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RESUMO

Hoje em dia sdo estudadas tecnologias de utilizacdo de residuos agroindustriais no
desenvolvimento de bioprocessos, por exemplo para producdo de biocombustiveis, energia,
plasticos e insumos nas industrias de alimentos e bebidas. Um mercado de importancia séo as
enzimas comerciais, produzidas por microrganismos que utilizam residuos agroindustriais
como nutrientes. A celulase é a terceira enzima mais utilizada em varios processos, detras das
proteases e amilases, cuja demanda esta aumentando nas industrias de detergentes, téxteis, de
processamento de papel, de racdo animal, de suco de frutas, alimentos e bebidas e
biocombustiveis. As celulases sdo enzimas induziveis sintetizadas por uma grande diversidade
de microrganismos, incluindo fungos e bactérias durante seu crescimento em materiais
celuldsicos. O objetivo deste trabalho foi otimizar as condi¢des de cultivo da bactéria Bacillus
smithii QTO03, uma bactéria pouco estudada, porém com caracteristicas interessantes para
aplicacOes biotecnoldgicas, para induzir a producdo da enzima celulase (endo — g — 1,4
glucanase) e a caracterizacdo parcial de celulase por ela produzida. Primeiramente foram
avaliados parametros nutricionais (residuos agroindustrias como fonte de carbono, fontes de
nitrogénio e concentracdo das fontes nutricionais no meio de cultura), e processos fisicos
(tempo de incubacdo, volume de in6culo, temperatura, pH e velocidade de agitacdo). Para a
caracterizacdo da enzima foram avaliados os efeitos do pH, temperatura e tempo de
incubacdo, e as estabilidades térmica e de pH da celulase. A producéo de celulase na presenca
de bagaco de malte como fonte de carbono na concentracdo de 2% foi superior aos demais
residuos agroindustriais estudados. O extrato de carne como fonte de nitrogénio na
concentracdo de 1,5% foi considerado como o ideal para a producdo de celulase. No que se
refere as condices fisicas, verificou-se o tempo de 48 h como o melhor para a incubagdo do
microrganismo B. smithii QT03 na temperatura de 35°C e 200 rpm de agitacdo. O volume de
indculo 6timo foi de 2% da bactéria no meio de cultura. A celulase produzida por B. smithii
QTO03 alcancou a maxima atividade enzimatica em 30 minutos com pH 7 de incubacdo do
meio reacional e conservou o 70% de atividade por 24 h quando a celulase foi incubada em
pH 6. Observou-se também a caracteristica termofilica da enzima por ter alcancado a
atividade méxima a 70°C no meio reacional e termoestavel por conservar o 100% de atividade
guando incubada a 55°C por 3 h e 58% de atividade a 60°C por 24 h. Segundo os resultados
obtidos neste trabalho, a celulase produzida por B. smithii QT03 utilizando bagago de malte
como fonte de carbono apresenta caracteristicas interessantes para continuar com a
caracterizacdo total e purificacdo de celulase para possiveis aplicacdes nas industrias. Este é o
primeiro trabalho que evidencia a producdo de celulase pela bactéria B. smithii QTO03,
destacando seu potencial biotecnoldgico.

Palavras-chaves: Biotecnologia de microrganismos, otimizagdo de meio de cultura,
caracterizacdo de celulase, endo-B-1,4 glucanase, microrganismos, bactérias, fontes de
carbono, bagaco de malte.



ABSTRACT

Nowadays, technologies for the use of agro-industrial residues in the development of
bioprocesses are being studied, for example for the production of biofuels, energy, plastics
and inputs in the food and beverage industries. A market of importance is commercial
enzymes, produced by microorganisms that use agro-industrial residues as nutrients. Cellulase
is the third most used enzyme in several processes, behind proteases and amylases, whose
demand is increasing in the detergents, textiles, paper processing, animal feed, fruit juice,
food and beverage and biofuel industries. Cellulases are inducible enzymes synthesized by a
wide variety of microorganisms, including fungi and bacteria during their growth in cellulosic
materials. The objective of this work was to optimize the culture conditions of the bacterium
Bacillus smithii QT03, a bacterium little studied but with interesting characteristics for
biotechnological applications, to improve the production of the cellulase enzyme (endo - 8 -
1,4 glucanase) and the partial characterization of cellulase produced by it. Firstly, nutritional
parameters were evaluated (agro-industrial waste as a carbon source, nitrogen sources and
concentration of nutritional sources in the culture medium), and physical processes
(incubation time, inoculum volume, temperature, pH and agitation speed). For the
characterization of the enzyme, the effects of pH, temperature and incubation time and
concentration of the enzyme and substrate on cellulase activity and thermal and pH stability
of cellulase were evaluated. The production of cellulase in the presence of malt bagasse as a
carbon source at a concentration of 2% was higher than the other agro-industrial residues
studied. Meat extract as a source of nitrogen at a concentration of 1.5% was considered ideal
for the production of cellulase. With regard to physical conditions, the 48 h time was found to
be the best time for the incubation of the microorganism B. smithii QTO03 at a temperature of
35°C and 200 rpm of agitation. The optimal inoculum volume was 2% of the bacteria in the
culture medium. The cellulase produced by B. smithii QT03 reached maximum enzymatic
activity in 30 minutes with pH 7 of incubation of the reaction medium and conserved 70% of
activity for 24 h when the cellulase was incubated at pH 6. The thermophilic characteristic
was also observed of the enzyme for having reached maximum activity at 70°C in the reaction
medium and thermostable for conserving 100% activity when incubated at 55°C for 3 h and
58% activity at 60°C for 24 h. According to the results obtained in this work, the cellulase
produced by B. smithii QT03 using malt bagasse as a carbon source presents interesting
characteristics to continue with the total characterization and purification of cellulase for
possible applications in the industries. This is the first study that shows the production of
cellulase by the bacterium B. smithii QTO03, highlighting its biotechnological potential.

Keywords: Biotechnology of microorganisms, optimization of culture medium, cellulase
characterization, endo-B-1,4glucanase, microorganisms, bacteria, carbon sources, malt
bagasse.
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1 INTRODUCAO

Com a crescente populacdo humana, o mundo estd enfrentando uma enorme pressao
para satisfazer as necessidades de alimentos, racdes, produtos quimicos e energia, bem como
para equilibrar a oferta e demanda de acordo com as salvaguardas ambientais (BISWAS et al.,
2014). Segundo o Painel Internacional sobre Recursos (IRP, 2019), desde a década de 1970, a
populacdo dobrou e o Produto Interno Bruto (PIB) global cresceu quatro vezes. Essas
tendéncias exigiram grandes quantidades de recursos naturais para impulsionar o
desenvolvimento econdmico e as consequentes melhorias no bem-estar humano que isso
trouxe ao mundo. No entanto, atualmente a extragéo e uso de recursos naturais aumenta mais
do que o crescimento populacional. Até 2060, o uso global de materiais poderia dobrar e
chegar a 190 bilhdes de toneladas (na comparacdo com os atuais 92 bilhdes de toneladas),

enguanto as emissdes de gases do efeito estufa poderiam aumentar em 43% (IRP, 2019).

A extracdo e o processamento de materiais, combustiveis e alimentos contribuem
com a metade do total global de emissdes de gases do efeito estufa e com mais de 90% da
perda de biodiversidade e estresse hidrico. O desenvolvimento sustentavel estd entre as
questBes mais importantes da pesquisa global e da agenda politica atual, a implementacdo da
chamada bioeconomia promove o0 uso de recursos bioldgicos renovaveis para produzir
alimentos, materiais e energia, equilibrando, por exemplo, a producdo de residuos e/ou a
emissao de gases de efeito estufa (IRP, 2019; MORENO et al., 2020).

O uso de residuos derivados de alimentos tém atencdo especial uma vez que a
Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO, 2011), estimou a
producéo de cerca de 1,3 bilhdes de toneladas em todo o mundo. O desperdicio de alimentos
pode ser de origem animal e vegetal e pode ser convertido em uma ampla gama de produtos,
como antioxidantes, fibras alimentares, 6leos essenciais, carotenoides, 6leos ricos em acidos

graxos 6dmega-3 ou polimeros para aplicacdes biomédicas (MORENO et al., 2020).

Os materiais lignocelulosicos sdo a matéria prima mais promissora cOmo recurso
natural e renovavel, uma quantidade considerdvel destes materiais esta sendo gerada através
de praticas agricolas, principalmente de agroindudstrias. Os materiais lignoceluldsicos sdo
compostos por trés unidades principais, celulose, hemicelulose e lignina. Normalmente a
maior parte da biomassa lignoceluldsica agricola é composta por cerca de 10 — 25% de
lignina, 20 — 30% de hemicelulose e 40 — 50% de celulose. Enzimas hidroliticas como

celulases catalisam a hidrdlise das ligagdes glicosidicas B-1,4 presentes na celulose e
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convertem as lignoceluloses em aclcares que podem ser fermentados por varios
microrganismos em biocombustiveis e outros produtos de valor agregado. Além dos agucares
gerados na degradacdo de lignocelulose, as enzimas produzidas durante o processo s&o
também utilizadas em diversas industrias relacionadas a laticinios, cervejas, vinhos,
detergentes, etc. (BISWAS et al., 2014; ANWAR et al., 2015; KAPOOR et al., 2016).

No entanto, o custo relativamente alto dessas enzimas continua a ser uma grande
barreira a sua aplicacdo comercial nas industrias, embora se tenha uma reducéo significativa
no custo de producao nos ultimos anos (MERINO E CHERRY, 2007). Tais custos dependem
da escolha de microrganismos mais eficientes, de meios de cultivos mais baratos e/ou de
processos fermentativos mais adequados que possibilitem aumentar a produtividade e o

rendimento, viabilizando a produgéo (PENHA et al., 2016).

Estima-se que 40% do custo envolvido na producdo de celulases estejam
relacionados a composi¢cdo do meio para cultivo dos microrganismos (CASTRO E PEREIRA,
2010). Vérios estudos (BOECHAT, 2010; MRUDULA, 2011; SADHU et al., 2013; MENG et
al. 2014; THOMAS et al., 2016) tém proposto a utilizacdo de residuos agroindustriais como
fibra de coco, bagaco de cana de acucar, residuos de papel, palha de arroz, palha de milho,
farelo de trigo e outros residuos agroindustriais como substratos indutores para a producao de
enzimas, entre elas a celulase, como uma alternativa econémica e ecologicamente viavel para

a destinacdo desses residuos e producao de enzimas em larga escala.

As celulases derivadas de fontes microbianas mostram diferencas significativas em
sua estabilidade, no potencial catalitico e, consequentemente, na taxa de quebra de celulose.
Portanto, a pesquisa mundial também tem sido focada no isolamento e exploragdo de novas
espécies microbianas para a extracdo de enzimas celuloliticas com potencial catalitico
desejavel (HARSHVARDHAN et al., 2013).

Existem varios estudos com cepas de Bacillus sp. capazes de produzir celulases
utilizando subprodutos da agroindustria, B. subtilis, B. cereus, B. Vallismortis, B. halodurans,
B. licheniformis, B. sonorensis sdo alguns exemplos (GAUR et al., 2015; IRFAN et al., 2017;
KAZEEM et al., 2017; AZADIAM et al., 2017 TABSSUM et al., 2018; ANNAMALAI et al.,
2019). B. smithii é uma bactéria termofilica facultativamente anaerébica, capaz de usar uma
variedade de aglcares que podem ser derivados de matérias primas lignoceluldsicas. A
acessibilidade genética, uma ampla faixa de temperatura e pH e a capacidade de utilizar uma

ampla variedade de fontes de carbono em um meio relativamente minimo tornam esta bactéria
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interessante para aplicacdes biotecnologicas (BOSMA et al., 2016). O uso desta bactéria para
producédo de enzimas s foi estudado por Gao et al., (2009), onde foi produzida a enzima
endoinulinase, porém ndo existe evidencia na literatura sobre a producdo de celulase por B.
smithii.

A producdo de celulase é induzida em bactérias de acordo com a composicao
nutricional do meio de cultura e de parametros fisicos, como tempo de incubacéo,
temperatura, pH e velocidade de agitagdo. Logo, a otimizacdo das condi¢des de fermentacéo
pode melhorar consideravelmente a producdo de celulase em bactérias e desempenha papel
importante no desenvolvimento de bioprocessos industriais para producdo de enzimas
(PREMALATHA et al., 2015).

Portanto, o enfoque principal desta pesquisa foi avaliar as condicGes ideais de cultivo
da bactéria B. smithii QT03 para a producao de celulase (endo-B-1,4 glucanase) e realizar a
caracterizacdo dessa enzima produzida pelo microrganismo, testando diferentes residuos

agroindustriais como fonte de carbono.

Neste sentido, a dissertacdo foi dividida em trés capitulos. No Capitulo 1 sera
apresentado o estado da arte sobre o emprego de residuos agroindustriais para producdo de
celulase; no Capitulo 2 serdo apresentadas as condi¢fes de cultivo otimizadas de B. smithii
QTO03 para producdo de celulase, utilizando residuos agroindustriais como fonte de carbono; e
no Capitulo 3 sera apresentada a caracterizacdo de celulase produzida por B. smithii QT03
utilizando bagaco de malte como fonte de carbono. Este € o primeiro estudo desse tipo com a
bactéria B. smithii QT03.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar as condi¢fes de cultivo da bactéria B. smithii QT03 para melhorar a
producéo de celulase (endo-B-1,4glucanase) e a caracterizagdo parcial dessa enzima produzida

pelo microrganismo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Cultivar Bacillus smithii QT03 por fermentagdo submersa em diferentes residuos
agroindustriais, tais como: bagaco de cana, bagaco de malte, casca de coco, casca de

amendoim e aparas papel para identificar a melhor fonte de carbono
— Avaliar o melhor tempo de incubacdo do microrganismo para producéo de celulase;
— Avaliar a melhor fonte de nitrogénio para producéo de celulase;

— Otimizar a producéo de celulase identificando as melhores concentragdes da fonte de

carbono e da fonte de nitrogénio;

— Otimizar a producdo de celulase estudando a temperatura e agitacdo ideais de

incubacdo do microrganismo para producéo de celulase;
— ldentificar o pH inicial ideal do meio de cultura para produgédo da enzima;

— Determinar o efeito do pH da mistura reacional (Extrato Bruto Enzimatico + substrato)

sobre a atividade da enzima celulase;

— Auvaliar o efeito da temperatura de incubacdo do meio reacional sobre a atividade da

enzima celulase;

— Determinar o melhor tempo de incubagcdo da mistura reacional para maximizar a

atividade enzimatica;
— Auvaliar a estabilidade térmica da celulase produzida;

— Auvaliar a estabilidade ao pH da celulase produzida.
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CAPITULO I: UTILIZACAO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS PARA
PRODUCAO DE CELULASE: UMA REVISAO DE LITERATURA

Analyse Villanueva Gaete!, Carlos Eduardo de Souza Teodoro?, Ana Paula Martinazzo®

RESUMO

Atualmente, as agroindustrias tém investido cada vez mais na capacidade de processamento,
gerando quantidades enormes de subprodutos. Uma parte delas sdo aproveitadas, porém, em
muitos casos, 0s subprodutos sdo considerados como custo operacional e sdo descartados,
atuando como fonte de contaminacdo ambiental. Hoje em dia sdo estudadas tecnologias de
utilizacdo de residuos agroindustriais no desenvolvimento de bioprocessos, por exemplo para
producdo de biocombustiveis, energia, plasticos e insumos nas inddstrias de alimentos e
bebidas. Um mercado de importancia sdo as enzimas comerciais, produzidas por
microrganismos que utilizam residuos agroindustriais como nutrientes, que provaram ser uma
opcdo vidvel quando comparadas as suas contrapartes quimicas em diversos processos
industriais. A celulase € a terceira enzima mais utilizada em varios processos, detrds das
proteases e amilases, cuja demanda estd aumentando em aplica¢Bes industriais, como nas
industrias de detergentes, téxteis, de processamento de papel, de racdo animal, de suco de
frutas, alimentos e bebidas e biocombustiveis. As celulases sdo enzimas induziveis
sintetizadas por uma grande diversidade de microrganismos, incluindo fungos e bactérias
durante seu crescimento em materiais celuldsicos. Esses microrganismos podem ser aerobios,
anaerobicos, mesofilicos, termofilicos ou psicréfilos. A definicdo da composi¢cdo do meio de
crescimento dos microrganismos pode afetar significativamente no rendimento e na
produtividade das enzimas e € de importancia central no desenvolvimento de bioprocessos
industriais. O uso de residuos agroindustriais é uma estratégia interessante para a redugdo dos
custos associados a formulacdo do meio de cultura, como uma alternativa econdmica e
ecologicamente viavel para a destinacdo desses recursos e producdo de enzimas em larga
escala. Bagaco de cana, palha de arroz, palha de trigo, farelo de trigo, palha de milho, fibra de
coco, casca de arroz, casca de laranja e fibra de coco séo sé alguns residuos agroindustriais
estudados e utilizados para producao de celulase por diversos microrganismos. Neste capitulo
sera abordado o estado da arte sobre o emprego de residuos agroindustriais para producdo de
celulase.

Palavras chaves: Biotecnologia agricola, agroindustria, Biorrefinarias, lignocelulose,
enzimas, microrganismos
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ABSTACT

Currently, agro-industries have increasingly invested in processing capacity, generating huge
amounts of by-products, part of which is reused. However, in many cases, by-products are
considered an operating cost and are discarded, acting as a source of environmental
contamination. Nowadays, technologies for the use of agro-industrial residues in the
development of bioprocesses are being studied, for example for the production of biofuels,
energy, plastics and inputs in the food and beverage industries. A market of importance is
commercial enzymes, produced by microorganisms that use agro-industrial residues as
nutrients, which have proved to be a viable option when compared to their chemical
counterparts in several industrial processes. Cellulase is the third most used enzyme in several
processes, behind proteases and amylases, whose demand is increasing in industrial
applications, such as in the detergents, textiles, paper processing, animal feed, fruit juice, food
and drinks and biofuels. Cellulases are inducible enzymes synthesized by a wide variety of
microorganisms, including fungi and bacteria during their growth in cellulosic materials.
These microorganisms can be aerobic, anaerobic, mesophilic, thermophilic or psychrophilic.
The definition of the composition of the growth medium of microorganisms can significantly
affect the yield and productivity of enzymes and is of central importance in the development
of industrial bioprocesses. The use of agro-industrial waste is an interesting strategy for
reducing the costs associated with the formulation of the culture medium, as an economical
and ecologically viable alternative for the destination of these resources and the production of
enzymes on a large scale. Sugarcane bagasse, rice straw, wheat straw, wheat bran, corn straw,
coconut fiber, rice husk, orange peel and coconut fiber are just a few agro-industrial residues
studied and used for the production of cellulase by various microorganisms. In this chapter,
the state of the art on the use of agro-industrial residues for the production of cellulase will be
addressed.

Keywords: Agricultural biotechnology, agribusiness, biorefineries, lignocellulose, enzymes,

microorganisms
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INTRODUCAO

Atualmente, as agroinddstrias tém investido cada vez mais na capacidade de
processamento, gerando quantidades enormes de subprodutos, sendo parte reaproveitada
como ragdo animal. Todavia, em muitos casos, 0s subprodutos sdo considerados custo
operacional para as empresas, sendo descartado e atuando como fonte de contaminacao
ambiental. Esse desperdicio tem como resultado perdas irrecuperdveis na economia,
diminuindo a disponibilidade de recursos e fonte de renda para a populacdo
(NASCIMENTO e FRANCO, 2015).

Alguns residuos das producbes ja possuem aplicabilidade na agricultura,
minimizando os impactos da geracdo destes. Parte do residuo, por exemplo, é usado para
cobrir e proteger o solo, mantendo matéria organica e os nutrientes no campo. Entretanto,
uma outra parte ainda ndo € utilizada e pode ser avaliado seu aproveitamento em
bioprocessos (SILVA et al., 2018).

