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RESUMO

A busca por novas fontes de combustiveis tem feito com que diferentes estudos
surgissem com o objetivo de produzir etanol de segunda geragdo, conhecido como
etanol 2G. Os custos para se produzir esse combustivel ainda séo elevados, uma vez que
0 bagaco de cana ndo é mais considerado um residuo, mas sim um subproduto que gera
renda para a usina que o detém, seja na forma de energia (vapor) ou na venda de energia
elétrica. Para se conseguir utilizar o bagaco de cana a fim de produzir etanol 2G é
necessario uma grande quantidade de enzimas lignoceluloliticas. Visando a reducéo do
custo de producdo dessas enzimas para que o processo de producdo do etanol 2G se
torne viavel, o presente trabalho tem o objetivo de estudar diferentes isolados
bacterianos lignoceluloliticos de larvas de Stenochironomus, pretendendo avaliar seu
rendimento na producdo dessas enzimas. Para se realizar essa avaliagdo, fermentagdes
submersas foram realizadas utilizando o bagaco de cana e farelo de soja como substrato
indutor e diferentes concentracdes de meios de cultivo. Um total de 11 isolados foram
avaliados inicialmente e selecionados a cada nova etapa. A partir dos resultados dos
ensaios enzimaticos, que foi realizado através da quantificacdo de acUcares redutores,
foi demonstrado que as bactérias Sphingobium e Pseudomonas se destacaram na
producdo dessas enzimas em relacdo as demais bactérias inicialmente testadas. Os
resultados deste trabalho evidenciou que essas bactérias foram fortemente influenciadas
pela adicdo de diferentes fontes de nitrogénio organico em seu meio de cultivo para as
fermentagdes, 0 que gerou uma maior atividade enzimatica obtendo indices de 4,36
U/mg de proteina para Xilanase, 0,12 U/mg de proteina para FPAse e 2,31 U/mg de

proteina para CMCase, a partir da introducdo desses componentes aos meios.

Palavras chave: Bagaco de cana, Farelo de soja, CMCase, FPase e Xilanase, isolados

bacterianos, bactérias lignoceluloliticas.



ABSTRACT

The searching for new fuel sources has motivated new studies which aim to produce the
second-generation of ethanol, also called “2G”. However, the costs to produce that fuel
are still high because the sugarcane bagasse is not considered a residue any more, but a
subproduct that can generate income to the industries that produce it, being a vapor
energy form to the company or an electricity source to sell. The use of the sugar cane
bagasse to produce 2G ethanol requires a significant amount of lignocellulolitic
enzymes. The main aim of this study is to reduce the cost of the production of these
enzymes by means of studying isolated lignocellulolitic bacterium from
Stenochironomus larva. The goal is to evaluate its productivity in several submersed
fermentation processes and surface fermentations. Submersed fermentations were
conducted using sugar cane bagasse and soy meal as substrates and different
concentrations were applied in culture media. A total of 11 isolated enzymes were
evaluated initially, and re-selected at each new stage of the process. The enzyme
cultures were conducted by the reduction sugars quantification and the results enabled
us to demonstrate that the bacteria Sphingobium and Pseudomonas were the most
productive when compared to the others. Our results have highlighted that those
bacteria were strongly influenced by the addition of different organic nitrogen sources
in the fermentation culture. From the introduction of those components, the enzyme
activity became higher and this fact was corroborated by the index of 4.36 U/mg protein
for Xilanase, 0.12 U/mg protein for FPase and 2.31 U/mg protein for CMCase

Keywords: sugarcane bagasse, soy meal, CMCase and Xilanase, bacterial isolate,

lignocellulolitic bacteria
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1 INTRODUCAO

A biotecnologia € uma area que se utiliza de processos bioldgicos para
desenvolver produtos e servi¢os utilizando diversos recursos de diferentes areas do
conhecimento. Um exemplo desses processos biotecnoldgicos € a obtencdo de enzimas.

Complexos celulasicos ou celulases sdao uma mistura de enzimas que unidas
atuam sobre materiais celuldsicos promovendo sua hidrolise (CASTRO, 2010). Esse
complexo é capaz de hidrolisar a celulose até moléculas de glicose, que possui um
grande interesse industrial, devido a possibilidade de sua converséo em etanol.

O bagaco de cana-de-agucar, subproduto da industria sucroalcooleira, € um dos
materiais lignocelulésicos mais abundantemente produzidos no Brasil e tem em sua
composicdo a celulose, lignina e hemicelulose. Como esse subproduto é gerado em
abundancia no pais, as usinas ja possuem uma sistematica de reaproveitamento desses
subprodutos; todavia em sua grande parte, eles sdo utilizados como combustiveis na
geracdo de calor e energia elétrica para as proprias usinas. No entanto, os gases oriundos
da queima do bagaco, principal fonte de geracdo de energia das usinas, geram
problemas ambientais, uma vez que sdo liberados diretamente no ambiente, sem um
processo prévio de purificacdo.

A partir do bagaco de cana, assim como qualquer residuo lignoceluldsico, é
possivel produzir etanol de segunda geracdo, também conhecido como etanol 2G, a
partir de sua hidrolise, no entanto, seu processo de producdo envolve altos custos.
Atualmente, o valor elevado das enzimas necessarias para realizar a hidrélise do bagaco
aliado a enorme quantidade de enzimas necessarias para estes processos tem

inviabilizado a comercializacdo do etanol 2G. Desta forma, trabalhos que visem



contribuir para aumentar a eficiéncia da producdo das enzimas do complexo celulésico
sdo de grande relevancia.

Para o desenvolvimento do presente trabalho, 11 isolados bacterianos foram
selecionados a partir dos dados iniciais de Koroiva (2011), que no seu trabalho
intitulado “ENZIMAS E BACTERIAS LIGNOCELULOLITICAS DO TRATO
DIGESTIVO DE LARVAS DE Stenochironomus (Diptera:Chironomidae), teve o
objetivo de analisar as atividades enzimaticas digestivas de celulose e de hemicelulose e
de avaliar a comunidade bacteriana cultivavel capaz de hidrolisar compostos de madeira
do trato digestivo de larvas de Stenochironomus.

Koroiva (2011), estudou dois morfotipos larvais e isolou e identificou 31 tipos
de colbnias, realizando determinacdes do potencial celulolitico de cada col6nia a partir
da determinacdo do seu indice enzimatico (IE). A partir desses dados, diferentes
fermentagdes foram realizadas com 11 isolados selecionados tendo como objetivo
avaliar a producdo de complexo celulasico utilizando bagaco de cana como substrato

indutor e assim identificar dois isolados que apresentassem maior produtividade.



2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a producdo de um complexo
celulasico em escala laboratorial a partir de isolados bactérianos do trato digestivo de
larvas Stenochironomus utilizando o bagaco de cana como indutor.

Como objetivos especificos, tem-se:

- padronizar a metodologia para determinagdo das atividades enzimaticas de
CMCase, FPase e Xilanase;

- ensaiar as atividades enzimaticas ao longo da fermentacdo com diferentes
bactérias junto ao bagaco de cana como indutor;

- selecionar os melhores isolados bacterianos;

- testar diferentes condicdes de producdo do complexo enzimatico e selecionar

as melhores.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O SETOR SUCROALCOOLEIRO

Segundo Lins (2007), o setor sucroalcooleiro brasileiro compreende todas as
empresas que produzem acucar ou alcool, ou atuam em algum elo da cadeia produtiva
desses elementos.

No pais, esse setor esta estruturado em trés estagios: plantacdo e cultivo da cana-
de-acUcar; producdo do aculcar ou alcool e comercializacdo do produto final. Algumas
usinas dominam e atuam em todos o0s estagios da estrutura do setor, porém a grande
maioria concentra-se apenas no cultivo da cana-de-aclcar e na producdo do aglcar e
alcool utilizando-se de parcerias e contratos a longo prazo para a comercializacao desses
produtos (LINS, 2007).

A maioria das usinas trabalha com os dois tipos de produtos: o acUcar e o alcool,
sendo que, em meédia, 50% da cana-de-agucar transformam-se em alcool e 50% em
acucar. Porém, suas produgdes variam de acordo com 0 cenario econémico e as
tendéncias de mercado, o que causa grandes variacdes de pre¢os tanto de um produto
guanto de outro.

