagaco in natura os indices foram de 2,0 U.mL™ para FPase e 2,5
U.mL™* para CMCase, enquanto que no bagaco de cana pré-tratado foi obtido 6,6
U.mL? para FPase e 6,0 U.mL™” para CMCase, no entanto, os valores foram
superiores aos encontrados no presente trabalho.

O tratamento do bagaco de cana-de-acucar com uma solucdo de NaOH
também proporcionou uma maior producdo de avicelase pelo termofilico
Geobacillus stearothermophilus. A atividade da enzima no bagaco de cana tratado
foi de 1,99 U.mL™ e 1,06 U.mL™ no bagaco nao tratado (MAKKY, 2009).

A bactéria Bacillus sp. SMIA-2, como observado na Tabela 2, produziu
niveis maiores de atividade de exoglucanases (avicelases) do que de
endoglucanases (CMCases). Provavelmente a composicdo do meio e as

condi¢cbes da cultura favoreceram a maior secrecdo destas enzimas. O mesmo
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desempenho foi reportado por Ladeira et al. (2015) em que 0 microrganismo
Bacillus sp. SMIA-2, quando cultivado em culturas submersas contendo bagaco
de cana, apresentou 0,83 U.mg ptn'1 para avicelase e 0,29 U.mg ptn'l para
CMCase. Nota-se gue o valor da atividade especifica de avicelase encontrado por
estes autores foi inferior aos valores das atividades especificas desta enzima
verificados neste estudo, porém para a CMCase foram semelhantes (Tabela 2).
Nas etapas posteriores deste trabalho foi utilizado o bagaco tratado com
alcali. Tal escolha reside no fato de que o tratamento com hidréxido de potassio
(KOH) foi o que melhor contribuiu para as maiores atividades especificas das

enzimas avicelase e FPase.

4.3. Otimizacdo da producédo de celulases usando o termofilico Bacillus sp.
SMIA-2 utilizando planejamento experimental

Um delineamento composto central (DCC) do tipo 2% e superficies de
resposta foram utilizados para avaliar os efeitos do tempo de incubacéo e das
concentracbes de bagaco de cana e agua de maceracdo de milho sobre as
atividades especificas das celulases a fim de determinar as condi¢cdes o6timas
para se obter a maxima secrec¢do dessas enzimas por Bacillus sp. SMIA-2.

Na Tabela 3 esta apresentada a matriz do DCC para a atividade especifica
da avicelase (U.mg ptn™).

Pela Tabela 3, foi observado que a atividade especifica da avicelase variou
de zero (ensaios 4, 7, 8 e 12) a 2,73 U.mg ptn™ (ensaio 16). Analisando os
parametros estudados, foi verificado que a atividade especifica maxima da
avicelase foi obtida quando Bacillus sp. SMIA-2 foi cultivado em meio liquido
contendo 0,625% (m/V) de bagaco de cana e 0,625% (m/V) de éagua de
maceracao de milho durante 168 horas de fermentacéo, tal condi¢éo correspondia
aos pontos centrais do experimento.

Ladeira et al. (2015) relataram a producdo de avicelase e CMCase por
Bacillus sp. SMIA-2 em meio de cultivo contendo 0,5% (m/V) de bagaco in natura
e 0,5% (m/V) de &gua de maceracdo de milho. Segundo esses autores, a

atividade méaxima de avicelase (0,83 U.mL™) foi obtida ap6s 120 h de incubagéo.
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Tabela 3 - Matriz do DCC 2° para a atividade especifica das celulases com os valores reais e codificados das variaveis

independentes
Ensaios Bagaco (%, m/V) AMM (%, m/V) Tempo (h) (ﬁYrifggelssne‘l) (U(.:rlxg:zfr?'l) (U.anPgaSten'l)