A Associagdo Brasileira das Industrias de Biomassa e Energia Renovavel (ABIB,
2016) estima que em 2015 tenham sidos gerados 202,18 milhdes de toneladas de residuos
da agricultura, da pecuéria, da silvicultura, das industrias de beneficiamento de alimentos
e bebidas, das industrias de papel — celulose e do setor madeireiro — moveleiro, ou seja,
enormes quantidades de subprodutos para serem aproveitadas. Além disso, Pedroso et al.
(2018), destacam que a cadeia produtiva da biomassa e sua transformacdo, apresenta alta
demanda de recursos humanos, por isso, do ponto de vista social, tem grande potencial de

geracdo de empregos e renda, fortalecendo a cadeia produtiva da economia rural.

Hoje em dia sdo estudadas tecnologias de utilizagdo de residuos agroindustriais como
a biomassa lignoceluldsica no desenvolvimento de bioprocessos. Por exemplo, as
preocupacdes ambientais sobre a utilizacdo de combustiveis fosseis e seu esgotamento
levaram ao desenvolvimento de fontes alternativas e renovaveis de energia. A biomassa
lignoceluldsica pode ser utilizada para gerar bioetanol por via enzimética a ser utilizada
como combustivel, ademais as enzimas sdo usadas em processos industriais, como
panificacdo, fabricacdo de cervejas, detergentes, produtos fermentados, téxteis,
farmacéuticos, processamento de couro, entre outras atividades. Portanto, essas iniciativas
aumentaram a demanda de enzimas em varias aplicacdes industriais. (SINGH et al., 2016;
PATEL etal., 2019).
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Os custos relativamente altos da producdo de enzimas sdo barreiras a sua aplicacdo
comercial em industrias. Esses custos dependem da escolha de microrganismos eficientes,
de meios de cultivos baratos e/ou de processos fermentativos adequados que possibilitem
aumentar a produtividade (MERINO e CHERRY 2007; PENHA et al., 2016). Os residuos
agroindustriais podem ser ricos em carboidratos, proteinas ou lipidios e podem estar
disponiveis nas formas sélida ou liquida. Qualquer residuo agricola, se usado como um
componente importante do meio de fermentacdo, pode reduzir o custo total de producao,
diminuindo o custo da matéria-prima usada no processo de fermentacdo. Os custos para
um bioprocesso tipico variam de 10% a 50% do custo total de producéo e, portanto, 0 uso
de residuos agroindustriais seria benéfico. (GOPALAN e NAMPOOTHIRI, 2016)

Varios estudos, como os de BOECHAT (2010), MRUDULA (2011), TRIVEDI et
al., (2011) SADHU et al., (2013), SHAIKH et al., (2013), HARSHVADHAN et al.,
(2013), MENG et al., (2014), LADEIRA et al., (2014), THOMAS et al., (2016),
AZADIAN et al., (2017), tém proposto a utilizacao de residuos agroindustriais como fibra
de coco, bagaco de cana, residuos de papel, palha de arroz, palha de milho, farelo de trigo
e outros residuos lignocelul6sicos como substratos indutores para a producdo de enzimas,
entre elas a celulase, como uma alternativa econdmica e ecologicamente viavel para a
destinacdo desses recursos e producdo de enzimas em larga escala. Neste sentido, no
capitulo atual sera abordado o estado da arte sobre 0 emprego de residuos agroindustriais

para producéo de celulase.
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2 REVISAO BIBLIOGAFICA

2.1 VALORIZACAO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS.

A AIBIB (2016) define como biomassa de residuos agricolas aquela constituida por
todo material que é deixado no campo no processo de colheita das culturas, sendo formada
por palhas, caules e folhas em geral. Existem também os residuos agroindustriais, que sdo
resultantes do processo de beneficiamento de algumas culturas, tendo-se como exemplos a

casca de arroz e o carogo do algodéo.

Considerando a superexplotacdo dos recursos naturais, uma atencdo especial tem
sido voltada a minimizacdo ou reuso de residuos e ao estabelecimento de novos usos de
produtos e subprodutos agropecuarios em substituicdo aos recursos ndo renovaveis. Em razao
disso, a quimica verde, quimica limpa, quimica ambientalmente benigna, ou quimica
autossustentavel ja é realidade, especialmente em paises com inddstria quimica desenvolvida
e que apresentam controle rigoroso na emissdo de poluentes. Um bom exemplo é a adocéo
crescente do conceito de biorrefinaria, cuja logica é analoga as refinarias de petréleo e integra
processos visando a valorizacéo total da matéria prima (LEISTRITZ et al., 2007).

De forma geral, os residuos da agroindustria de processamento de produtos de
origem vegetal (frutas, oleaginosas, fibrosas, madeireiras, etc.) e origem animal (laticinios,
avicultura de corte, aquicultura, etc.) apresentam em suas composi¢cdes diferentes
constituintes, que abrem oportunidades de agregacdo de valor pela aplicacdo do conceito de
biorrefinaria (ROSA et al., 2011). A Figura 1 apresenta de forma simplificada a viséo

conceitual e o potencial de valorizacdo dos residuos agroindustriais.

De acordo com Nascimento e Franco (2015), a industria brasileira de alimentos é
responsavel por 15% do faturamento do setor industrial no pais. Um dos principais entraves
ocasionados pelo crescimento desse setor esta associado a producdo de residuos. A quantidade
de residuos gerados pelas agroinddstrias no Brasil acumula um enorme potencial, podendo ter

uma finalidade benéfica ao homem e ao ambiente.
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Figura 1. Potencial de valorizacdo de residuos agroindustriais de origem vegetal e animal

, . . Produto com valor
Fonte de residuo Potencial quimico .
adicionado
Residuos Agroindustria de Frutas
Coco. Caju. Manga. Goiaba. Celulose Nanocelulose
Maracuja, Abacaxi, Acerola, etc. . .
Hemicelulose Biopolimeros
Residuos Agroindustria de Lignina Compositos
Oleaginosas Taninos Hidrogéis
Dende. Algodao, Girassol. Soja, etc. Amido Espuma
i .. . Pectina Esponja
Residuos Agroindustria de madeireira pon)
e de fibrosas Acidos graxos Bioadesivos
Sisal. madeiras, efc. Colageno Etanol
Quitosana Biogas
Residuos Agroindustria de origem c .
. orantes naturais ani
animal Ac. Organicos
s . Agticares
Laticinios. pescado e crustaceos. y Corantes encapsulados
avicola, etc

Fonte: adaptado de ROSA et al., 2011.

2.2 MATERIAIS LIGNOCELULGSICOS

A biomassa lignocelulosica é considerada uma alternativa sustentavel e renovavel
quando comparada aos recursos fosseis. A pesquisa sobre o desenvolvimento de novos meios
de aproveitamento de biomassa lignocelulésica para producdo de combustiveis, energia e
materiais aumentou na Gltima década, a medida que ficou claro que o desenvolvimento de
tecnologias deve estar centrado na mitigacdo das mudancas climéaticas. Somado a isso, 0s
materiais lignocelul6sicos ndo sdo comestiveis e, portanto, ndo competem com as culturas
alimentares e podem ser colhidas de varias fontes, como lixo municipal, residuos agricolas e
residuos de madeira e floresta (TU e HALLET, 2019).

O material lignocelul6sico é composto principalmente por trés polimeros: celulose,
hemicelulose e lignina, juntamente com pequenas quantidades de outros componentes, como
grupos acetil, minerais e compostos fendlicos. Dependendo do tipo de biomassa
lignocelul6sica, esses polimeros sdo organizados em estruturas tridimensionais ndo uniformes

complexas, em diferentes graus e composicgéo relativa varidvel (ISIKGOR e BECER, 2016).

A celulose é o maior componente estrutural das paredes celulares vegetais,
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responsavel pela resisténcia mecanica dos tecidos das plantas. As macromoléculas de
hemicelulose, também encontradas na parede celular sdo formadas frequentemente por
polimeros repetidos de pentoses e hexoses. A lignina, por sua vez, contém trés alcoois
aromaticos (alcool coniferilico, alcool sinapilico e alcool p-cumarilico) produzidos através de
um processo biossintético e forma um selo protetor em torno dos outros dois componentes da

parede celular vegetal, celulose e hemiceluloses (ANWAR et al., 2015).

As trés macromoléculas celulose, hemicelulose e lignina ndo sdo distribuidas
uniformemente dentro das paredes celulares. A estrutura e a quantidade desses componentes
na planta variam de acordo com espécie, tecido e maturidade da parede celular. Por tanto, a
composicdo do residuo de lignocelulose depende muito da sua fonte, seja ela derivada de
madeira, gramineas, etc. Geralmente, a biomassa lignocelulésica consiste em 25 a 50% de
celulose, 15 a 35% de hemicelulose e 5 a 30% de lignina (Tabela 1) (CASTRO e PEREIRA,
2010; ANWAR et al., 2015; ISIKGOR e BECER, 2016).

Tabela 1. Tipos de biomassa lignocelulésica e sua composi¢do quimica.

Biomassa lignocelulosica Celulose (%)  Hemicelulose (%) Lignina (%)
Alamo 50,8 - 53,3 26,2 — 28,7 15,5-16,3
Madeira Carvalho 40,4 35,9 24,1
Eucalipto 54,1 18,4 21,5
Pinho 42,0-50,0 24,0-27,0 20,0
Palha de trigo 35,0-39 23,0-30 12,0-16,0
Palha de cevada 36,0-43,0 24,0-33,0 6,3-9,8
Residuos Palha de arroz 29,2 34,7 23,0-25,9 17,0-19,0
agricolas Palha de aveia 31,0-35,0 20,0 - 26,0 10,0 - 15,0
Espigas de milho 33,7-41,2 31,9-36,0 6,1-15,9
Bagaco de cana 25,0-45,0 28,0-32,0 15,0-25,0
de acucar
Palha de sorgo 32,0-35,0 24,0-27,0 15,0-21,0
Gramineas Gramineas 25,0-40,0 25,0 -50 10,0-30,0

Fonte: adaptado de ISIKGOR e BECER, 2016
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2.2.1 Celulose

A celulose é o polissacarideo mais abundante na biosfera, representando a matéria-
prima mais promissora para a bioconversao (YIN et al., 2010). Como cerca da metade do
carbono organico na biosfera esta presente na forma de celulose, a sua conversdao em

combustivel e produtos quimicos valiosos tem uma importancia primordial (ISIKGOR e
BECER, 2016).

A celulose é um polimero altamente estavel, composto por moléculas de glicose e
ligado a cadeias lineares de até 12.000 monémeros que sao unidos por ligac6es glicosidicas
—1,4. A biomassa vegetal contém 40 e 50% de moléculas de celulose que sdo mantidas juntas
por ligacbes de hidrogénio no estado nativo, mas elas tém uma forte tendéncia a formar
pontes de hidrogénio o que aumenta a rigidez da celulose e torna altamente insolivel e
resistente para a maioria dos solventes organicos. A férmula quimica da celulose é (CeH100s) n

e a estrutura de uma cadeia do polimero é apresentada na Figura 2 (ANWAR et al., 2015).

Figura 2. Estrutura da celulose

Fonte: WOICIECHOWSKI et al., 2020
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O grau de polimerizacdo da celulose pode ser da ordem 7.000 a 10.000 monémeros
de glicose por molécula, o que Ihe confere elevada massa molecular. As moléculas de celulose
podem se alinhar lado a lado, em cadeias adjacentes, estendidas na mesma direcdo, formando
micelas. As micelas podem se interligar através de pontes de hidrogénio, formando
microfibrilas. Estas microfibrilas, com didametro médio de 1 a 30 nm, apresentam regides
cristalinas e amorfas (RAMOS, 2003). Embora ndo exista uma separacdo definitiva entre as
duas regibes, h& evidéncias de que as microfibrilas ttm um nucleo cristalino rodeado e
interrompido por areas amorfas (Figura 3). Considera-se que essas areas amorfas sejam
formadas pela presenca de moléculas de &gua, que evitam a cristalizacdo da celulose. Ao
passo que, as pontes de hidrogénio, inter e intramoleculares sdo responsaveis pela manutencédo
das regides cristalinas, tornando a celulose resistente a hidrolise acida, alcalina ou enzimatica
(RAMOS, 2003) Todavia, quando ocorre hidrolise, a celulose sofre despolimerizacao,
liberando monbémeros de glicose, que podem ser utilizados como intermediarios na producéo
de insumos quimicos (BEVILAQUA, 2010).

Figura 3. Representacdo das regides amorfa e cristalina da fibra de celulose

i
) Area amorfa
Regiéo cristalina
—— Area amorfa —
Regi&o cristalina
{ Area amorfa

Fonte: BOECHAT, 2010.
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2.2.2 Hemicelulose

Hemiceluloses sdo polissacarideos ndo celuldsicos também denominados polioses.
As hemiceluloses diferem da celulose pela composi¢cdo de vérias unidades de agucar, com
cadeias moleculares menores e ramificadas. Enquanto a celulose, como substancia quimica,
contém exclusivamente a D-glicose como unidade fundamental, as hemiceluloses s&o
polimeros, em cuja composicdo podem aparecer condensadas em proporcdes variadas, as
seguintes unidades de acUcar: D-glicose, D-manose e D-galactose (hexoses) e, em maior
quantidade, por D-xilose, L-arabinose (pentoses), podendo ainda apresentar quantidades
variaveis de acidos urénicos e grupos acetila, formando polimeros de estrutura ramificada e
de cadeias mais curtas (Figura 4) (LINO, 2015; BEVILAQUA 2010).

Figura 4. Estrutura dos principais agucares que compdem a hemiceluloses
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Fonte: BAJPAI, 2016
O grau de polimerizacdo das hemiceluloses estd na faixa de 100 a 200 unidades,

muito menor que o da celulose, mas pode apresentar um alto grau de substituicdes mais ou

menos complexas. A hemicelulose ¢ amorfa, com pouca foca fisica e pode ser prontamente
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hidrolisada por acidos ou bases diluidos, além das enzimas hemicelulase (ZOGHLAMI e
PAES, 2019).

2.2.3 Lignina

A lignina é o segundo polimero mais abundante na biomassa lignocelulosica apo6s a
celulose. A composicéo da lignina depende de sua origem vegetal. As ligninas de madeiras de
fibras longas (coniferas), madeiras de fibras curtas (folhosas) e gramineas possuem estruturas
bésicas muito diferente entre elas (LINO, 2015; ZOGHLAMI e PAES, 2019).

E um heteropolimero amorfo muito complexo de fenilpropanoides que é responsavel
pela hidrofobicidade e rigidez estrutural da parede celular, ligando a hemicelulose a celulose.
E sabido que a lignina desempenha um papel negativo na conversio da celulose por varios
fatores, como o teor total de lignina e a composi¢ao/estrutura da lignina. Em primeiro lugar, a
lignina pode limitar fisicamente a acessibilidade dos polissacarideos: ela representa uma
barreira fisica que blogueia 0 acesso das enzimas a celulose. Além disso, pode absorver
irreversivelmente celulases e outras enzimas durante a hidrolise enzimatica devido a suas
caracteristicas estruturais hidrofdbicas, incluindo pontes de hidrogénio, grupos metoxi e
estruturas poliaromaticas (ZOGHLAMI e PAES, 2019). A estrutura estd representada na
Figura 5.

Figura 5. Estrutura da lignina (polimero reticulado complexo de anéis aromaticos)

Fonte: BAJPALI, 2016
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2.3 APROVEITAMENTO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

As industrias que processam qualquer tipo de biomassa geram residuos com
caracteristicas especificas, variando em volume, estado fisico e composicdo. Mesmo sendo
residuos, esses materiais ainda sdo biodegradaveis, no entanto, geralmente precisam ser
tratados antes do descarte final, a fim de evitar danos ambientais. A reciclagem desses
residuos, por razbes econdmicas ou ambientais, também pode valoriza-los como produtos. A
biotecnologia e o bioprocessamento fornecem alternativas importantes para o uso de residuos
biodegradaveis como matéria-prima em novos processos, atraves da bioconversdo de suas
moléculas constituintes, que sdo uma rica fonte de energia, carbono e nutrientes para novos
produtos (WOICIECHOWSKI et al., 2020).

Os residuos e materiais lignocelulésicos podem ser usados como matéria prima para
a producdo de alimentos, combustiveis, insumos quimicos, enzimas e bens de consumo
diversos. Propriedades como o teor de lignina, acessibilidade da celulose a enzimas e micro-
organismos e o grau de cristalinidade da celulose determinam a digestibilidade total da
biomassa e sua futura aplicabilidade. Alguns dos subprodutos da agropecuaria, como bagaco e
palha de cana de acucar, arroz e trigo estdo sendo utilizados biotecnologicamente na producao
de produtos (RODRIGUES et al. 2013).

Beltran-Ramirez et al., (2019), expbem que outro mercado relevante relacionado aos
produtos de residuos agroindustriais esta nos fitoquimicos com a extracdo de carotenoides,
flavonoides e antocianinas, entre outros com potencial uso na industria alimentar. Mesmo na
industria farmacéutica, os peptideos bioativos sdo considerados um mercado em crescimento

e representam uma solugdo potencial para tratamentos eficazes de doencas.

Os residuos agroindustriais também podem ser utilizados para producdo de
bioplasticos (HAWAS et al., 2015; RICA et al., 2017; CECCHINI, 2017; TRIPATHI et al.,
2019). As tendéncias indicam que a crescente sensibilizacdo das pessoas pela substituicdo de
plasticos por alternativas biodegradaveis e ambientalmente favoraveis permite o crescimento
do mercado dos residuos agroindustriais (BELTRAN-RAMIREZ et al., 2019).

Outro mercado de importancia sdo as enzimas comerciais, produzidas por
microrganismos que utilizam residuos agroindustriais como nutrientes indutores, que
provaram ser uma opcdo viavel quando comparadas as suas contrapartes quimicas em
diversos processos relacionados a laticinios, cervejas, vinhos e sucos, gorduras e 06leos,

panificacdo, detergentes, téxteis, couro, polpa e papel. O advento da tecnologia de
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fermentacdo, possibilitou a producdo de enzimas em grandes quantidades e de forma bem
caracterizada (KAPOOR et al., 2016). Mas é importante destacar que o0s produtos
biotecnolégicos s6 podem competir com aqueles da industria petroquimica quando o0s
recursos de biomassa sdo processados através de sistemas otimizados em biorrefinarias
(SANTOS et al., 2011).

2.3.1 Biorrefinaria

Biorrefinaria € uma unidade produtiva que integra geracdo de energia e produtos de
valor agregado elevado obtidos a partir de biomassa, com pouco desperdicio e emissdes,
trazendo novas oportunidades de ganho. O conceito de biorrefinaria ¢ fundamentado na
conversdo integral de recursos renovaveis como fonte de macromoléculas a exemplo da
celulose, hemiceluloses, lignina, pectina, taninos, amido, colageno, corantes naturais e outros
constituintes quimicos, em diferentes produtos intermediarios ou finais, incluindo alimentos,
produtos quimicos, biomateriais e energia. Esse conceito preconiza ainda a minimizacao dos
impactos ambientais negativos e maximizagdo do uso do recurso renovavel, considerando o
ciclo de vida dos produtos obtidos, e melhorando a eficicia e sustentabilidade das cadeias
agroindustriais (FERNANDO et al., 2006; ROSA et al., 2011).

Em seus estudos, REE e ANNEVELINK (2007) apontam a existéncia de sete tipos

de biorrefinaria:

1. Biorrefinarias convencionais: de fato, muitas industrias existentes ja sdo uma

espécie de biorrefinaria convencional (industria acucareira, de amido, Oleos
vegetais, petroquimicas, industrias convencionais de biocombustiveis (biodiesel,
bioetanol, biogas, etc.). Essas industrias usam tecnologias de conversdo para
separar a biomassa em alguns produtos principais e materiais residuais.