Desta forma, com essa estrutura dual, o setor sucroalcooleiro é capaz de reagir
rapidamente as oscilagdes nos mercados internacionais, o que representa uma vantagem
competitiva em relacdo aos paises que produzem apenas o aclcar (RODRIGUES,
2006).

Segundo Albanez e colaboradores (2008), a competitividade do aglcar e do
etanol no Brasil ndo resulta da acdo do poder publico, mas sim das condic¢des climaticas
favoraveis a producdo, do nivel de organizacdo e da tecnologia desenvolvida no setor.

Esses fatores conferem um diferencial ao acucar e ao etanol produzidos no Brasil.



No entanto, a atividade sucroalcooleira possui aspectos positivos e negativos.
Uma vantagem desse segmento estd relacionada a diminuicdo dos fluxos migratérios
para 0s municipios e ao aumento populacional urbano; porém, um aspecto desfavoravel
desse tipo de atividade de trabalho € o periodo sujeito as especificidades do ciclo
produtivo da cana, que gera uma sazonalidade -caracteristica (BRAGATO E
COLABORADORES, 2008).

Outro aspecto negativo da atividade sucroalcooleira reside no fato de que esta
atividade gera elevados volumes de residuos, sendo que para cada 1000 toneladas de
cana que entram no processo de moagem, sdo gerados 270 toneladas de bagaco, 35
toneladas de torta de filtro, 360 m3® de vinhaca, além de outras perdas que comegam
desde a sua colheita e estendem-se ao longo de toda a cadeia produtiva (THEODORO,

2005).

3.2 ETANOL: FONTE DE ENERGIA RENOVAVEL

Segundo Scandiffio (2005), o alcool combustivel é conhecido também como
etanol, alcool etilico e alcool de biomassa, podendo ser obtido a partir de qualquer tipo
de biomassa gque contenha acucar, amido ou material celulosico.

Para produzir o etanol, o Brasil utiliza a cana-de-agucar. Nos Estados Unidos,
Alemanha e Europa séo utilizados milho, beterraba e trigo, respectivamente. Em relacéo
aos paises citados, o Brasil apresenta vantagens competitivas, ao se levar em
consideracao as condicdes climaticas e os solos férteis, que possibilitam a produgéo do
etanol a partir da cana-de-aclcar, resultando em um produto de menor custo se
comparado ao etanol produzido por outros paises.

A figura 3.1 ilustra os diferentes métodos para a producdo do etanol no Brasil e

no mundo, levando em consideracgdo as atuais e as potenciais fontes produtoras.
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Figura 3. 1: Diferentes processos de producdo de etanol

Fonte: Bastos (2007).

Segundo Souza e colaboradores (2010), o processo de producdo e 0 uso do
etanol no Brasil sdo o melhor exemplo no mundo do uso de introducdo de energia
renovavel com uma grande escala de producdo. Esse processo exigiu nos ultimos 30
anos um extenso desenvolvimento tecnologico (geracdo, importacdo, adaptacdo e
transferéncia de tecnologias) na producao agricola e industrial, e também na logistica.

O etanol possui diferentes finalidades, sendo muito utilizado na induastria
farmacéutica e quimica, porém sua aplicacdo destaca-se sobremaneira no setor de
transportes, em que € utilizado como combustivel em substituicdo ou em utilizacdo
conjunta com a gasolina.

A figura 3.2 mostra essa relacdo entre uso de gasolina e do etanol e como a

utilizacdo do etanol como combustivel vem crescendo nos ultimos anos.
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(Em milhdes de litros/més)

2.000
B Gasolina
1500 |4 oA TR N [w\/\w
VY WAA AWV VA ¥ /J
¥ ‘\J f v
1.000 N
/\/\\’MAV\ J‘\/ “w\/‘r 7 \/_/
|
500
B Etanol
0
Jan 2000 Jul 2009

Figura 3. 2: Consumo comparativo entre Etanol e Gasolina no Brasil, 2000-20009.

Fonte: Souza e colaboradores, (2010).

Todavia, em virtude desse crescente consumo de etanol no Brasil e no mundo
faz-se necessario pesquisar e introduzir novas tecnologias nesse cenario, tanto para se
produzir etanol como para aumentar a produtividade das usinas produtoras.

Uma alternativa para responder ao crescente consumo de etanol de maneira
sustentavel é a producdo de etanol a partir da celulose. Diferentemente do etanol
convencional, o etanol celulésico (2G) ¢é produzido com base em materiais da biomassa
celulésica ou, mais rigorosamente, lignoceluldsica (BASTOS, 2007). Assim sendo, a
celulose pode ser encontrada em residuos agroindustriais como o0 bagaco de cana,
principal sub-produto do setor sucroalcooleiro.

Segundo Santos e colaboradores (2007), grandes investimentos estdo sendo
efetuados em todo o mundo para viabilizar a producdo de etanol a partir de celulose,
estimando-se que em 2020, apenas nos EUA, cerca de 30 bilhdes de litros de etanol

poderao ser obtidos a partir dessa fonte.



Com a utilizacdo da celulose para producdo de etanol é possivel obter um
aumento substancial em produtividade, uma vez que mais combustivel sera produzido a

partir de uma mesma area de terra cultivada.

3.3 MATERIAIS E RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

Os materiais lignocelulésicos sdo as fontes renovéaveis mais abundantemente
encontradas na natureza (SZENGYEL, 2000), sendo compreendidas pelos residuos
agroindustriais, pelos residuos urbanos e pelas madeiras de angiospermas e
gimnospermas (CASTRO, 2006).

Segundo Demajorivic (1995), residuos sélidos diferenciam-se do termo lixo
porque, enquanto este ultimo ndo possui nenhum tipo de valor, os residuos possuem
valor econOmico agregado e, uma vez tratado de maneira correta, podem ser
reconduzidos a novos processos industriais gerando novos produtos.

Todos os residuos industriais tornam-se um passivo para a empresa que O
produz, j& que necessitam de cuidados especiais depois de serem gerados, ndo podendo
ser acumulados indefinidamente. De acordo com sua composi¢do, todo residuo
necessita de um destino especifico, necessitando de tratamentos quimicos e fisicos de
purificacdo antes de serem depositados no meio ambiente, ou langados na atmosfera,
nas aguas ou no solo, para assim serem enquadrados nos padrfes estabelecidos na
legislagdo ambiental (AQUARONE E COLABORADORES, 1990).

De acordo com Castro (2010), dentre as diversas fontes de residuos
lignocelulosicos, aqueles originados da cana-de-agucar sdo 0s mais expressivos, sendo
que no ano de 2007 houve uma geracdo de 147 milhdes de toneladas. Ainda nesse
mesmo ano, a quantidade de residuos gerados pelas diferentes biomassas

lignoceluldsicas somaram juntos no pais a quantia de 606 milhdes de toneladas, das



quais cerca de 105 milhGes correspondem a fracdo celuldsica, conforme figura 3.3

(CASTRO, 2010).
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Figura 3. 3: Geracéo de residuos lignoceluloésicos ao longo dos anos
Fonte: Castro, (2010).

Assim, com a incessante demanda das atividades agricolas uma grande
quantidade de residuos tem sido gerada pelas agroindustrias nas ultimas décadas, o que
fez com que surgisse uma crescente busca de sua utilizagdgo (MENEZES E
COLABORADORES, 2009).

Os maiores usos dos residuos lignoceluldsicos concentram-se nas polpas e
indUstrias de papéis, proteina para racdo e na geragdo de energia através da producéo de
etanol (BALLESTEROS, 2001).

Entretanto, existe uma dificuldade em se converter o bagaco de cana e 0s outros
materiais lignoceluldsicos, residuos ou ndo, em insumos quimicos. Essa dificuldade é
atribuida as caracteristicas morfologicas existentes entre os trés principais componentes

da parede celular desses insumos (PITARELO, 2007).



Segundo Castro (2006), essas biomassas sdo constituidas por trés principais
fragcbes poliméricas: lignina, hemicelulose e celulose, que sdo unidas entre si por
ligagOes covalentes, formando uma rede complexa resistente a ataques microbianos.

A tabela 3.1 ilustra os diferentes tipos de componentes em alguns tipos de
residuos agroindustriais.