0,400 (-1) 0,400 (-1) 139 (-1) 1,970 0,509 2,086
2 0,850 (+1) 0,400 (-1) 139 (-1) 0,440 0,570 3,499
3 0,400 (-1) 0,850 (+1) 139 (-1) 0,130 0,543 3,458
4 0,850 (+1) 0,850 (+1) 139 (-1) 0,000 0,492 2,556
5 0,400 (-1) 0,400 (-1) 197 (+1) 1,460 0,162 3,044
6 0,850 (+1) 0,400 (-1) 197 (+1) 0,700 0,392 2,704
7 0,400 (-1) 0,850 (+1) 197 (+1) ND 0,087 1,559
8 0,850 (+1) 0,850 (+1) 197 (+1) ND 0,105 1,703
9 0,250 (-1,68) 0,625 (0) 168 (0) 2,290 0,140 2,861
10 1,000 (+1,68) 0,625 (0) 168 (0) 0,090 0,063 2,022
11 0,625 (0) 0,250 (-1,68) 168 (0) 0,060 0,269 2,987
12 0,625 (0) 1,000 (+1,68) 168 (0) ND 0,020 1,676
13 0,625 (0) 0,625 (0) 120 (-1,68) 2,470 0,753 1,438
14 0,625 (0) 0,625 (0) 216 (+1,68) 0,250 0,330 2,930
15 0,625 (0) 0,625 (0) 168 (0) 2,450 0,274 2,728
16 0,625 (0) 0,625 (0) 168 (0) 2,730 0,311 3,050
17 0,625 (0) 0,625 (0) 168 (0) 2,410 0,298 2,846

ND: atividade nao detectada
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Uma equacdo para a resposta atividade especifica da avicelase foi
desenvolvida baseada na analise dos coeficientes de regressdo dos dados

experimentais (Equacéo 1).

Y = 2,544 — 0,354 x; — 0,401 x;2 — 0,325 X, — 0,959 X,% — 0,300 X3

1
— 0,478 X322+ 0,272 X1Xo + 0,113 X1X3 + 0,015 XoX3 @)

Onde x; é a concentracdo de bagaco de cana-de-aguUcar, X, representa a

concentracdo de agua de maceracao de milho e x3 é o tempo de cultivo.

A significancia estatistica do modelo foi verificada pelo teste F e os
resultados da analise de variancia para a producdo da avicelase estdo
apresentados na Tabela 4. De acordo com a ANOVA , foi verificado que o modelo
ajustado para a producdo da enzima avicelase foi significativo pelo teste F
(p<0,05). O coeficiente de determinacéao foi de 87,99%.

Tabela 4 — Andlise de variancia (ANOVA) para a resposta atividade especifica da
avicelase de Bacillus sp. SMIA-2

Fonte de Variacao SQ GL QM Fcal Ftab (p<0,05)
Regressao 19,83568 9 2,203964 5,696323 3,68
Residuo 2,70837 7 0,38691
Falta de ajuste 2,64722 5 0,529444 17,31624 19,3
Erro puro 0,06115 2 0,030575
Total 22,54405 16

R?= 87,99%

Nas Figuras 6, 7 e 8 estdo ilustradas as superficie de resposta para a
variavel atividade especifica da avicelase. As variaveis ndo explicitas foram
fixadas no ponto central (nivel 0) para a construcdo de uma superficie.

Pela Figura 6, foi observado um aumento no tempo de incubagdo com o
aumento simultaneo da concentracdo de bagaco de cana-de-agUcar até atingir a
méaxima producdo de avicelase. No entanto, uma concentragdo mais elevada do

que 0,625% (m/V) de bagaco de cana diminuiu a producédo da enzima.
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Avicelase (U/mg ptn)
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Figura 6 - Superficie de resposta: Efeitos do tempo de incubacgéo e concentracéo
de bagaco de cana-de-acucar na secrecdo de avicelase por Bacillus sp. SMIA-2 a
uma concentracdo de agua de maceracao de milho constante.

Da mesma forma, o aumento concomitante do tempo de incubacdo e da
concentracdo de agua de maceracdo de milho resultou na maxima producao de
avicelase. Porém, uma concentracdo mais elevada do que 0,625% (m/V) de agua
de maceracdo de milho também promoveu diminuicdo da secrecdo da enzima
(Figura 7).