2. Biorrefinarias verdes: baseia-se na pressurizacdo de biomassa Umida, como

gramineas e culturas verdes (lucerna, trevo), resultando em um bolo de prensa
rica em fibras e suco de prensa rico em nutrientes. Esse conceito de biorrefinaria
difere dos demais porque a biomassa fresca é processada.

3. Biorrefinarias de cereais: é baseada na moagem a seco ou Umida de biomassa. As

matérias-primas sdo cereais, como: centeio, trigo e milho. O primeiro passo ¢é a
separacdo mecanica em uma fracdo de grdos e palha; onde a porcdo de gréo é
aproximadamente 20% em peso e a por¢édo de palha é 80% em peso. Ambos 0s
fluxos serdo processados posteriormente separadamente. O grdo vai entregar
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amido. O canudo (uma mistura de palha, nos, espigas e folhas) representa uma
matéria-prima lignocelulésica e pode ser posteriormente processado na

biorrefinaria de materiais lignoceluldsicos.

Biorrefinarias de duas plataformas: é baseado no fracionamento da biomassa em

principalmente um aclcar e uma fracdo de lignina. A fracdo de acucar serd
biogquimicamente convertida em um portfélio de possiveis produtos biolégicos,
tais como: materiais, produtos quimicos e combustiveis. A fragdo de lignina (e os
residuos do processo bioguimico) serd convertida termoquimicamente para a
producdo de um espectro de produtos de base bioldgica, incluindo energia e/ou

calor, para atender as necessidades internas de energia e calor do processo.

Biorrefinarias termoquimicas: varias tecnologias podem ser aplicadas, como:

torrefacdo, pirdlise, gaseificacdo e/ou utilizacdo térmica hidrica (HTU). Um tipo
especifico de biorrefinaria termoquimica é usar a infraestrutura petroquimica
baseada em 6leo bruto j& existente. A biomassa bruta e/ou os intermediarios
derivados da biomassa podem ser condicionados e, em seguida, introduzidos
nessas infraestruturas, substituindo combustiveis fosseis e matérias-primas pelas
fontes sustentaveis. Esse tipo de “modernizagdo ecologica” das infraestruturas
convencionais existentes resultara potencialmente na realizagdo das primeiras

biorrefinarias térmicas quimicas reais no mercado.

Biorrefinarias aquaticas: O potencial técnico das culturas marinhas para a

reducdo de gases de efeito estufa é reconhecido ha muitos anos, devido a sua
capacidade de usar CO> e a possibilidade de alcancar produtividades mais altas
do que as culturas terrestres. A producdo de biocombustivel a partir dessas
culturas marinhas, incluindo aspectos gerais de sustentabilidade, é um topico

crescente de discusséo.

Biorrefinarias de material lignocelulésico: é baseado no fracionamento de fontes

de biomassa ricas em materiais lignoceluldsicos, que podem ser posteriormente
processados em um portfolio de produtos finais de base biologica, materiais,
produtos quimicos, combustiveis e energia ou calor (Figura 6). Esse tipo de
biorrefinaria serd aprofundado nos proximos capitulos deste trabalho j& que os
residuos agroindustriais sdo uns dois maiores produtores de materiais

lignocelulosicos.
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Zuin e Ramin (2018), expem um modelo holistico de biorrefinaria que integra o
ciclo de biomassa, biocombustivel, biomateriais e bioenergia, baseado em tecnologias verdes
e sustentveis no d&mbito da bioeconomia e economia circular. Geissdoerfer et al., (2017),
definem a economia circular como um sistema regenerativo no qual a entrada de recursos e 0
desperdicio, a emissdo e 0 vazamento de energia s&o minimizados pela desaceleracdo,
fechamento e estreitamento de loops de material e energia. Isso pode ser alcancado por meio
de projeto, manutencdo, reparo, reutilizacdo, remanufatura, reforma e reciclagem de longa

duracéo.

2.3.2 Biorrefinaria de materiais lignocelulésico

A biorrefinaria a partir de materiais lignocelulésicos usa um mix de fontes de
biomassa para a producdo de uma série de produtos por meio de uma combinacdo de
tecnologias. Esta biorrefinaria consiste de trés fracfes quimicas béasicas: hemicelulose,
celulose e lignina (SANTOS et al., 2011). A figura 6 apresenta 0s produtos que podem ser

obtidos a partir destas fragdes quimicas.

Figura 6. Produtos potenciais obtidos na biorrefinaria de materiais lignocelulésicos.
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Esses produtos de base bioldgica terdo uma boa posicdo no mercado petroquimico
tradicional. Espera-se que a biomassa rica em lignocelulésicos se torne a fonte de biomassa
mais importante, porque ficard amplamente disponivel a custos moderados, e seu cultivo e uso
competem menos com alimentos e forragens. Assim, no futuro, diferentes cadeias de valor de
biomassa (alimentos, alimentos para animais, combustiveis e produtos quimicos) serdo
amplamente ligadas (REE e ANNEVELINK, 2007).

2.4 PRODUCAO DE ENZIMAS

As enzimas sdo proteinas que catalisam reacGes quimicas com especificidade e
reduzindo o tempo de reacdo. Essas reacOes sdo a base do metabolismo de todos os
organismos vivos. O uso industrial de enzimas se desenvolveu rapidamente devido a suas
funcgdes especificas (VANDENBERGHE et al., 2016). As moléculas de enzima sdo complexas
demais para serem sintetizadas por meios puramente quimicos e, portanto, a Gnica maneira de
fazé-las é utilizar organismos vivos, o processo de fabricacdo de enzimas lida com o processo
de fermentacdo no qual os processos enzimaticos geralmente sdo realizados em condicGes
amenas (VIGNESWARAN et al., 2014). Com base na reacdo de catélise, as enzimas

microbianas podem ser classificadas em seis tipos (LUI et al., 2017):

Oxidoredutases: catalisam rea¢cfes de oxidacao/reducéo

Transferases: transferem um grupo funcional

Hidrolases: catalisam a hidrélise de varias ligacdes

Lyases: clivam varias ligacdes por outros meios diferentes de hidrolise e oxidacao

Isomerases: catalisam alteragdes de isomerizagdo dentro de uma Unica molécula

Ligases: unem duas moléculas com ligacdes covalentes

As principais fontes de enzimas industriais sdo0 microrganismos. Atualmente,
existem 510 enzimas microbianas Uteis comerciais, das enzimas industriais, 75% s&o
hidroliticas (VIGNESWARAN et al., 2014; LIU et al., 2017). A primeira enzima produzida
industrialmente foi a amilase takadiastase fungica, empregada como agente farmacéutico nos
Estados Unidos em 1894. Na década de 1950 foi observado um crescimento importante na
producéo de enzimas industriais e no uso de enzimas microbianas. Em 1969, o 80% de todos
0s detergentes para roupa continha enzimas, principalmente proteases. Enzimas adicionais,

como lipases, amilases, pectinases e oxidoredutases, foram experimentadas posteriormente na
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industria de detergentes (VANDENBERGHE et al., 2016).

As enzimas mais utilizadas nas indlstrias sdo as celulases, lacases, pectinases,
xilanases, proteases, amilases e mananases, Kapoor et al., (2016), apresenta um resumo das

aplicacdes industriais destas enzimas (Tabela 2).

Tabela 2. Principais enzimas industriais e suas aplicagdes comerciais

Enzima Aplicacédo industrial

Celulases Biocombustiveis, celulose e papel, téxteis, alimentos e bebidas, detergentes
e racdo animal

Lacases Biorremediacéo, conversdo de lignocelulose, téxteis, biossensores,

alimentos, produtos farmacéuticos, sintese organica e papel

Pectinases Frutas e vinho, tratamento de aguas residuais pécticas, degomacao de fibras
vegetais, processamento téxtil e racdo animal

Xilanases Téxteis, alimentos, racdo animal, panificacéo, bioconversao de
lignoceluloses e celulose, papel, clarificacdo de mosto e sucos e liquefacdo
de frutas e legumes

Proteases Detergentes, fabricacdo de cerveja, carne, fotografia, laticinios,
processamento de alimentos, couro, racdo animal, papel e produtos
farmacéuticos

Amilases Hidrolise de amido, detergentes, panificacdo, biocombustiveis, produtos
farmacéuticos e produtos quimicos finos

Mananases  Racdo, perfuracéo de petréleo e gas, branqueamento bioldgico de polpas de
madeira macia, extracao de 6leo, clarificacdo de café, téxteis e producéo de
manooligossacarideos prebioticos

Fonte: KAPOOR et al., (2016)

As vendas de proteases represemtam mais de 60% de todas as vendas de enzimas
industriais no mundo e ainda constituiem o meior segmento de produtos no mercado global de
enzimas industriais. As amilases representam cerca de 30% da producdo mundial de enzimas

e as lipases representam o outro grande segmento de produtos do mercado (LUl et al., 2017).

As enzimas do complexo celulolitico sdo centrais para a transformacéo da biomassa
e producdo de etanol e bioprodutos. O alto custo destas enzimas, porém, apresenta um
obstaculo significativo a comercializagdo (BRIJWANI et al., 2010). O uso de residuos
agroindustriais é uma estratégia interessante para a reducdo dos custos associados a
formulacio do meio de cultura dos microrganismos produtores de enzimas
(VANDENBERGHE et al., 2016).

Os bioprocessos tradicionais utilizam agucares refinados como fontes de carbono e

sais contendo grupos nitrato ou amoénio como fonte de nitrogénio, e alguns processos usando
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fontes indefinidas de nitrogénio, como extrato de levedura, peptona bacterioldgica e extrato
de carne bovina. Mais recente, buscando tornar os bioprocessos econdmicos e encontrar
fontes mais baratas de carbono, os materiais lignocelulésicos como os residuos agroindustriais
vieram a tona, e da mesma forma, fontes mais baratas de nitrogénio, como licor de milho e
uréia se destacam. Qualquer residuo agricola, se usado como um componente importante do
meio de fermentacdo, pode reduzir o custo total de producédo, diminuindo o custo da matéria-
prima usada no processo de fermentacdo ja que os custos de matéria prima para um
bioprocesso tipico variam de 10% a 50% do custo total de produgdo (GOPALAN e
NAMPOOTHIRI, 2016).

2.5 ENZIMAS CELULASES

As enzimas do complexo celulolitico sdo hidrolases que clivam ligagdo O-
glicosidicas, sendo classificadas pela Enzime Comission (EC) com a codificagdo 3.2.1.x, onde
o valor de x varia com a celulase avaliada (CASTRO e PEREIRA, 2010).

Na natureza, a hidrélise completa da celulose € mediada por uma combinacédo de trés
tipos principais de celulases, a estrutura pode ser observada na Figura 7 (LIU et al., 2017). A
classificacdo das celulases, segundo LYND et al., (2002) é de acordo com seu local de atuacdo

no substrato celulésico:
- Endoglucanases (EnG), que clivam ligacGes internas da fibra celuldsica
- Exoglucanases (ExG), que atuam na regido externa da celulose
- B-glicosidases (BG), que hidrolisam oligossacarideos solveis em glicose.

Figura 7. Estrutura da celulase

Endoglucanase (EnG) Exoghlcanase (ExG) [B-glicosidases

Fonte: adaptado de LUI et al., 2017
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A ENG, esté classificada como EC 3.2.1.4, possui como nome sistematico, segundo a
IUBMB — International Union of Biochemistry and Molecular Biology — 1,4-p-D-glucana-4-
glucano-hidrolase. Esta enzima é responsavel por iniciar a hidrélise do complexo celulolitico.
Tal enzima hidrolisa aleatoriamente as regides internas da estrutura amorfa da fibra celulésica,
liberando oligossacarideos de diversos graus de polimerizacdo (GP) e, consequentemente,

novos terminais, sendo um redutor e um ndo redutor (LYND et al., 2002).

O grupo das ExXG é constituido por celobio-hidrolase (CBH) e glucano-hidrolase
(GH) (CASTRO e PEREIRA 2010). LYND et al., (2002) expde que a CBH (EC 3.2.1.91)
possui 0 nome sistematico 1,4-B-D-glucana-celobio-hidrolase. A CBH participa da hidrdlise
primaria da fibra e é responsavel pela amorfogénese, que é um fenémeno ainda néo elucidado
completamente, porém sabe-se que envolve uma ruptura fisica do substrato, acarretando na
desestratificacdo das fibras, pelo aumento das regides intersticiais. A amorfogénese promove
aumentos na taxa de hidrélise da celulose, por tornar amorfas as regides cristalinas do
polimero, deixando-o mais exposto as celulases. A GH (EC 3.2.1.74), cujo nome sistematico €
1,4-B-D-glucana-glucano-hidrolase, é pouco reportada, mas possui estratégia de hidrolise da
fibra celul6sica de elevada importancia, pois € capaz de liberar glicose diretamente do
polimero (LYND et al., 2002).

O terceiro e Ultimo grande grupo de enzimas do complexo celulolitico engloba a BG,
ou B-glicosideo gluco-hidrolase (EC 3.2.1.21), que é seu nome sisteméatico. A BG tem a
propriedade de hidrolisar celobiose e oligossacarideos sollveis em glicose. E reportada com a
caracteristica de sofrer inibicdo por seu produto de hidrélise como a CBH (LYND et al.,
2002).

Quando atuam conjuntamente, as enzimas do complexo celulolitico apresentam um
rendimento melhor do que a soma dos rendimentos individuais, ou seja, quando atuam
isoladamente umas das outras (LYND et al., 2002). Tal efeito € conhecido como sinergia. S&o
conhecidas pelo menos trés formas de sinergia entre as celulases (CASTRO e PEREIRA
2010):

— Sinergia EnG-EXG, atuando nas regides amorfas da fibra, disponibiliza terminais

redutores e ndo redutores para atuacdo de CBH | e CBH II, respectivamente

— Sinergia EXG-ExG, CBH | e CBH Il tem acdo simultanea na hidrolise dos terminais

redutores e ndo redutores liberados por acdo da EnG
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— Sinergia EXG-BG e EnG-BG, como seus produtos de hidrolise, ExG e EnG liberam

celobiose e oligossacarideos, respectivamente, que sdo substratos para a BG.

As atividades da celulase sdo expressas em termos dos substratos usados para
quantifica-las, por exemplo, a hidrélise de carboximetilcelulose (CMC) é medida como
carboximetilcelulase (CMCase), hidrpolise de papel de filtro como unidades de papel de
filtro, digestdo de celulose Avicel como Avicelase, hidrolise de fibra de algoddo como celulase
de algodéo, etc (BISWAS et al., 2014).

2.5.1 Aplicacoes de celulase nas industrias

Desde o ano 1997, Bhat e Bhat mencionavam que as celulases possuem grande
importancia econdmica, podendo ser aplicadas em uma ampla variedade de atividades
industriais. Desde a década passada, a celulase é a terceira enzima mais utilizada na industria
em varios processos, detras das proteases e amilases, e é a segunda maior enzima industrial
em volume de dolar, cuja demanda estd aumentando por aplicagdes industriais, como industria
de detergentes, téxtil, de processamento de papel, de racdo animal, de suco de frutas,
alimentos e bebidas, biocombustiveis (BAJAJ e MAHAJAN, 2019; PATEL et al., 2019;
KAPOOR et al., 2016). Na tabela 3 pode se observar as principais aplicagfes da celulase nas

industrias.

As celulases sdo enzimas induziveis sintetizadas por uma grande diversidade de
microrganismos, incluindo fungos e bactérias, durante seu crescimento em materiais
celuldsicos (LUI et al., 2017). Apenas um numero limitado de organismos tem a capacidade
de realizar decomposicdo completa da celulose devido a recalcitrancia de suas ligacoes
glicosidicas, exigindo uma enzima celulase complexa, composta por diferentes componentes
que atuam em sinergia, de modo a hidrolisar completamente o polissacarideo (PATEL et al.,
2019).

A enzima celulase pode ser produzida por fermentagdo sélida ou submersa. Mas a
maioria das empresas optaram pela fermentacdo submersa em lotes alimentados para produzir
celulase de baixo custo (ZHANG et al, 2013). Prevé-se que a celulase sera a enzima industrial
de maior volume caso o etanol da biomassa lignoceluldsica produzido via hidrdlise
enzimatica se torne um importante combustivel de transporte. O potencial comercial do uso
de celulases para este fim reside em sua eficiéncia na conversdo de biomassa lignocelulésica
em glicose que pode ser utilizada para gerar uma série de produtos de valor agregado (PATEL
etal., 2019).
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Industria

Funcéao

Aplicacao

Alimentos

Hidrélise de componentes da
parede celular; diminuindo a
viscosidade e mantendo a
textura do suco de frutas

Extracdo de suco de frutas; alteracdo das
propriedades sensoriais de frutas, legumes,
6leo de azeitonas e sopas; reducdo da
deterioracdo dos alimentos; extracdo de
pigmentos aplicaveis como corantes
naturais de alimentos

Racéo animal

Pré-tratamento de silagem
agricola e racdo de grdos
para hidrolise parcial de
materiais lignocelulésicos

Melhoria na qualidade nutricional de
alimentacdo  animal;  melhoria  na
digestabilidade dos alimentos; ganho de
peso de frangos de corte e galinhas;
diminuicdo da colonizacdo de bactérias
patogénicas no intestino grosso

Cerveja e vinho

Téxteis,
lavanderia e
detergentes

Polpa e papel

Hidrolise de polissacarideos
da parede celular de plantas;
modificagdo de residuos
aromaticos

Melhoria na maceracdo da pele e extracdo
de cor das uvas, qualidade, estabilidade e
clarificacdo e aroma dos vinhos

Atua no tecido de algodao e
rompimento das pequenas
extremidades da fibra no
tecido de algodéo, soltando o
corantes apds a lavagem

Polpacéo mecanica,
biodificacgho  de  fibras,
remocao de revestimentos de
tinta e toners de papel

Producdo de tecidos de alta qualidade;
prevencdo ou remocado permanente de
formagdo de pelos e bolinhas. Aumenta a
eficiéncia na limpeza de manchas e no
cuidado de tecidos, remocgdo de sangue,
proteinas, mucosas, gorduras, lipidos e
carboidratos.

Amenta a resisténcia a tracdo e as altas
qualidades das fibras, reduze o consumo
de energia, melhora a drenagem das
fabricas de papel e a fabricacdo de papéis
macios

Agricultura

Solubilizagdo de paredes
celulares de plantas ou
fungos; inibicdo da

germinacdo de esporos e
crescimento de fungos

Producdo de protoplastos vegetais ou
fangicos, linhagens hibridas e mutantes,
fertilidade do solo, crescimento das
plantas

Biocombustiveis

Conversdo de  material
celulésico em glicose e
outros aclcares fermentaveis

Producdo de proteinas unicelulares ou
produtos de fermentacdo como etanol

Farmacéuticas

Gestao de
residuos

Digestao de fibra de celulose

Preparacdo de digestina, hidrdlise rapida
de celulase; degradacdo das paredes
celulares de organismos patogénicos

Degradacdo de  residuos

celulosicos

Reducdo da poluicdo ambiental

Fonte: BEHERA et al., 2016; JAYASEKARA e RATNAYAKE, 2019.
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2.5.2 Microrganismos produtores de celulases

Em um ecossistema tipico de degradacdo de celulose, uma variedade de bactérias e
fungos trabalham em conjunto, nos consércios microbianos, para converter substratos
celuldsicos insoltveis em acgucares sollveis que sdo entdo assimilados pelas células (LYND et
al., 2002). As celulases sdo enzimas induziveis sintetizadas por uma grande diversidade de
microrganismos, incluindo fungos e bactérias durante seu crescimento em materiais
celulésicos. Esses microrganismos podem ser aerobios, anaerdbicos, mesofilicos, termofilicos
ou psicréfilos (KUHAD et al., 2011). Na Tabela 4 sdo expostos alguns microrganismos

capazes de produzir celulase.