Tabela 3. 1: Composicdo percentual dos diferentes residuos agroindustriais

Componente Bagago de Bagaco de Bagaco de Casca de
cana laranja soja arroz
Celulose 36 16 3 36
Hemicelulose 28 14 4 20
Lignina 20 1 3 19
Cinzas 5 2 5 20
Proteinas 4 8 43 3

Fonte: Castro (2006).

Esses componentes conferem aos residuos uma limitacdo suficiente para
retardar, ou mesmo impedir completamente, a atuacdo microbiana sobre o material
dificultando sua utilizacdo em bioprocessos (CASTRO, 2010).

Segundo Pitarelo (2007), as estruturas microfibrilares de celulose encontram-se
embebidas em uma matriz composta por hemicelulose e lignina, cuja fungéo estrutural é
agir como barreira natural a degradacdo enzimatica ou microbiana conforme ilustra a
figura 3.4, em que € possivel ver como 0s componentes estdo arranjados de forma que
as cadeias de celulose e hemicelulose fiquem embebidas pela lignina.

Para tanto, faz-se necessaria a utilizacdo de técnicas de pré-tratamentos do
material com o intuito de aumentar sua susceptibilidade a acdo das enzimas pela
remocao da lignina e reducao da cristalinidade da estrutura celuldsica (CASTRO, 2010).

Esses tratamentos podem ser definidos como fisicos, quimicos ou bioldgicos e
podem atuar separadamente ou em conjunto, com o objetivo de fragilizar a estrutura do
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material, possibilitando a atuacdo microbiana, disponibilizando, dessa forma, a celulose

ao ataque enzimatico.
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Figura 3. 4: Esquema da estrutura da parede celular secundéria vegetal
PCA — &cido p-coumarico FA — acido feralico BA — acido p-hidroxibenzoico AS —
acido sinapico CA - acido cinamico

Fonte: Bidlack et al., 1992
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3.4 ORGANIZACAO ESTRUTURAL DOS MATERIAS
LIGNOCELULOSICOS

Conforme anteriormente mencionado, 0s materiais lignocelul6sicos sao
compostos basicamente por trés tipos de componentes que se ligam entre si formando
uma rede complexa aos ataques microbianos e enzimaticos.

Abaixo, cada estrutura da parede celular desses subprodutos, constituidos por

celulose, hemicelulose e lignina serd melhor detalhada.

3.4.1 Celulose
A celulose € um polimero de cadeia longa e classificado como um polissacarideo
formado por unidades residuais de B-D-glucose que interagem entre si por ligacdes [3-
1,4 mantendo uma estrutura linear e plana, sendo a celobiose, o dissacarideo 4-O-p-D-
glucopiranosil-D-glucopiranose, a unidade repetitiva do polimero (NASCIMENTO,
2006).
A celulose é muito rigida e pode ser encontrada em sua estrutura cerca de 4000—

8000 moléculas de glicose conectadas por ligagdes B- 1,4 (ARISTIDOU & PENTTILA,

OH o OH o OH o OH o
HO 0 HO, 0 0, HO 0 0 HO otoz HO, OH
H&/O Hi;/ HO&/ HO
OH © oH ° oH ° oH o
OH OH OH OH
— / n
~

celobiose

Figura 3. 5: Representacdo da cadeia linear da celulose, formada por unidades de
celobiose

Fonte: Timar-Balazsy & Eastop, 1998.

Cerca de 1/3 da matéria organica vegetal é constituida por celulose, sendo assim
o principal componente da parede celular em vegetais (NORKRANS, 1967). Seu papel

na parede celular é exclusivamente estrutural, sendo que a alta forca de tensdo da
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celulose permite as células vegetais suportarem a pressdo osmotica que é responsavel

pela resisténcia da planta ao estresse mecanico (BEGUIN & AUBERT, 1994).

3.4.2 Hemiceluloses

As hemiceluloses sdo polissacarideos ndo amilaceos (PITARELO, 2007), ndo-
celulésicos encontrados em tecidos vegetais. Sdo compostos de polimeros complexos de
carboidratos, nos quais as xilanas e as glucomananas séo 0s principais componentes
(NASCIMENTO, 2006), sendo insoltuveis em agua, mas facilmente solubilizados em
solucéo alcalina (AWAFO, 1997).

Segundo Pitarelo (2007), as hemiceluloses séo depositadas na parede celular do
vegetal em um estagio anterior a lignificacdo. Sua estrutura apresenta ramificacfes e
cadeias laterais que interagem facilmente com a celulose, dando estabilidade e
flexibilidade ao agregado (RAMOS, 2003). Sdo formadas por uma variedade de
unidades monossacaridicas, apresentadas na figura 3.6 como pentoses (D-xilose, L-
arabinose e L-ramnose, hexoses (D-glucose, D-manose e D-galactose) e &cidos urénicos

(&cido 4-O-metilglucurdnico e &cido galacturénico) (PITARELO, 2007).

; HO HO_
HO\_——©, ——O e, B
HO\_—-\ OH HO) _OH \_Hcf/
OH OH
OH OH
D-Glucose D-Galactose T:Arabinose H37“‘- 0=
OH
o o OHon
HO —— HO -8
: E L-Rammn«
HO\_—\ -OH HO\——\. OH ose
OH
D-Xilose D-Manose 4-Ometil-DGlucurénico

Figura 3. 6: Diferentes unidades monossacaridicas das hemiceluloses

Fonte: Pitarelo 2007
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3.4.3 Lignina

Segundo Castro (2006), a lignina € convencionalmente definida como uma rede
hidrofébica complexa de unidades fenilpropanodidicas derivadas da polimerizacdo
oxidativa de trés alcoois precursores (originados por metoxilagdo do acido p-
hidroxicinamilico) que dao origem as subunidades p-hidroxifenil, guaiacil e siringil,
apresentados na figura 3.7.

A lignina é encontrada na parede celular de vegetais, predominantemente nos
tecidos vasculares especializados para o transporte de liquidos em vegetais superiores,

como as gimnospermas e as angiospermas, e também em samambaias (NASCIMENTO,

2006).
CHZOH CHZOH CH,OH
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) N, ~
» 5 | o
\i) \/\ocn, HyCO OCH,
OH OH OH
p-cumarico coniferilico sinapilico
polimerizagao polimerizacao polimerizacao

S L. oL

Y HsCO |
OR O-R O-R
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Figura 3. 7: Precursores estruturais e residuos polimerizados da lignina.

Fonte: Castro (2006).

Pela sua complexidade estrutural, a lignina confere rigidez a parede celular, e
nas porcdes encontradas na madeira, age como um agente permanente de ligacdo entre
as células, gerando uma estrutura resistente ao impacto, compressdo e dobra

(D’ALMEIDA, 1988).
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3.5 PROCESSOS FERMENTATIVOS PARA A PRODUCAO DE
ENZIMAS

Existem dois tipos de processos fermentativos que sdo utilizados para a
producdo de enzimas: fermentacdo submersa (FS) e fermentacdo em estado sélido
(FES), que também pode ser conhecida como fermentacdo semissdlida (FSS).

Basicamente, o que diferencia esses dois tipos de processos € o teor de agua
presente no meio reacional (CASTRO, 2010). Ambos os processos sdo dotados de
caracteristicas proprias, possuindo vantagens e desvantagens para sua utilizacao,
dependendo do tipo de enzima, do tipo de substrato que deseja trabalhar além dos
equipamentos necessarios.

Segundo Pinheiro (2006), tanto na FS quanto na FES € possivel o
aproveitamento de diversos subprodutos agroindustriais como o bagago de cana, 0
farelo de soja, entre outros, permitindo o desenvolvimento de um processo
ecologicamente correto e atrativo do ponto de vista do custo-beneficio, 0 que reduz
consideravelmente os custos de producédo de enzimas.

Abaixo serdo melhor detalhadas as caracteristicas da fermentacdo submersa,
fermentacdo utilizada no decorrer desse trabalho para a obtencdo das enzimas

lignoceluloliticas.

3.5.1 Fermentacéo em estado submerso (FS)

A diferenca bésica entre a fermentacdo submersa e a fermentacdo no estado
solido € o teor de 4gua presente no meio reacional. Assim como o proprio nome sugere,
a principal caracteristica da fermentacdo submersa € a utilizacdo de um meio
fermentativo liquido com nutrientes soliveis e insolaveis.

