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RESUMO

CRUZ, Erica; M.Sc. Producdo Vegetal. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Marco de 2017. ESTUDOS SOBRE A ESTABILIDADE
DE CELULASES DE Bacillus sp. SMIA-2. Orientadora: Prof®: Ph.D. Meire Lelis
Leal Martins.

As enzimas sdo biocatalizadores especificos utilizados em varios campos de
atuacao desde a industria de alimentos até a industria quimica de detergentes. A
viabilidade econdémica para a aplicacdo de uma enzima em um processo industrial
€ determinada pela sua estabilidade durante o processo. Por isso, a estabilidade
da conformacéo espacial das enzimas deve ser estudada para determinar a inter-
relacdo dos parametros fisicos, aditivos quimicos, ions metélicos, surfactantes e
outros compostos utilizados para manter a sua estrutura quimica. Neste trabalho,
estudos sobre a estabilidade de celulases produzidas por culturas submersas de
Bacillus sp. SMIA-2 contendo o bagaco de cana-de-aclUcar como fonte de
celulose, farinha da casca de maracuja como co-substrato e 4gua de maceracéao
de milho como fonte de nitrogénio, foram realizados. A estabilidade das celulases
presentes nos extratos brutos da cultura se manteve durante a estocagem por
154 dias a temperatura de 3° C. O estudo sobre a compatibilidade e estabilidade
das celulases na presenca de detergentes, revelou que as maiores atividades das
celulases foram observadas na presenca do detergente Bem-te- vi® e Omo® . A
adicdo de ions como o Cobalto e o Bario (concentracdo final de 1mM) ao extrato

bruto estimulou a atividade tanto da avicelase quanto da carboximetilcellulase.
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Além disso, estudos sobre a estabilidade das celulases com proteases
comerciais, amplamente usadas na formulagéo de detergentes, mostraram que as
enzimas apresentaram estabilidade, sendo que a avicelase foi mais estavel que a
carboximetilcelulase. Além das celulases, o extrato bruto da cultura apresentou
atividades de amilases, xilanases e poligalacturonases, mostrando que estas
enzimas sdo também importantes no processo de degradacdo dos subprodutos
utilizados como substratos para a producao de celulases. Imagens de microscopia
eletrénica de varredura (MEV) de culturas de Bacillus sp. SMIA-2 contendo
bagaco de cana, farinha da casca de maracuja e agua de maceracdo de milho
mostraram que a bactéria aderiu firmemente ao bagaco de cana e que a farinha
da casca de maracuja estimulou o seu crescimento. As caracteristicas
apresentadas pelas celulases de Bacillus sp. SMIA-2 mostram o potencial de
aplicacdo das enzimas em processos industriais, tais como aditivos em

formulacdes de detergentes.

Palavras-chaves: enzimas; Bacillus sp.; detergentes.
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ABSTRACT

CRUZ, Erica; M. Sc. Vegetal Production. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. March, 2017. STUDIES ON STABILITY OF
CELLULOSE Bacillus sp. SMIA-2. Advisor: Profé: Ph.D. Meire Lelis Leal Martins.

Enzymes are specific biocatalysts that are used in various fields of action
from the food industry to the chemical detergent industry. The economic viability
for the application of an enzyme in an industrial process is determined by its
stability during the process. Therefore, the stability of the spatial conformation of
the enzymes should be studied to determine the interrelation of the physical
parameters, chemical additives, metallic ions, surfactants and other compounds
used to maintain their chemical structure. In this work, studies on the stability of
cellulases produced by submerged cultures of Bacillus sp. SMIA-2 containing
sugarcane bagasse as a source of cellulose, passion fruit rind flour as co-
substrate and corn steep liquor as nitrogen source were performed. The stability of
the cellulases present in the crude extracts of the culture was maintained during
storage for 154 days at 3°C. In addition to the cellulases, the crude extract of the
culture presented amylase activities, xylanase and polygalacturonase, besides the
avicellase (cellulases that hydrolyze avicel) and carboxymethylcellulose
(cellulases which hydrolyse carboxymethylcellulose). The study on the
compatibility and stability of cellulases in the presence of detergents revealed that
the highest activities of cellulases were observed in the presence of detergent

Bem-te-vi® and Omo®. The addition of ions such as Cobalt and Barium (final
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concentration of 1 mM) to the crude extract stimulated the activity of both
avicellase and carboxymethylcellulase. Furthermore, studies on the stability of
cellulases with commercial proteases, widely used in the detergent formulation,
showed that the enzymes showed stability, with avicellase being more stable than
carboxymethylcellulose. In addition to the cellulases, the crude extract of the
culture presented amylases, xylanases and polygalacturonases, showing that
these enzymes are also important in the degradation process of by-products used
as substrates for the production of cellulases. Scanning Electron Microscopy
(SEM) images of Bacillus sp. SMIA-2 cultures containing sugarcane bagasse,
passion fruit peel flour and corn steep liquor showed that the bacteria firmly
adhered to sugarcane bagasse and that the passion fruit peel flour stimulated its
growth. The characteristics presented by Bacillus sp. SMIA-2 cellulases show the
potential for application of enzymes in industrial processes, such as additives in

detergent formulations.

Keywords: Enzymes; Bacillus sp. SMIA-2; Detergents.
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1. INTRODUCAO

As enzimas sdo biocatalisadores especificos que sdo utilizados em inimeros
campos de atuacdo, desde a industria de alimentos, até na formulacdo de
detergentes em industrias quimicas. As enzimas estao entre as biomoléculas mais
notaveis devido a sua extraordinaria especificidade e poder catalitico, que s&o muito
superiores aos dos catalisadores produzidos pelo homem. Praticamente todas as
reacoes que caracterizam o metabolismo celular sdo catalisadas por enzimas.
Muitos microrganismos estdo envolvidos neste processo e, para isso, necessitam
produzir uma diversidade de enzimas com diferentes especialidades (Lehninger et
al.,2011).

Celulases e hemicelulases sédo grupos de enzimas que catalisam a hidrdlise
da celulose e da hemicelulose, respectivamente, transformando estes polimeros,
presentes na parede celular vegetal, em aclucares de menores massas moleculares
(Peixoto, 2006).

Dentre as principais aplicacfes industriais das celulases estdo: fabricacdo
de racfes animal, industria téxtil, industria de bebidas (cerveja, vinhos e sucos), na
industria de papel e na producdo de biocombustiveis (Bhat, 2000).

Enzimas como pectinases, proteases, amilases, celulases, xilanases, e
outras isoladas de microrganismos termofilicos, devido as altas temperaturas em
gue atuam, tém sido extensamente utilizadas em setores industriais por prevenirem
a contaminacdo microbiana por mesdfilos, proporcionarem menor viscosidade ao
meio, tornarem 0s reagentes mais solUveis facilitando a difusdo dos mesmos e
permitirem que concentracfes maiores destes compostos sejam utilizadas. (Aguilar,
1996; Archana e Satyanarayana, 1997; Bruins et. al., 2001; Lee et. al., 2001; Van
den Burg, 2003; Haki e Rakshit, 2003).

A principal vantagem da formulacdo de detergentes contendo enzimas € sua

caracteristica biodegradavel, ideal para substituir produtos causticos, acidos e



solventes, que agridem o ambiente e provocam o desgaste de materiais e
instrumentos (Ereno, 2005).

A aplicacéo de residuos agroindustriais em bioprocessos, por um lado fornece
substratos alternativos e, por outro, ajuda a solucionar os problemas de poluicdo que
sua disposicdo no meio ambiente poderia causar. Com o advento de inovacodes
biotecnologicas, principalmente na &rea de tecnologia de enzimas e fermentacao,
muitos caminhos novos tém sido abertos para sua utilizacdo (Pandey et al., 2000).

A viabilidade econbémica da aplicacdo de uma enzima em um processo
industrial é determinada pela sua estabilidade durante o processo. Considerando
gue enzimas de microrganismos termofilicos podem realizar processos industriais
nas quais proteinas convencionais sdo completamente desnaturadas, a demanda
por essas enzimas para aplicacao industrial tem crescido nos ultimos anos (Gomes
et al.,2007).

Na area industrial, especificamente em processos biotecnolégicos na
presenca de enzimas, substancias quimicas estabilizadoras de cadeia proteica tém
sido investigadas visando aumentar o tempo de meia-vida desses biocatalizadores,
além de manté-los ativos sob condi¢Bes operacionais (lllanes, 2008).

Para manter a estabilidade da conformacédo espacial da enzima, geralmente
sao adicionados, além de substratos e inibidores que protegem o sitio ativo, agentes
guimicos como detergentes, sais, solventes, polids, polimeros, dentre outros
compostos. E primordial que esses aditivos sejam in6cuos a todos 0s seres Vivos
para a aplicacdo em industrias de alimentos e farmacos e que as condi¢des do meio
de formulacédo sejam selecionadas criteriosamente (lllanes, 2008).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi estudar a estabilidade de
celulases presentes em extratos brutos de culturas submersas contendo o bagaco
de cana-de-acucar, a 4gua de maceracao de milho e a farinha da casca de maracuja
de Bacillus sp. SMIA-2, em diferentes aditivos, visando a obtencdo de um bioproduto
estavel capaz de ser comercializado. Também verificar através de imagens de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) o processo de degradacao do bagaco de
cana e farinha da casca de maracuja, uma caracteristica importante de degradacéo

desses substratos de culturas de Bacillus sp. SMIA-2.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Género Bacillus

O género Bacillus € composto por bactérias aerdbicas e gram-positivas
gue formam endosporos, resistentes a condicbes ambientais adversas tais como
calor e dessecacéo, sendo tipicamente representados por células aerdbicas moveis
por flagelos, mas podem também crescer em ambientes anaerdbicos (Madigan et
al., 2010).