Atualmente, as fontes microbianas comuns de celulases para produgdo em escala
industrial sdo microrganismos mesofilos cultivados na faixa de temperaturas de 30 — 35 °C,
como Trichoderma reesei e Aspergillus niger. No entanto, as enzimas produzidas por
organismos termofilos crescidos nas faixas de 50 — 90°C, sdo mais vantajosas para processos
industriais severos, tém taxas de reacdo mais rapidas e sio menos propensas a contaminagao.
Alguns exemplos de microrganismos termdfilos sdo: Clostridium  thermocellum,
Thermoanaerobacter sp e Thermotoga maritima. As enzimas dos psicrofilos, como
Clostridium PXYL1 e Pseudoalteromonas haloplanktis, que crescem na faixa de temperatura
de 5 - 20°C, também apresentam vantagens em aplicacdes onde a temperatura € prejudicial ao
produto e reduz o consumo de energia no processo. Dessa forma, dependendo do produto
desejado, um produtor microbiano apropriado de enzimas hidroliticas pode ser selecionado a
partir da ampla variedade disponivel na natureza (WATANABE e TOKUDA, 2001).

Os microrganismos produzem as celulases dentro de suas células (enzimas
intracelulares) e também podem secretar as enzimas para acdo fora da célula (extracelulares).
Os microrganismos sdo geralmente cultivados em grandes camaras de fermentacdo sob
condigdes controladas para maximizar a producdo de enzimas. As enzimas sdo acumuladas no
interior das células ou sdo secretadas no meio dos tanques de fermentacdo. Nas etapas
subsequentes, as células rompidas ou 0 meio incluindo as enzimas sdo sujeitas a processos de
purificacdo adicionais usando varias técnicas quimicas, mecanicas e térmicas
(VIGNESWARAN et al., 2014).
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Tabela 4. Microrganismos produtores de celulase

Fungos Aspergillus niger; A. nidulans; A. oryzae; A. terreus; Fusarium solani; F.
oxysporum; Humicola insolens; H. grisea; Melanocarpus albomyces;
Penicillium brasilianum; P. occitanis; P. decumbans; Trichoderma reesei;
T. longibrachiatum; T. harzianum; Chaetomium cellulyticum; C.
thermophilum; Neurospora crassa; P. fumigosum; Thermoascus
aurantiacus Mucor circinelloides; P. janthinellum; Paecilomyces inflatus;
P. echinulatum; Trichoderma atroviride Coniophora puteana; Lanzites
trabeum; Poria placenta; Tyromyces palustris; Fomitopsis sp.
Phanerochaete chrysosporium; Sporotrichum thermophile; Trametes
versicolor; Agaricus arvensis; Pleurotus ostreatus; Phlebia gigantea

Bactérias Aerobicas
Acinetobacter junii; A. amitratus; Acidothermus cellulolyticus;
Anoxybacillus sp.; Bacillus subtilis; B. pumilus; B. amyloliquefaciens; B.
licheniformis; B. circulan; B. flexus; Cellulomonas biazotea; Cellvibrio
gilvus; Eubacterium cellulosolvens; Geobacillus sp.; Microbispora bispora;
Paenibacillus curdlanolyticus; Pseudomonas cellulosa; Salinivibrio sp.
Anaerobicas
Acetivibrio cellulolyticus; Butyrivibrio fibrisolvens; Clostridium
thermocellum; C. cellulolyticum; C. acetobutylium; C. papyrosolvens;
Fibrobacter succinogenes; Ruminococcus albus

Actinomicetes Cellulomonas fimi; C. bioazotea; C. uda; Streptomyces drozdowiczii; S.
lividans; Thermomonospora fusca; T. curvata

Fonte: KUHAD et al., 2011

A definicdo da composicdo do meio de crescimento dos microrganismos pode afetar
significativamente no rendimento e na produtividade das enzimas e € de importancia central
no desenvolvimento de bioprocessos industriais. O uso de residuos agroindustriais € uma
estratégia interessante para a reducao dos custos associados a formulagdo do meio de cultura
(VANDENBERGHE et al., 2016). Bagaco de cana, palha de arroz, palha de trigo, farelo de
trigo, palha de milho, fibra de coco, casca de arroz, casca de laranja e fibra de coco sdo s
alguns residuos agroindustriais estudados e utilizados para producdo de celulase por diversos
microrganismos (SADHU et al., 2013; MENG et al., 2014; LADEIRA et al., 2014; KAZEEM
et al., 2017; ALITA et al., 2019). Na Tabela 5 séo expostos exemplos de estudos de producao
de celulase por varios microrganismos utilizando residuos agroindustrias como fonte de

carbono.
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Tabela 5. Producdo de celulase por diversos micrormanismos utilizando residuos agroindustriais como
fonte de carbono

Residuo agroindustrial Microrganismo Autor

Fibra de coco Aspergillus niger Mrudula, 2011

Casca de laranja, bagaco de  Bacillus sp. Sadhu et al., 2013

cana

Palha de trigo e farelo de Bacillus sp. H1666 Harshvardhan et al., 2013
arroz

Palha de milho

Bacillus subtilis BY-3

Meng et al., 2014

Bagaco de cana e milho

Bacillus sp.

Ladeira et al., 2014

Bagaco de cana

Bacillus vallismortis RG07

Gaur et al., 2015

Farelo de milho

Bacillus sp. TMF-1

Salim et al., 2016

Casca de arroz

Bacillus Licheniformis 2D55

Kazeem et al., 2017

Alfafa palha

Bacillus sonorensis

Azadian et al., 2017

Casca de batata

Bacillus subtilis K18

Irfan et al., 2017

Bagaco de cana

Paenibacillus polymyxa ND24

Bohraetal., 2018

Residuo de 4lamo

Bacillus cereus

Tabssum et al., 2018

Bagaco de cana

Metarhizium anisopliae IBCB 348

Alitaet al., 2019

Farelo de arroz

Bacillus halodurans CAS1

Annamalai et al., 2019
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Globalmente, muitas industrias geram grandes quantidades de residuos
agroindustriais que se acumulam e levam a problemas de seguranca ambiental. Existe uma
necessidade urgente de mudar a percepcao global em relacdo aos residuos agricolas, pois eles
podem ser utilizados como matéria prima de baixo custo para a producdo sustentavel de
varios produtos de valor agregados. Atualmente, muitos laboratorios industriais e académicos
estdo estudando e implementando a utilizacdo de residuos agroindustriais como substratos
econdmicos para a producdo de enzimas, entre elas, a celulase, que podem sdo utilizadas em
diversos processos industriais através das biorrefinarias. Estes estudos ajudam no
desenvolvimento de tecnologias verdes e na diminuicdo dos impactos ambientais gerados

pelas agroindustrias.
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CAPITULO 2: OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE CULTIVO DE Bacillus smithii
QT03 PARA PRODUCAO DE CELULASE UTILIZANDO BAGACO DE MALTE
COMO FONTE DE CARBONO
Analyse Villanueva Gaete!, Carlos Eduardo de Souza Teodoro?, Ana Paula Martinazzo®,

Amanda Rodriguez*

RESUMO

A celulase é uma das enzimas mais Uteis da industria. O potencial dessas enzimas foi revelado
em Varios processos, atuando na fabricacdo de alvejantes, detergentes, alimentos, bioplasticos,
biocombustiveis, entre outros usos. O enfoque principal deste estudo foi a avaliacdo das
condigOes ideais de cultivo de Bacillus smithii QT03, uma bactéria pouco estudada porém
com caracteristicas interessantes para aplicac@es biotecnoldgicas, para a producgéo de celulase
(endo — B — 1,4 glucanase) utilizando residuos agroindustriais como fonte de carbono. Para
isso, foram avaliados parametros nutricionais (fontes de carbono, fontes organicas e
inorganicas de nitrogénio e a concentragcdo destas fontes nutricionais no meio de cultura), e
processos fisicos (tempo de incubacdo, volume de in6culo, temperatura, pH e velocidade de
agitacdo). Em termos dos parametros nutricionais, a producdo de celulase na presenca de
bagagco de malte como fonte de carbono na concentragdo de 2% foi superior aos demais
residuos agroindustriais estudados. O extrato de carne como fonte de nitrogénio na
concentracdo de 1,5% foi considerado como o ideal para a producédo de celulase. No que se
refere as condices fisicas, verificou-se o tempo de 48 h como o melhor para a incubagdo do
microrganismo B. smithii QT03 na temperatura de 35°C e 200 rpm de agitacdo. O volume de
indculo otimo foi de 2% da bactéria no meio de cultura. A atividade enzimatica foi
aumentando conforme a otimizacdo do meio de cultura. Este é o primeiro trabalho que
evidencia a producdo de celulase pela bactéria B. smithii QT03, destacando seu potencial
biotecnoldgico para producdo de enzimas.

Palavras-chave: Biotecnologia de microrganismos, otimizacdo de meio de cultura,
carboximetilcelulase, endo-p-1,4glucanase, producdo de enzimas, residuos agroindustriais,
fontes de carbono.

! Aluna da Pds graduagdo em Tecnologia Ambiental — Universidade Federal Fluminense, Escola de Engenharia
Industrial e MetalUrgica de Volta Redonda

2 Professor Orientador do programa de Pds graduacdo em Tecnologia Ambiental — Universidade Federal
Fluminense, Escola de Engenharia Industrial e MetalGrgica de Volta Redonda

3 Professora do programa de Pds graduagdo em Tecnologia Ambiental — Universidade Federal Fluminense,
Escola de Engenharia Industrial e Metalrgica de Volta Redonda

4 Aluna de graduacdo em Engenharia em Agronegdcios — Universidade Federal Fluminense, Escola de
Engenharia Industrial e Metalurgica de Volta Redonda



50

ABSTRACT

Cellulase is one of the most useful enzymes in the industry. The potential of these enzymes
was revealed in several processes, working in the manufacture of bleaches, detergents, food,
bioplastics, biofuels, among other uses. The main focus of this study was the evaluation of the
ideal culture conditions of Bacillus smithii QTO03, a little studied bacterium but with
interesting characteristics for biotechnological applications, for the production of cellulase
(endo-B-1,4 glucanase) using agroindustrial residues as a source of carbon. For this,
nutritional parameters (carbon sources, organic and inorganic sources of nitrogen and the
concentration of these nutritional sources in the culture medium), and physical processes
(incubation time, inoculum volume, temperature, pH and agitation speed) were evaluated . In
terms of nutritional parameters, the production of cellulase in the presence of malt bagasse as
a carbon source at a concentration of 2% was higher than the other studied agro-industrial
residues. Meat extract as a source of nitrogen at a concentration of 1.5% was considered ideal
for the production of cellulase. With regard to physical conditions, the 48 h time was found to
be the best time for the incubation of the microorganism B. smithii QTO03 at a temperature of
35 ° C and 200 rpm of agitation. The optimal inoculum volume was 2% of the bacteria in the
culture medium. The enzymatic activity increased according to the optimization of the culture
medium. This is the first study that shows the production of cellulase by the bacterium B.
smithii QTO03, highlighting its biotechnological potential.

Keywords: Biotechnology of microorganisms, optimization of culture medium,
carboxymethylcellulase, endo-B-1,4glucanase, production of enzymes, agro-industrial
residues, carbon sources.
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1 INTRODUCAO

As enzimas sdo catalisadores que podem ser vantajosas para aplica¢des industriais
criando a possibilidade de desenvolver um processamento mais ecoldgico (PATEL et al.,
2019). A celulase é uma das enzimas mais Uteis da industria, sendo revelado seu potencial em
varios processos, como amaciamento de algoddo e acabamento de denim na industria téxtil,
na descoloracdo, na melhoria da drenagem e na modificacdo de fibras nas indudstrias de papel
e celulose, bem como em detergentes para a roupa, agentes anti-pilling e reavivadores de
cores (LADEIRA et al., 2014). O mercado mundial de enzimas é estimado em US$ 4 bilhdes,

com uma tendéncia crescente de 5,7% ao ano (SOUII et al., 2018).

A celulase é o grupo mais proeminente de enzimas hidroliticas que catalisam a
hidrolise das ligagcdes glicosidicas p-1,4 presentes na celulose. Estas enzimas sao
principalmente produzidas na natureza por fungos, bactérias e até mesmo alguns protozoarios,
moluscos e nematoides (BISWAS et al., 2014). A hidrolise enzimatica completa de materiais
celulésicos precisa de pelo menos trés tipos de celulase, incluindo: endoglucanase EC 3.2.1.4
(Carboximetilcelulase ou CMCase), exoglucanase EC 3.2.1.91 (celobiohidrolase, avicelase,
celulase microcristalina, B-exoglucanase) e B-glicosidase (EC 3.2.1.21). Essas trés enzimas

agem sinergicamente para degradar os materiais celuldsicos (AZADIAN et al., 2017).

Um progresso consideravel foi feito para caracterizar novas cepas microbianas
produtoras de celulases, varios géneros foram relatados para producdo da enzima por meio da
utilizacdo de residuos agroindustriais como uma alternativa econdmica e ecologicamente
viavel para a destinacdo desses recursos, para citar alguns exemplos, Bohra et al., (2011)
testaram a bactéria Paenibacillus polymyxa ND24 para produzir celulase utilizando bagaco de
cana de aglcar como substrato; Ladeira et al., (2014) estudaram a producdo de celulase por
Bacillus sp. utilizando bagaco de cana de acucar e licor de milho como substrato; também
Gaur e Tiwari (2015) testaram a bactéria Bacillus vallismortis RG-07 para producdo de
celulase utilizando bagago de cana de agucar como fonte de carbono; Marco et al., (2017),
estudaram a producdo de celulase por Bacillus licheniformis 380 utilizando palha de trigo e
casca de arroz; Salim et al., (2016) estudaram a producdo de celulase com Bacillus sp. TMF-1
utilizando diferentes residuos agricolas, obtendo como resultado a producdo méaxima com

farelo de milho como fonte de carbono.

Bacillus smithii é uma bactéria termofilica aerdbica facultativa, capaz de usar uma

variedade de acucares que podem ser derivados de matérias primas lignoceluldsicas. A
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acessibilidade genética, uma ampla faixa de temperatura e pH e a capacidade de utilizar uma
ampla variedade de fontes de carbono em um meio relativamente minimo tornam esta bactéria
interessante para aplicagdes biotecnologicas (BOSMA et al., 2016), porém ndo existe

evidencia na literatura sobre a producgdo de celulase por essa bactéria.

A otimizacdo do processo para producdo de enzimas visa manter condi¢des étimas e
homogéneas de reacéo, qualidade consistente do produto, minimizar o estresse microbiano e
aumentar a precisdo metabolica (KAPOOR et al., 2016). A otimizacdo dos pardmetros
nutricionais e do processo, como periodo de incubacdo, temperatura, pH e velocidade de
agitacdo pode melhorar consideravelmente a producéo de celulase em bactérias e desempenha
papel significativo no desenvolvimento de bioprocessos industriais para producdo de enzimas
(PREMALATHA et al., 2015).

Considerando que existem varios estudos com cepas de Bacillus sp. capazes de
produzir celulases utilizando subprodutos da agroindustria (DAS et al., 2010; SHAIKH et al.,
2013; MENG et al., 2014; SALIM et al, 2016; KAZEEM et al., 2017), este estudo teve como
objetivo a avaliagcdo das condicGes ideais de cultivo de B. smithii QTO3 para a producdo de
celulase (endo-p-1,4glucanase) utilizando residuos agroindustriais como fonte de carbono.

Este é o primeiro estudo desse tipo com B. smithii QT03.



53

2 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Biotecnologia da Universidade Federal
Fluminense, Escola de Engenharia Industrial Metallrgica de Volta Redonda-RJ.

2.1 SELECAO DO MICRORGANISMO E ENSAIOS ANALITICOS

Para a selecdo do microrganismo produtor da enzima celulase, foi realizado o teste de
Vermelho Congo para observar a capacidade de hidrolise de Carboximetilcelulose (CMC)
pelas cepas bacterianas Geobacillus caldoxylociliticus VRO7, Bacillus pumilus VRO001,
Bacillus amyloliquefaciens VR002 e Bacillus smithii QT03 pertencentes a colec¢do de culturas
do laboratorio. As cepas bacterianas foram incubadas em meios de cultura agar Luria Bertani
(LB) contendo CMC na concentracdo de 1% a 35°C por 48h. Apds o tempo de incubagdo as
placas de 4gar LB com CMC foram inundadas com uma solucdo aquosa de 0,1% de Vermelho
Congo, deixando atuar por 20 minutos. Em seguida, as placas foram cobertas com NaCl (1
mol.LY) por outros 20 minutos. A atividade celulolitica foi revelada pelo tamanho da zona
clara ao redor das coldnias de bactérias. Foi selecionada a cepa que cresceu vigorosamente e
mostrou potencial celulolitico para hidrolisar a CMC com o fim de continuar com os estudos
de producéao da enzima. A metodologia aplicada foi realizada de acordo com Harshvardhan et

al., (2013) com modificagdes.

2.1.1 Meio de cultura e condicdes de crescimento inicial

Para a producdo de celulase, foi utilizado o meio de cultura com a seguinte
composicdo: 0,7% de extrato de levedura, 4g/L KH2PO. 4g/L NaHPO. 0,2g/L
MgSO4.7H.O, 0,001g/L CaCl,.2H20, 0,004g/L FeS04.2HO e H>O destilada 1L
(HARSHVARDHAN et al., 2013 com modificacdes). O pH do meio foi ajustado para 7,0 e
adicionado 1% das fontes de carbono: bagaco de malte, bagaco de cana, casca de amendoim,
casca de coco e CMC. O bagaco de malte, bagaco de cana de agUlcar e casca de coco foram
doacdes de agroindustrias localizadas na regido, a casca de amendoim e as aparas de papel
foram coletadas de forma particular. Os residuos foram macerados para diminuir o tamanho
das particulas a serem colocadas nas amostras, as quais foram constituidas por frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL do meio de cultura e 1% das fontes de carbono. As
amostras foram esterilizadas em autoclave a 121°C durante 15 minutos, posteriormente foram
inoculados com 1% de uma cultura de Bacillus smithii QTO3 crescida por 24h em meio de
cultura LB. Os frascos foram colocados em agitador rotativo a 150 rpm sob temperatura de

35°C. A cultura estoque foi mantida em placas contendo meio agar LB, com 24h de
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crescimento a 35°C e mantidas em refrigério.

Conforme os avancos do estudo, os pardmetros nutricionais e fisicos de crescimento
do microrganismo foram adaptados de acordo com os resultados obtidos. Os quais consistiram
nas fontes de carbono e nitrogénio e suas respectivas concentracdes, tempo, temperatura,

velocidade de agitacédo e pH do meio incubado e tamanho de in6culo.

2.1.2 Determinacdo da atividade celulolitica

Para a remocao das células, a cultura bacteriana foi centrifugada a 10.000 rpm por 10
minutos a 4°C. Posterior a centrifugacdo, o sobrenadante (extrato bruto enzimatico — EBE) foi
mantido a 4°C até a realizacdo dos testes de dosagem da atividade enzimatica.

A atividade de endo-B-1,4-glucanase (EG) foi determinada, incubando-se 0,5 mL de
CMC a 1% em solucdo tampdo fosfato 50 mM (pH 7,0) com 0,25 mL do EBE sob
temperatura de 55°C. Apds de 30 min, 0,75 mL de &cido dinitrossalicilico (DNS) foi
adicionado a mistura reacional e, em seguido, aquecido em banho-maria a 100°C por 5
minutos. As amostras resultantes foram resfriadas a temperatura ambiente e adicionou-se 2
mL de &gua destilada. Em seguida fez-se a leitura da absorbancia a 540 nm. A metodologia

aplicada foi realizada de acordo com Tabssum et al., (2018) com modificacdes.