Segundo Pinheiro (2006), esse tipo de fermentacdo pode ser realizado em
frascos agitados (erlenmeyers, por exemplo), fermentadores de bancada ou

fermentadores em escala industrial.
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Segundo Sanroman & Couto (2006), o processo de fermentacdo submersa possui
relativa facilidade de cultivo em grande escala, ja que garante homogeneidade do meio e
facilidade no controle de parametros como pH e temperatura, principalmente se
monitorados por sensores adequados.

Porém, devido a grande quantidade de agua presente no meio, a probabilidade de
obter-se uma contaminacdo é maior (PINHEIRO 2006). Outra desvantagem desse
sistema é quando a enzima produzida é extracelular, sendo obtida uma preparacdo
diluida, inserindo uma etapa de concentracdo mais trabalhosa na purificacdo,

consequentemente aumentando o custo da operacdo (ALONSO, 2001).

3.6 ENZIMAS LIGNOCELULOLITICAS

3.6.1 Xilanases

Segundo Heck (2005), a xilanase tem sido extensivamente estudada e empregada
em varios processos biotecnoldgicos, podendo ser produzida tanto em FES ou FS, com
prevaléncia desse Gltimo.

A heterogeneidade e complexidade estrutural das xilanas resultam em uma
abundancia de enzimas xilanoliticas (NASCIMENTO, 2006). As enzimas que mais se
destacam nesse complexo enzimaticos sdo as [-1,4-endoxilanases (B-1,4-D-xylan
xylanohydrolase; EC 3.2.1.8) que despolimerizam a xilana pela hidroélise randémica do
esqueleto principal e as B-xilosidases (B-1,4-D-xyloside xylohydrolase; EC 3.2.1.37).
Os grupamentos laterais presentes na xilana sdo liberados pela agdo das a-L-
arabinofuranosidases, a-glucuronidases e acetilxilana esterases. Todas essas enzimas
agem, cooperativamente, de modo a converter a xilana em seus agucares constituintes

(NASCIMENTO, 2006).
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3.6.2 Celulases

As celulases sdo enzimas classificadas pela Enzyme Comission (EC) com a
codificacdo 3.2.1.x, em que o valor de x varia com a enzima celulésica avaliada
(HENRISSAT, 1991).

Esse complexo é capaz de hidrolisar a celulose até moléculas de glicose e
pequenos oligossacarideos (KUBICEK et al., 1993). Atuam quebrando a celulose em
celobiose, que ¢é subsequentemente clivada a glicose pela agdo da B-glicosidase
(PALMQVIST & HAHN-HAGERDAL, 2000).

Os trés maiores grupos de celulases que estdo envolvidos no processo de
hidrélise sdo: endoglucanases; exoglucanases e B-glicosidase (SUN & CHENG, 2002).
As enzimas celuloliticas sdo classificas nos respectivos grupos de acordo com o local
em que atuam no substrato.

As endoglucanases clivam ligacbes internas da fibra celuldsica; as
exoglucanases (celobiohidrolases) atuam na regido externa da celulose removendo as
unidades de celobiose a partir das extremidades da cadeia da celulose; e as -
glicosidases hidrolisam oligossacarideos sollveis a glicose quebrando a celobiose em
duas unidades de glicose (LYND E COLABORADORES, 2002; SANTOS E

COLABORADORES, 2009).

3.6.2.1 Endoglucanases
Segundo Castro (2006), as endoglucanases (EnG) sdo classificadas segundo a
IUBMB — International Union of Biochemistry and Molecular Biology, com o0 nome de
1,4-p-D-glucana-4-glucanohidrolases, porém, também sdo conhecidas na literatura
como endo-1,4-B-D-glucanases, B-1,4-glucanases, B-1,4-endoglucana hidrolases, alcali

celulases, celodextrinases e avicelases
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Elas sdo responsaveis por iniciar o processo de hidrélise, hidrolisando
randomicamente as regifes internas da estrutura amorfa da fibra celuldsica, liberando
oligossacarideos de diversos graus de polimerizacdo alterando rapidamente o grau de

polimerizacédo da celulose (CASTRO; NASCIMENTO, 2006).

3.6.2.2 Exoglucanases

Segundo Castro (2006), o grupo das exoglucanases (ExG) é constituido pelas
celobiohidrolases (CBH) e pelas glucanohidrolases (GH). A GH (EC 3.2.1.74), cujo
nome sistematico é 1,4-b-D-glucana-glucano-hidrolase, possui uma estratégia de
hidrélise da fibra celuldsica de elevada importancia, pois € capaz de liberar glicose
diretamente do polimero (CASTRO, 2010).

A CBH (EC 3.2.1.91), cujo nome sistematico 1,4-b-D-glucana-celobio-
hidrolase, é responsavel por participar da hidrdlise primaria da fibra em que promove
aumentos na taxa de hidrdlise da celulose por tornar amorfas as regides cristalinas do
polimero, deixando-o mais exposto a a¢ao das celulases (CASTRO, 2010). A CBH pode
ser dividida em dois tipos: enzima do tipo | (CBH 1), que hidrolisa terminais redutores,

e a do tipo Il (CBH I1) que hidrolisa terminais néo redutores (CASTRO, 2010).

3.6.2.3 B-glicosidases
As B-glicosidases sdo classificadas com o nome de [-glicosidasicas, ou f-
glicosideo glucohidrolases, porém sdo conhecidas também pelos nomes de gentiobiase,
celobiase, emulsina, elaterase, aril-B-glicosidase, p-D-glicosidase, [B-glicosideo
glicohidrolase, arbutinase, amigdalinase, p-nitrophenil B-glicosidase, primeverosidase,
amigdalase, limarase e salicilinase (CASTRO, 2006). Essas enzimas Sdo responsaveis
pela clivagem de pequenas cadeias de celo-oligossacarideos e celobiose a glicose, a qual

é utilizada nas vias metabolicas do microrganismo (NASCIMENTO, 2006).
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3.7 APLICACOES DE ENZIMAS CELULOLITICAS

Segundo Nascimento (2006), pela grande capacidade dos microrganismos de
realizarem transformagdes quimicas, uma crescente necessidade de preparos
enzimaticos, a partir de fontes diferentes das classicas, vem estimulando a busca no
universo microbiano.

Tais enzimas celuloliticas possuem um amplo potencial de aplicagdes nas
diversas areas industriais. Segundo Kubicek e colaboradores (1993), as celulases sdo
muito utilizadas em formulagdes de detergentes domésticos e industriais, na extracao de
6leos, pigmentos, esséncias, alcaldides e amido; na producdo de sucos; preparacdo de
alimentos infantis, produtos dermatoldgicos, produtos estimulantes de digestao,
produtos estimuladores no tratamento de lixo orgénico racdo animal, entre outros.

Atualmente, as enzimas do complexo celulolitico tém sido muito utilizadas na
degradacdo de matérias lignoceluldsico, com o objetivo de destinar esses subprodutos
para a producdo do etanol de segunda geragéo, o que agrega um valor econdmico ainda

mais substancial para essas enzimas.
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4 MATERIAIS E METODOS

A partir dos resultados iniciais de Koroiva (2011), 11 isolados bacterianos de
larvas de Stenochironomus foram selecionados por sua atividade enzimatica satisfatoria.
Esses isolados foram obtidos da colecdo de culturas do laboratorio de Microbiologia e
Parasitologia da UFSCar.

Durante a primeira etapa, 11 isolados bacterianos foram submetidos a
fermentacdo em estado submerso sob a mesma condic¢éo de cultivo. Ap6s 0s primeiros
testes e analises cinco isolados foram selecionados e submetidos a novas fermentacdes
(segunda etapa).

Durante a segunda etapa, dois isolados foram selecionados e destinados a
terceira etapa na qual foram submetidos a novas fermentacdes com novas proporcdes de
substratos.

4.1 PREPARACAO DOS SUBSTRATOS

Os substratos utilizados nesses experimentos foram: o bagaco de cana in natura
proveniente da empresa EDRA ecossistemas e farelo de soja, obtido comercialmente.

Esses substratos foram lavados em agua corrente e agua destilada, secados em
estufa de secagem e esterilizacdo a 90° C até que sua massa se tornasse constante. Logo
apos, foram passados em peneira de 25 mesh para obtencdo de um pé homogéneo para
composicdo do meio de inoculagdo dos microrganismos. Os substratos foram

armazenados em potes plasticos a temperatura ambiente.
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4.2 PREPARACAO DOS MICRORGANISMOS

4.2.1 Microrganismos utilizados

Baseado nos resultados de degradacdo e indices enzimaticos de diferentes
substratos obtidos por Koroiva (2011), foi realizada uma triagem e 11 isolados
bacterianos selecionados conforme tabela 4.1.