Segundo Gomes (2013), as espécies do género Bacillus séo classificadas em
trés grupos, segundo a morfologia do esporo e do esporangio:

Grupo I: Formado por bacilos Gram-positivos que apresentam esporo central
ou terminal; esféricos ou ovoides; ndo deformam a célula. O grupo | € subdividido
em outros dois subgrupos: a) O grupo | é constituido de bacilos de diametro superior
a 1 um, apresentando inclusdes de poli-beta-hidroxibutirato (B. anthracis, B. cereus,
B. megaterium, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. thuringiensis, B.
weihenstephanensis); e b) O grupo | b constituido de bacilos com diametro inferior a
1 um e desprovidos de inclusGes de poli-beta-hidroxibutirato (B. coagulans, B.
firmus, B. licheniformis, B. subtilis, B. pumilus);

Grupo II: Constituido de espécies Gram-variaveis; apresenta esporo oval,
central ou terminal que deformam a parede celular (B. circulans, B.
stearothermophilus);

Grupo llI: Caracterizado por bacilos Gram-variaveis; apresentam um esporo
esférico terminal ou subterminal que deformam a parede celular (B. globisporus, B.
insolitus). O B. thuringiensis, sintetiza um cristal composto de toxinas letais para
insetos. A elaboracdo do para-esporo ndo € Unica no género Bacillus, pois o

Lysinibacillus  fusiformis, Lysinibacillus sphaericus, Paenibacillus popilliae,



Brevibacillus laterosporus e certas linhagens do Paenibacillus lentimorbus séo
capazes de produzir tais cristais.

A maioria é mesodfila, com temperatura étima entre 30 e 45°C, porém o género
contém um namero de termofilicos representativos que crescem a temperaturas de
65°C ou mais altas. Além disso, também s&o capazes de crescer sob condi¢des
extremas de pH e, por isso, originam produtos estaveis em uma ampla faixa de
ambientes adversos (Madigan et al., 2010).

Diversas fontes naturais complexas, como residuos agricolas e
agroindustriais, tém sido utilizadas com o objetivo de obter grandes quantidades de
enzimas celuloliticas por microrganismos, mesmo quando produzem niveis menores
de atividade (Lee et al., 2010). Estes residuos, ap6s serem devidamente moidos ou
triturados servem como fontes de nutrientes, principalmente de carbono, em
fermentacdes (Da Silva et al., 1994).

Bactérias do género Bacillus sdo capazes de utilizar substancias organicas
consistindo de misturas complexas tipicas de residuos. Consequentemente, séo
notaveis produtoras de uma ampla gama de enzimas hidroliticas extracelulares de
grande interesse comercial. Por isso, o isolamento de espécies deste género para a
producéo de enzimas com novas propriedades € um tema de grande relevancia para
a comunidade cientifica. Com excecao do grupo Bacillus cereus (que inclui o Bacillus
anthracis), sdo saprofitos inofensivos que ndo produzem toxinas e séo incluidos no
grupo de organismos geralmente reconhecidos como seguros GRAS (Generally
Recognized as safe) (Marco, 2012).

Segundo Schallmey et al. (2004), a habilidade de produzir e secretar grandes
guantidades de enzimas extracelulares, apresentar espécies termofilas capazes de
fermentar em uma ampla variedade de valores de pH, faz com que as cepas do
género Bacillus sp. sejam dominantes nos processos de fermentacédo microbioldgica,
gerando produtos enzimaticos comerciais com aplicabilidades especificas.

O género Bacillus tem sido muito bem caracterizado quanto a producdo de
celulases alcalinas, com grande interesse na industria de detergentes. Devido a
restricdo da grande maioria das espécies deste género em produzir as trés classes
de celulases (endoglucanase, exoglucanase e f-glicosidases), o0s estudos
envolvendo a caracterizacdo enzimatica de Bacillus sp. envolvem principalmente

Carboximetilcelulose como substrato (Shabeb et al., 2010; Kim et al., 2011).



2.2. Bacillus sp. SMIA-2

A bactéria Bacillus sp. SMIA-2 foi isolada de amostras de solo coletadas
no municipio de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil por Souza e Martins
(2001). As colbnias do microrganismo apresentaram bordas regulares e formas
circulares, lisas, brilhantes e com elevacao convexa e consisténcia cremosa apoés 24
horas de crescimento em agar nutriente a 50°C. As células do microrganismo isolado
apresentaram-se como bastonetes regulares, isolados e em cadeias.

As células deste organismo foram identificadas como Gram-positivas com
esporos presentes em formas com localizacdo terminais e subterminais.
Apresentaram 1,2 ym de largura e 5,3 ym de comprimento de dimensao na forma
vegetativa. O crescimento ocorre em ampla faixa de pH variando de 6,5 a 9,0 e 0
crescimento 6timo em torno de pH 6,8. A temperatura 6tima de crescimento foi em
torno de 55°C e a maxima de 70°C. O extrato de levedura, fonte de nitrogénio
estimula o crescimento do organismo em glicose. O Bacillus sp.SMIA-2 séo
conhecidos por produzir uma variedade de enzimas extracelulares importantes tais
como amilases, proteases, pectinases e celulases (Wang et al., 2007). Com relacéo
ao requerimento do oxigénio, o microrganismo foi classificado como aerébico. Os
resultados da comparacdo de sequéncias de 16SrRNA indicam que o isolado
apresenta similaridade com as sequéncias de Bacillus caldoxylolyticus e Bacillus sp.
AK1 e estes trés organismos exibem niveis de homologia de 94% nas sequéncias de
DNA ribossomal (Souza e Martins, 2001).

2.3 Enzimas de importancia industrial

Enzimas possuem estrutura molecular complexa, constituida principalmente
por uma parte proteica que pode estar integrada a outras moléculas, como
carboidratos e lipidios (Hartmeier, 1988). Esses heteropolimeros sao formados por
aminoéacidos ligados covalentemente por ligacfes peptidicas. A estrutura primaria
das enzimas corresponde a sequéncia de seus aminoacidos; sua estrutura
secundaria corresponde a interagcdo desses aminoacidos com aminoacidos
adjacentes, formando arranjos espaciais do tipo a-hélice ou folha B. A estrutura
terciaria corresponde as interacfes entre aminoacidos ndo sequencialmente
préximos, o que provoca tor¢gdes e dobramentos; esta estrutura configura o sitio

catalitico da enzima, o que é determinante para sua atividade biologica. Ja a
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estrutura quaternaria das enzimas corresponde a interacdo entre cadeias
polipeptidicas (Santana Junior, 2001).

Nos ultimos anos tem sido crescente pesquisas sobre producdo de enzimas
microbianas, devido as propriedades cataliticas superiores as dos catalisadores
sintéticos, especificidade pelos substratos, e principalmente por serem produtos
naturais, que contribuem para geracdo de subprodutos toxicos ao meio ambiente
(Sayali et al., 2013).

A tecnologia enzimética € um campo promissor dentro das novas tecnologias
para sintese de compostos de alto valor agregado (Fernandes et al., 2004). Depois
dos antibidticos, as enzimas sdo os produtos mais explorados pela indastria
biotecnoldgica, as quais sdo empregadas em larga escala, principalmente, nas
industrias téxtil, de papel, detergente, couro e de alimentos (Kirk et al., 2002; Van
Beilen, 2002).

As enzimas tém um o6timo poder catalitico, geralmente muito maior que 0s
catalisadores sintéticos ou inorganicos, sendo denominados catalisadores proteicos
das reacOes bioquimicas. A maioria destas reacfes ocorreria muito lentamente se
nao fossem a presenca das enzimas. Cada enzima catalisa um pequeno numero de
reacoes, portanto, sdo catalisadores com alto grau de especificidade de reacao para
0S seus respectivos substratos (Sayali et al., 2013).

Segundo a Comissédo de Enzimas (EC) da Uni&o Internacional de Bioquimica
e Biologia Molecular (IUBMB), as enzimas estdo classificadas em seis grandes
grupos de acordo com o tipo de reacdo em que catalisam. As oxidorredutases
catalisam reacbes de oxidacdo-reducdo ou transferéncia de elétrons. As
transferases transferem grupos funcionais como amina, fosfato, acil e carboxil. As
hidrolases catalisam reacdes de hidrdlise de ligacdo covalente. As liases catalisam a
guebra de ligacdes covalentes e a remo¢cdo de moléculas de dgua, ambnia e gas
carbbnico. As isomerases catalisam reacdes de mudanca intramolecular, onde um
substrato transforma-se em um produto isdmero e as ligases catalisam a ligacéo
covalente de moléculas, com simultdnea quebra de uma ligacdo de alta energia
(Santana Junior, 2001).

As enzimas podem ser secretadas por reacbes que ocorrem dentro
(intracelulares) ou fora das células (extracelulares), sendo que as de natureza
extracelular existem em maior quantidade. As enzimas intracelulares que sao

secretadas dentro das células e permanecem no citoplasma, sédo utilizadas quando



ndo h& outra forma de sintese, principalmente quando a replicacdo do DNA é
necesséria. Portanto, as mais utilizadas industrialmente sdo as extracelulares, que
sdo secretadas no ribossomo proximo & membrana celular e transferidas para fora
da célula (Bourgaize et al., 2000).

A producdo de enzima em escala industrial é realizada frequentemente por
processo fermentativo submerso devido a este possuir relativa facilidade de cultivo,
garantir homogeneidade do meio e facilidade de parametros de processo, entretanto
possuiu a desvantagem de maior facilidade de contaminacdo devido a alta atividade
de agua e consequentemente possibilidade de desenvolvimento de bactérias,
leveduras e fungos filamentosos (Lima et al., 2001).

A demanda por enzimas de uso industrial, principalmente aquelas de origem
microbiana, € crescente devido a sua aplicacdo em uma enorme variedade de
processos e por possuirem muitas vantagens sobre as equivalentes de origem
animal ou vegetal, como ampla diversidade bioquimica, suscetibilidade a
manipulacéo genética, menor tempo e custo de producao (Lima et al., 2001).

Segundo estudo “World Enzymes to 2017”, elaborado pela empresa de
consultoria Freedonia Group Incorporated a previsdo da demanda mundial de
enzimas terd um aumento de 6,4% ao ano e a previsdo de venda para 2017 sera em
torno de US $ 6,9 bilhdes. O aumento das rendas per capita nos paises em
desenvolvimento ajudara a impulsionar fortes ganhos em aplicacdes industriais
relacionadas ao consumidor, como alimentos e bebidas, racdo animal e produtos de
limpeza. Os avancgos tecnologicos na manipulagdo do DNA que resultam em
menores custos de sequenciamento do DNA continuardo a impulsionar o
crescimento acima da média na pesquisa e biotecnologia, bem como a demanda de
enzimas diagnosticadas, principalmente em paises desenvolvidos onde novos usos
para a manipulacdo do DNA continuam a ser descobertos (Market Research
Assistance, 2017).