Para a determinacdo da atividade enzimatica foi elaborada uma curva padrdo com
concentracfes conhecidas de glicose. Uma unidade de atividade da enzima celulase foi
definida como a quantidade de enzima que poderia hidrolisar CMC e liberar 1 pmol de
glicose por minuto a 55°C (NELSON, 1944).

2.1.3 Residuos agroindustriais como fontes de carbono para a producdo de celulase

A determinacdo da melhor fonte de carbono foi realizada incubando-se Bacillus
smithii QTO3 em meio de cultura (descrito no item 2.1.1) contendo 1% dos seguintes
residuos: bagaco de cana, bagaco de malte, casca de coco, casca de amendoim, aparas de

papel e CMC, como controle.

As amostras foram retiradas nos intervalos de 24, 48, 72, 96 e 120 h a fim de

identificar o melhor tempo de incubacdo da bactéria para a produgéo da enzima.
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2.1.4 Efeito da concentracdo de bagaco de malte como fonte de carbono na producdo de

celulase

Uma vez identificado o melhor residuo agroindustrial, foram realizados testes para
determinar a concentracdo ideal da fonte de carbono para a producédo de celulase. A bactéria
foi cultivada em meio de cultura (descrito no item 2.1.1) com as seguintes concentracfes de
bagaco de malte: 0,5%, 1%, 2%, 3% e 4%, sob temperatura de 35°C e 150 rpm durante 48
horas.

2.1.5 Efeito da temperatura de crescimento do microrganismo na producdo da celulase

A influéncia da temperatura de incubagdo da bactéria para a producdo enzimaética foi
realizada cultivando-se o microrganismo em diferentes temperaturas: 25, 30, 35, 40, 45 e
50°C por 48 h e agitacdo a 150 rpm, considerando as condi¢bes otimizadas nos testes

anteriores.

2.1.6 Efeito do pH inicial do meio de cultura na producédo de celulase

A bactéria foi cultivada em meio de cultura com valores de pH de 5,0; 5,5; 6,0; 6,5;
7,0; 7,5; 8,0; 8,5 e 9,0 para verificar o efeito do pH inicial do meio de cultura na producgéo da
enzima celulase. Os valores de pH do meio foram ajustados com HCI e NaOH (1 mol.L?)

antes da esterilizagéo.

2.1.7 Efeito do tamanho do in6culo na producdo de celulase

A bactéria foi inoculada em diferentes volumes para estudar a influéncia da
concentracdo do inoculo no meio de cultura na producdo da enzima celulase. As

concentracOes testadas foram: 1; 2; 5 e 10% de inoculo.

2.1.8 Efeito da fonte de nitrogénio do meio de cultura na producdo de celulase

A influéncia do nitrogénio na producdo de celulase foi estudada utilizando-se
diferentes fontes na concentracdo de 0,7% no meio de cultura, a saber: extrato de levedura,
nitrato de sodio, extrato de carne, molibdato de aménio, peptona bacterioldgica, sulfato de

amonio e triptona.
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2.1.9 Efeito da concentracdo de extrato de carne como fonte de nitrogénio na producdo de

celulase

Apos a obtencdo da melhor fonte de nitrogénio na producdo de celulase, foi estudada
a melhor concentracdo da fonte de nitrogénio no meio de cultura, avaliando-se os percentuais
de 0,5;0,7; 1; 1,5 e 2%.

2.1.10 Efeito da velocidade de agitacdo do meio de cultura para a producdo de celulase

A influéncia da aeracdo do meio de cultura para a producdo de celulase foi avaliada
testando diferentes velocidades de agitacdo do meio de cultura, a saber: 100; 150; 200 e 250
rpm por 48 h na temperatura de 35°C.

2.1.11 Anélise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata em delineamento inteiramente
ao acaso e submetidos a analise de variancia e comparacdo de médias pelo teste de Tuckey

com significancia de 5% utilizando o software para calculos estatisticos SISVAR.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SELECAO DO MICRORGANISMO CELULOLITICO

Apobs incubacdo de 4 cepas bacterianas (Geobacillus caldoxylociliticus VRO7,
Bacillus pumilus VR001, Bacillus amyloliquefaciens VR002, Bacillus smithii QT03) no meio
de cultura &gar LB contendo CMC 1% a 35°C por 48 h, foi selecionada a cepa que cresceu
vigorosamente e mostrou potencial para hidrolisar a CMC com o intuito de continuar com 0s
estudos de producdo da enzima celulase (Figura 8). A atividade hidroliticas do CMC foi

revelada pelo tamanho da zona clara ao redor das bactérias.

Figura 8. Potencial celulolitico das cepas bacterianas: A. B. amyloliquefaciens VR002, B.
Geobacillus caldoxylociliticus VRO7, C. B. smithii QT03 D. B. pumilus VR001, incubadas em
meio agar LB contendo CMC 1% durante 48 h, a 35°C submetidas ao teste Vermelho Congo
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Como é possivel observar na Figura 8, B. amyloliquefaciens VR002 (Fig. 8A) possui
apenas umas pequenas areas claras no meio de cultura ao redor do crescimento, demonstrando
pouco potencial para hidrolisar a CMC presente no meio. Esta bactéria é amplamente
estudada para a producédo de enzimas. Silva e Santos (2012), avaliaram a producao de enzimas
amiloliticas por fermentacdo submersa utilizando a B. amyloliquefaciens ATCC 23350
obtendo valores de 3,4 U.mL™* com farinha de pupunha e 196 U.mL* com a torta de macatba
como substratos. Corbolan (2019) avaliou o desempenho de B. amyloliquefaciens VR002 para
producéo de a-amilase demonstrando que a otimizagédo das condicdes de cultivo e do meio de
cultura influenciaram positivamente a producdo e a atividade da enzima. Também existe
evidéncia de producdo de celulase com B. amyloliquefaciens UNPDV-22, no estudo de
Vasudeo e Lew (2011), foi demonstrada uma Otima producdo de celulase obtida na
fermentacdo do meio contendo farelo de trigo, farelo de soja e dextrina de malte, alcancando
uma producio de 11,23 U.mL™? apds o processo de purificagio da enzima, contrario ao teste
desenvolvido nesta pesquisa, onde ndo foi visualizada o potencial para produzir celulase.

Por outro lado, G. caldoxylociliticus VR0O7 (Fig. 8B) presentou pequenas areas claras
ao redor de sua zona de crescimento, demostrando assim pouca atividade hidrolitica do CMC.
Até o momento, ndo existe na literatura evidéncia de producdo de enzima celulase com esta

bactéria.

A cepa do B. smithii QTO03 (Fig. 8C) apresentou areas claras ndo apenas na zona de
crescimento, mas em toda a placa, alterando a cor do reagente Congo Vermelho para uma cor
laranja clara, demonstrando ser uma cepa bacteriana com alto potencial para hidrolisar CMC,
por tanto foi selecionada para continuar com o trabalho de producdo da enzima celulose. Na
literatura ndo existe evidéncia de producdo da enzima celulase com esta bactéria, porém
existem estudos de producdo e purificacdo de lipase (LAILAJA e CHANDRASEKARAN,
2013) e endoinulinase (GAO et al, 2009), o que torna interessante para continuar os estudos

de producéo de celulase com esta bactéria.

B. pumilus VROO1 (Fig. 8D), apresentou &reas muito claras no espaco de crescimento
bacteriano, 0 que demostra bom potencial hidrolitico de CMC. Esta bactéria também é muito
estudada para producdo de enzimas, por exemplo Battam et al., (2007), estudaram a producéo
de xylanase com cepas de Bacilus pumilus, depois da otimizacdo de varios parametros de
producdo e a purificacio da enzima, foi obtida uma atividade de 5.4 U.mL™. Poorna e Prema,
(2007) também estudaram a producdo de enzimas com esta bactéria utilizando farelo de trigo
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como substrato, obtendo resultados favoraveis na producdo de xylanase. Em relagdo a
producdo de celulase, Ariffin et al., (2006) testaram a cepa Bacillus pumilus EB3 utilizando
CMC como substrato, alcangando uma producdo maxima de 0,079 U.mL? da enzima crua.

No entanto, Kotchoni et al., (2003) alcangaram uma producéo de 1,2 U.mL™? de celulase com
a mutacao genética de B. pumilus BpCRI®6.

3.2 DETERMINACAO DO MELHOR RESIDUO AGROINDUSTRIAL COMO FONTE DE
CARBONO E TEMPO DE INCUBACAO OTIMO PARA PRODUCAO DA
CELULASE

A bactéria B. smithii QT03 foi cultivada em meio de cultura contendo diferentes
residuos agroindustriais como substratos na concentracdo de 1% nos tempos de 24, 48, 72, 96
e 120 h. As condicdes de cultivo foram 35 °C, pH 7,0 e 150 rpm.

Figura 9. Producéo da enzima celulase por B. smithii QT03 crescido em diferentes intervalos de
tempo, em meio de cultura contendo diferentes fontes de carbono (1,0%), a saber: bagaco de cana,
bagaco de malte, casca de amendoim, casca de coco, aparas de papel e CMC. O microrganismo foi
crescido em meio de cultura nas condi¢es de 35 °C e 150 rpm de agitacdo. Tempos de incubagdo da
bactéria: 24, 48, 72, 96 e 120 h.
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Considerando a Figura 9 pode-se observar que a producdo de celulase na presenca de
bagaco de malte no meio de cultura foi superior as demais fontes de carbono estudadas, além
de mais € possivel afirmar que em todos os tempos de incubacao estudados, o bagaco de malte
apresenta a maior producdo de celulase. Pode-se observar que a produtividade da casca de
coco foi a menor em todos os tempos estudados em comparacdo com o bagaco de malte,
igualmente o bagaco de cana e os restos de papel apresentam produtividade menor de celulase
comparando com o bagaco de malte. A casca de amendoim também apresentou produtividade
menor ao bagaco de malte nas 120 h testadas, porém apds as 24 h de incubacdo a producédo foi
superior ao bagaco de cana, casca de coco e papel, mostrando-se um substrato interessante

para maiores estudos.

Quanto ao tempo de incubacdo e a produtividade de celulase quando cultivada em
bagaco de malte, pode-se observar que nas 48h a producdo de enzima aumentou
consideravelmente. Manteve-se estavel nas 72 e 96h e apresentou uma leve diminuicdo nas

120 h de incubacdo, definido-se o tempo de 48h como ideal para a experimentacao.

Atualmente, sdo desenvolvidas vérias pesquisas sobre producdo de enzimas
utilizando materiais lignocelulésicos e é possivel observar que a celulase pode ser produzida
utilizando diferentes residuos agroindustriais como fonte de carbono, incluindo o bagaco de

malte, utilizado nesta pesquisa.

Mrudula (2011), estudou a producdo de celulase com o fungo A. niger sob
fermentacao submersa e sélida utilizando fibra de coco como substrato. A méxima producéo
de celulase foi obtida depois de 72 h de incubacdo em SSF (estado solido de fermentacédo) e
96 h em SmF (fermentagcdo submersa), as atividades maximas de CMCase foram de 8,89
U.mg? e 3,29 U.mL* respectivamente, demonstrando-se grande capacidade de producio da
enzima crua (sem purificacdo). A maioria das celulases comerciais e de laboratorio foram
produzidas por fungos devido as suas altas atividades enzimaticas, mas varios estudos
recentes sugerem que as bactérias também tém um excelente potencial de producdo de
celulase (SHAIKH et al., 2013; KAZEEM et al., 2017; AZADIAN et al., 2017; SALIM et al.,
2017; TABSSUM et al., 2018; SOUII et al., 2018).

Em termos de estudos com bactérias, Sadhu et al., (2013), verificaram que a
producéo de celulase com Bacillus sp. depende da natureza da fonte de carbono usada nos

meios de cultura. A CMC promoveu o rendimento maximo (0,93 U.mg™) em comparagéo
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com os residuos agricolas ou restos de papel. Embora a CMC tenha apresentado o maior
rendimento e produgéo de enzimas, os residuos como casca de laranja (0,60 U.mL™) e bagaco
de cana (0,12 U.mL?), também podem ser utilizados para a producio de celulases.
Comparando o0s resultados obtidos neste trabalho, a bactéria B. smithii QT03 também
produziu celulase com CMC como fonte de carbono, porém, utilizando bagaco de malte a

producéo foi maior em todos os tempos estudados.

De acordo com os resultados de Ladeira et al., (2014), a bactéria Bacillus sp. produz
a enzima celulase no meio de cultura liquido contendo bagago de cana e milho como fontes de
carbono. A atividade maxima da enzima crua (0,83 U.mL™) foi obtida apds de 120 h de
incubacdo da bactéria no meio de cultura. Salim et al., (2016) estudaram a producdo da
enzima celulase com Bacillus sp. TMF-1 com diferentes residuos agricolas, obtendo como
resultado uma atividade maxima de 1,19 U.mL™ de enzima crua utilizando farelo de milho
como fonte de carbono apés 72 h de incubagdo. Pode-se observar que os tempos de incubacgéo
para producdo maxima sdo na maioria nos tempos de 72 a 120 h, neste estudo com B. smithii

QTO03, foi possivel obter a produgdo maxima nas 48 h de incubacéo.

No estudo de Alita et al., (2019), foi testada a producdo de celulases com o fungo
Metarhizium anisopliae IBCB 348 utilizando residuos agroindustriais como fonte de carbono
(bagaco de cana, bagago de malte e casca de arroz) suplementados com licor de milho, farelo
de soja e quitina. O bagaco de malte suplementado com farelo de soja foi o substrato que
proporcionou a maior atividade da P-1,3-glucanase e a maior atividade endocelulase foi
obtida com bagaco de malte sem suplementacdo. A producdo maxima das enzimas foram
obtidas ap6s de 192 h em estado solido de fermentacdo. Tempo muito maior em comparacao
com os resultados nesta pesquisa, onde a producdo maxima de celulase foi obtida nas 48 h de

incubacéo utilizando bagago de malte como fonte de carbono.
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3.3 EFEITO DA CONCENTRACAO DA FONTE DE CARBONO NA PRODUCAO DE
CELULASE

Uma vez que o bagago de malte foi identificado como melhor fonte de carbono,
foram testadas as concentracdes de 0,5, 1, 2, 3 e 4% deste residuo no meio de cultura descrito
no item 2.1.2 para avaliar a melhor concentracdo para producéo de celulase. Os resultados sdo
representados na Figura 10 e a ANOVA e comparacdo de médias pelo teste de Tuckey (5%)

séo apresentadas no Anexo 1.

Figura 10. Producéo de celulase por B. smithii QTO03 cultivada em meio de cultura contendo bagaco de
malte como fonte de carbono em diferentes concentragdes. Microrganismo crescido na temperatura de
35° C e 150 rpm de agitacdo por 48 h. As barras representam o desvio padrdo. Letras iguais néo

diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tuckey com significancia de 5%.
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De acordo com os resultados obtidos na andlise de variancia e na comparagdo de
médias (Anexo 1) pode-se observar que a variacdo das concentracdes de fonte de carbono
influenciou na producdo de celulase. N&o foi observada diferenca estatistica entre as
concentragles 1, 2, 3 e 4%, porém a concentracdo de 0,5 é igual estatisticamente com 1% e

difere das restantes com menor producao de celulase.
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Observa-se a semelhanga com outros estudos de producdo de celulase, onde foram
utilizados diversos residuos agroindustriais na concentracdo de 2%. Por exemplo, Gaur e
Tiwari (2015) e Bohra et al., (2018) utilizaram 2% de bagaco de cana para producdo de
celulase por B. vallismortus e Paenibacillus polymyxa respectivamente. Também o estudo de
Irfan et al., (2017) coincide com a concentracdo de 2% de casca de batata como fonte de

carbono com B. subtilis K-18 para producdo de celulase.

Neste trabalho foi considerada a concentracdo de 2% da fonte de carbono como a

melhor para producéo de celulase com B. smithii QTO03.

3.4 EFEITO DA TEMPERATURA DE CRESCIMENTO DO MICRORGANISMO NA
PRODUCAO DE CELULASE

Para a definicdo da temperatura 6tima de cultivo da bactéria Bacillus smithii QT03
visando a melhor producdo da enzima celulase, incubou-se 0 microrganismo nas temperaturas
de 25, 30, 35, 40 e 45°C pelo periodo de 48 h a 150 rpm. Os resultados estdo representados na
Figura 11 e a ANOVA e comparacdo de médias no Anexo 2.

Figura 11. Atividade da enzima celulase produzida por B. smithii QT03 cultivado em meio de
cultura contendo 2% de bagaco de malte como fonte de carbono em diferentes temperaturas
de cultivo. Microrganismo crescido por 48 h e 150 rpm de agitagdo. As barras representam o
desvio padrdo. Letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tuckey com

significancia de 5%.
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De acordo com os resultados da andlise de variancia e a comparacdo de médias
(Anexo 2), observou-se que o as temperaturas 25, 30 e 35°C ndo apresentam diferencas
significativas para a producdo de celulase. Porém, a partir de 40°C de incubacéo a atividade
enzimatica diminuiu com o aumento da temperatura apresentando diferencas significativas

entre cada tratamento. As a menor producéo foi observada a 50°C.

Na literatura é possivel verificar que existe uma amplia variacdo de temperaturas
ideais de producdo de celulase dependendo da espécie do microrganismo. Irfan et al., (2012)
observaram a temperatura 6tima de 60°C para producdo de celulase com Cellulomonas sp.
ASN2 utilizando casca de batata como fonte de carbono; Sethi et al., (2013) e Das et al.,
(2010) utilizaram as temperaturas de 40 e 42°C para as bactérias B. subtilis e Bacillus sp. e
Kazeem et al., (2017) produz a méxima quantidade de celulase a 50°C com Bacillus
licheniformis 2D55, diferentes ao resultado obtido neste trabalho, onde temperaturas acima

dos 35°C diminuiram a producéo da enzima.

Segundo a literatura, observou-se que as temperaturas 6timas de crescimento para
producdo de celulase varia dependendo do microrganismo produtor, nesta pesquisa foi
considerada a temperatura ideal de crescimento 35°C por ser a melhor para a solubilidade do
substrato e facilitar o crescimento da bactéria B. smithii QT03, que tem como temperatura
Otima de crescimento 55°C (BOSMA et al., 2016).
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3.5 EFEITO DO PH INICIAL DO MEIO DE CULTURA NA PRODUCAO DE CELULASE

Para a determinacdo do pH 6timo para a producdo da enzima celulase por Bacillus
smithii QTO3, os valores de pH do meio de cultura foram ajustados antes da esterilizagéo. Os
valores de pH testados foram: 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 e 9,0 no meio de cultura com
bagaco de malte (2%). Os resultados sdo expostos na Figura 12 e a ANOVA e comparacdo de

médias no Anexo 3.

Figura 12. Producéo de celulase por B. smithii QTO03 cultivado em meio de cultura contendo 2% de
bagaco de malte como fonte de carbono, em diferentes valores de pH. O microrganismo foi crescido
por 48 h, a 35 °C e 150 rpm de agitacdo. As barras representam o desvio padrdo. Letras iguais ndo

diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tuckey com significancia de 5%.
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teste de Tuckey 5% (Anexo 3), existe evidéncia estatistica de que a producdo de celulase por
Bacillus smithii QT03 é menor em faixas de pH acidos e aumenta com as faixas de pH neutras
e alcalinas. Assim, na comparagdo de médias, ndo sdo observadas diferencas estatisticas entre
os pH 6,5 a 9, obtendo a producdo méxima de celulase em toda essa faixa de pH do meio de

cultura.
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Como pode ser observado na Figura 12, os meios de cultura com pH inicial acido 5 e
5,5 apresentaram médias de producdo de enzimas inferiores e com diferencas significativas
entre as demais. A partir do pH 6,5 foi obtida a maxima producdo de celulase e néo foi

observada diferencia estatistica na faixa até o pH 9.