Tabela 4. 1: Lista de bactérias inicialmente utilizadas isoladas por Koroiva (2011) e
seus respectivos indices enzimaticos em relacdo a diferentes substratos de degradacéo.

Numero da  N° de acesso Géneros das Identificacdo Atividade enzimatica
Bactéria do GenBank bactérias (%) CMC Xilano Celobiose
1 HM484307 Sphingobium 99.00 1,14 1,33 0,67
2 HM484309 Sphingobium 100.00 2,30 0,81 1,00
3 HM484311 Sphingobium 98.00 2,74 0,75 1,02
4 Né&o Identificada 01 + + +
5 HM484308 Bacillus 98.00 3.85 3,88 -
6 HM484328 Bacillus 98.00 - - 1,00
7 HM484315 Bacillus 100.00 - - 1,13
8 HM484318 Variovorax 98.00 1,78 - 3,87
9 HM484316 Rhodococcus 99.00 1,00 0,81 1.,58
10 Né&o Identificada 02 + + +
11 HM484313 Pseudomonas 98.00 2,14 0,97 1,07
4.2.2 Inéculo

Para a producdo do inoculo, o trabalho foi dividido em duas etapas. Durante a
primeira etapa do projeto, os isolados selecionados foram mantidos em Agar Soja
Triptona (Tryptic Soy Agar - TSA), posteriormente semeadas em tubos com 10 mL de
Caldo Soja Triptona (Tryptic Soy Broth - TSB) e incubadas a 37°C por 24 horas. Apds
este processo, os indculos foram centrifugados a 3000 rpm por 20 minutos; o
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi suspendido novamente em 3 ml de meio
de Berg (1972) modificado (item 4.3).

Ap0s a nova suspensdo em 3 mL de meio de Berg, os tubos foram agitados em

vortex para homogeneizacdo e a suspensao foi gotejada em 10 mL do mesmo meio até
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0,5 na escala de McFarland, que corresponde aproximadamente 10 UFC/ml. Essa nova
suspensdo foi utilizada para inocular os Erlenmeyers para posterior fermentagéo
submersa (FS).

Durante a segunda etapa dos experimentos, dois melhores isolados foram
selecionados e cultivados em tubos com 10 ml de meio de Berg modificado acrescido
de 1% de carboximetilcelulose (CMC). Posteriormente, 0s novos tubos com o meio
foram inoculados e incubados a 37°C por 24h.

Ap6s o tempo de incubacdo, os tubos foram agitados em vortex para
homogeneizacdo e a suspensdo foi ajustada com meio de Berg até 0,5 na escala de

McFarland. Dois e meio mL dessa suspensdo foi utilizada para posterior FS.

4.3 PREPARACAO DO MEIO DE CULTURA PARA FERMENTACAO
SUBMERSA

Para a producdo das enzimas celuloliticas foi utilizado o meio de Berg (1972),
modificado duas vezes: primeiro pelo acréscimo de extrato de levedura e fosfato
monobasico de potassio; segundo, pelo acréscimo de extrato de levedura, peptona e

fosfato monobasico de potassio conforme tabelas 4.3 e 4.4, respectivamente.
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Tabela 4. 2: Composigédo 1 do meio de Berg (1972) modificado, pH 7,0

Reagentes Quantidade
Solucéo A
Nitrato de sddio (NaNO3) 29

Fosfato monobaésico de potassio (KH,PO,) 0,10g
Fosfato dibasico de potassio (K;HPO,) 0,50 g
Extrato de levedura 0,20 g
Agua 990 ml

Solucéo B
Sulfato de magnésio (MgSO, . 7H,0) 0,20 g
Cloreto de célcio (CaCl,. 2 H,0) 0,02 g
Sulfato de ferro (FeSQO, . 7H,0) 0,029
Sulfato de manganés (MnSQO, . H,0) 0,02 g
Agua 10 ml

Na tabela 4.3 se pode observar que além do acréscimo de peptona, as
quantidades de nutrientes fornecidas ao meio, como fonte de nitrogénio orgénico, foram

alteradas.

Tabela 4. 3: Composigédo 2 do meio de Berg (1972) modificado, pH 7,0

Reagentes Quantidade
Solucéo A
Nitrato de sddio (NaNO;) 29
Fosfato monobaésico de potassio (KH,PO,) 0,10g
Fosfato dibasico de potassio (K;HPO,) 0,50 g
Extrato de levedura 0,509
Peptona 1g
Agua 990 ml
Solucéo B
Sulfato de magnésio (MgSQ, . 7H,0) 0,20 g
Cloreto de célcio (CaCl,. 2 H,0) 0,02 g
Sulfato de ferro (FeSO, . 7H,0) 0,02 g
Sulfato de manganés (MnSO, . H,0) 0,029
Agua 10 ml
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Os meios de Berg 1 e 2 foram preparados em duas etapas separadamente. Na
primeira (Solucdo A) os reagentes foram pesados em balanca analitica e acrescentados,
um a um, até completa dissolu¢cdo em frasco de vidro com capacidade de 1000 ml,
contendo 990 ml de 4agua destilada. A solucdo foi esterilizada em autoclave a 121°Ce 1
atm por 15 minutos. Na Solucdo B os sais foram dissolvidos, um a um, em 10 ml de
agua e a solucdo esterilizada por filtragdo em membrana de poro de 0,22 pm.

Apos a esterilizagdo, as solugdes A e B foram misturadas e armazenadas sob

refrigeracéo.

4.4 PRODUCAO DE EXTRATO ENZIMATICO EM FERMENTACAO
SUBMERSA

Para a producdo dos extratos enzimaticos em cultivo submerso o trabalho foi
divido em trés etapas, e as quantidades dos substratos indutores e os meios utilizados

estdo apresentados na tabela 4.4.

Tabela 4.4: Quantidades de substratos e meios utilizados nas etapas dos experimentos.

Meio de Berg Bagaco-de-cana (%) Farelo de soja (%0)

Etapa 1l Meio 1 0,5 0,5
Etapa 2 Meio 1 1 0,05
Etapa 3
Padréo 1 Meio 2 1 0,5
Padréo 2 Meio 2 5 0,5

% em relagdo ao volume final de liquido (meio).
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Na primeira etapa, realizada em duplicata, 11 Erlenmeyers de 125 mL contendo
45 ml de meio foram inoculados com a suspensao bacteriana padronizada (item 4.2.2) e
cultivadas a 37°C em incubadora tipo Shaker a 150 rpm por dois dias.

Nos tempos de 24 e 48h, aliquotas de 5 ml foram transferidas para tubos tipo
Falcon, centrifugados a 3000 rpm por 15 min e o sobrenadante coletado em Eppendorfs
e congelados a -22°C para analises posteriores.

Na segunda etapa utilizou-se cinco isolados bacterianos, selecionados da etapa
anterior, que foram cultivados em Erlenmeyers de 250ml com 90ml do meio, os quais
foram inoculados com 10mL de suspensdo bacteriana (item 4.2.2) e incubados a 37°C
sob agitagéo por 72h.

Durante essa etapa, realizada em duplicata, em trés momentos de 24, 48 e 72h
uma aliquota de 7 ml foi transferida para tubos tipo Falcon, centrifugados a 3000 rpm
por 15min e o sobrenadante coletado em Eppendorfs e congelados a -22°C para analises
posteriores.

Na terceira etapa, realizada em triplicata, dois isolados, selecionados da etapa 2,
foram cultivados em frascos Erlenmeyers de 125mL por 12, 24, 48 e 72h, contendo 22,5
ml meio sendo inoculados com 2,5 ml de suspensdo bacteriana padronizada a 10°
UFC/ml e incubados a 37°C a 150 rpm. Ap6s o tempo de incubacdo o contetdo dos
Erlenmeyers foram vertidos em tubos tipo Falcon, centrifugados a 3000 rpm por 20 min
e 0 sobrenadante coletado em Eppendorfs e congelados a -22°C para analises

posteriores.