As enzimas hidroliticas possuem uma enorme aplicabilidade industrial e
envolvem muito investimento e retorno financeiro com sua utilidade em industrias,
principalmente devido ao seu potencial em substituicdo aos processos que utilizam
catalisadores quimicos convencionais, assim tornam-se uma alternativa
imprescindivel ao desenvolvimento industrial sustentavel (Vitolo, 2001).

As enzimas microbianas tém grande potencial biotecnolégico, sendo

empregadas na industria téxtil (amilase, celulase, pectinase), de papel (lipase,



xilanase, oxiredutases), de detergentes (celulase, lipase, protease) e alimenticia

(pectinase, lipase, protease) (Van Beilen, 2002; Oliveira, 2006). A tabela 1 apresenta

as principais aplicagdes das enzimas microbianas.

Tabela 1 - Enzimas microbianas e suas aplicac¢des.

Enzimas Fonte Aplicacédo Industria
Amilases Fungos Pées Panificagdo
Bactéria Revestimento do amido Papel
Fungos Fabricacdo de xaropes e glicose Alimenticia
Bactéria Amido de lavanderia para desengomagem a frio Amido
Fungos Auxiliar digestivo Farmacéutica
Bactéria Remocdao de revestimentos (desengomador) Téxtil
Bactéria Remocdo de manchas, detergentes Lavanderia
Proteases  Fungos Paes Panificacdo
Bactéria Remocao de manchas Lavagem a seco
Bactéria Amaciante de carnes Carnes
Bactéria Limpeza de ferimentos Medicina
Bactéria Desengomador Téxtil
Bactéria Detergentes domésticos Lavanderia
Pectinases Fungos Prensagem, clarificacdo Vinhos, sucos de
frutas
Celulases  Bactéria Amaciante e abrilhantador de tecidos, detergentes Lavanderia

Fonte: Mandigan et al. (2010).

2.4. Estabilidade Enzimatica

A estabilidade enzimatica, isto é, a capacidade de reter a atividade durante o

tempo, € sem duavida um dos fatores mais importantes em biotecnologia. A
estabilidade na estocagem ou a vida util de uma enzima refere-se a manutencéo da
sua capacidade catalitica entre o periodo de armazenagem e 0 seu eventual uso. A
estabilizacdo enzimatica pode ser obtida por diferentes métodos: engenharia de
proteinas, modificacdo quimica, uso de aditivos, uso de solventes organicos,
imobilizacdo e producao a partir de microrganismos extremaofilos (Assis et al., 2010).
Enzimas de microrganismos termofilicos sdo superiores as enzimas tradicionais
porque podem realizar processos industriais nas quais proteinas convencionais sao

completamente desnaturadas (Delatorre et al., 2010).



Existe uma estreita relagao entre o nicho ocupado por um microrganismo e as
caracteristicas de suas enzimas intra e extracelulares. Espera-se que
microrganismos termofilos produzam enzimas extracelulares capazes de tolerar uma
temperatura correspondente a, no minimo, aquela 6tima para seu crescimento, ou
seja, acima de 45°C. Estudos com enzimas de termdfilos tém mostrado que essa
relagdo € verdadeira, estimulando o isolamento de novas linhagens termofilas, assim
como a caracterizacdo das enzimas produzidas e o entendimento dos fatores que
levam a sua termoestabilidade. Portanto, enzimas de microrganismos termofilicos
tém grande relevancia industrial (Gomes et al., 2007).

As enzimas para aplicacdes tecnoldgicas devem ser estaveis nas condi¢cdes
operacionais por um longo periodo de tempo. No entanto, a maior parte das enzimas
nao satisfaz este requisito. Para ultrapassar este problema podem ser investigadas
novas fontes de enzimas, obtidas de microrganismos que vivem em condi¢cdes
extremas de pH e temperatura ou adicionar estabilizadores de enzimas, que a
mantenham ativa durante o tempo necessario (Carneiro, 2003).

Ligagbes de hidrogénio, forgas ionicas e de van der Walls, como também as
interacOes hidrofobicas precisam ser mantidas entre os amimoéacidos para gerenciar
a conformacéo espacial das enzimas, evitando desnaturacéo proteica. No processo
de formulacdo, é necessario investigar a inter-relacdo de parametros fisicos e
aditivos quimicos cujas variaveis sdo importantes para manter a estabilidade da
conformacao espacial, adicionando elementos como conservantes, sais, polimeros,
surfactantes, solventes, detergentes e outros elementos para manter a estrutura da
enzima (Silva, 2013).

Enzimas sdo estruturas muito instaveis devido as interacdes na estrutura da
molécula: eletrostaticas (forcas idnicas entre aminoacidos com cargas opostas),
hidrofilicas (entre aminoacidos polares na superficie), hidrofébicas (entre
aminoacidos apolares internamente), ligacées de hidrogénio (entre hidroxilas e
atomos de hidrogénio), pontes dissulfeto (entre aminoacidos que contém enxofre),
forcas de Van der Waals. As forcas de atracédo e de repulsdo entre as moléculas ou
entre grupos dentro da mesma estrutura molecular interferem na estabilidade da
atividade catalitica das enzimas (Campbell e Farrell, 2007).

A estabilidade enzimética € bastante dependente da estrutura tridimensional da
enzima. Certas regifes instaveis denominadas de pontos fracos, isto é, regifes

propensas a desdobrar, sdo determinantes na estabilidade enzimatica e estédo
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localizadas normalmente perto da superficie da molécula de proteina, o que explica
porque a regido superficial da enzima é importante para sua estabilidade catalitica
(Kumar, 2003).

A estabilidade térmica das proteinas tem sido atribuida a sua maior
hidrofobicidade, maior enovelamento, reducdo dos pontos de ramificacédo, reducéo
do numero e tamanho das cavidades, substituicdo de residuos aminoacidicos na
estrutura secundaria externa, aumento nos residuos de prolina, reducdo da
ocorréncia de residuos termolabeis, aumento na quantidade de pontes de hidrogénio
e maior formagéo de pontes salinas (Kumar, 2003).

Muitas enzimas sdo mais estaveis em presenca de seus substratos, coenzimas
ou moduladores. Baixas concentracdes de cations bivalentes como os metais Ba*?,
Co*?, Ca*?, Mg*? e Zn*2, possuem um papel especifico no aumento da estabilidade
de certas enzimas. Glicerol, sorbitol, etileno glicol e polimeros como polietilenoglicol
(PEG), dextranas e proteinas também mantiveram a estabilidade das enzimas. Os
metais promovem a manutencdo da estrutura terciaria de algumas enzimas. Os ions
célcio sao ligantes de grupos carboxilicos de asparagina e glutamina e aumentam a
estabilidade térmica por reducdo da flexibilidade das enzimas além de reduzir os
efeitos negativos de cargas na molécula de proteina (Wiseman, 1985).

Para manter a estabilidade da conformacédo espacial da enzima, geralmente séo
adicionados, além de substratos e inibidores que protegem o sitio ativo, agentes
guimicos: conservantes microbiologicos, detergentes, sais, solventes, polios,
polimeros, dentre outros compostos. E primordial que esses aditivos sejam in6cuos
a todos os seres vivos para a aplicacdo em industrias de alimentos e farmacos e que
as condicbes do meio de formulacdo sejam selecionadas criteriosamente (lllanes,
2008).

A glicose, sacarose, glicerol, manitol, sorbitol e xilitol, além do etilenoglicol sédo
veiculos utilizados na formulacdo de enzimas por proteger os aminoacidos glicina e
aspargina da reacdo de desaminacdo como também, por inibir a oxidacdo da
proteina ao captar os radicais hidroxilas do meio, evitando a propagacdo da reacao.
Essas substancias causam também efeito protetor na enzima devido a complexacéo
de ions metalicos que podem inibir a atividade catalitica. S&o substancias in6cuas e
de baixo custo, amplamente utilizadas na estabilizacdo de enzimas. Sacarose ou
manitol a pH neutro, adicionados a formulacdo de enzimas, reduzem a reacao de

desaminacao. Observa-se que a taxa dessa reacao diminui apenas na presenca da
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sacarose quando o bioproduto com atividade catalitica é formulado no estado sélido.
Esse acuUcar, agente estabilizante muito utilizado, causa hidratacdo na proteina e
estabiliza a enzima (Macgoff et al., 2008).

Os polimeros sao adicionados na formulacdo de enzimas para diminuirem a
atividade de 4gua do meio. S&o agentes estabilizantes de proteinas ao minimizarem
a reacdo de desaminacdo. Na presenca desses compostos, hA um aumento da
viscosidade do produto formulado e imobilizacdo da estrutura proteica. Os
bioprodutos formulados em estado sélido apresentam maior estabilidade da
atividade catalitica devido a auséncia da agua (lllanes, 2008). Um outro mecanismo
da estabilidade da estrutura terciaria das enzimas pela adicdo de polimeros é a
formacdo de uma matriz sélida com prevencdo do fendmeno de agregacdo entre
proteinas (Bummer, 2008).

A adicao de Polietilenoglicol a extrato enzimatico protege a conformacao terciaria
da proteina. Com esse mesmo mecanismo de estabilizacdo de enzimas, sais

inorganicos e sorbitol sdo também utilizados como suportes (Macgoff et al., 2008).

2.5. Desativacdo Mecanica da Celulase

Acredita-se que geralmente as enzimas celuloliticas sejam suscetiveis a
desativacdo quando o liquido reacional € exposto a uma agitacao severa. Ohlson et
al. (1984) afirmaram que as celulases apresentam uma boa estabilidade mecanica
em um meio reacional agitado com o substrato livre, havendo uma perda de 8% da
atividade da endoglicanase e de 10% da atividade da B-glicosidade ap6s 1 semana.

Ganesh et al. (2000) mostraram que, quando as enzimas celulase foram
submetidas a agitacdo, a desativacdo aumentou com um aumento na velocidade da
agitacao.

Reese e Ryu (1980) sugeriram que essa desativacdo da enzima na interface gas-
liquido é causada pelo desdobramento das moléculas da enzima nesta interface. Na
auséncia de agitacao, a quantidade de enzima na interface é pequena comparada a
concentracdo da enzima total, e consequentemente o efeito é insignificante. A
agitacdo renova continuamente a superficie, sujeitando mais enzimas ao
desdobramento, e consequentemente levando a um aumento da desnhaturacao e

desativacéo ( Kaya et al., 1996).
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A perda de atividade depende das condi¢cdes de incubacdo da preparacao

hY

enzimatica. Os mecanismos que levam a perda de atividade podem ser varios:
Desnaturacdo térmica das proteinas, Oxidacdo, Protedlise e Outras reacfes com

compostos do meio (Silva, 2013).