Em comparacdo com outros estudos de producédo de celulases com bactérias, Meng et
al., (2014) e Irfan et al., (2017) observaram melhores rendimentos de producdo de celulase
por B. subtilis com o pH 5,5 e 5 respectivamente, ao contrario da bactéria Bacillus smithii
QTO03 que apresenta baixa producéo de celulase nessa faixa de pH.

Quanto a resultados com pH neutro, Irfan et al., (2012) mostram que o pH ideal para
a atividade da endoglucanase com a bactéria Cellulomonas ASN2 foi 7,5. Aumentar ou
diminuir o pH além disso resultou em declinio na atividade enziméatica. De acordo aos
resultados de Das et al., (2010), o pH 6timo do meio de cultura para a producdo de celulases
com Bacillus sp foi de 7. Ao contrario dos resultados com B. smithii QT03 que foi obtida a
producdo méaxima na faixa de pH 6,5 — 9, nos estudos citados, a producédo de celulase era
menor com pH acima de 7. Porém também existem registros de producdo de celulase em
meios alcalinos. No estudo de Tabssum et al., (2018), foi testada a bactéria B. cereus,
observando o pH 6timo do meio igual a 9.

Os resultados desta e as outras pesquisas, demonstra que o pH inicial 6timo do meio
de cultura para producdo de celulases varia de acordo as espécies produtoras. Conforme aos
resultados obtidos, selecionou-se o pH inicial 7 considerando que o meio de cultura sem
ajustar apresenta valor aproximado de pH 7. Procurando simplificar o procedimento para
obter os resultados maximos com eficiéncia, foi escolhido esse valor de pH como o melhor

para producdo de celulase com B. smithii QTO03.
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3.6 TAMANHO DO INOCULO

A influéncia da concentracdo de tamanho do inoculo no meio de cultura na producao
de celulase foi determinada adicionando as concentrac¢des de 1; 2; 5 e 10% ao meio de cultura
nas condi¢des descritas no item 2.1.2, porém com as condi¢cdes otimizadas dos testes

anteriores.

Os resultados obtidos estdo demonstrados na Figura 13. A ANOVA e comparacao de
médias pelo teste de Tuckey (5%) sdo apresentados no Anexo 4.

Figura 13. Producédo de celulase por B. smithii QTO3 cultivado em meio de cultura contendo 2% de
bagaco de malte como fonte de carbono, pH inicial do meio 7, inoculado com diferentes concentracdes
de inéculo. O microrganismo foi crescido por 48 h, a 35°C, 150 rpm. As barras representam o desvio

padréo.
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Como pode ser observado na Figura 13, a producdo da enzima celulase manteve-se
igual em todas as concentragdes de indculo. Segundo os resultados da ANOVA (Anexo 4)
também foi possivel observar que ndo existe diferenca significativa entre os tratamentos

aplicados, sendo a producéo de celulase a mesma com todos os volumes de indculo.
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O tamanho do inéculo evidencia a capacidade de uma populagdo microbiana de
iniciar o crescimento em um ambiente nutritivo especifico. Uma quantidade menor de in6culo
pode levar a uma fase de atraso mais longa e atrasar a sintese enzimatica. Por outro lado, um
namero maior de células resulta em réapida proliferacdo e exaustdo do substrato, o que pode

néo resultar em maior producdo da enzima (Kapoor et al., 2016).

Segundo Das et al., (2010), a quantidade de indculo usada para cultivo também afeta
a producéo de celulase. O efeito do tamanho do in6culo na producdo de celulase pela bactéria
Bacillus sp. foi examinado e verificou-se que 7% de inoculo resulta em maior atividade
enzimatica. Em comparagdo com os resultados obtidos neste trabalho com B. smithii QTO03,
onde ndo foram observadas diferencias entre as concentragfes testadas. Os autores apontam
que a distribuicdo do oxigénio dissolvido e a absor¢do mais eficaz de nutrientes contribuem
para a alta producdo da enzima. Quando o tamanho do inoculo é muito pequeno, um nimero
insuficiente de bactérias leva a reducdo da quantidade de celulase secretada. Nos tamanhos de
10 e 13% de inoculo, a atividade diminui, sugerindo que tamanhos maiores de indculo

resultam em reducdo de oxigénio dissolvido.

Nos trabalho de Shaikh et al., (2013), Tabssum et al., (2018) e Irfan et al., (2017),
foram obtidos resultados similares no tamanho de inéculo para producdo de celulase, relatam
que o inoculo a 2% deu a melhor producdo de celulase com as bactérias Pseudomonas sp e
Bacillus sp (SHAIKH et al., 2013), B. cereus (TABSSUM et al., 2018) e B. subtilis K-18
(IRFAN et al., 2017). No entanto, Korany et al., (2017) observou a concentracdo de 1% do
inoculo no meio de cultura como o étimo para a producdo de celulase com Halobacillus sp
QLS 31. Em conformidade com os resultados obtidos com B. smithii QT03, o tamanho do
inoculo ndo apresentou grandes variacdes entre as porcentagens testadas, considerando 0s
resultados de pesquisas anteriores, foi determinada a concentracdo de 2% como o volume
representativo e adequado de in6culo para producdo da celulase.
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3.7 EFEITO DA FONTE DE NITROGENIO NA PRODUCAO DE CELULASE

A fim de se verificar a melhor fonte de nitrogénio para otimizar a producdo de
celulase por B. smithii, foram testadas diferentes fontes de nitrogénio na concentragéo de
0,7%, a saber: extrato de carne, molibdato de amoénio, nitrato de sodio, peptona
bacterioldgica, sulfato de amdnio e triptona. O resultado pode ser observado na Figura 14 e a

ANOVA e comparacdo de médias pelo teste de Tuckey (5%) no Anexo 5.

Figura 14. Producéo de celulase por B. smithii QTO03 cultivado em meio de cultura contendo 2% de
bagaco de malte como fonte de carbono e 0,7% de diferentes fontes de nitrogénio. Microrganismo
crescido por 48 h, a 35°C, 150 rpm em meio de cultura com pH inicial 7. As barras representam o
desvio padrdo. Letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tuckey com

significancia de 5%.
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Na Figura 14, observasse que o molibdato de amonio foi a fonte de nitrogénio que
apresentou a média de atividade enzimatica menor entre todas as testadas. Triptona, sulfato de
amonio, extrato de levedura, nitrato de sodio ndo apresentaram diferenca estatistica entre elas
na producdo de celulase. A peptona bacterioldgica apresentou a média igual e maior das fontes
anteriormente mencionadas e o0 extrato de carne apresentou média estatisticamente igual a
peptona bacteriologica e maior das restantes. A tabela de comparacdo de médias pode-se
observar no Anexo 5. De acordo aos resultados estatisticos, foi considerado o extrato de carne
na concentracdo de 0,7% a melhor fonte de nitrogénio utilizada no meio de cultura para obter

a maxima producao de enzimas.

Fontes de nitrogénio organico e inorganico sdo fatores importantes que sustentam o
crescimento bacteriano e a producdo de enzimas. De acordo com os estudos de Azadian et al.,
(2016) e Sethi et al., (2013) para producdo de celulase por Bacillus sonorensis HSC7 e
Pseudomonas fluorescens, entre as diferentes fontes de nitrogénio organico e inorganico
testadas, (NH4)2SO4 (Sulfato de Amonio) foi considerada a fonte de nitrogénio apropriada
para a producdo de celulase. No entanto, no estudo com B. smithii QT03 0 (NH4)2SO4 teve

como resultado uma producdo menor ao extrato de carne.

Com relagdo as fontes de nitrogénio testadas por Meng et al., (2014) para producéo
de celulase com B. subtilis BY-3 a atividade da enzima foi indetectavel quando a fonte de
nitrogénio inorgénico (NH4)2SO4 foi utilizada, no entanto, estudo com B. smithii QTO03, foi
observada a producdo de celulase com todas as fontes de nitrogénio testadas, mesmo com o
molibdato de aménio, que foi a fonte que apresentou menor producédo (0,11 U.mL™). No
estudo de Meng et al., (2014) o farelo de soja foi a melhor fonte de nitrogénio para a producéo
de celulase, evidenciando que os residuos agroindustriais também podem ser utilizados como

fontes de nitrogénio para producéo de enzimas.

Assim, Shankar e Isaiarasu (2011), testaram a bactéria B. pumilus para producéo de
celulase, onde a melhor fonte organica de nitrogénio foi o extrato de malte e a melhor fonte
inorganica foi o molibdato de aménio, contrario com os resultados deste trabalho com B.
smithii QT03, o qual o molibdato de amonio foi a fonte de menor producdo. Neste estudo, 0
bagaco de malte foi utilizado como fonte de carbono, porém no estudo de Shankar e Isaiarasu
(2011), o extrato de malte foi a melhor fonte de nitrogénio, observando que os residuos
derivados do malte podem ser utilizados como fontes de carbono e nitrogénio para producdo
de celulase.
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3.8 EFEITO DA CONCENTRACAO DA FONTE DE NITROGENIO NA PRODUCAO DE
CELULASE

Para a otimizagdo do meio de cultura para a producdo de celulase, foram testadas
diferentes concentracOes de extrato de carne no meio de cultura: 0,5; 0,7; 1,0; 1,5 e 2,0%. O

extrato de carne foi identificado como a melhor fonte de nitrogénio.

Os resultados foram representados pela média dos valores obtidos e apresentados na
Figura 15. Os resultados da ANOVA e comparacdo de médias do teste de Tuckey (5%) sdo
apresentados no Anexo 6.

Figura 15. Producéo de celulase por B. smithii QT03 cultivado em meio de cultura contendo diferentes
concentracOes de extrato de carne e 2% de bagaco de malte como fonte de carbono. O microrganismo
foi crescido por 48 h a 35°C, 150 rpm e pH inicial do meio de cultura 7. As barras representam o
desvio padrdo. Letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tuckey com
significancia de 5%.
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Pode-se observar na Figura 15 que a concentracdo de extrato de carne influenciou
positivamente na producdo da enzima. A concentracdo de 2% de extrato de carne teve uma
atividade enzimatica estatisticamente menor as demais concentracdes; as concentracdes de
0,5; 0,7 e 1,0% de extrato de carne apresentaram médias maiores quando comparadas com a
concentracdo de 2% e iguais entre elas. A concentracdo de 1,5% de extrato de carne no meio
de cultura apresenta a média superior de produgdo enzimatica. A tabela da comparacdo de

médias € apresentada no Anexo 6.

Foi considerada a concentracao de 1,5% de extrato de carne no meio de cultura como
a ideal por apresentar a méaxima producdo de celulase em comparacdo com as outras
concentracdes testadas (0,24 U.mL™1). Em comparagio com outros estudos, pode se observar
uma grande variacao entre as concentracfes de fontes de nitrogénio utilizadas para producéo

de celulases.

De acordo com o estudo de Das et al., (2010) para a producdo de celulase por
Bacillus sp., verificou-se que a concentracdo de peptona como fonte de nitrogénio a 2% foi
mais eficaz para a producdo ideal da enzima. No estudo com B. smithii QT03, com a
concentracdo de 2% da fonte de nitrogénio a produgdo de celulase era significativamente
menor a 1,5% (0,16 U.mL™).

A diferenca dos resultados obtidos neste trabalho, Tabssum et al., (2018) e Irfam et al
(2017), observaram melhor producéo de celulase utilizando extrato de levedura como fonte de
nitrogénio. Tabssum et al., (2018), verificaram o extrato de levedura na concentragéo de 0,5%
como a concentracdo 6tima no meio de cultura para producéo de celulase com B. cereus. No
entanto, Irfan et al., (2017), observaram melhor producéo de celulase por B. subtilis K-18 com
0 meio de cultura contendo 1% de extrato de levedura. Neste trabalho com B. smithii QTO03,
as concentracdes da fonte de nitrogénio de 0,5 e 1% apresentaram producdes menores de

celulase (0,19 e 0,21 U.mL™) comparando com a concentragdo de 1,5%.

Gao et al., 2009 estudaram a producdo da enzima inulinase por B. smithii T7. Nos
resultados da otimizagdo do meio de cultura acharam que o nitrato de amdnio na concentracao
de 0,5% foi 6timo para a producdo da enzima. Em comparacdo com a pesquisa desenvolvida
com B. smithii QT03, a producdo de inulinase por B. smithii T7 com extrato de carne foi a
menor entre todas as fontes de nitrogénio testadas. E a concentragdo de 0,5% da fonte de
nitrogénio apresentou médias de produgéo de celulase menores a de 1,5%.
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3.9 DETERMINACAO DA MELHOR VELOCIDADE DE AGITACAO DO MEIO DE
CULTURA PARA PRODUCAO DE CELULASE

Para a otimizacdo das condi¢cdes de cultivo da bactéria B. smithii QT03 para
aumentar a produgdo de celulase, foram estudadas diferentes velocidades de agitacdo. A
velocidade de agitacdo € um parametro fisico que influencia o nivel de aeracdo do meio de
cultivo, afetando o crescimento da bactéria. Para isso, a bactéria foi crescida no meio de

cultura nas seguintes velocidades de agitacdo: 100, 150, 200 e 250 rpm.

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados foram representados pela
média dos valores obtidos, como pode ser observado na Figura 16. Os resultados foram
submetidos a ANOVA e comparagdo de médias pelo teste de Tuckey com grau de

significancia de 5% e sdo apresentados no Anexo 7.

Figura 16. Producdo de celulase de B. smithii QT03 cultivado em meio de cultura contendo 2% de
bagaco de malte como fonte de carbono e 1,5% de extrato de carne como fonte de nitrogénio em
diferentes velocidades de agitacdo. Microrganismos crescido nas condi¢des de 35°C por 48 h de
crescimento. As barras representam o desvio padrdo. Letras iguais ndo diferem entre si

estatisticamente pelo teste de Tuckey com significancia de 5%.
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E possivel observar na Figura 16 que a velocidade de agitagdo do meio de cultura
influenciou significativamente na producdo de celulase. Segundo o teste de comparacédo de
médias (Anexo 7), a velocidade de agitacdo de 100 rpm foi significativamente menor a todas
as velocidades testadas. As velocidades 150 rpm e 250 rpm apresentam médias estatisticas
iguais, mas 150 rpm difere de 200 rpm apresentando média de producédo de celulase inferior.
No entanto a velocidade de 200 rpm e 250 rpm séo estatisticamente iguais na produgédo de

enzima.

Foi considerada a velocidade de 200 rpm como a 6tima para o cultivo de B. smithii

QTO03 ja que a partir dessa velocidade de agitacdo € alcangada a maior producéo de celulase.

Foram achadas na literatura registros da agitacdo utilizada para o crescimento de
diversas bactérias para a producgdo de celulase, no caso de Vijayaraghavan e Vincent (2011),
incubaram Bacillus sp. a 150 rpm. Também Tabssum et al., (2018) otimizaram as condigdes
nutricionais e de crescimento do B. cereus, considerando a velocidade de agitacdo de 120 rpm
como a melhor para producdo de celulases. Similarmente, Souii et al., (2018) otimizaram o
crescimento de quatro bactérias do género Bacillus, a saber: B. mojavensis AG21, B.
vallismortis J77; B. sonorensis 7.26 e B. safiensis AJ49, utilizando a velocidade de agitacéo de
120 rpm para o crescimento de todas as bactérias. No entanto, no estudo com B. smithii QT03,
0 meio na faixa de 100 e 150 rpm de agitagdo resultou com uma producdo de celulase

significativamente menor comparada a 200 rpm.

Gao et al., (2009), testaram a producdo de inulinase com B. smithii T7. Os resultados
de agitacdo coincidem com este estudo de producdo de celulase por B. smithii QT03, onde
observaram um aumento significativo da producdo de enzima em estado de agitacdo a 200
rpm. Os autores expdem que a taxa de rotacdo nédo afeta apenas a disponibilidade de oxigénio,

mas também influencia a disponibilidade dos nutrientes no meio.
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4 CONCLUSAO

A otimizacéo das condi¢des do meio de cultivo influenciou positivamente a producao

de celulase por Bacillus smithii QTO03.

As condigdes 6timas do meio de cultura para producdo de celulase por B. smithii
QTO03 foram: 2% de bagaco de malte como fonte de carbono, 1,5% de extrato de carne como
fonte de nitrogénio e o pH do meio com valor 7. Além disso a concentracdo do inoculo
favoravel foi de 2%. Para o cultivo da bactéria, a temperatura adequada foi de 35° C, 200 rpm
de agitacdo por 48 h de incubacdo. Esses resultados mostraram que todos os pardmetros com
suas interacOes tém efeito significativo na producédo de celulase.

A producéo de celulase por B. smithii QT03 apresentou um aumento importante de
atividade enzimatica com a otimizacdo do meio de cultivo, foi obtida uma produgdo maxima
de 0,20 U.mL? de celulase crua, demonstrando qualidades importantes de producdo de
celulase para continuar com a caracterizacdo e purificacdo da enzima a fim de aumentar a

producéo até alcancar volumes industriais.
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CAPITULO 3: CARACTERIZACAO PARCIAL DA ENZIMA CELULASE
PRODUZIDA POR Bacillus smithii QT03 CULTIVADA EM MEIO DE CULTURA
UTILIZANDO BAGACO DE MALTE COMO FONTE DE CARBONO

Analyse Villanueva Gaete!, Carlos Eduardo de Souza Teodoro?, Ana Paula Martinazzo?®,

Thaiza Coutinho?, Ariany Franco de Oliveira®

Resumo

A celulase é uma enzima muito utilizada nas industrias de alimentos, bebidas, detergentes,
téxteis, racdo animal, entre outros processos. Para melhorar a atuacdo das enzimas nos
processos industriais, € imprescindivel que sejam determinadas suas propriedades,
especialmente no que tange a fatores cinéticos e fisico-quimicos. O objetivo principal desta
investigacao foi realizar a caracterizacdo parcial da celulase produzida pelo microrganismo
Bacillus smithii QT03, uma bactéria pouco estudada para producdo de enzimas, porém com
caracteristicas interessantes para ser utilizada em processos biotecnolégicos. Foram avaliadas
algumas propriedades bioguimicas da enzima a fim de se explorar seu potencial para
aplicacdes industriais. A bactéria foi cultivada em meio contendo bagago de malte como fonte
de carbono. O efeito do pH na atividade da celulase foi avaliado nas faixas de 5,0 a 9,0. Para
avaliar o efeito da temperatura na producdo da enzima celulase foi incubada a mistura de
reacdo nas temperaturas de 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 e 80° C. Alem disso foram avaliadas as
estabilidades térmica e do pH da celulase por um periodo de tempo de 24 h. B. smithii QT03
alcancou a maxima atividade enzimatica em 30 minutos com pH 7 de incubacdo do meio
reacional e conservou o 70% de atividade por 24 h quando a celulase foi incubada em pH 6.
Observou-se também a caracteristica termofilica da enzima por ter alcancado a atividade
méaxima a 70°C no meio reacional e termoestavel por conservar o 100% de atividade quando
incubada a 55°C por 3 h e 58% de atividade a 60°C por 24 h. Segundo os resultados obtidos
neste trabalho, a celulase produzida por B. smithii QTO03 utilizando bagaco de malte como
fonte de carbono apresenta caracteristicas interessantes para continuar com a caracterizacao
total e purificacdo de celulase para possiveis aplicac@es nas industrias.