4.5 DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

As solucdes utilizadas nas determinacfes enzimaticas estdo descritas no anexo 1.
As atividades enzimaticas celuloliticas e hemiceluloliticas foram avaliadas

através da quantificacdo de agucares redutores determinados pelo método de DNS
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(&cido-3,5-dinitrosalicilico) conforme MILLER et al. (1959), utilizando-se um padrdo
de glicose e leitura Optica realizada em 540 nm. Para todos os ensaios foram realizados
0s brancos de enzima e da reagdo. Aos brancos da reacdo, o sobrenadante era
adicionado imediatamente ap6s 0 DNS. Aos brancos da enzima nao foi adicionado o
sobrenadante ao substrato e DNS. Os tubos de reacdo dos diferentes substratos e os
brancos de enzima e de reacdo ap6s a adicdo de 1 ml de DNS foram submetidos a
fervura por cinco minutos, resfriados imediatamente em banho de gelo e o seu volume
completado para 10 ml. A absorbéancia era lida em espectrofotometro da marca Fento,
modelo 600 a 540nm.

As atividades enzimaticas de FPAse, CMCase, Xilanase dos extratos obtidos a
partir das diferentes fermentacGes foram quantificadas e os resultados das analises
foram expressos em U/ml e U/mg de proteina (terceira etapa). A determinacdo da
proteina nos sobrenadantes foram estimadas segundo Bradford (1976). Uma unidade de
atividade FPasica corresponde a 1umol de glicose liberado por minuto de reacdo em pH
4,8 a 50°C. Uma unidade de atividade CMCase corresponde a 1 umol de grupos
redutores liberados por minuto de reacdo em pH 4,8 a 50°C. Uma unidade de atividade

Xilanase corresponde a 1pumol de xilose liberado por minuto em pH 4,8 a 50°C.

4.5.2 Atividade da celulase total atraves da FPAse
As atividades enzimaticas da celulase total, endoglucanase, exoglucanase e -
glicosidase foram avaliadas segundo metodologia proposta por Ghose (1987)
modificada, baseada na capacidade das enzimas em degradar o papel de filtro Whatman
n® 1 (FPase) acondicionado em um tubo de ensaio.
A determinagéo da atividade da celulase total foi realizada em tubos de ensaio,

contendo: uma tira de 1x6 cm de papel de filtro Whatman n°1 (50 mg), 1 ml do
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sobrenadante obtido das fermentagdes e 2 ml de tampao citrato de sédio 50 mM pH 4.8

e incubados em banho-maria a 50°C por duas horas

4.5.3 Atividade enzimatica da Xilanase

As atividades enzimaticas da Xilanase foram determinadas segundo a
metodologia proposta por Gomes (1992). Esse método baseia-se na determinacdo da
concentracdo de agucares redutores liberados durante a degradacdo da xilana.

Em tubos de ensaio foram adicionados 1 ml do sobrenadante obtido pelas
fermentacgdes e 2 ml de solugdo de xilana 1% em tampdo acetato de sédio 0,1M pH 4,8.
Os tubos foram levados a banho-maria a 50°C por 30 minutos e a reagédo interrompida
pela retirada de 1 ml da mistura reacional imediatamente transferida a outros tubos de

ensaio contendo 1 ml de DNS.

4.6.4 Atividade enzimética da CMCase

As atividades enzimaticas da CMCase foram determinadas segundo a
metodologia proposta por Novo Industri S.A. (1978). Esse método determina a
atividade conhecida como CMCase nos extratos enziméticos das culturas, através da
determinacdo da concentracdo de agUcares redutores liberados durante a degradagéo da
carboximetilcelulose (CMC).

A determinagdo da atividade da CMCase foi realizada em tubos de ensaio,
contendo: 0,5 ml de CMC 4% em tampado citrato de sédio 50Mm pH 4,8, aclimatado
por um minuto a 50°C e 0,5 ml do sobrenadante obtido nas fermentagdes.

Os tubos foram incubados em banho-maria a 50°C por 30 minutos e 1 ml de

DNS foi acrescentado.
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5 RESULTADOS

5.1 SELECAO DAS BACTERIAS

Conforme apresentado anteriormente, 0s microrganismos utilizados nesse
trabalho para a producdo de celulases e xilanases sdo bactérias celuloliticas isoladas do
trato digestorio de larvas de Stenochironomus (KOROIVA, 2011).

Ao longo dos experimentos, conforme os resultados analisados, as bactérias que
obtiveram melhores resultados de atividade enzimatica foram selecionadas para as
etapas posteriores.

Os resultados da atividade da CMCase, obtidos da primeira etapa de selecdo de

bactérias, sdo apresentados na figura 5.1 e agrupados pelos diferentes géneros nas

figuras 5.2 a 5.8.
Atividade da CMCase (8trG)
0,0180
1& 0,0160 I\ e Sphingobium 01
D = Sphingobium 02
g 0,0140 — o
k= === Sphingobium 03
£ 0,0120 7/ = N30 Identificada 01
N
@ 0,0100 » Bacillus 05
)
o .
=== Bacillus 06
5 0,0080 A aciius
2 < Bacillus 07
< 0,0060 7
/ Variovorax
0,0040 / \/ Rhodococcus
0,0020 ——— == N3o Identificada 02
0,0000 A Pseudomonas
0 24 48 Tempo (horas)

Figura 5. 1: Atividade da CMCase produzidas pelas bactérias testadas utilizando o
meio de Berg.
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Atividade da CMCase - Sphingbium e Meio de (BERG)
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= /
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Figura 5. 2: Atividade da CMCase produzidas pelas bactéria Sphingobium e meio de

Berg

Figura 5. 3: Atividade da CMCase produzidas pelas bactéria Bacillus e meio de Berg

Atividade da CMCase - Bacillus e Meio de
(BERG)

'-"_ 0,016
€
> 0,014 A
g /\
w 0,012
E /  \
‘N~ 0,010
S / \ == Bacillus 05

0,008
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T 0,006
2 ’ / e Bacillus 07
< 0,004 /

0,002 / /

0,000

0 24 48 Tempo (horas)
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Atividade da CMCase - outras bactérias e Meio de
(BERG)

1& 0,018
0,016 A\
E 0,014 / \
g 0,012 / \ = N3o |dentificada 01
-g 0,010 / - Variovorax
-§ 0,008 / Rhodococcus
:E, 0,006 / —— === N30 Identificada 02
<

2:2(:21 /// Pseudomonas
0,000 V

0 24 48 Tempo (horas)

Figura 5. 4: Atividade da CMCase produzidas por outras bactérias e meio de Berg

Dessa forma, ao se compararem os dados obtidos com os testes iniciais do halo
Koroiva (2011), optou-se por escolher cinco isolados pertencentes a diferentes géneros,
a saber: Sphingobium (3), Bacillus (5), Variovorax, Rhodococcus e Pseudomonas,
possibilitando-se estudar mais detalhadamente e realizar outros testes de CMCase e

testes de FPase e Xilanase.

5.2 RESULTADOS DA SEGUNDA ETAPA

5.2.1 Quantificacdo de endoglucanase, exoglucanase e pglicosidase
por FPAse

Os resultados da FPase das diferentes bactérias analisadas sdo apresentados na

figura 5.5.
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Figura 5. 5: Avaliacdo da atividade da FPAse

O que se pode observar é que para cada bactéria estudada, o pico de atividade da
FPase ocorreu em diferentes tempos. Todavia, a bactéria Pseudomonas destacou-se

dentre as outras apresentando maior atividade em 48 horas e apds esse tempo, uma

reducdo da atividade de FPase.

A figura 5.6 mostra detalhadamente as influéncias do tempo de incubacdo na

5.2.1 Quantificacdo de CMCase

atividade da enzima CMCase.
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Atividade da CMCase
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0 24 48 72 Tempo (horas)

Figura 5. 6: Avaliacdo da atividade da CMCase

O que se pbde observar durante esse experimento é que todas as bactérias
tiveram um pico de atividade em 24 horas e uma atividade enzimatica reduzida em 48
horas, sendo que algumas continuaram a diminuir sua atividade no tempo de 72 horas.
Outras, como as bactéria Pseudomonas, Sphingobium (3) e a Variovorax, apds o tempo
de 48 horas tiveram um acréscimo na atividade das enzimas, alcangando o seu pico
maximo, com excecdo da Rhodococcus que teve seu pico em 24 horas.