2.6. Celulases

As celulases sédo enzimas extracelulares capazes de atuar sobre materiais
celulésicos, promovendo sua hidrdlise. S8o biocatalisadores altamente especificos
gue atuam em conjunto para a liberacdo de acucares, dos quais a glicose € o que
desperta maior interesse industrial (Castro e Pereira, 2010). O complexo enzimatico
celulolitico é dividido em trés grupos de acordo com seu local de atuacdo no
substrato celulésico: $-1,4- endoglucanases (EC 3.2.1.4), B-1,4-exoglucanases (EC
3.2.1.91) e B-glicosidases (EC 3.2.1.21) (Jung et al., 2015). Celulase é o nome dado
a um complexo de enzimas capaz de formar glicose a partir da hidrélise de celulose.
As endoglucanases clivam ligacdes glicosidicas 3-1,4 internas da fibra celulésica; as
exoglucanases atuam na regido externa da celulose; e as B-glicosidases hidrolisam

celooligossacarideos soluveis em glicose (Castro e Pereira, 2010).

endoglucanase

b

celobiohidrolase

@“’0

B ghcosmase

Figura 1 - Estrutura molecular da celulose e os sitios de acdo da endoglucanase,

celobiohidrolase e B-glicosidase. Fonte: Kumar et al. (2008).
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As celulases podem ser produzidas em meios quimicamente definidos,
utiizando como fonte de carbono celulose cristalina, carboximetilcelulose ou
celobiose (Castro, 2006; Carvalho, 2007), ou em meios complexos, utilizando
residuos agricolas e agroindustriais que podem servir como suporte, e, ou fonte de
carbono ( Liming e Xueliang, 2004; Adsul et al. 2004; Martins et al. 2008). Além da
fonte de carbono, faz-se necessaria a suplementacdo do meio com fontes de
nitrogénio, e, ou nutrientes minerais, que irdo atuar no desenvolvimento do
microrganismo e como cofatores enzimaticos.

As celulases possuem uma ampla faixa de aplicacdes e sao utilizadas nas
indUstrias de alimentos em processos de extracdo de suco de frutas, 6leos de
sementes e clarificacdo de sucos; na producdo de rac¢des animais, aumentando
assim sua digestibilidade; em industrias téxteis para desfribilacdo de tecidos e
desbotamento de brim; nas industrias de detergentes e nas industrias de papel e
celulose (Bhat, 2000).

As avicelases (exoglicanases) agem de maneira progressiva em extremidades
redutoras ou nao-redutoras da celulose, com maior afinidade por celulose insoluvel
ou microcristalina, liberando glicose e principalmente celobiose como produtos. Sao
capazes de atuar sobre a celulose microcristalina, encurtando cadeias do
polissacarideo (Lynd et al., 2002). As exoglicanases ndao atuam sobre celuloses
soluveis por haver um impedimento estereoquimico causado pelos grupos. As
exoglicanases atuam sobre celulose cristalina (Avicel), produzindo uma reducao
lenta e gradual do seu grau de polimerizacdo. Deste modo, ensaios de atividade
sobre Avicel caracterizam as exoglicanases (Martins, 2005), enquanto que para a
atividade de endoglicanases usa-se Carboximetilcelulase (CMCase), tornando
possivel a diferenciacao entre essas enzimas (Sanchez, 2009).

As carboximetilcelulases (endoglicanases) sdo enzimas do complexo
celulolitico que clivam as ligacbes das regides menos compactadas (amorfa) da
celulose, diminuindo o comprimento da fibra e gerando novas extremidades livres.
Endoglucanase, classificada com o EC 3.2.1.4, possui como nome sistematico,
segundo a IUBMB - International Union of Biochemistry and Molecular Biology, 1,4-
B-D-glucana-4-glucano-hidrolase, também conhecida por carboximetilcelulase
(CMCase). E a enzima do complexo celulolitico responséavel por iniciar a hidrdlise.
Tal enzima hidrolisa randomicamente as regides internas da estrutura amorfa da

fibra celuldsica, quebra as liga¢cdes dentro da cadeia de celulose, liberando glicose,
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celobiose e celodextrinas, criando extremidades ndo redutoras para subsequente
acdo das exoenzimas. A endoglicanase € a enzima celulolitica responsavel pela
rapida solubilizacdo do polimero celulésico, devido a sua fragmentacdo em
oligossacarideos (Ogeda e Petri, 2010; Bano et al., 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Estudar a estabilidade de celulases presentes em extratos brutos de culturas de
Bacillus sp. SMA-2, em diferentes aditivos, visando a obtencédo de um bioproduto

estavel capaz de ser comercializado.

3.2 Objetivos Especificos:

= Avaliar a estabilidade das celulases secretadas por Bacillus sp. SMIA-2 em
funcdo do tempo de 154 dias de estocagem sob congelamento em freezer a

temperatura de 3°C;

= Avaliar a influéncia de aditivos estabilizantes sobre a estabilidade das

celulases secretadas por Bacillus sp. SMIA-2;

= Avaliar a estabilidade e compatibilidade das celulases com diferentes
detergentes comerciais como Omo®, Bem-te-vi®, Surf®, Barra®, Ariel®, Ultra

Biz®, Invicto®, Tide®, Tixan® e Cheer®;
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Avaliar a influéncia de ions metdlicos Ca*?, K*', Ba*?, Hg*?, Cu*?, Zn*?, Cs*!,
Co*?, Na*t, Ni*?, Fe*?, Mn*? e Mg*? sobre a compatibilidade e estabilidade das

celulases secretadas por Bacillus sp. SMIA-2;

Avaliar o efeito da protease comercial na atividade e estabilidade das
celulases secretadas por Bacillus sp. SMIA-2;

Avaliar através de imagens de microscopia eletrénica de varredura o processo
de degradacao de culturas de Bacillus sp. SMIA-2 contendo bagaco de cana

e farinha da casca de maracuja.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Crescimento do microrganismo e meio de cultivo

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

O microrganismo foi inoculado em placas de Petri contendo meio TSY
previamente esterilizado (triptona 20 g.L?; cloreto de sédio (NaCl) 10 g.Lt; extrato
de levedura 10 g.L; &gar 20 g.L* e agua destilada, 1 L), e mantido sob temperatura
de refrigeracéo (7 °C).

As placas de Petri contendo o microrganismo em meio TSY foram incubadas
em estufa QUIMIS (modelo Q 315 D26) a 50 °C durante 18 horas. ApOs este
periodo, 5 mL do meio de crescimento foram transferidos para as placas para
ressuspensdo das células que foram sugadas com o auxilio de uma pipeta estéril.
Estas células foram inoculadas em frascos erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL
do meio de crescimento e incubadas por mais 18 horas em agitador orbital (Thermo
Forma Orbital Shaker, Ohio, EUA) a 50 °C sob agitacdo de 150 rpm. Em seguida,
este meio denominado pré-inéculo foi utilizado para inocular o meio de cultivo.

O meio de cultivo para a producdo do complexo enzimatico (Avicelase,
Carboximetilcelulase, Xilanase, Amilase e Pectinase) continha o0s seguintes
nutrientes (g.L! de &gua destilada): peptona, 1,0; KClI, 0,3; K2HPOQO4, 0,87; MgSQa,
0,5; NaCl, 10,0; e tracos de metais (CaCl,, 2,2x103; ZnO, 2,5x103; FeCls.6H.0,
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2,7x10%; MnCl2.4H.0, 1,0x10?; CuCl2.2H20, 8,5x10% CoCl..6H.0, 2,4x1073,
NiCls.6H20, 2,5x10%, H3BO3, 3,0x10%; Na:MoOs, 1,0x107°). A este meio basal foi
adicionado 0,8% (m/V) de &gua de maceracao de milho (Sigma Aldrich) e 0,8%
(m/V) de bagaco de cana-de-acucar e 0,8% (m/V) de farinha da casca de maracuja.
O pH do meio de cultivo foi ajustado para 7,5 com NaOH 1,0 M e esterilizado por
autoclavagem a 121 °C a 1 atm, durante 15 minutos.

O microrganismo foi cultivado em frascos erlenmeyers de 250 mL contendo 50
mL do meio de cultura. Os frascos foram inoculados com 5 mL do pré-inéculo e
posteriormente incubados a 50 °C em um agitador orbital (Thermo Forma Orbital
Shaker, Ohio, EUA) operando a 150 rpm por 168 horas. Nos intervalos de tempo
definidos, o crescimento celular foi determinado em funcdo da densidade otica do
meio a 600 nm com a utlizacdo de um espectrofotometro (UVmini-1240,
SHIMADZU, Kyoto, Jap&o).



O esquema geral para a obtencéo das celulases esta apresentado na Figura 2.

Crescimento de Bacillus sp SMIA-2
em placa de petri com Agar TSY
(50°C/18 h)

!

[ PRE-INOCULO (50°C/18 h) }

U

{ INOCULO (50°C/18 h) }

U

Crescimento de Bacillus sp SMIA-2 sob

condicBes previamente otimizadas por
(50°C/168 h)

U

Centrifugacdo a 45009 por 30 min

g

Obtencao do extrato bruto
(Fluido da cultura)

Figura 2 - Esquema da obtencao de celulases de Bacillus sp. SMIA-2
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4.2. Ensaios enzimaticos

4.2.1. Obtencao das enzimas

As amostras ap6s o processo fermentativo foram centrifugadas em uma
centrifuga (HERMLEZ 382K, Wehingen, Alemanha), a 4500 rpm por 30 minutos a 4
°C para obtencdo do sobrenadante livre de células que foi utilizado para a dosagem
da atividade enzimética.