Palavras chaves: Biotecnologia de microrganismos, caracterizacdo de celulase, endo-B-
1,4glucanase, producdo de enzima, bactérias, fontes de carbono, residuos agroindustriais.
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ABSTRACT

Cellulase is one of the most useful enzymes in the industry. To improve the performance of
enzymes in industrial processes, it is essential to determine their properties, especially with
regard to Kinetic and physical-chemical factors. The main objective of this investigation was
to carry out the partial characterization of cellulase produced by the microorganism Bacillus
smithii QTO03 using malt bagasse as a carbon source. Some biochemical properties of the
enzyme were evaluated in order to explore its potential for industrial applications. The effect
of pH on cellulase activity was evaluated in the range of 5.0 to 9.0. To evaluate the effect of
temperature on the production of the cellulase enzyme, the reaction mixture was incubated at
temperatures of 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 and 80 ° C. In addition, the thermal and pH stability
of cellulase were evaluated for a period of 24 h. B. smithii QTO03 reached the maximum
enzymatic activity in 30 minutes with pH 7 of incubation of the reaction medium and
conserved 70% of activity for 24 h when the cellulase was incubated in pH 6. The
thermophilic characteristic of the enzyme was also observed for having maximum activity
was reached at 70 ° C in the reaction medium and thermostable by conserving 100% activity
when incubated at 55 ° C for 3 h and 58% activity at 60 ° C for 24 h. According to the results
obtained in this work, the cellulase produced by B. smithii QT03 using malt bagasse as a
carbon source presents interesting characteristics to continue with the total characterization
and purification of cellulase for possible applications in the industries.

Key words: Biotechnology of microorganisms, cellulase characterization, endo-f-

1,4glucanase, enzyme production, bacteria, carbon sources, agro-industrial waste.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, houve uma apreensdo notavel sobre a seguranca ambiental, que
levou ao desenvolvimento de bioprocessos ecologicos. Essas iniciativas aumentaram a
demanda de enzimas em varias aplica¢des industriais (PATEL et al., 2019). O potencial da
enzima celulase foi revelado em varios processos industriais, como amaciamento de algod&o
na industria téxtil, na remogéo de tintas, na melhoria da drenagem e na modificagédo de fibras
nas industrias de papel e celulose, bem como em detergentes para a roupa como amaciadores,
agentes revigorantes de cores (KUHAD et al., 2011). Embora existam varias aplicacdes
industriais de celulases, a industria de etanol lignocelulésico € a mais relevante
(SUKUMARAN et al., 2005).

Talvez a maior dificuldade da industria seja encontrar enzimas gque possam suportar
algumas condicOes industriais como variacdo de temperatura e pH. Diante desse fato, as
pesquisas de melhoramento da catalise de enzimas se faz necessario (MONTEIRO e SILVA,
2009). Para melhorar a atuacdo das enzimas em processos industriais, € imprescindivel que
sejam determinadas suas propriedades, especialmente no que tange a fatores cinéticos e fisico-
quimicos (CASTRO e PEREIRA, 2010).

A maioria das celulases comerciais sdo de origem fungica; no entanto, as bactérias
também foram consideradas como produtoras de enzimas versateis devido a sua alta taxa de
crescimento, estabilidade em condigdes extremas e presenga de complexos multi-enzimas.
Entre as bactérias, as espécies do género Bacillus podem produzir varias enzimas hidroliticas,
que incluem a celulase (LADEIRA et al., 2014).

Por exemplo, existem varios estudos com bactérias capazes de produzir celulases
utilizando subprodutos da agroindustria, as quais foram caracterizadas e purificadas para obter
a méaxima atividade de celulases. A caracterizacdo das enzimas consiste na determinagdo dos
efeitos e estabilidade da temperatura e pH da enzima, efeito de ions metalicos, solventes,
aditivos e detergentes comerciais na atividade de celulases (DAS et al., 2010; IRFAN et al.,
2012; SHAIKH et al., 2013; MENG et al., 2014; LADEIRA et al., 2015; SALIM et al, 2016;
AZADIAN et al, 2017; HARSHVARDHAN et al., 2017; KAZEEM et al., 2017, PATEL et
al., 2019). Entre os estudos mencionados, pode-se observar grande participacdo de bactérias

do género Bacillus.



82

A bactéria Bacillus smithii é termofilica, aerobica facultativa e capaz de usar uma
variedade de agucares que podem ser derivados de materiais lignoceluldsicos. Essa bactéria
apresenta caracteristicas que a tornam interessante para aplicacfes biotecnoldgicas, como a
acessibilidade genética, uma ampla faixa de temperatura e pH e a capacidade de utilizar uma
ampla variedade de fontes de carbono em um meio relativamente minimo (BOSMA et al.,
2016).

Por tanto, o enfoque principal deste trabalho de investigacdo foi realizar a
caracterizacdo parcial da celulase produzida por B. smithii QTO03 utilizando bagaco de malte
como fonte de carbono. Foram avaliadas algumas propriedades bioquimicas da enzima a fim

de se explorar seu potencial para aplicagdes industriais.
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2 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no laboratorio de Biotecnologia da Escola de
Engenharia Industrial Metalurgica de Volta Redonda da Unversidade Federal Fluminense
(EEIMVR-UFF).

2.1 MICRORGANISMO E ENSAIOS ANALITICOS

O microrganismo utilizado neste trabalho foi Bacillus smithii QT03, a bactéria foi
isolada a partir de amostras de solo coletas no Sul Fluminense e é mantida sob refrigeracao

em placas de Petri contendo meio de cultura agar Luria Bertani.

Para a producdo de celulase foi utilizado o meio de cultura com a seguinte
composigédo: 4g/L KH2POs4, 4g/L NaxHPO4, 0,2g/L MgSO4.7H.0, 0,001g/L CaCl,.2H:0,
0,004g/L FeS0O4.2H20 e H20 destilada 1L. Contendo bagaco de malte como fonte de carbono
(2%) e extrato de carne como fonte de nitrogénio (1,5%), o meio foi ajustado com valor
inicial de pH 7 e inoculado com 2% de uma cultura de B. smithii QTO03 crescida por 24 h em
meio Luria Bertani (LB). O microrganismo foi crescido por 48 h, a de 35°C e 200 rpm. As
amostras foram constituidas por frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL do meio de

cultura.

2.1.1 Ensaios da atividade enzimética

Para a remocdo das células, a cultura bacteriana foi centrifugada a 10.000 rpm por 10
minutos a 4°C. Posterior a centrifugacdo, o sobrenadante (extrato bruto enzimatico — EBE) foi

mantido a 4°C e utilizado para a dosagem da atividade enzimatica.

A atividade de endo-B-1,4-glucanase (EnG) foi determinada, incubando-se 0,5 mL de
CMC a 1% em solucdo tampdo fosfato 50 mM (pH 7,0) com 0,25 mL do EBE sob
temperatura de 55°C. Ap6s de 30 min, 0,75 mL de acido dinitrossalicilico (DNS), Reagente
de Miller (1959), foi adicionado a mistura reacional e, em seguida, aquecida em banho-maria
a 100°C por 5 min. As amostras resultantes foram resfriadas a temperatura ambiente e
adicionou-se 2 mL de agua destilada. Em seguida se fez a leitura da absorbancia a 540 nm. A

metodologia aplicada foi baseada no trabalho de Tabssum et al., (2018) com modificagdes.

Para a quantificagdo da atividade enzimatica foi elaborada uma curva padrdo com

concentracfes conhecidas de glicose. Uma unidade de atividade de EnG foi definida como a
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quantidade de enzima capaz de hidrolisar CMC e liberar 1 pumol de glicose por minuto a
55°C, exceto quando foi determinado o efeito da temperatura na atividade enzimatica, onde
foram testadas outas temperaturas além de 55° C (Nelson, 1944).

2.1.2 Efeito do pH sobre a atividade de celulas

O efeito do pH da mistura reacional na atividade da celulase foi avaliado nas faixas
de 5,0 a 9,0 com intervalos de 0,5 unidade. Para as faixas acidas de pH (5,0 — 6,5) foi
utilizado o tampéo Citrato-acido citrico e para as faixas de pH de 7 a 9 o tampéo Tris HCI.
Para determinar o pH o6timo foi preparada a solucdo de Carboximetilcelulose (CMC)
utilizando os tampdes para ajustar os valores de pH e incubando-se 0,25 mL do EBE em
Banho Maria a 55°C por 30 minutos. Apés este periodo, foi determinada a atividade

enzimatica (item 2.1.1).

2.1.3 Efeito da temperatura de incubacdo sobre a atividade de celulase

Para avaliar a temperatura 6tima de atividade da enzima celulase, a mistura reacional
(0,25 mL de EBE e 0,5 mL de solucdo de CMC) foi incubada nas temperaturas de 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75 e 80° C por 30 minutos, em seguida foi determinada a atividade enzimatica

conforme descrita no item 2.1.1.

2.1.4 Efeito do tempo de incubacdo sobre a atividade da celulase

Foram testados diferentes tempos de incubacdo da enzima para avaliar qual o melhor
para a atividade da celulase. Foi incubada a enzima com o CMC nos tempos de 10, 20, 30, 40,
50 e 60 minutos. Apos 0s tempos estabelecidos foram realizados os testes para determinar a

atividade enzimética nas condicdes descritas no item 2.1.1.

2.1.5 Estabilidade térmica da celulase produzida por B. smithii QT03

Para os testes de estabilidade térmica de celulase, o EBE foi incubado em
temperaturas diferentes, a saber: 4, 25, 55, 60, 65, 70 e 75°C. O EBE (0,25 mL) foi retirado
nos periodos de tempos de 0', 30", 60", 90, 120, 150", 180' e 24 h para a determinagdo da

atividade enzimatica, conforme descrito no item 2.1.1.
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2.1.6 Estabilidade da celulase produzida por B. smithii QT03 a diferentes valores de pH.

Para os testes de estabilidade de pH, o EBE foi mantido nos valores de pH 4,0; 5,0;
6,0; 7,0; 8,0 e 9,0 na temperatura ambiente de 25°C. O EBE (0,25 mL) foi retirado nos
periodos de tempos de 0', 30", 60", 90", 120", 150", 180" e 24 h e incubados na solu¢do de CMC
1% por 30 minutos. Em seguida foi determinada a atividade enzimatica nas condicGes

descritas no item 2.1.1.

2.1.7 Andlise estatistica
Todos os experimentos foram realizados em triplicata em delineamento inteiramente

ao acaso e submetidos a analise de variancia e comparacdo de médias pelo teste de Tuckey
com significancia de 5% utilizando o software para calculos estatisticos SISVAR.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAQO

3.1 EFEITO DO pH SOBRE A ATIVIDADE DE CELULASE PRODUZIDA POR B. smithii
QT03

Foram realizados os experimentos para determinar o melhor pH para a atividade de
celulase, para isso, foi ajustado o pH do substrato (CMC) nos valores de 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5;
8,0; 8,5 e 9. Os resultados obtidos sdo demostrados na Figura 17, representados pela média
das repetigdes.

Foi realizada a analise de variancia para avaliar o efeito do pH no meio reacional

sobre a atividade enzimética (Anexo 8).

Figura 17. Atividade de celulase produzida por B. smithii QT03 em diferentes valores de pH.
Microrganismo crescido no meio de cultura contendo 2% de bagaco de malte como fonte de carbono e

1,5% de extrato de carne como fonte de nitrogénio, pH do meio de 7 a 35° C, 200 rpm por 48 h.
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De acordo com a Figura 17, observa-se a maxima atividade enzimatica nas faixas de
pH 6,5 e 7,0, as quais nao apresentam diferenca estatistica na atividade de celulase (Anexo 8).
Foi considerado pH 7,0 como o 100% por apresentar o valor maximo de atividade. Observa-
se um aumento de atividade desde o pH 5,5 (58%) até o 6,5 e 7,0. Seguidamente foi
observado leve decaimento até o pH 9,0 (76% de atividade), os pH de 7,5; 80 e 8,5
apresentam médias iguais aos pH 6,5 e 7,0. Foi selecionado o pH 7,0 como o 6timo para a
atividade de celulase considerando que a tendéncia de atividade foi diminuindo conforme

aumentava o pH 7,0.

As observacdes obtidas neste estudo coincidem com os resultados do Harshvardhan
et al., (2013), onde a atividade maxima da celulase produzida com Bacillus sp utilizando
palha de trigo como fonte de carbono, foi encontrada no tampé&o fosfato de sddio a pH 7,0,

sendo caracterizada como enzima de pH neutro.

Outros trabalhos com resultados similares de atividade méaxima de celulase no pH 7,0
como neste estudo com B. smithii QTO03 sdo os de Shaikh et al., (2013) e Gaur et al., (2015).
No trabalho de Shaikh et al., (2013), foram otimizados os parametros de atividade de celulase
produzida por Pseudomonas sp. e Bacillus sp. Os valores de pH de incubacéo que atingiram a
atividade enzimatica maxima foram pH 7 para Pseudomonas sp. e pH 7,5 para Bacillus sp.
Gaur et al., (2015), observaram a maxima atividade de celulase com pH 7,0 para a celulase

produzida por B. vallismortis utilizando bagaco de cana como fonte de carbono.

Similarmente, Irfan et al., (2012) na producdo de celulases com Cellulomonas sp.
ASN2 determinaram o valor de pH ideal para a atividade da enzima crua como sendo 7,5 (0,5
U.mL?). Observou-se que aumentar ou diminuir o pH além disso resultava em declinio na
atividade enzimatica, em concordancia com os resultados obtidos no trabalho com B. smithii
QTO03, onde a atividade enzimatica também apresentou variagdes significativas de acordo com

0 pH testado.

No entanto, na literatura sdo evidenciadas grandes variacdes das caracteristicas
bioquimicas das celulases produzidas por diferentes microrganismos. Em comparagdo aos
resultados obtidos com B. smithii QTO03, existem estudos onde se observam celulases com
méaximas atividades quando incubadas em pH &cidos. Por exemplo no estudo de Meng et al.,
(2014) para a producédo de celulase com B. subtilis BY-3 utilizando palha de milho como
fonte de carbono, a atividade maxima da celulase bruta foi observada em pH 5,5.

Balasubramanian e Simoes (2014), acharam a atividade maxima de celulase produzida por B.
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pumilus 2144A no pH 6. No estudo de Azadian et al., (2017), demostra-se que a atividade
méaxima da celulase produzida por B. sonorensis HSC7 foi observada em pH 4, diferente da
celulase produzida por B. smithii QTO03.

Também existem celulases alcalinas, como as produzidas por B. licheniformis AUO1
e B. subtilis AS3 nos estudos de Annamalai et al., (2012) e Deka et al., (2013), onde as
celulases produzidas obtiveram a atividade méxima no pH 9,0, no entanto, a celulase
produzida por B. smithii QT03 diminuiu sua atividade no pH 9,0. Quanto as enzimas
produzidas por B. smithii, a pesquisa desenvolvida por Lailaja e Chandrasekaram (2013)
estudou a purificacdo da enzima lipasa por B. smithii BTMS 11, achando a maxima atividade
no pH 8 nas condi¢des otimizadas, sendo caracterizada como uma enzima alcalina, porém a
celulase produzida por B. smithii QT03 apresentou uma diminui¢do da atividade no pH 8,0,

tendo a méaxima atividade no pH 7,0.
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3.2 EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE DE CELULASE PRODUZIDA
POR B. smithii QT03

Foi realizado o teste para avaliar a melhor temperatura de incubacdo da mistura
reacional (EBE + CMC) para a atividade de celulase. As temperaturas testadas foram: 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75 e 80° C. O meio reacional foi incubado nessas temperaturas por 30 minutos
e seguidamente foi determinada a atividade enzimética conforme descrito anteriormente (item
2.1.1). Os resultados sdo apresentados na Figura 18, representados pela média das repeticdes.
Foi realizada a andlise de varidncia e comparacdo de médias pelo teste de Tuckey

(significancia de 5%) s&o apresentados no Anexo 9.

Figura 18. Efeito da temperatura sobre a atividade de celulase produzida por B. smithii QT03. O
microrganismo foi crescido em meio de cultura contendo 2% de bagaco de malte como fonte de

carbono e 1,5% de extrato de carne como fonte de nitrogénio, e pH inicial 7 a 35° C, 200 por 48 h.
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De acordo com a Figura 18, observa-se a influéncia da temperatura de incubagéo do
meio reacional na atividade enzimatica, no Anexo 9 é representada a tabela da comparacao de
médias pelo teste de Tuckey (5%). A temperatura de 70°C foi considerada o 100% de

atividade relativa por apresentar a maior média. O aumento da atividade enzimatica foi
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gradual desde a temperatura de 45°C até a temperatura de 70°C. Seguidamente, nas

temperaturas de 75 e 80°C ja € observada uma reducao na atividade.

A temperatura de incubagdo de celulase a 65 e 70°C apresentam as maiores médias
de atividade enzimatica, sem diferenca estatistica. Porém, foi considerada a temperatura de
70°C como a melhor para a atividade de celulase produzida por B. smithii QT03 ja que
atividades maximas em altas temperaturas é uma das caracteristicas mais desejadas de
qualquer enzima industrial. As celulases termofilicas oferecem varios beneficios, como
tempos de hidrolise reduzidos, menor risco de contaminacdo e menores custos de resfriamento
apos pré-tratamento térmico. Todos os beneficios acima resultam no aumento da utilizacdo

econdmica das celulases (PATEL et al., 2019).

Resultados similares evidenciaram-se na caracterizacdo da enzima celulase
produzida por Bacillus sp, no trabalho de Ladeira et al., (2014), observa-se que a atividade
enzimatica aumenta com o incremento da temperatura, entre 30 e 70°C. Foi observada uma
reducdo na atividade de celulase acima de 70°C. Os autores verificaram que a temperatura

ideal de atividade da celulase era de 70°C.

Conforme os estudos de Shaikh et al., (2013) na caracterizagdo da enzima celulase,
foram testadas diferentes temperaturas de incubagéo da celulase produzida por Pseudomonas
sp e Bacillus sp. As temperaturas que atingiram a atividade maxima da enzima foram de 40°C
para Pseudomonas sp. e de 50°C para Bacillus sp. Resultados similares foram obtidos por
Harshvardhan et al., (2017), que caracterizaram a celulase produzida por Bacillus sp., tendo
como resultado uma alta atividade na temperatura de 50°C, considerada a temperatura ideal.
Os autores relatam que as atividades da celulase também aumentaram concomitantemente
com a temperatura de até 50°C e depois diminuiram. Os autores consideram a celulase de
origem bacteriana como sensivel a mudanca de temperatura, em semelhanca com o0s
resultados obtidos neste trabalho com B. smithii QT03, onde pode-se observar diferengas de
atividade de celulase conforme a temperatura variava de 45 a 80°C

No entanto, existem outros estudos onde se apresenta a maxima atividade de celulase
na temperatura de 60°C. De acordo com os resultados de Meng et al., (2014) sobre a atividade
de celulase com B. subtilis BY-3, a temperatura ideal observada pelos autores foi de 60°C,
seguida de 50 e 70°C com uma ligeira diminuicdo na atividade. Similarmente, Irfan et al.,
(2012) observaram que a enzima celulase de Cellulomonas sp. ASN2 apresenta atividade

6tima a 60°C. A medida que a temperatura aumentava a partir de 30°C, a atividade enzimatica
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também melhorava, mas a atividade comecou a diminuir depois de que a temperatura
ultrapassou os 60°C e tornou-se completamente desnaturada a 100°C. Também Marco et al.,
(2017) determinou a atividade méaxima de celulase produzida por B. licheniformis na
temperatura de 60°C, concordando com os estudos que demostram que a celulase pode ser

uma enzima termofilica, com atividades maximas entre 50 e 70°C.