3,0
2,0
1,0
00 |
-1.0
2,0
-3,0

Avicelase (U/mg ptn)

-2
. <2
<
<0
B <1
<

Figura 7 - Superficie de resposta: Efeitos do tempo de incubacédo e concentracéo
de agua de maceracao de milho (AMM) na secrecao de avicelase por Bacillus sp.
SMIA-2 a uma concentracao de bagaco de cana-de-acucar constante.
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Finalmente, observou-se um aumento da atividade especifica da enzima
com o aumento simultdneo da concentracdo de bagaco de cana e de agua de
maceracao de milho, até estes substratos chegarem a concentracao ideal, que foi
de 0,625% (m/V) para ambos (Figura 8).

A atividade enzimética pode ser regulada por seus substratos, e,ou,
produtos. A inibicdo pelo substrato € conhecida como uma inibicdo por excesso
de substrato (MOSIER; LADISCH, 2009). Assim, este fenbmeno pode ter ocorrido
nas concentracfes superiores as concentracfes ideais de bagaco e agua de

maceragao de milho.

Avicelase (U/mg ptn)

M-
-2
Z 0,250 ~ 0,250 %ag@@ B < 1

<0
B <-1
-2

Figura 8 - Superficie de resposta: Efeitos das concentracdes de agua de
maceracdo de milho (AMM) e bagaco de cana-de-aglUcar na secrecdo de
avicelase por Bacillus sp. SMIA-2 a um tempo de incubacéo constante.

A partir deste estudo, notou-se que as quantidades de bagaco de cana e
de agua de maceracdo de milho presentes no meio de cultivo e o tempo de
fermentacao foram determinantes para se obter uma maior secre¢éo da avicelase
por Bacillus sp. SMIA-2. A atividade maxima da avicelase ocorreu quando o teor
de bagaco de cana, o teor de agua de maceracdo de milho e o tempo de
incubacéo foram entre 0,438 e 0,625% (m/V), 0,438 e 0,625% (Mm/V), 144 e 168
horas, respectivamente.

Para a resposta atividade especifica da CMCase, uma equacdo foi

desenvolvida baseada na analise dos coeficientes de regressdo dos dados
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experimentais (Equacéo 2).

Y = 0,2880 + 0,0095 x; — 0,0466 x;°> — 0,0602 x, — 0,0315 x,° —

2
0,1523 x3 + 0,1089 X?,2 — 0,0405 x1X2 + 0,0295 x1x3 — 0,0398 x5 X3 ( )

Onde x; é a concentragdo de bagaco de cana-de-acUcar, X, representa a

concentracdo de agua de maceracao de milho e x3 € o tempo de cultivo.

A significancia estatistica do modelo foi verificada pelo teste F e os
resultados da analise de variancia (ANOVA) para a producdo da CMCase estédo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Andlise de variancia (ANOVA) para a resposta atividade especifica da
CMCase de Bacillus sp. SMIA-2

Fonte de Variacao SQ GL QM Fcal Ftab (p<0,05)
Regressao 0,56945 9 0,06327 8,75268 3,68
Residuo 0,50602 7 0,00723
Falta de ajuste 0,04988 5 0,00997 27,7122 19,3
Erro puro 0,00072 2 0,00036
Total 0,62005 16
R?= 91,839

O teste F (p<0,05), para a variavel dependente atividade especifica da
CMCase, foi altamente significativo, sendo o modelo ajustado adequado para
descrever os resultados por meio da superficie de resposta. O valor do coeficiente
de determinacao foi R? = 91,84%.

Nas Figuras 9, 10 e 11 estéo ilustrados os graficos tridimensionais de
superficie de resposta para atividade especifica da CMCase. As variaveis nao

explicitas foram fixadas no ponto central para a construcdo de uma superficie.
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CMCase (U/mg ptn)
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Figura 9 - Superficie de resposta: Efeitos do tempo de incubacao e concentracao
de bagaco de cana-de-acucar na secrecdo de CMCase por Bacillus sp. SMIA-2 a
uma concentracdo agua de maceracao de milho constante.