4.2.2. Atividade enziméatica da carboximetilcelulase (B-1,4-endoglicanase)

A atividade da enzima CMCase foi determinada por meio da quantificacdo da
liberacdo de acucares redutores da hidrélise de carboximetilcelulose (Sigma Aldrich)
(Ghose, 1987). Uma mistura que continha 0,5 mL de solucéo de carboximetilcelulose
1% (m/V) em tampéao Tris-HCI (0,05 M, pH 8,0) e 0,5 mL do extrato bruto enzimatico
foi incubada a 70 °C durante 10 minutos. Transcorrido este periodo, 1 mL de acido
3,5-dinitrossalicilico (DNS) foi adicionado a mistura e esta mantida em ebulicdo em
banho-maria durante 10 minutos. Logo ap0s, as amostras foram resfriadas em
banho de gelo por 5 minutos, e a absorbancia foi medida por meio de
espectrofotometro SHIMADZU UV-mini 1240, com comprimento de onda a 540 nm
(Miller, 1959). Periodicamente, o sistema substrato-enzima foi agitado com a
finalidade de manter a celulose em suspensédo. O mesmo procedimento foi realizado
com o controle, no entanto sem o extrato livre de células. Uma unidade (U) de
atividade de CMCase foi definida como 1 pmol de acgucar redutor equivalente
liberado por minuto sob as condi¢cdes de ensaio acima descritas, usando uma curva

padrao de glicose nas concentracdes de 0,014 a 0,3 mg/mL.

4.2.3. Atividade enzimética da Avicelase (Exo- B-1,4- Glucanase)

A atividade da enzima Avicelase foi determinada pela quantificacao da liberagéo

de acucares redutores da hidrolise de avicel (Sigma Aldrich) (Ghose, 1987). Uma
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mistura que continha 0,5 mL de solugao de avicel 1% (m/V) em tampéo Tris-HCI
(0,05 M, pH 8,0) e 0,5 mL do extrato bruto enzimético foi incubada a 70 °C durante
10 minutos. Transcorrido este periodo, 1 mL de acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) foi
adicionado a mistura e esta mantida em ebulicdo em banho-maria durantelO
minutos. Logo apds, as amostras foram resfriadas em banho de gelo por 5 minutos,
e a absorbancia foi medida por meio de espectrofotometro SHIMADZU UV-mini
1240, com comprimento de onda a 540 nm (Miller, 1959). Periodicamente, o sistema
substrato-enzima foi agitado com a finalidade de manter a avicel em suspenséao. O
mesmo procedimento foi realizado com o controle, no entanto sem o extrato livre de
células. Uma unidade (U) de atividade de Avicelase foi definida como 1 umol de
acucar redutor equivalente liberado por minuto sob as condi¢cdes de ensaio acima
descritas, usando uma curva padrao de glicose nas concentracdes de 0,014 a 0,3
mg/mL.

4.2.4. Atividade enzimética da Xilanase (endo-1,4-B-xilanase)

A atividade da enzima xilanase sera determinada segundo Miller (1959). A
reacao consiste na mistura contendo 0,5 mL do extrato enzimatico, 1 mL de solucéo
de xilana 1,0% (p/v) em tampé&o Tris-HCI (0,05 M e pH 8,0) e 0,5 mL do mesmo
tampédo. Esta mistura sera incubada em banho-maria a 70°C durante 30 minutos.
Apoés este periodo, a reagdo sera paralisada com adicdo de 1,0mL de acido 3,5-
dinitrossalicilico (DNS) a mistura. Em seguida, esta mistura sera colocada em agua
em ebulicdo por 10 minutos e resfriada em banho de gelo por 5 minutos. A coloragéo
desenvolvida sera medida por meio de espectrofotdmetro SHIMADZU UV-mini 1240,
com comprimento de onda a 540 nm. O mesmo procedimento foi realizado com o
controle, porém a adicdo de 1,0 mL do tampé&o Tris-HCI (0,05M e pH 8,0) no lugar do
extrato enzimatico, e esta mistura foi mantida em ebulicdo, como descrito
anteriormente. Uma unidade de xilanase sera definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir 1 umol de xilose por minuto por mL da enzima sob a
condicdo de ensaio acima descrita, usando uma curva padrdo de xilose nas

concentracfes de 0,05 a 0,17 mg/mL.
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4.2 5. Atividade enzimatica da a-amilase

A atividade amilolitica do microrganismo foi determinada segundo a
metodologia do acido 3,5-dinitrossalicilico ou Reagente de Miller (DNS) (Miller, 1959)
gue determina o incremento dos agucares redutores na solu¢cdo como resultado da
acao da a-amilase sobre o amido. A reacédo continha 0,5 mL do extrato enzimatico,
1,0 mL da solugcdo de amido em 1,0% preparada em tampéo Tris-HCI (0,05 M e pH
8,0) e 0,5 mL do mesmo tampéao. Esta mistura foi incubada em banho-maria a 90°C
por 10 minutos. Em seguida, a reacéo foi paralisada pela adicdo de 1 mL da solugéo
de DNS (Miller, 1959) & mistura. Em seguida esta mistura foi mantida em ebulicdo
durante 10 minutos e resfriada em banho de gelo por 5 minutos.

A coloracdo desenvolvida sera medida por meio de espectrofotdmetro
SHIMADZU UV-mini 1240, com comprimento de onda de 540 nm. O mesmo
procedimento sera realizado com o controle, porém a adi¢cdo de 1,0 mL do tampéao
Tris-HCI (0,05M e pH 8,0) no lugar do extrato enzimatico, e esta mistura foi mantida
em ebulicdo, como descrito anteriormente. Uma unidade de amilase sera definida
como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 umol de acucares
redutores por minuto por mL da enzima a partir do amido soltuvel nas condi¢cdes do
ensaio acima descritas, usando uma curva padrédo de glicose nas concentracdes de
0,014 a 0,3 mg/mL.

4.2.6. Atividade enziméatica da Poligalacturonase (Pectinase)

A atividade da poligalacturonase foi determinada no extrato enzimatico, incubando
0,5 mL da enzima bruta com 1,0 mL de solucdo de pectina citrica em 1,0%
dissolvida em tampéao Glicina-NaOH (50 mM, pH 8,0) e incubada a 70°C por 10
minutos (Soares et al., 1999). Apés a reacdo, 1 mL de acido 3,5-dinitrossalicilico
(DNS) foi adicionado e mantido em ebulicdo em banho-maria durante 5 min para
paralisar a reacdo. As amostras resultantes foram em seguida resfriadas em banho
de gelo, e a absorbancia foi medida a 540 nm (Miller, 1959). O mesmo procedimento
sera realizado com o controle, porém com a adicdo de 1,0 mL do tampao Tris-HCI
(0,05M e pH 8,0) no lugar do extrato enzimatico, e esta mistura foi mantida em
ebulicdo, como descrito anteriormente. A coloracdo desenvolvida foi medida por

meio de espectrofotbmetro SHIMADZU UV-mini 1240, utilizando comprimento de
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onda a 540 nm. Uma unidade (U) de atividade da poligalacturonase foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 pmol de acido
galacturénico por minuto a partir da pectina citrica nas condi¢cdes do ensaio acima
descritas, usando uma curva padrao de &cido galacturénico nas concentracfes de
0,10 a 1,0 mg/mL.

4.2.7. Estabilidade das enzimas durante a estocagem sob congelamento a
temperatura de 3°C

O comportamento da atividade das enzimas em condi¢cdes de congelamento
foi investigado. Para tal foi determinado a atividade das celulases presentes no
extrato bruto, nos tempos (0, 3, 29, 34, 61, 92, 125 e 154 dias), totalizando um
periodo de 5 meses. O extrato bruto ficou estocado em varios frascos sob
congelamento a temperatura de 3° C e para determinar a atividade o mesmo foi
descongelado a temperatura ambiente. A atividade da carboximetilcelulase e da
avicelase foi determinada conforme o procedimento descrito no item 4.2.2 e 4.2.3,

respectivamente.

4.2 8. Influéncia de Aditivo estabilizante na atividade enzimatica

A carboximelilcelulase e avicelase secretadas por Bacillus sp. SMIA-2 foram
estudadas adicionando ao sobrenadante do extrato bruto os seguintes aditivos:
Etilenoglicol 1M, Polietilenoglicol 0,01M, Glicina 0,01M e Glicerol 1%. Em seguida, a
atividade das enzimas foi determinada conforme o procedimento descrito nos itens
4.2.2 e 4.2.3, nos tempos de 1 e 3 horas a temperatura ambiente. O  mesmo

procedimento foi realizado no extrato bruto sem os estabilizantes.

4.2.9. Compatibilidade e estabilidade das enzimas com detergentes comerciais

Os detergentes comerciais Omo®, Bem-te-vi®, Surf®, Barra®, Ariel®, Ultra Biz®,
Invicto®, Tide®, Tixan® e Cheer®, foram diluidos em tampéo Tris-HCI (0,05 M, pH
8,0) a uma concentracao final de 7mg/mL para simular condi¢des de lavagem. Em

seguida foram tratados termicamente a 100° C por 30 minutos para inativar as
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enzimas que fazem parte da formulagdo dos detergentes. Apds o resfriamento desta
solucéo contendo o detergente foi realizado o ensaio enzimético da seguinte forma:
Uma mistura de 1,0 mL do substrato avicel e carboximetilcelulose em 1% (m/V)
preparada em tampéao Tris-HCI (0,05 M, pH 8,0), 0,5 mL do extrato bruto e 0,5 mL
da solucdo do detergente em tampédo. ApoOs agitacdo do sistema a atividade das
enzimas foi determinada conforme o procedimento descrito nos itens 4.2.2 e 4.2.3
para determinacédo da atividade residual tanto nos tratamentos quanto no controle
(incubado sem nenhum detergente e considerado como sendo 100% da atividade)
(Banerjee et al., 1999; Phadatare et al., 1993).

O detergente que possibilitou maior atividade da enzima foi utilizado em
estudos de compatibilidade por (15, 30,45 ,60 120 e 240 minutos).

4.2.10. Influéncia de ions na estabilidade e compatibilidade das enzimas

O efeito dos ions metdlicos como Ca*?(CaCly), K*Y(KCI), Ba*?)(BaCly),
Hg*?(HgClz), Cu**(CuSOs), Zn*3(ZnS0O4), Cs*}(CsCl), Co*?(CoClz), Na*(NacCl),
Ni*2(NiCl,), Fe*?(FeS04), Mn*2(MnCl,) e Mg*?(MgCl,) sobre a atividade das enzimas
foi estudado. O extrato bruto foi incubado a temperatura ambiente por (15, 30, 45
,60 ,120 e 240 minutos) na presenca do ion correspondente com a concentracao
final de 1 mM em tampéo Tris-HCI (0,05 M, pH 8,0). Uma mistura de 1,0 mL do
substrato em 1% (m/V), 0,5 mL do extrato bruto e 0,5 mL da solug¢édo do ion metalico
preparada em tampéao Tris-HCI (0,05 M, pH 8,0). ApGs agitacdo do sistema a
atividade das enzimas foi determinada conforme o procedimento descrito nos itens
4.2.2 e 4.2.3 para determinacdo da atividade residual tanto nos tratamentos quanto
no controle incubado sem nenhum ion metalico e considerado como sendo 100% da

atividade.