Novamente, a bactéria Pseudomonas destacou-se frente as demais bactérias na

produgédo de CMCase.

5.2.3 Quantificacdo de Xilanase
A figura 5.7 mostra a influéncia do tempo de incubacdo na atividade das

enzimas.
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Atividade da Xilanase
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E
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0 24 48 72 Tempo (horas)

Figura 5. 7: Avaliagdo da atividade da Xilanase

Observou-se pelo grafico que as maiores atividades foram apresentadas pelas
bactérias Pseuddmonas e Sphingobium (3), mais uma vez bactéria Pseudomonas obteve
maiores indices de atividade da Xilanase, sendo que Pseudomonas e Rhodococcus
tiveram sua atividade reduzida apds 48 horas. As demais bactérias tiveram seu pico de
atividade enzimatica em 24 horas.

5.3 RESULTADOS DA TERCEIRA ETAPA

Para a realizacdo da terceira etapa estabeleceram-se dois padrdes de bagaco de
cana (Padréo 1 e Padréo 2) e o aumento da disponibilidade de nitrogénio organico. Os
resultados da avaliagdo enzimatica dos sobrenadantes para o padrdo 1 e 2 indicaram
uma melhora significativa em relagdo aos resultados anteriores.

Os resultados dessa etapa estdo expressos nas figuras 5.8 a 5.13, as figuras 5.8 a

5.13 apresentam uma comparacao dos resultados dessa etapa com os da etapa 2.
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Figura 5. 8: Avaliacéo da atividade da Xilanase para a terceira etapa utilizando dois

padrdes
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Figura 5. 9: Avaliacédo da atividade da FPase para a terceira etapa utilizando dois

padrbes
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Avaliacao da Atividade de CMCase
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Figura 5. 10: Avaliagdo da atividade da CMCase para a terceira etapa utilizando dois
padrdes
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Figura 5. 11: Comparacao entre as atividades da Xilanase em (U/ml)
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Figura 5. 12: Comparacao entre as atividades da FPase em (U/ml)
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Figura 5. 13: Comparacao entre as atividades da CMCase em (U/ml)
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6 DISCUSSAO
Comparacdes entre as diferentes analises

Dos 11 isolados bacterianos estudados apenas dois (18,2%) ndo apresentaram
atividade enzimatica de CMCase (Figuras 5.1 a 5.4). Resultados semelhantes foram
obtidos por Anand et al. (2010), que isolou bactérias do trato intestinal do inseto
Bombix mori, onde 22,2% dos isolados desse inseto ndo apresentaram atividades
enzimaticas para essa mesma enzima.

A partir das analises das atividades enzimaticas de CMCase 0s microrganismos
estudados apresentaram a seguinte classificagdo: Pseudomonas, Bacillus (7),
Rhodococcus, Sphingobium (3), N&o identificada (1), Sphingobium (1), Variovorax,
Sphingobium (2), Bacillus (5), Nao identificado (2) e Bacillus 6, sendo que os trés
primeiros microrganismos apresentaram o dobro de atividade, se comparados com 0s
demais isolados. Pdde-se verificar também que as bactérias Sphingobium (1) e (3) e
Bacillus (5) somente apresentaram o pico de producdo enzimatica em 48 horas.

Estes resultados quando comparados com a classificagdo realizada a partir dos
indices enzimaticos obtidos por Koroiva (2011), ndo apresentaram a mesma
classificacdo, sendo discordante para algumas bactérias. Ao se comparar essas
classificagGes, observou-se que a bactéria Bacillus (5) apresentou maior IE (3,85) para o
CMC e obteve o pior indice enzimético a partir das fermentacdes, atingindo o pico de
producdo em 48h com atividade enzimética de 0,0024 U/ml.

Segundo Hankin (1975) quanto maior a relacdo entre o didmetro médio do halo
de degradacdo e o diametro da colbnia, maior é a atividade enzimatica no substrato
avaliado. Todavia, a bactéria Bacillus (7) que ndo degradou o CMC (IE igual a zero)
obteve 0 segundo maior indice enzimatico quando se realizou 0 ensaio enzimatico a

partir das fermentagdes, atingindo um pico de 0,014 U/ml. A partir dos resultados
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apresentados, observa-se que a obten¢do do indice enzimatico pela relagcdo halo/col6nia,
embora indique possibilidades de potenciais microrganismos degradadores de celulose,
ndo poderia ser utilizado como Unico teste para selecdo de microrganismos, sendo
recomendado que para esta selecdo sejam utilizados outros métodos além dessa relacéo.

Na etapa 2, cinco isolados foram selecionados a partir da etapa 1, levando em
consideracdo seu rendimento nas fermentacfes para a producdo de CMCase e também
os IE obtidos de Koroiva (2011). Durante esta etapa, as bactérias Sphingobium (3) e
Pseudomonas se destacaram na capacidade de produzir um complexo celulolitico e
xilanolitico a partir de bagaco de cana como fonte de carbono e, por este motivo, foram
selecionadas para as etapas posteriores.

Para a atividade de FPase (figura 5.5) todas as bactérias, utilizadas na etapa 2,
foram capazes de degradar o papel de filtro, apresentando a a¢do de um complexo
enzimatico. Entretanto, essa atividade foi inferior a 0,002 U/ml para todas as bactérias
avaliadas.

Utilizando bactérias celuloliticas do trato digestivo, Anand et al (2010) obteve
indices méaximos de 0,45 U/ml de FPase utilizando o CMC como substrato indutor, e
Aguiar et al (2000) utilizando o fungo Aspergillus niger obteve indices de 0,1 U/ml e
0,20 U/ml, utilizando bagaco de cana in natura e tratado com NaOH, respectivamente.

A utilizacdo de técnicas de pré-tratamentos do bagaco de cana tem como
objetivo aumentar sua susceptibilidade & acdo das enzimas pela remocgéo da lignina e
reducdo da cristalinidade da estrutura celulésica (CASTRO, 2010).

Durante este trabalho nenhum tipo de pré-tratamento quimico ou térmico foi
realizado nos substratos utilizados, uma vez que a introducdo dessa etapa na producao

de enzimas poderia aumentar seu custo de producao.
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Para a producdo de CMCase (figura 5.6), a bactéria Pseudomonas destacou-se
em relagdo as outras obtendo o pico maximo de atividade de 0,018 U/ml. Em relacéo a
literatura, esse resultado assim como apresentado para FPase, € inferior. Da Vinha et al
(2010) utilizando bactéria celulolitica e bagaco de cana como indutor obteve indices de
0,45 U/ml ap6s 48 horas de incubag&o.

A atividade da Xilanase foi a melhor de todas as trés atividades apresentadas
pelos microrganismos selecionados. A bactéria Pseudomonas, mais uma vez se
destacou, obtendo indices de 0,019 U/ml; Anand e colaboradores (2010), por sua vez,
obteve indices de atividade de Xilanase 0,15 U/ml.

Durante a segunda etapa, observou-se que para todas as atividades avaliadas 0s
resultados foram inferiores aos de Weber & Agblevor (2005); Heck et al (2002); Nagar
e colaboradores (2010), mantendo a condi¢bes semelhantes durante os experimentos.

Na terceira etapa, as bactérias Pseudomonas e Sphingobium (3) foram cultivadas
em FS com modificacbes no meio de cultivo (Berg 2), com maior quantidade de
nitrogénio organico disponivel para o crescimento bacteriano e duas concentracdes de
substrato indutor.

As atividades enzimaticas para esta terceira etapa foram expressas em atividade
especifica em relacdo ao conteudo de proteinas nos extratos enzimaticos (U/mg de
proteina e para efeito comparativo com as etapas anteriores foram também expressa em
U/ml.

Observou-se que, ao suplementar o meio com mais nutrientes (ltem 4.3), as
bactérias obtiveram melhores indices enzimaticos em relagdo as etapas anteriores
(figuras 5.8 a 5.13).

Os resultados que se destacaram nesta etapa foram:
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Para a atividade de FPase, a bactéria Pseudomonas, utilizando o padréo 2,
apresentou indice superior a 0,12 U/mg de proteina; para a atividade da Xilanase as
bactérias Sphingobium, utilizando o padrdo 2, e Pseudomonas, utilizando o padréo 1,
apresentaram indices superiores a 4,2 U/mg de proteina e para a atividade de CMCase a
bactéria Pseudomonas, utilizando o padrao 1, apresentou indice superior a 2,3 U/mg de
proteina.