Pela Figura 9 foi observado que a diminuicdo do tempo de incubacédo e da
concentracdo de bagaco de cana-de-acUcar resultou em maior atividade
especifica da CMCase. Resultado semelhante foi obtido ao diminuir o tempo de
incubacéo e a concentracdo agua de maceracédo de milho (Figura 10).

CMCase (U/mg ptn)
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Figura 10 - Superficie de resposta: Efeitos do tempo de incubagéo e concentracao
de agua de maceracdo de milho (AMM) na secrecdo de CMCase por Bacillus sp.
SMIA-2 a uma concentracdo de bagaco de cana-de-agucar constante.
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Figura 11 - Superficie de resposta: Efeitos das concentracbes de agua de
maceracao de milho (AMM) e bagaco de cana-de-acucar na secre¢do de CMCase
por Bacillus sp. SMIA-2 a um tempo de incubacé&o constante.

A atividade maxima da CMCase ocorreu quando o teor de bagaco de cana
e o teor de agua de maceracdo de milho foram, respectivamente, entre 0,625 e
1% (m/V), 0,250 e 0,625% (m/V), com o tempo de incubacdo de 120 h. No
entanto, ressalta-se que em relacdo ao tempo de cultivo, novos estudos sao
necessarios para otimizar este parametro, uma vez que nao foi obtido um ponto
maximo para a producdo da enzima (Figura 11).

Ao estudar a variavel resposta atividade especifica da FPase, observou-se
gue o modelo néo foi significativo pelo teste F (p<0,05) e o valor do coeficiente de
determinacao foi baixo (R* = 50,07%).

Na Figura 12 estd demonstrado o grafico de valores preditos versus
observados para a variavel resposta atividade especifica da FPase (U.mg ptn™). A
qualidade do ajuste do modelo pode ser verificada pelo grafico da figura. Quanto
mais os dados se ajustam a reta identidade, melhor é a qualidade do ajuste. Logo,
como os valores de atividade especifica da FPase se apresentaram dispersos em
relacdo a reta identidade, demonstrando fuga da normalidade, ndo foi possivel

construir as superficies de resposta para esta variavel dependente.
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Figura 12 - Valores preditos e observados para a variavel dependente atividade
especifica da FPase.

Assim, a condicdo oOtima de cultivo, determinada usando a técnica do
planejamento composto central (2°), foi utilizando as concentraces de 0,625%
(m/V) de bagaco, 0,625% (m/V) de agua de maceracao de milho e os tempos de
incubacédo de 120 horas para CMCase e de 168 horas para avicelase.

4.4. Efeito da fonte de carbono sobre o crescimento de Bacillus sp. SMIA-2 e

a atividade das celulases

Na Figura 13, estdo apresentados os resultados da densidade 6tica (D.O) e
pH dos meios de cultivo contendo bagaco de cana-de-agucar tratado com alcali
adicionados de diferentes fontes de carbono (glicose, frutose, xilose, lactose,
celobiose, farinha da casca de maracuja-FCM e pectina de ma¢d) e do meio
controle (sem adi¢cdo de uma nova fonte de carbono).

Foi observado que o0os monossacarideos e o0s dissacarideos testados
ocasionaram poucas alteracbes nos valores de pH se comparados ao meio
controle. Enquanto que a farinha da casca de maracuja e a pectina de maca, por
sua vez, promoveram um respectivo aumento do pH de 8,46 (controle) para 8,79
e 8,96. O valor do pH de um meio de cultivo tende a variar em resposta as

atividades metabdlicas dos microrganismos, seja por meio da producéao de acidos
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ou do consumo de aminoacidos e peptideos, que tendem a diminuir e elevar o pH
respectivamente (RAIMBAULT,1998).

Densidade otica (600 nm)

1 2 3 4 5 6 7 8
Fontes de Carbono 0,5% (m/V)

Figura 13 - Crescimento celular de Bacillus sp. SMIA-2 e pH dos meios de cultivo
contendo diferentes fontes de carbono: Controle (1), Glicose (2), Frutose (3),
Xilose (4), Lactose (5), Celobiose (6), FCM (7) e Pectina (8), apés 168 horas de
incubacédo a 50 °C.