4.2.11. Influéncia da protease comercial na estabilidade das enzimas

Para estudar o efeito da Protease Comercial na atividade da
carboximetilcelulase e avicelase, o extrato bruto foi incubado a temperatura
ambiente por (15, 30, 45, 60, 120 e 240 minutos) na presenca de protease comercial

diluida em agua destilada na concentracdo de 1:10. A atividade residual (%) sera
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determinada nas condi¢cdes padrdes anteriormente descritas nos itens 4.2.2 e 4.2.3.
Um controle (auséncia de Protease Comercial) foi realizado e considerado como
sendo 100% de atividade.

4.3. Andlises Estatisticas

Para analise dos dados, o programa estatistico utilizado foi SAS — Statistical
Analysis System (2003), versao 9.3. Os resultados obtidos em cada experimento
foram realizados em triplicata e submetidos & analise de variancia (ANOVA) para
comparacao entre as médias dos diferentes tratamentos em um mesmo tempo,
como entre as médias de um mesmo tratamento entre tempos distintos pelo teste

de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

4.4. Microscopia Eletrénica de Varredura

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi utilizada seguindo o protocolo
descrito por Karnovsky (Karnovsky, 1965). Com a microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) conseguiu observar as caracteristicas microestruturais e obter as
informacdes sobre a morfologia e o crescimento do Bacillus sp SMIA-2 com grande
profundidade de foco no extrato enzimatico que foram colhidas a partir da
fermentacdo de 120 horas, meios de cultura com farinha de casca de maracuja 0,5
% e bagaco de cana-de-acucar 0,5 %. O pellet desse extrato enzimatico foi fixado
durante a noite a 4°C em uma solucéo de 2,5 % de glutaraldeido . A suspenséao foi
lavada em tampé&o de fosfato de sédio 0,05 M a pH 7,1, 3 vezes durante 10 minutos
cada. Apds fixacdo as amostras foram desidratadas por passos com 15 %, 30 %, 50
% , 70 % , 90 % e concentracBes de 100% de etanol durante 15 min cada . Para
preservar a estrutura da superficie da espécie e para evitar danos devido a tenséo
superficial durante a observacdo microscépica, foi utilizado um procedimento de
ponto critico . As amostras foram colocadas em um suporte de aluminio e coberto
com uma camada de paladio e observado sob alto vacuo em uma BALTEC SCD 050

- Sputter Coater, ( Lichtenstein , Alemanha ) microscépio eletrénico de varrimento no
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Zeiss DSM 962 ( Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, UENF ,
Campos, Brasil) .

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estabilidade das celulases durante estocagem

A estabilidade das celulases presentes no extrato bruto das culturas de
Bacillus sp SMIA-2 em funcéo do tempo de estocagem a 3°C esta apresentada na
Tabela 2. A avicelase e a carboximetilcelulase mantiveram suas atividades estaveis
em até 154 dias de estocagem. Esse resultado indica uma estabilidade consideravel
das celulases, em relacdo aos trabalhos citados na literatura, mesmo armazenada
no extrato bruto e sem a presenca de estabilizadores, como o glicerol, por exemplo,
0S quais sdo conhecidos por aumentar a estabilidade enzimatica durante a

estocagem.

Tabela 2 — Atividade relativa da avicelase e da carboximetilcelulase presentes no
extrato bruto de culturas de Bacillus sp. SMIA-2 em funcdo do tempo de estocagem
a 3°C por 154 dias. (100% de atividade da avicelase = 1,20 U/mL e 100% de
atividade da CMCase = 0,50 U/mL).

Avicelase (%) CMCase (%)

Tempo (dias)

0 100,0# + 0,0007 100,0#+ 0,0007

3 98,9 2+ 0,0028 99,0 2+ 0,0029
29 98,9 2+ 0,0027 99,0 2+ 0,0027
34 98,9 2+ 0,0028 99,0 2+ 0,0027
61 98,6 2+ 0,0026 98,6 2+ 0,0012
92 98,6 2+ 0,0012 98,6+ 0,0014
125 98,2 2+ 0,0019 98,5 2+ 0,0018
154 98,0 2+ 0,0021 98,4 2+ 0,0017
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!Médias com letras iguais na mesma coluna nio diferem significativamente a p < 0,05, o teste de
Tukey.

A estabilidade apresentada pelas celulases de Bacillus sp. SMIA-2 foi superior
as celulases (carboximetilcelulase) produzidas pelo fungo filamentoso Rhizopus sp
cultivado em fermentacdo em estado sélido (FES), utilizando como substrato a
palma da forrageira (Nopalea cochenillifera). O complexo celuldsico se manteve
estavel quando armazenado a -18°C por até 144 horas (Santos et al., 2014).

Segundo Narra et al. (2014), a estabilidade de uma endoglucanase purificada
produzida por Aspergillus terreus e armazenada a 4 °C foi estudada e verificou-se
gue apés 5 meses houve um decréscimo de 3 a 5% de sua atividade inicial. Em
outro estudo realizado por Igbal et al. (2011), uma endoglucanase de Trichoderma
viride apresentou uma atividade residual em 58% apds 30 dias armazenada sob as
mesmas condi¢cdes de temperatura de 4°C.

Segundo Heller et al. (1997), o congelamento a -20°C ou -80°C € o método
mais comum de armazenamento de proteinas a frio. No entanto, o congelamento de
solucdes enzimaticas frequentemente causa desnaturacdo estrutural e perda da
funcao bioldgica, devido as variagdes de pH e “stress” (agregacao, desdobramentos
e dissociacfes) causados pela formacdo de cristais de gelo e ciclos de
congelamento-descongelamento, o que reduz a estabilidade enzimatica.

Algumas enzimas sao pouco estaveis a temperatura ambiente, limitando a
sua aplicacédo e dificultando a sua distribuicdo e uso. As enzimas podem ser, de um
modo geral, armazenadas a -20°C ou +4°C na presenca de um estabilizador, de

modo a prolongar a sua estabilidade (Carneiro, 2003).

5.2. Influéncia de aditivos estabilizantes na atividade das celulases

Alguns polidis como o sorbitol, xilitol ou glicerol sédo conhecidos por estabilizar
a atividade biologica. Desta forma, a influéncia da adicdo de alguns aditivos na
estabilidade das celulases incubadas a temperatura ambiente foi estudada e os
resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 3. A atividade da avicelase néo diferiu
significativamente (p<0,05) do controle quando incubada por 1 hora na presenca do
polietilenoglicol 0,01M e do glicerol 1%. J4 quando incubada por 3 horas na
presenca de todos os aditivos a atividade da avicelase diminuiu significativamente

(p<0,05) do controle. Ressalta-se que para o controle também nao foi observada
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diferenca significativa (p<0,05) da atividade da enzima quando incubada por 1 e 3

horas.

Tabela 3 - Atividade relativa da avicelase e da carboximetilcelulase presente no
extrato bruto de culturas de Bacillus sp. SMIA-2 na presenga de aditivos
estabilizantes. (100% de atividade da avicelase = 1,07 U/mL e 100% de atividade da
CMCase = 0,48 U/mL).

Avicelase (%) CMCase (%)
Tratamento
1 hora 3 horas 1 hora 3 horas
Controle 100,0 "+ 0,0029 100,0 *+0,0029 100,0 *+ 0,0043  100,0 * + 0,0043

Etilenoglicol 1M  101,1*+0,0029 50,8 ®®+0,0031 99,7 **+ 0,0037 88,5 8+ 0,0037
Glicerol 1% 100,14+ 0,0029 57,8°B+0,0029 98,7 #+ 0,0043 87,9 8+ 0,0043
PEG 0,01M 100,6 ®A+ 0,0029 60,5"8+0,0014 99,52+ 0,0043 92,6 "B+ 0,0043

Glicina 0,01M 95,3°A+0,0025 54,09®+0,0012 119,9°4+0,0033 94,0+ 0,0033

IMédias com letras minusculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente a p < 0,05,
segundo o teste de Tukey; Médias com letras mailsculas iguais ha mesma linha ndo diferem
significativamente a p < 0,05, segundo o teste de Tukey.

Em relacdo a CMCase, foi observado na tabela 3 que com 1 hora de
incubacédo a temperatura ambiente a atividade da enzima ndo apresentou diferenca
significativa entre o controle, o etilenoglicol 1M, o glicerol 1% e o polietilenoglicol
0,01M. Ja, na presenca da glicina 0,01M houve um aumento significativo da
atividade em relacdo ao controle. Entretanto, constatou-se que na incubacédo da
CMCase por 3 horas houve diferenca significativa em todos os aditivos estabilizantes

em relacao ao controle.

5.3. Compatibilidade e estabilidade das enzimas com detergentes comerciais

O estudo sobre a compatibilidade das celulases com detergentes comerciais
mostrou que a avicelase apresentou um aumento de 11% e 10% de sua atividade
guando incubada a temperatura ambiente nos detergentes comerciais Omo® e Bem-
te-vi®, respectivamente na Tabela 4. Além disso, a enzima perdeu em torno de 12%
a 60% da atividade quando incubada a temperatura ambiente na presenca dos

outros detergentes comerciais testados.
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Em relacdo a CMCase, a enzima manteve sua atividade (p<0,05) quando
incubada a temperatura ambiente na presenca dos detergentes comerciais Barra® e
Ariel® . Nos detergentes Omo® e Bem-te-vi® foi observado um aumento significativo
(p=0,05) na atividade da enzima de 10% e 9%, respectivamente. Por outro lado, a
CMCase perdeu em torno de 20% a 30% de sua atividade quando 0s outros
detergentes comerciais foram utilizados. Estes resultados sugerem que as
formulacbes dos detergentes contém alguns compostos que podem estimular ou

inibir a atividade da avicelase e da carboximetilcelulase.

Tabela 4 - Atividade relativa da avicelase e da carboximetilcelulase presente no
extrato bruto de culturas de Bacillus sp. SMIA-2 na presenca de detergentes
comerciais. (100% de atividade da avicelase = 1,18 U/mL e 100% de atividade da
CMCase = 0,47 U/mL).