Destaca-se o resultado com B. smithii QT03, onde a celulase apresenta a maxima
atividade a 70°C, podendo ser caracterizada como uma enzima termofilica. Nos trabalhos
anteriormente mencionados, a celulase tem atividade 6tima entre 40 e 60°C, a 70°C a maioria

ja tém uma reducdo na atividade.

3.3 EFEITO DO TEMPO DE INCUBACAO DA MISTURA REACIONAL SOBRE A
ATIVIDADE DE CELULASE PRODUZIDA POR B. smithii QT03

Foi realizado o teste para determinar o melhor tempo de incubacdo da mistura
reacional para a atividade da enzima celulase. O meio reacional, com pH 7, foi incubado nos
tempos de 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos em banho Maria a uma temperatura de 70°C
(considerando os resultados obtidos nos testes anteriores). O teste foi realizado em triplicata e
os resultados sdo representados pela média dos valores, na Figura 19. Foi realizada a analise
de variancia e a comparacdo de médias pelo teste de Tuckey com significancia de 5% (Anexo
10).

Figura 19. Efeito do tempo de incubacdo do EBE na atividade de celulase. O microrganismo foi
crescido em meio de cultura contendo 2% de bagaco de malte como fonte de carbono e 1,5% de

extrato de carne como fonte de nitrogénio, e pH inicial 7 a 35° C, 200 por 48 h.
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Observa-se na Figura 19 o efeito do tempo de incubacdo do meio reacional na
atividade enzimatica. O tempo de 60 minutos foi considerado como o0 100% por apresentar a

maior média de atividade.

A atividade foi aumentando conforme o tempo de incubagdo, aos 10 minutos a
atividade relativa foi do 72%, sendo estatisticamente menor a todos os tempos estudados
(Anexo 10). Nao foi observada diferenca estatistica entre os tempo 30 a 60 minutos, assim,
pode-se afirmar que nos 30 minutos, foi alcancada a atividade maxima de celulase por B.
smithii QT03

Nos trabalhos de investigacdo similares, o tempo de incubacdo das enzimas variam
de acordo com a metodologia aplicada pelos autores. Ladeira et al., (2014) e Das et al.,
(2010), medem a atividade enzimatica apds 10 minutos de incubac¢do do meio reacional para
alcancar a maxima atividade enzimatica. No entanto, Shaik et al., (2013), Azadian et al.,
(2017) e Marco et al., (2017) em concordéancia com os resultados obtidos nesta pesquisa,
incubaram o meio reacional por 30 minutos. Contudo, Trivedi et al., (2011) incubou o EBE

por 50 minutos para alcancar a maxima atividade de celulase.



93

3.4 ESTABILIDADE TERMICA DA CELULASE PRODUZIDA POR B. smithii QT03

Foi realizado o experimento para determinar a estabilidade térmica da celulase
produzida por B. smithii QT03. Para tanto, o EBE foi incubado em diferentes temperaturas, a
saber: 4, 25, 55, 60, 65, 70 e 75° C. Amostras do EBE (0,25 mL) foram retirados nos periodos
de tempos de 0, 30", 60, 90', 120", 150', 180" e 24 h e incubados na solu¢cdo de CMC 1% com
pH 7 em banho Maria a 70° C por 30 minutos, em seguida foi determinada a atividade

enzimatica nas condi¢des como descrito no item 2.1.1

Os testes foram realizados em triplicata e resultados sdo representados pela média
dos valores na Figura 20. A atividade de celulase no tempo 0 foi considerada como o 100%.

Figura 20. Estabilidade térmica de celulase produzida por B. smithii QT03. Microrganismo crescido no
meio de cultura contendo 2% de bagago de malte como fonte de carbono e 1,5 de extrato de carne

como fonte de nitrogénio; pH inicial do meio de 7 a 35°C, 200 rpm por 48 h.

190

170

Temperatura
oy

——aC

—8—25°C
55°C
60° C

65°C

Attvidade relativa (%a)

70°C

75°C

' } T
- : 1 : : I +

Tempo de incubagio (min)



94

De acordo com a Figura 20, pode-se observar que a atividade de celulase a 4, 25, 55
e 60°C aumentou entre 40 e 60% nos primeiros 30 minutos e foi diminuindo ao longo do
tempo. Na temperatura de 4°C a celulase conservou 98% da atividade ap6s 24 h, e 0 69% de
atividade a 25°C.

A celulase na temperatura de 55°C foi estavel, mantendo a atividade no 100% até
180 h e apos 24 h a atividade diminuiu 80%. Quanto & atividade da celulase na temperatura de
60°C, pode-se observar que a enzima conservou 0 93% de atividade até os 90 min, e uma

diminuicdo de 42% de atividade apds 24 h.

A enzima na temperatura de 65°C apresentou baixa atividade em comparacdo as
temperaturas menores, apds 30 minutos observou-se a diminuigdo do 40% da atividade. Nos
180 minutos foi observada a diminuicdo do 84% da atividade, e acontecendo 24 h a atividade
diminuiu 100% da atividade inicial. A atividade da enzima a 70 e 75°C foram as menores,

atingindo sua nulidade nos 90 minutos.

No estudo de Harshvardhan et al., (2017) foi testada a estabilidade térmica da
celulase produzida por Bacillus sp, a atividade da enzima foi considerada estavel a 25°C por
24 h, sem perda de atividade. Da mesma forma, 100% de atividade foi mantida por 8 h a
30°C. Nas temperaturas mais altas (70°C), a enzima perdeu sua atividade de 90% em 30
minutos, semelhante com os resultados obtidos com B. smithii QT03, onde a enzima perdeu

100% da sua atividade em 90 min nas temperaturas de 70 e 75° C.

Enquanto a estabilidade térmica da celulase produzida pela bactéria Bacillus flexus,
Trivedi et al., (2011), revelou o declino da atividade enzimatica com o aumento da
temperatura. A celulase exibiu 100% de atividade a 4°C por 30 minutos e declinou para 47%
a 35° C. Assim, foi capaz de reter 28% de atividade a 75°C no mesmo tempo de estudo. Em
comparagdo com neste estudo com B. smithii QT03, a atividade a 4°C foi também mantida

por 30 minutos, mas na temperatura de 75°C a atividade era quase nula.

O efeito da temperatura na estabilidade térmica da celulase produzida por Bacillus
sp. SMIA-A, Ladeira et al., (2014), demostrou que as enzimas permanecem 100% estaveis até
60°C por 1 h e passaram a sofrer desnaturacéo a partir de entdo. No entanto, no estudo com B.
smithii QTO03, a celulase a 60° C ap6s 1 h conservou 84% de atividade enzimatica e 41% por
24 h.
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No estudo de Azadian et al., (2017), foi produzida e caracterizada a enzima celulase
por B. sonorensis HSC7. Os resultados mostraram que a meia-vida de celulase era de cerca de
30 minutos a 70°C. Esses resultados sdo diferentes aos obtidos neste trabalho com B. smithii
QTO03 pois a celulase produzida neste trabalho perdeu mais do 80% da atividade em 30
minutos a 70°C. Também Gao et al., (2009), utilizaram a bactéria B. smithii T7 para
caracterizar a enzima endoinulinase. A enzima ndo mostrou perda significativa de atividade
apos 6 h e reteve cerca de 51% de atividade apés 9 h a 70°C. No entanto, a incubagédo
prolongada a 70°C resultou em uma perda gradual de atividade, mas ainda manteve 37% da
atividade, mesmo ap06s 12 h, contrario aos resultados com B. smithii QT03 onde a enzima

nessa temperatura chegou a nulidade nos 90 min.

Com os resultados obtidos pode-se observar a caracteristica termoestavel da celulase
produzida por B. smithii QTO03, a qual conserva 0 100% de atividade a 55°C por 3 h e 58% de
atividade a 60°C apo6s 24 h.
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3.5ESTABILIDADE DA CELULASE PRODUZIDA POR B. smithii QT03 A
DIFERENTES VALORES DE pH

Foram realizados os testes de estabilidade de pH da celulase produzida por B. smithii
QTO03. Para isso, a enzima foi encubada nos valores de pH 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 e 9,0 na
temperatura de 25°C. Amostras da enzima (0,25 mL) foram retiradas nos periodos de tempos
de 0', 30, 60", 90', 120", 150, 180" e 24 h e incubados na solucdo de CMC 1% com pH 7 em
banho Maria a 70°C por 30 minutos. Em seguida, foi determinada a atividade enzimatica
como descrito no item 2.2.1. Os testes foram realizados em triplicata e resultados sdo
representados pela média dos valores na Figura 21. A atividade de celulase no tempo 0 foi

considerada como o0 100%

Figura 21. Estabilidade da enzima celulase de B. smithii QT03 a diferentes valores de pH.
Microrganismo crescido no meio de cultura contendo 2% de bagaco de malte como fonte de carbono e

1,5% de extrato de levedura como fonte de nitrogénio, pH do meio de 7, a 35° C, 200 rpm por 48 h.
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De acordo com a Figura 21, pode-se observar que a celulase no pH 4 e 5 ndo possui

atividade enzimatica durante todo o periodo estudado.

No entanto, a celulase com pH 6 foi o0 que apresentou a maior atividade enzimatica
durante as 24 horas do experimento, um ligeiro declinio da atividade € observado nos tempos
de 30 a 150 minutos e um aumento de atividade no tempo de 180 minutos, permanecendo
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estavel apos 24 h. Pode se observar que a celulase conservou o 70% de atividade com pH 6

até o tempo de 24 h.

A enzima em pH 7 e 8 oscilou de maneira semelhante durante todo o tempo do
estudo e ndo atingiu a nulidade da atividade enzimatica apos 24 horas de estudo, observou-se
40% de atividade no pH 7 e 36% no pH 8 nas 24 h de estudo. No entanto, com pH 9 foi

observada a diminuigdo de 78% de atividade apds 24 h.

Ladeira et al., (2014), no teste da estabilidade do pH da celulase produzida por
Bacillus sp. SMIA-2, revelou que a estabilidade maxima foi observada em uma faixa de pH
entre 7 e 9, onde reteve mais de 70% de sua atividade maxima, apds incubacdo a temperatura
ambiente por 3 h. No entanto, no estudo com B. smithii QT03, no pH 9 apds as 3 h a celulase

conservou o 76% da sua atividade e ainda conservou 57% da atividade ap6s 24 h.

Trivedi et al., (2011) na caracterizagdo da enzima celulase produzida por Bacillus
flexus, observaram que a enzima reteve 100% de sua atividade mesmo apds a pré-incubacéo
por 30 minutos a pH 10. Verificou-se que a atividade era estavel na faixa de pH 8 a 12 nos 30
minutos estudados. No estudo com B. smithii QT03 ndo foram realizados os testes com pH
maiores a 9, mas pode se observar que com o aumento do pH acima de 7 a tendéncia da
atividade foi a reduzir.

No entanto, no estudo de Azadian et al., (2017), observou-se a estabilidade ao pH da
celulase produzida por Bacillus sonorensis, os resultados mostraram que e estabilidade
méaxima da enzima foi encontrada em pH 5, o tempo do teste foi de 60 minutos a temperatura
ambiente. Porém, no estudo com B. smithii QTO03, a atividade de celulase em pH 4 e 5 foi

totalmente nula.

Annamalai et al., (2013), no estudo de purificacdo e caracterizagcdo de celulase
produzida por B. halodurans, caracterizaram a enzima como alcalina por observar o pH 9
como o ideal para atividade e exibir mais do 60% de atividade entre pH 6 e 11. Diferente aos
resultados deste trabalho com B. smithii, onde o pH 7 foi o ideal para a atividade de celulase

(resultado do item 3.1.1), e conserva 0 70% de atividade até as 24 h.
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4 CONCLUSAO

A bactéria B. smithii QT03 produziu niveis promissores de celulase, alcancando a
maxima atividade enzimatica em 30 minutos de incubacdo do meio reacional (0,24 U.mL™?).
A celulase apresentou a méxima atividade com pH 7 no meio reacional e conservou o 70% de
atividade por 24 h quando incubada em pH 6. Observou-se também a caracteristica
termofilica da enzima por ter alcancado a atividade maxima nos 70°C no meio reacional e
termoestavel por conservar o 100% de atividade quando incubada a 55°C por 3 h e 58% de
atividade a 60°C por 24 h.

Segundo os resultados obtidos neste trabalho, a celulase produzida por B. smithii
QTO03 utilizando bagaco de malte como fonte de carbono apresenta caracteristicas
interessantes e promissoras para continuar com a caracterizacéo total e purificacdo da enzima

para possiveis aplicagdes comerciais em industrias.
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6 CONCLUSAO FINAL

Segundo os resultados obtidos neste trabalho, a celulase produzida por B. smithii
QTO03 utilizando bagago de malte como fonte de carbono apresenta caracteristicas promissoras

para futuras aplicacfes nas industrias.

As condig¢des 6timas do meio de cultura para producdo de celulase por B. smithii
QTO03 foram: 2% de bagaco de malte como fonte de carbono, 1,5% de extrato de carne como
fonte de nitrogénio e o pH do meio com valor 7. A concentracdo do inéculo favoravel foi de
2%. Para o cultivo da bactéria, a temperatura adequada foi de 35°C, 200 rpm de agitacdo por

48 h de incubacao.

A celulase produzida por B. smithii QTO03 alcangou a maxima atividade enzimatica
em 30 minutos de incubacdo do meio reacional. Assim, apresentou a maxima atividade com
pH 7 no meio reacional e conservou 70% de atividade por 24 h quando incubada em pH 6.
Observou-se também a caracteristica termofilica da enzima por ter alcancado a atividade
méxima nos 70°C no meio reacional e termoestavel por conservar o 100% de atividade
quando incubada a 55°C por 3 h e 58% de atividade a 60°C por 24 h.

Recomenda-se para futuras pesquisas a caracterizacdo total da enzima para testar o
efeito de ions metalicos e detergentes comerciais, além de outras caracteristicas de interesse
industrial. Também se recomenda a purificagdo da celulase produzida por B. smithii QT03

para alcangar quantidades industrialmente requeridas.
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ANEXOS

Anexo 1. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos da produgdo de celulases com
diferentes concentracfes de bagaco de malte no meio de cultura da bactéria Bacillus smithii

QTO03 pelo Teste de Tuckey (significancia de 5%) realizado com o software SISVAR

Fonte de Variagio | GL | QM | P>0,05
Hs_incubacéo 4 0,106678 0,0000
Erro 75 0,245602
Total 79

CV =34,06

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Tratamentos Médias

0,5 0,110588 a
1 0,150588 a b
4 0,169091 b
3 0,202222 b
2 0,205882 b

Anexo 2. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos da produgdo de celulases com
diferentes temperaturas de incubacdo do meio de cultura da bactéria Bacillus smithii QTO3

pelo Teste de Tuckey (significancia de 5%) realizado com o software SISVAR

Fonte de Variagio | GL | QM | P>0,05
Temperatura 5 0,036790 0,0000
Erro 42 0,000319
Total 47

CV =16,89

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Tratamentos  Médias

50 0,022500 a

45 0,066667 b

40 0,122000 C

25 0,167500 d
30 0,170000 d

35 0,182222 d
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Anexo 3. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos da producdo de celulases com
diferentes valores de pH do meio de cultura da bactéria Bacillus smithii QTO03 pelo Teste de

Tuckey (significancia de 5%) realizado com o software SISVAR.

Fonte de Variagio | GL | QM | P>0,05
Ph 8 0,070847  0,0000
Erro 175 0,000524
Total 183

CV =15,56

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Tratamentos  Médias

5,0 0,024211 A

5,9 0,059313 B

6,0 0,124100 C

6,5 0,160067 cC D
7,5 0,175870 cC D
7 0,178400 cC D
8 0,179222 cC D
8,5 0,183714 D
9 0,191481 D

Anexo 4. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos da producdo de celulases com
diferentes concentracGes de pré-inoculo no meio de cultura da bactéria Bacillus smithii QT03

pelo Teste de Tuckey (significancia de 5%) realizado com o software SISVAR.

Fonte de Variagéo | GL | QM | P>0,05
Volume inoculo 3 0,000752 0,2042
Erro 75 0,000480
Total
CV =14,69

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Anexo 5. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos da producéo de celulases com
diferentes fontes de nitrogénio no meio de cultura da bactéria Bacillus smithii QT03 pelo
Teste de Tuckey (significancia de 5%) realizado com o software SISVAR.

Fonte de Variagéo | GL | QM | P>0,05
Fonte de N 6 0,009712  0,0000
Erro 47 0,000417
Total 53

CV =10,79

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Tratamentos Médias

Molibdato de amonio 0,121330 a
Tryptone 0,180604 b
Sulfato de aménio 0,188243 b
Extrato de levedura 0,191261 b
Nitrato de sddio 0,201352 b
Peptona bacteriolégica  0,212056 b ¢
Extrato de carne 0,236152 c

Anexo 6. Resumo da andlise de variancia dos dados obtidos da producgéo de celulases com
diferentes concentracgdes de extrato de levedura (0,5; 0,7; 1,0; 1,5 e 2%) no meio de cultura da
bactéria Bacillus smithii QTO03 pelo Teste de Tuckey (significancia de 5%) realizado com o
software SISVAR.

Fonte de Variagéo | GL | QM | P>0,05
Concentracdo Fonte de N 4 0,007619 0,0000
Erro 40 0,000263
Total 44

Cv =789

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Tratamentos Médias

2% 0,160966 a

0,5% 0,198569 b
0,7% 0,210782 b
1% 0,217039 b

1,5% 0,240221 c
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Anexo 7. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos da producdo de celulases com

diferentes niveis de aeracdo do meio de cultura da bactéria Bacillus smithii QT03 pelo Teste

de Tuckey (significancia de 5%) realizado com o software SISVAR.

Fonte de Variagéo | GL | QM | P>0,05
Velocidade de Agitacdo 3 0,023653 0,0000
Erro 26 0,000242
Total 29

CV =10,98

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Tratamentos  Médias

100 0,068574 a

150 0,163204 b

250 0,181075 b c
200 0,188557 c

Anexo 8. Resumo da andlise de variancia dos dados obtidos da atividade de celulases com

solucdo CMC com diferentes valores de pH pelo Teste de Tuckey (significancia de 5%)

realizado com o software SISVAR.

Fonte de Variagio | GL | QM | P>0,05
pH — caracterizagdo enzima 7 0,007082 0,0000
Erro 33 0,000444
Total 40

Cv =10,31

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Tratamentos Médias

5,5 0,135900 a

9,0 0,178908 a b

6,0 0,184334 b

8,5 0,211245 b ¢
8 0,214940 b ¢
7,5 0,232380 b ¢
6,5 0,233535 d

7 0,236191 d
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Anexo 9. Resumo da andlise de variancia dos dados obtidos da atividade de celulases de B.
smithii QTO3 sob efeito de diferentes temperaturas de incubacdo da mistura reacional pelo
Teste de Tuckey (significancia de 5%) realizado com o software SISVAR.

Fonte de Variagéo | GL | QM | P>0,05
Temperatura 7 0,021830 0,0000
Erro 64 0,000347
Total 71

Cv =10,19

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Tratamentos Médias Resultados do teste
80 0,107489 a

75 0,136702 b

50 0,164329 b ¢

45 0,167008 C

55 0,208414 d

60 0,212422 d

65 0,232287 d e
70 0,246424 e

Anexo 10. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos da atividade de celulases de B.
smithii QTO3 sob efeito de diferentes tempos de incubacédo da mistura reacional pelo Teste de

Tuckey (significancia de 5%) realizado com o software SISVAR.

Fonte de Variagdo | 6L | QM | P>0,05
Tempo de incubagéo 5 0,002738 0,0000
Erro 18 0,000093
Total 23

Cv =431

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Tratamentos Médias Resultados do teste
10 0,175000 a

20 0,215000 b

30 0,230000 b ¢

40 0,235000 b c

50 0,242500 c

60 0,245000 c