Pela densidade oOtica, observa-se que Bacillus sp. SMIA-2 foi capaz de
metabolizar satisfatoriamente todas as fontes de carbono estudadas. Porém, a
utilizacao da glicose, da xilose e da celobiose, em especial, promoveu um melhor
crescimento celular (Figura 13). Os substratos tem a funcéo de servir como fonte
de carbono para o crescimento celular, bem como induzir a sintese enzimética.
No entanto, a resposta das células aos diferentes substratos varia dependendo do
tipo e concentragdo destes no meio de cultivo (GONG; TSAO, 1975).

Na Figura 14, estdo apresentadas as atividades especificas das celulases
em funcdo das diferentes fontes de carbono testadas. De acordo com os
resultados ilustrados, as atividades especificas da avicelase foram maiores
durante o crescimento do microrganismo com a farinha da casca de maracuja, a
pectina de maca e a glicose, os niveis observados foram de 3,931 U.mg ptn?,
3,832 U.mg ptn? e 3,527 U.mg ptn, respectivamente. A frutose, a xilose e a
lactose também foram capazes de promover um aumento da atividade especifica

da avicelase.
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Figura 14 - Atividades especificas da avicelase (a), CMCase (b) e FPase (c) em
funcdo de diferentes fontes de carbono: Controle (1), Glicose (2), Frutose (3),
Xilose (4), Lactose (5), Celobiose (6), FCM (7) e Pectina (8).

Para a CMCase foi verificado que a farinha da casca de maracuja e a
pectina de macd foram as fontes de carbono que promoveram as maiores
atividades especificas da enzima, obtendo-se os respectivos valores de 1,032
U.mg ptn™ e 1,121 U.mg ptn™* (Figura 14).

Quanto a celulase total (FPase), esta enzima também apresentou as
maiores atividades especificas quando Bacillus sp. SMIA-2 cresceu nos meios
contendo a farinha da casca de maracuja e a pectina de macéa, sendo obtidos
niveis iguais a 4,084 U.mg ptn™*e 4,043 U.mg ptn’, respectivamente (Figura 14).

Waeonukul et al. (2008), utilizaram a bactéria Paenibacillus curdlanolyticus
e diferentes substratos indutores (celobiose, xilose, glicose, celulose, bagaco de
cana, entre outros) para a producdo e avaliacdo da producdo de celulases. Os
autores verificaram atividades especificas maximas de enzimas celulases ao
utilizarem, como fontes de carbono, a celulose e residuos agroindustriais, como o

bagaco de cana.
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Jatinder et al. (2006) ao estudarem a enzima avicelase produzida por
Melanocarpus sp. MTCC 3922 em diferentes substratos obtiveram as maiores
atividades comm o farelo de trigo, seguido do bagaco de cana-de-acucar, sabugo
de milho e por ultimo serragem.

Para todas as celulases estudadas, foi observado que a adicdo de
celobiose ao meio de cultivo promoveu a inibicdo da sintese enzimatica. Embora
a celobiose apresente grande potencial para inducdo da producdo destas
enzimas, esta capacidade esta ligada a sua concentracao no meio.

As celulases podem ser inibidas em determinadas concentragbes de
produtos intermediarios e finais da hidrélise da celulose, como a celobiose e a
glicose. Este fenbmeno, denominado repressao catabodlica por carbono, € uma
estratégia que o organismo adota, para que, quando houver alta disponibilidade
de agucares facilmente assimildveis no meio, eles ndo necessitem produzir
enzimas envolvidas na degradacdo da biomassa desnecessariamente. A sintese
proteica € um processo oneroso para a célula, e produzi-las sem que haja real
necessidade seria um desperdicio energético para o organismo (SUTO et al.,
2001; STRICKER et al., 2008).