Detergentes Comerciais ~ Avicelase (%) CMCase (%)

Controle 100,0 @ £ 0,0027 100,0 @ £ 0,0029
Ariel® 86,4 9+ 0,0038 100,0 2 £ 0,0034
Ultra Biz® 74,6 © + 0,0025 80,8 ¢+ 0,0007
Cheer® 28,0+ 0,0033 66,0 ¢ + 0,0012
Tide® 39,0 9+ 0,0033 98,0 2 + 0,0007
Invicto de Lim&ao® 62,7 + 0,0007 80,8 ¢ +0,0014
Tixan Ypé® 36,4 "+ 0,0031 85,1°+0,0021
Surf® 88,1 " +0,0037 97,92+ 0,0033
Barra® 87,3°+0,0038 100,0 2 £ 0,0033
Bem-te-vi® 110,2 2 £ 0,0036 109,0 2+ 0,0031
Omo® 111,02+ 0,0031 110,02+ 0,0014

IMédias com letras iguais na mesma coluna nio diferem significativamente a p < 0,05, segundo o
teste de Tukey.

Vérios estudos sobre a aplicacdo de celulases em férmulas de detergente
estdo disponiveis na literatura (Ladeira et al., 2015; Nascimento, 2005). O que torna
possivel a aplicacdo de enzimas hidroliticas em formulacdes de detergente € a sua
compatibilidade e estabilidade com os constituintes dos mesmos (Mittidieri et al.,
2006).

Uma vez que as celulases de Bacillus sp. SMIA-2 apresentaram

compatibilidade com os detergentes Omo® e Bem-te-vi®, a estabilidade das mesmas
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foi estudada na presenca destes detergentes Tabela 5. A avicelase foi estavel na
presenca dos detergentes Omo® e Bem-te-vi® até 120 minutos, onde manteve 97%
e 100%, respectivamente de sua atividade. J& quando incubada nestes mesmos
detergentes por 240 minutos, foi observada uma diminuicdo da atividade residual em
torno de 50%.

Tabela 5 - Atividade relativa da avicelase e da carboximetilcelulase presente no
extrato bruto de culturas de Bacillus sp. SMIA-2 na presenca dos detergentes Omo®
e Bem-te-vi®. (100% de atividade da avicelase = 1,09 U/mL e 100% de atividade da
CMCase = 0,47 U/mL).

Tempo Bem-te-vi® Omo®
(min) Avicelase (%) CMCase (%) Avicelase (%) CMCase (%)

0 100,0#+0,0012 100,0#+0,0014 100,0%zx0,0012 100,03+ 0,0014
15 100,0#+0,0019 104,02 0,0007 99,02+ 0,0030 100,0 @ + 0,0007
30 100,02+ 0,0031 98,0*%0,0012 99,0 2 £ 0,0026 108,02 + 0,0019
45 101,0#+0,0031 106,02 % 0,0019 97,02+ 0,0031 111,02+ 0,0019
60 101,02+ 0,0031 102,02 x0,0021 97,02+ 0,0026 111,023+ 0,0012
120 100,02+ 0,0019 98,02 x0,0007 97,02+ 0,0038 98,02+ 0,0012
240 47,0°+0,0018 51,0"°+0,0007 52,0 +0,0014 51,0 °+0,0012

IMédias com letras iguais na mesma coluna néo diferem significativamente a p < 0,05, segundo o
teste de Tukey.

Ainda de acordo com os resultados apresentados na Tabela 5, a CMCase
guando incubada na presenca dos detergentes Omo® e Bem-te-vi® por até 120
minutos apresentou um aumento de sua atividade, em torno de 11% e 2%. Ja
guando incubada por 240 minutos apresentou uma diminuicdo das suas atividades
residuais em torno de 50%.

Estudos realizados por Ladeira et al. (2015) sobre a estabilidade de celulases
presentes em extratos dialisados de culturas submersas de Bacillus sp. SMIA-2
contendo bagaco de cana “in natura” como fonte de celulose e agua de maceracéao
de milho, revelaram que as atividades das enzimas variaram para cada detergente
testado, sendo observada a maior estabilidade na presenca de Ultra Biz® e a menor
estabilidade na presenca do detergente Ariel®.

Celulases produzidas por Bacillus cereus apresentaram excelente estabilidade

em detergentes comerciais, mantendo cerca de 80% de sua estabilidade apés 1
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hora de incubacdo a 40 e 50°C (Banik e Prakash, 2004). De acordo com alguns
autores, em temperaturas maiores que 40°C, a enzima requer a adicao de agentes
estabilizantes como calcio, para que a enzima se mantenha estavel.

Celulases produzidas por Bacillus brevis mostraram compatibilidade com
detergentes comerciais como Ariel®, Surf® excels®, Surf® Ultra® e Rin® em presenca

de célcio e glicina (Banerjee et al., 1999).

5.4. Influéncia de ions metalicos na compatibilidade e estabilidade das
enzimas

Um estudo sobre a compatibilidade das celulases com ions metélicos foi
realizado e os resultados estdo apresentados na Tabela 6. A atividade da avicelase
aumentou significativamente (p<0,05) em torno de 40% e 25% quando incubada na
presenca dos ions Cobalto e Bario, respectivamente.

Em relacdo a CMCase, a atividade da enzima aumentou em torno de 13% e
22%, quando incubada na presenca dos ions Cobalto e Bario. No entanto, o
Manganés foi o ion que apresentou o efeito mais relevante sobre a atividade dessa
enzima com um aumento de 31% na atividade da enzima.

Estes resultados confirmam os relatados por Ladeira et al. (2015) em que o
Cobalto na concentracdo de 1mM aumentou a atividade enzimatica da avicelase
presente tanto no extrato bruto, precipitado e dialisado da cultura. O Manganés e
Cobalto estimularam a atividade enzimatica da CMCase, sendo que o Cobalto foi o
ion que apresentou o efeito mais relevante sobre a atividade desta enzima.

Enzimas microbianas extracelulares sdo geralmente conhecidas por exigir

cations divalentes para a atividade e estabilizacdo (Lin, 2012).
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Tabela 6 - Atividade relativa da avicelase e da carboximetilcelulase presente no
extrato bruto de culturas de Bacillus sp. SMIA-2 na presenca de ions metélicos.
(100% de atividade da avicelase = 1,08 U/mL e 100% de atividade da CMCase =

0,49 U/mL).

Metais

Avicelase (%)

CMCase (%)

Controle
Cobalto (Co*?)
Bario (Ba*?)
Potassio (K*1)
Manganés (Mn*?)
Célcio (Ca*?)

100,0 © + 0,0007
140,0 # + 0,0026
125,0 * + 0,0033
117,0 ©+0,0031
116,0 € + 0,0033
116,0 © + 0,0026

100,0 ¢ + 0,0007
113,0 ¢+ 0,0007
122,0 ® + 0,0007
116,0 €+ 0,0033
131,0 %+ 0,0007
102,0 ¢ + 0,0007

Sédio (Na*t) 104,0 ¢+ 0,0031 78,0 7+ 0,0012
Magnésio (Mg*?) 102,0 9+ 0,0031 90,0 ¢ +£0,0014
Zinco (Zn*?) 99,0 ¢ + 0,0031 92,0 ¢+ 0,0007
Niquel (Ni*?) 94,0 ¢ £ 0,0031 59,0 "+ 0,0007
Césio (Cs*™?) 84,0 "+ 0,0034 57,0 "+ 0,0007
Cobre (Cu*?) 82,0 "+ 0,0039 78,0 '+ 0,0007
Mercurio (Hg*?) 72,0 9£0,0033 69,0 ¢ £ 0,0007
Ferro (Fe*?) 55,0 "+ 0,0026 61,0 9+ 0,0007

IMédias com letras iguais na mesma coluna néo diferem significativamente a p < 0,05, segundo o
teste de Tukey.

Lin (2012) descobriu que, em estirpes de Bacillus thuringiensis a atividade de
celulase foi aumentada por Mn*2. Jonvesly e Naik (2001) observaram que a protease
produzida por Bacillus sp. JB-99 foi estimulada na presenca de Ca*?, Mn*? e Mg*2.
Proteases de Bacillus brevis também foram estimuladas por acetato de calcio, CaCl;
e MnSO4. Além disso, estes autores verificaram que estes ions foram essenciais
para o crescimento do microrganismo.

Considerando que as celulases de Bacillus sp. SMIA-2 ndo sé apresentaram
boa compatibilidade com os ions metalicos Bario e Cobalto, mas também
aumentaram suas atividades na presenca destes ions, a estabilidade da avicelase e
da CMCase foi estudada, incubando as mesmas na presenca destes ions por até

240 minutos na Tabela 7.



33

A avicelase aumentou sua atividade em 21,4% e 33,9%, quando incubada por
120 minutos na presenga dos ions Bario e Cobalto, respectivamente. Além disso, a
CMCase também apresentou um aumento na sua atividade de 29,8% e 12,8%
guando incubada por 120 minutos na presenca dos ions Béario e Cobalto,
respectivamente.

De acordo com Tomazic (1991), a estabilizacdo de algumas enzimas pode ser
induzida por aditivos ndo proteicos, principalmente ions bivalentes como Ba*?, Co*2.
Esses ions, usados em baixas concentracdes, podem estabilizar a estrutura terciaria
da proteina promovendo a formacao de ligacdes cruzadas, que conferem a ela uma

maior estabilidade.

Tabela 7 - Atividade relativa da avicelase e da carboximetilcelulase presentes no
extrato bruto de culturas de Bacillus sp. SMIA-2 na presenca de Bario (Ba*?) e
Cobalto (Co*?) (100% de atividade da avicelase = 1,12 U/mL e 100% de atividade da
CMCase = 0,47 U/mL).

Bario (Ba*?) Cobalto (Co*?)

'I'(?nr?rﬁ))o Avicelase (%) CMCase (%) Avicelase (%) CMCase (%)

Controle  100,0°+0,0008 100,0°+0,0008 100,0°+0,0008 100,0 "+ 0,0008
15 121,4#+0,0031 129,82+0,0007 133,92+0,0026 112,82*0,0007
30 121,4#+0,0033 129,82+0,0021 133,92+0,0037 112,82%0,0021
45 121,42+0,0037 129,82+0,0007 133,92+0,0026 112,82*0,0007
60 121,4#+0,0037 129,82+0,0007 133,92+0,0026 112,82*0,0007
120 121,42+0,0021 129,82+0,0007 133,92+0,0026 112,82*0,0007
240 69,6 ¢ £ 0,0038 83,0 ¢+ 0,0007 68,8 ¢ £ 0,0026 76,6 ¢+ 0,0007

IMédias com letras iguais na mesma coluna nio diferem significativamente a p < 0,05, segundo o

teste de Tukey.