Waeonukul e colaboradores (2008), utilizaram a bactéria Paenibacillus
curdlanolyticus e diferentes substratos indutores para a producdo e avaliacdo da
atividade enzimatica. Utilizando o bagaco de cana como substrato indutor, obtiveram
indices de 0,03 U/mg de proteina para FPase, 0,17 U/mg de proteina para a CMCase e
0,48 U/mg de proteina para Xilanase.

Kusuma e colaboradores (2006), reportam valores de atividade de CMCase
superiores a 2 U/mg de proteina, utilizando diferentes residuos agricolas como substrato
indutor e o microrganismo Bacillus sp. Esses resultados séo inferiores aos obtidos neste
trabalho.

Porém, Basso e colaboradores (2010), utilizando bagaco de cana e linhagens de
fungos T. reesei obtiveram indices de atividade superiores aos encontrados neste
trabalho (FPase de superior a 0,6 U/mg de proteina e acima de 3 U/mg de proteina para
a CMCase).

A fim de comparar os resultados da terceira com a etapa anterior e outros
trabalhos, também foi expressa a atividade enzimética utilizando a unidade U/ml.
Todavia, observou-se que para todas as atividades avaliadas a suplementacdo do meio e
a disponibilidade de maior quantidade de substrato aos microrganismos ocasionou uma

melhora significativa nos resultados apresentados (figuras 5.8 a 5.13).
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Segundo Palma (2003), para melhor produgdo de Xilanases, a utilizacdo de
extrato de levedura e peptona na composicdo dos meios de cultivo obtém-se melhores
resultados. Os resultados desta pesquisa evidenciaram que 0 aumento de extrato de
levedura e peptona nos meios de cultivo, possibilitou as bactérias melhores condigdes
de producdo enzimatica, ndo apenas de Xilanase, como de CMCase e FPAse (figuras
5.8a5.13).

Segundo Lynd et al. (2002), as necessidades nutricionais para o crescimento de
espécies celuloliticas incluem nitrogénio, fosforo e enxofre, alem de outros macro e
micronutrientes e vitaminas. De acordo com os resultados observados nas figuras 5.8 a
5.13, a utilizacdo de um meio pobre em nutrientes limitou a producdo das enzimas pelos
microrganismos estudados, provavelmente por ndo estarem presentes no substrato
indutor utilizado.

Além disso, segundo Castro (2006), o bagaco de cana conttm em sua
composigdo uma grande quantidade de lignina e hemicelulose o que dificulta a atuagéo
microbiana sobre o substrato, fator que também pode justificar a baixa producdo
enzimatica.

Outro fator que pode ter influenciado nos baixos valores de atividade
enzimética, na etapa 1 e 2, foi o tipo de fermentacdo escolhida. Segundo Alonso,
(2001), na fermentacdo submersa, devido a grande quantidade de &gua presente no
meio, aliada ao fato das celulases serem enzimas extracelulares, o sobrenadante bruto
obtido contem em sua composi¢do uma quantidade de enzimas diluida.

O bagaco de cana, embora apresentando uma grande quantidade de lignina e
hemicelulose presentes em sua estrutura, pode ser utilizado para produzir enzimas
celuloliticas e xilanoliticas, utilizando isolados do trato digestivo de larvas de

Stenochironomus. Em virtude do potencial biotecnologico apresentado pelos
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microrganismos estudados no presente trabalho, novos estudos devem ser executados
com o objetivo de otimizar os métodos de cultivo utilizando diferentes residuos
agricolas como substrato indutores, além do bagaco de cana, otimizar a composicao do
meio de cultura e o cultivo em outras condi¢des que podem interferir na producéo de
Xilanases e Celulases. Além disso, as enzimas produzidas pelas bactérias devem ser

melhor caracterizadas para compreensdo dos seus mecanismos de atuacéo.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:
- Os isolados do trato digestivo de larvas de Stenochironomus foram capazes de
produzir um complexo enzimatico celulolitico, utilizando-se do bagago de cana como
indutor, sendo influenciados pela adi¢do de fontes de nitrogénio orgénico, apresentando
melhores resultados para as atividades enzimaticas a partir de sua inclusdo no meio de
cultivo.
- A metodologia utilizada para as determinac@es das atividades enzimaticas mostrou-se
eficaz para a triagem e selecdo das bactérias estudadas.
- Dentre as bactérias avaliadas, as que apresentaram maior potencial biotecnoldgico,

para a producéo das enzimas estudadas foram a Pseudomonas e Sphingobium (3).
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ANEXOS
ANEXO | - COMPOSICAO DE SOLUCOES UTILIZADAS
As solucgdes preparadas com excecdo da solucdo de DNS foram armazenadas sob
refrigeracéo.

Tampao Acetato de Sédio 0,2 M, pH 4,8
Para o preparo do tampéo Acetato de Sodio, foi preparado duas solucdo em separado.
Solugdo A: Solugéo de Acido Acético 0,2M (11,55g em 1000 mL de agua destilada).
Solucdo B: Solucdo de Acetato de Sddio 0,2M (27,2 g de C,H30,Na.3H,O em 1000
mL de agua destilada).
Para se obter 100mL de tamp&o, foi misturado em um frasco tipo ambar 29,6 mL da

solugdo A com 70,4 mL da solugéo B.

Tampao Citrato de Sodio 50 mM, pH 4,8
Para o preparo do tampéo Citrato de Sodio, foi preparado duas solugdo em separado.
Solugdo A: Solugéo de Acido Citrico 0,1M (19,21g em 1000 mL de &gua destilada).
Solucgdo B: Solucdo de Citrato de Sédio 0,1M (29,41 g de C¢HsO;Naz.2H,O em 1000
mL de agua destilada).
Para se obter o tamp&o com o pH 4,8 foi misturado em um fraco &mbar 17,5 mL da

solucdo A com 32,5 mL da solucdo B e adicionado 50 ml de agua destilada.

Solucédo de Carboximetilcelulose (CMC) 4%
Para o preparo da solucdo de CMC 4%, foi pesado 4 g de Carboximetilcelulase de
baixa viscosidade em balanca analitica e dissolvido em 100 ml de tampdo citrato,

50mM, pH 4,8, com o auxilio de um bastdo magnético e placa de agitacéo.



Solucédo Xilana 1%
Para o preparo de 100mL de solucdo xilana 1%, foi pesado 1g de Xilana que foi
dissolvido em 50 ml de tampdo acetato de sédio 0,2 M e 50 ml de agua destilada. Apos
a dissolucdo, a solucgdo foi aquecida em microondas até a solucao se tornar limpida.
Acido Dinitrosalicilico (DNS)
Para o preparo da solu¢cdo DNS, 10g de DNS foi dissolvido em 200 mL de NaOH 2N
(16g em 200 ml de agua). Apds a dissolucdo total, foi adicionado 500 ml de solucdo de
sal de Rochelle (tartarato duplo de sodio e potassio) (300g de sal de Rochelle em 500 mi
de agua destilada).
A solucdo foi aquecida em torno de 40°C até a completa dissolu¢do do DNS. Apds a
solucdo foi avolumada em baldo volumétrico, para 1000 mL com &gua destilada e
armazenada em frasco escuro protegido da luz com papel de aluminio.
A cada preparo da solucdo de DNS, a mesma foi padronizada conforme descrito no

anexo Il



ANEXO Il - CURVA DE CALIBRACAO DE GLICOSE E TUBO PADRAO

Para realizar a curva de calibracdo de glicose, duas curvas foram realizadas uma curva
padrdo de 1 a 10 pMol/ml com intervalos de 1 pMol/ml e outra com as seguintes
concentracdes de glicose: 0,1; 0,2; 0,5; 0,75; 1; 1,5 e 2 uMol/ml.

Para avaliar a confiabilidade do DNS utilizado nas andlises, diferentes tubos, utilizado
como padrdo de glicose de (1 e 2 pMol/ml) foram preparados e armazenados em
diferentes eppendorfs congelados a -22°C.

A cada nova analise um tubo padrao de glicose foi descongelado, realizado a reacao de
acucares redutores, com o objetivo de verificar a confiabilidade do DNS, comparando

com os dados iniciais.