Em contrapartida, a utilizacdo do residuo seco da casca do maracuja em
conjunto com o bagaco de cana como fontes de carbono, favoreceu a maior
secrecao das enzimas celuloliticas pelo microrganismo Bacillus sp. SMIA-2. Visto
que um dos aspectos que mais geram custos na producao industrial de enzimas é
0 meio de cultivo utilizado e que as celulases sdo enzimas que precisam ser
induzidas, a escolha por estes residuos agroindustriais abundantes e baratos
como substratos indutores parece ser uma boa alternativa para a producao
enzimatica.

Wei et al. (2011) apresentaram resultados semelhantes ao estudarem
celulases (endoglucanases) de P. decumbens, em cultivos com diferentes fontes
de carbono. Os autores verificaram que o0s sacarideos celobiose e glicose
ocasionaram a repressao catabdlica por carbono, enquanto que fontes mais
complexas de carbono como a celulose e o farelo de trigo induziram a producéo

das enzimas.
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4.5. Perfil do crescimento celular e atividade das celulases

A fim de determinar o tempo ideal de fermentacdo no qual se obtém
produtividade enzimatica maxima, Bacillus sp. SMIA-2 foi cultivado por 180 horas
em meio de cultivo contendo bagaco de cana-de-aclcar e farinha da casca de

maracuja suplementado com agua de maceracao de milho (Figura 15).
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Figura 15 - Densidade 6tica (o), pH (*) e atividades especificas da avicelase (»),
CMCase (o) e FPase(m) secretadas por Bacillus sp. SMIA-2, em cultivo submerso
contendo bagaco de cana (5,0 g.L ™), farinha da casca de maracuja (5,0 g.L ™) e
agua de maceracdo de milho (5,0 g.L ™) ap6s 180 horas a 50 °C.

O crescimento de Bacillus sp. SMIA-2, apos 36 horas de incubagéo, ndo
apresentou alteracdes, uma vez que a bactéria jA se encontrava na fase
estacionaria. O pH do meio de cultivo aumentou com o crescimento do
microrganismo, provavelmente devido ao consumo de nitrogénio organico, como
aminoacidos e peptideos decorrentes da utilizacdo da agua de maceracéo de
milho, e atingiu cerca de 8,9 ao final da fermentacgéao.

A partir da Figura 15, pode-se observar, por meio de uma andlise conjunta

dos perfis de producéo de avicelase, CMCase e FPase ao longo do tempo de
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cultivo da bactéria, que ambas as enzimas foram produzidas simultaneamente,
embora os niveis de atividade da FPase tenham sido maiores. As atividades
maximas para as enzimas celuloliticas foram encontradas no intervalo de 168
horas de incubacéo, os indices foram de 3,591 U.mg ptn-1 para avicelase, 1,055
U.mg ptn-1 para CMCase e 4,060 U.mg ptn-1 para FPase. Segundo Chahal et al.
(1992), o tempo necessario para serem atingidos os niveis maximos de atividade
pode ser afetado por varios fatores, como os tipos de substratos celuloliticos e as
condicdes de cultivo.

No estudo de Delatorre (2010), as atividades maximas das celulases de
Bacillus sp. SMIA-2 em meios contendo avicel e carboximetilcelulose,
respectivamente para a secrecdo de avicelase e CMCase, foram obtidas apds
120 horas de incubacdo. No entanto, Ladeira et al. (2015) observaram que as
celulases de Bacillus sp. SMIA-2 quando cultivado em bagaco de cana, atingiram
as atividades maximas em tempos de incubacdo diferentes, aproximadamente
168 horas para CMCase e 120 horas para avicelase.

Rastogi et al. (2009) relataram a producdo maxima de CMCase por
bactérias que degradam a celulose apds 240 horas de fermentacdo, quando as
culturas atingiram a fase de morte. Rocha (2010) ao avaliar a producdo de
celulases por diferentes linhagens de Aspergillus niger, apontaram que as
maiores producdes dessas enzimas ocorreram com 72 horas de fermentacéo.

Préximo ao final da fermentacao foi notado uma diminuicdo da atividade
enzimatica, esta pode ter ocorrido devido ao acumulo de produtos resultantes da
hidrolise da celulose, bem como o esgotamento de alguns nutrientes, que levam a

repressao da secrecdo das enzimas.