5.5. Influéncia da protease comercial na estabilidade das celulases

A atividade da avicelase e da CMCase na presenca de proteases comerciais
estd apresentada na Tabela 8. De acordo com os resultados encontrados, néo
houve diferenca significativa (p<0,05) da atividade das enzimas quando incubadas
na presenca da protease por até 120 minutos, indicando que esta enzima nao foi

capaz de degradar as celulases produzidas pelo Bacillus sp. SMIA-2. Portanto, as
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celulases mostraram boa estabilidade quando submetidas a acdo da protease

comercial por até 120 minutos.

Tabela 8 - Atividade relativa da avicelase e da carboximetilcelulase presentes no
extrato bruto de culturas de Bacillus sp. SMIA-2 na presenca de Protease Comercial.
(100% de atividade da avicelase = 1,11 U/mL e 100% de atividade da CMCase =
0,46 U/mL).

Avicelase (%) CMCase (%)

Tempo (minutos)

0 100,0 # £ 0,0009 100,0 # £ 0,0009
15 100,0 # £ 0,0019 100,0 # £ 0,0029
30 100,0 # £ 0,0019 98,7 £ 0,0007
45 100,0 # £ 0,0019 98,7 2+ 0,0007
60 100,02 £ 0,0019 98,7 £ 0,0007
120 100,0 # £ 0,0019 98,7 2+ 0,0007
240 66,6 ° + 0,0019 58,7 © + 0,0007

IMédias com letras iguais na mesma coluna néo diferem significativamente
a p < 0,05, segundo o teste de Tukey.

As proteases sdo as principais classes de enzimas utilizadas na formulacao
de detergentes enzimaticos, seguidas das amilases. Ocorre que as proteases tém a
capacidade de degradar a azocaseina e outras proteinas, podendo potencialmente
causar uma diminuicdo na atividade de outras enzimas, que podem estar presentes
na mesma formulacdo. Assim, para que as celulases secretadas por Bacillus sp.
SMIA-2 possam ser empregadas como aditivos de detergentes, as mesmas devem
ser resistentes a digestao por proteases.

De acordo com Caparrds et al. (2012), celulases de espécies de Bacillus
geralmente mostram boa estabilidade com proteases, 0 que € interessante para
aplicacdes em formulacfes de detergentes.

Bacillus sp. SMIA-2 produz proteases (Barbosa et al., 2014) e a-amilases
(Cordeiro et al., 2002; Carvalho et al., 2008b) extracelulares quando cultivado em
diferentes condicfes de cultivo utilizando residuos industriais. De fato, dosagens de
proteases e amilases nos extratos brutos utilizados neste trabalho mostraram a
presenca de proteases (3,04 U/mL) e amilases (0,2928 U/mL), embora suas

atividades tenham sido inferiores as ja relatadas para esse microrganismo. Esses
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resultados eram esperados, uma vez que o meio de cultura utilizado para o
crescimento do microrganismo foi otimizado para a producéo de celulases e nao de
proteases e amilases.

Os extratos brutos utilizados neste trabalho também apresentaram atividades
enzimaticas para outros substratos como mostrado na Tabela 9. Além da avicelase e
da CMCase, os extratos brutos mostraram atividade de xilanase (0,2734 U/mL) e
poligalacturonase (0,2376 U/mL). Segundo Van et al., (2009), diferentes enzimas
sd0 necessarias para a degradacao de substratos complexos presentes na parede
celular de plantas. Alguns organismos expressam enzimas livres, enquanto outros

produzem um grande complexo extracelular multienzimatico.

Tabela 9 - Atividade enzimatica do extrato bruto obtido apos 92 dias de

fermentacéo presente no extrato bruto de culturas de Bacillus sp. SMIA-2.

Enzima U/mL
Avicelase 1,0903 2 + 0,0026
Carboximetilcelulase 0,4702 ° + 0,0009
Amilase 0,2928 ¢ + 0,0014
Xilanase 0,2734 9+ 0,0026
Poligalactorunase 0,2376 ¢+ 0,0019

IMédias com letras iguais na mesma coluna néo diferem significativamente a p < 0,05, segundo o
teste de Tukey.

Conforme ja descrito anteriormente, um meio de cultura complexo foi
utilizado para a obtencdo dos extratos brutos. O meio continha bagaco de cana-de-
acucar como fonte de celulose, farinha da casca de maracuja como cosubstrato e a
agua de maceracao de milho como fonte de nitrogénio. A farinha da casca de
maracuja, além de conter na sua composicao celulose, é rica em pectina (21,5%),
triptofano, acidos graxos e aminoacidos (Guertzenstein e Srur, 2002). A agua de
maceracdo de milho por sua vez é rica em aminoacidos, peptideos, vitaminas,
fosfato e ions metélicos (Rivas et al., 2004). O bagaco de cana contém de 32 a 44%
de celulose, 27 a 32% de hemicelulose, 20 a 24% de lignina e 4,5 a 9,0% de cinzas
(Soccol et al., 2010). Desta forma, considerando a composi¢cao do meio de cultura

utilizado para o crescimento de Bacillus sp. SMIA-2 para a producao de celulases
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percebe-se a importancia da secrecdo do complexo multienzimético para a

degradacéao de todos os nutrientes presentes no meio.

5.6. Microscopia eletronica de varredura em culturas de Bacillus sp. SMIA-2

Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) de culturas de
Bacillus sp. SMIA-2 contendo bagaco de cana, farinha da casca de maracuja e agua
de maceracdo de milho estdo mostradas nas Figuras 3 e 4. Bacillus sp. SMIA-2
aderiu firmemente a ambos, bagaco de cana e farinha da casca de maracuja, que €
uma caracteristica importante no processo de degradacao desses substratos. Além
disso, as imagens forneceram observacfes qualitativas da populacdo de células.
Apesar da dificuldade em diferenciar as células microbianas do bagaco de cana
(Figura 3A e 3B), um substrato insoluvel, o numero de células observadas neste
substrato foi mais baixo comparado com a farinha da casca do maracuja (Figura 4A
e 4B).

Também pode ser observado que a presenca da agua de maceracao de milho
nao alterou visualmente a populacdo de células, tanto quando adicionada ao meio
contendo o bagaco de cana, como ao meio contendo a farinha da casca de
maracuja. Considerando a composicéo similar da farinha da casca de maracuja e da
agua de maceracéao de milho em relacéo a proteinas e minerais, pode-se sugerir que
a adicao da farinha de maracuja ao meio de cultura, por si so, foi suficiente para
fornecer além da fonte de carbono (pectina), quantidades suficientes de fontes de
nitrogénio, capazes de promover o crescimento da bactéria. Mas, estudos devem ser
aprofundados no sentido da retirada da agua de maceracdo de milho do meio de
cultura, como fonte de nitrogénio, para a producdo de celulases. De acordo com
Maurosa et al. (2016), as medidas de crescimento de bactérias em substratos
insolUveis sé@o problematicas por varias razées. Uma delas é que contagens viaveis
em placas de meios de agar sdo complicadas pela tendéncia de células em
decomposicdo aderirem ao seu substrato, frustrando esforcos para diluir com

precisao as culturas.
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Figura 3 - Microscopia eletrénica de varredura (MEV) mostrando células de Bacillus
sp. SMIA-2. (A) Culturas contendo 0,65% (m/v) de bagaco de cana-de-agucar; (B)
Culturas contendo 0,65% m/m de bagaco de cana-de-agucar e 0,65% (m/v) de agua

de maceracéo de milho a 50°C por 72 horas.
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Figura 4 - Microscopia eletrénica de varredura (MEV) mostrando células de Bacillus
sp. SMIA-2. (A) Culturas contendo 0,65% (m/v) de Farinha da casca de maracuja;
(B) Culturas contendo 0,65% (m/m) de farinha da casca de maracuja e 0,65% (m/v))

de &gua de maceracéo de milho a 50°C por 72 horas.
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6. CONCLUSOES

A estabilidade da avicelase e CMCase secretadas por Bacillus sp. SMIA-
2 em culturas submersas contendo o bagaco de cana-de-aclUcar, agua de
maceracdo de milho e farinha da casca de maracuja, em funcdo do tempo de
estocagem a 3°C ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05), o que sugere que
até 154 dias estas enzimas se mantiveram estaveis.

A atividade da avicelase e da CMCase se manteve quando extratos brutos
contendo as enzimas foram incubados na presenca de etilenoglicol (1M), glicerol
(1%) e polietilenoglicol (0,01M) por 1 hora a temperatura ambiente. Porém, apos 3
horas de incubacdo as enzimas apresentaram uma diminuicdo na sua atividade
inicial para todos os aditivos utilizados.

O estudo da compatibilidade e estabilidade das celulases com detergentes
comerciais mostrou que tanto a avicelase quanto a CMCase foram compativeis e
estaveis na presenca dos detergentes Bem-te-vi® e Omo® .

Os ions Cobalto e Bario (1 mM) aumentaram a atividade da avicelase em 40%
e 25%, respectivamente. A atividade da CMCase também aumentou em 13% e 22%
guando a enzima foi incubada na presenca dos ions Cobalto e Bario,
respectivamente. Na presenca do ion Mn*? (1 mM) a CMCase aumentou em torno de
31% sua atividade inicial.

A estabilidade das celulases na presenca de proteases comerciais foi estudada
e foi observado que a avicelase foi estavel na presenca desta enzima. Todavia, a
CMCase apresentou uma pequena diminuicdo na sua atividade quando submetida a
acao da protease comercial.

Além das celulases, o extrato bruto da cultura apresentou atividades de
amilases, xilanases e poligalacturonases, mostrando que estas enzimas sao também
importantes no processo de degradacéo dos subprodutos utilizados como substratos
para a producdo de celulases. As caracteristicas apresentadas pelas celulases de
Bacillus sp. SMIA-2 mostram o potencial de aplicagdo das enzimas em processos
industriais, tais como aditivos em formulacfes de detergentes.

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) mostrou o processo de degradacéo
do bagaco de cana e farinha da casca de maracuja, uma caracteristica importante

de degradacao desses substratos de culturas de Bacillus sp. SMIA-2.
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