4.6. Efeito das concentracdes da farinha da casca de maracuja sobre o

crescimento celular e atividade das celulases

Na Figura 16, observa-se a influéncia de diversas concentrac¢des da farinha
da casca de maracuja no meio de cultivo, contendo bagaco de cana (5 g.L™) e
agua de maceracdo de milho (5 g.L ™), sobre o crescimento e atividade das

enzimas durante 168 horas de incubacéao.
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Figura 16 - Crescimento celular de Bacillus sp. SMIA-2 e pH dos meios de cultivo
em funcéo das concentracdes da farinha da casca de maracuja, apés 168 horas
de incubacéo a 50 °C.

Foi observado que teores mais elevados da farinha da casca de maracuja
ocasionaram um menor crescimento do Bacillus sp. SMIA-2. Em relacdo ao pH
final, ndo foram observadas grandes alteracées nos valores deste parametro nas
diferentes concentracdes testadas.

Os resultados das atividades das enzimas avicelase, CMCase e FPase
para os diferentes teores da farinha da casca de maracuja estéo apresentados na
Figura 17.

Foi observado que as enzimas celuloliticas apresentaram desempenhos
semelhantes frente as concentracdes de farinha avaliadas. O aumento no teor
deste residuo até 0,75% (m/V) contribuiu efetivamente para o aumento da
producdo enzimatica. Nas concentracdes mais elevadas foi verificado o efeito da
repressao catabolica por carbono na secrecdo das enzimas.

As mais altas atividades de avicelase (3,78 e 4,01 U.mg ptn’), CMCase
(1,01 e 1,19 U.mg ptn™) e FPase (3,94 e 4,20 U.mg ptn™) foram obtidas com as
concentracbes de 0,5% e 0,75% (m/V) da farinha da casca de maracuja,

respectivamente.
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Figura 17 - Atividades da avicelase (a), CMCase (b) e FPase (c) para diferentes
concentragdes de farinha da casca de maracuja.

Silva et al. (2009) observaram que a concentragdo da fonte de carbono
apresentou efeito positivo significativo sobre a producéo de celulases totais por
Aspergillus phoenicis. Num outro estudo, para a producéo de endoglucanases por
Aspergillus aculeatus URM 4953, a maior atividade enzimatica foi encontrada
quando se utilizou a concentragdo de 1,5% (m/V) de bagaco de cana residual
(SALLES et al., 2010).

A concentracdo da fonte de carbono € um fator muito importante, pois a
producdo da enzima se da em funcéo do substrato e a quantificacdo deste pode
diminuir os custos para a industria, ja que sera utilizada a quantidade exata, ndo
havendo desperdicio. Assim, como ndo foi notada diferenca expressiva no
presente trabalho entre os teores de 0,5% e 0,75% (m/V) do residuo seco do
maracuja, a utilizacdo de menor quantidade desta fonte de carbono pode ser mais

vantajosa do ponto de vista econémico.
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5. CONCLUSOES

A partir do presente trabalho, verificou-se que Bacillus sp. SMIA-2
demonstrou boa capacidade de produzir celulases em fermentacdo submersa a
partir de residuos agroindustriais de baixo custo. Uma opc¢éo viavel, do ponto de
vista econdmico e ambiental, para a obtencdo dessas enzimas.

Além disso, foi verificado que, a realizacdo de um pré-tratamento no
bagaco de cana-de-acucar, a adicdo de mais de uma fonte de carbono ao meio e
o emprego do tempo ideal de fermentacdo e das concentracdes ideias de
substratos, sdo algumas alternativas capazes de promover um aumento da
secrecgao das celulases de Bacillus sp. SMIA-2.

Como perspectivas a novos trabalhos, sugerem-se estudos sobre as
técnicas de purificacdo destas enzimas e suas aplicacbes, como por exemplo,
uma analise da eficiéncia destas celulases no processo de hidrélise de materiais
celulésicos. Também seria interessante fazer uma avaliacdo técnico-econémica
da producao das enzimas celuloliticas de Bacillus sp. SMIA-2, comparando 0 uso

de substratos sintéticos com residuos agroindustriais.
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