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Figura 5. Temperatura 6tima (A) e estabilidade térmica (o) de xilanase
secretada por Anoxybacillus sp. 3M, crescido em meio de cultura
liquido contendo dreche (10 g.L") durante 96 horas (100% de
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Figura 6. Estabilidade a 60 ° C da xilanase secretada por Anoxybacillus

sp. 3M, crescido em meio de cultura liquido contendo dreche (10 g.L™")
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Figura 7. Analise zimograma de atividade de xilanase no sobrenadante da
cultura de Anoxybacillus sp. 3M crescida em: banda 1- Bagaco de

Cana-de-acgucar; banda 2- Dreche cervejeiro, banda 3- farelo de trigo.
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As aliquotas carregadas no gel continham 21 mU de atividade da

xilanase
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RESUMO

LADEIRA, Silvania Alves; DSc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Maio, 2013. APROVEITAMENTO DE RESIDUOS
AGROINDUSTRIAIS PARA A PRODUGCAO DE CELULASES E XILANASES POR
ESPECIES DE Bacillus sp. Orientadora: Prof?: Meire Lelis Leal Martins.

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Estadual do Norte Fluminense (Campos dos Goytacazes-RJ-Brasil)
em parceria com o Laboratério Nacional de Energia e Geologia (Lisboa-Portugal),
com o objetivo de estudar a producéo das enzimas celulases e xilanases por duas
espécies de micro-organismos termofilicos do género Bacillus sp. , utilizando-se
residuos agroindustriais como matéria-prima, e ainda estudar algumas
caracteristicas bioquimicas destas enzimas. Primeiramente foram estudadas
algumas condicdes de pré-tratamento do bagaco de cana-de-acucar com solucéo
de hidréxido de potassio com o intuito de deslignificar o material usando a
abordagem estatistica. As condi¢des estudadas foram concentragao do hidrdoxido
de potassio e o tempo de autoclavagem do bagaco de cana-de-acucar e seus
efeitos sinérgicos. Para isso, foi realizado um planejamento experimental para
duas variaveis de acordo com a distribuicdo uniforme de Doehlert utilizando
variaveis de resposta como concentracdo de celulose, hemicelulose,
polissacarideos totais e lignina. De acordo com a condicao de pré-tratamento com
KOH, foi possivel observar variagcbes nos teores dos componentes (celulose,
hemicelulose, polissacarideos totais e lignina) nos bagacos de cana pré-tratados.

Dentre os fatores que foram avaliados no pré-tratamento, a variavel que mais

XVi



influenciou no teor de celulose, polissacarideos e lignina foi a concentracdo do
alcali. Mantendo-se um tempo de extracdo constante de 35 minutos, as
concentragdes de KOH entre 5 e 10% produziram as mais elevadas taxas de
extracdo da lignina. As eletromicrografias de varredura do bagaco de cana pré-
tratado com solucdo de KOH 10% por 35 minutos mostraram a alteracdo da
estrutura do material, com o aparecimento de estruturas desfeitas, que podem ser
atribuidas ao tratamento aplicado no bagaco de cana. Posteriormente, a cepa
termofilica brasileira de Bacillus sp. SMIA-2 foi estudada quanto a producao de
celulases e xilanases, e viu-se que esta cepa produziu bons niveis de avicelase,
CMCase e xilanase em fermentacdo submersa, utilizando bagaco de cana-de-
acucar e agua de maceracdo de milho como substratos de baixo custo. A
producdo das enzimas comecou na fase de crescimento exponencial, atingindo
um maximo a 72 h para a xilanase, 120 h para a avicelase e a 168 h no caso da
CMCase. Os estudos de caracterizagdo indicaram que os valores de pH 6timo
foram de 8,5; 7,5 e 7,5 para a avicelase em extrato bruto, precipitada e dialisada,
respectivamente; para a CMCase os valores de pH 6timo foram de 9,0, 8,0 e 8,0
para a CMCase em extrato bruto, precipitado e dialisado, respectivamente; e para
a xilanase foram de 7,5; 7,0 e 7,0 para a enzima em extrato bruto, precipitada e
dialisada, respectivamente. A temperatura para uma atividade o6tima das trés
enzimas foi de 70°C nos trés estados. Os resultados mostraram também que as
enzimas permaneceram 100% estaveeis a 60°C durante 3 horas e que foram
estimuladas por Mn?* e Co®*. O estudo da producédo da enzima xilanase pela cepa
portuguesa Anoxybacillus sp. 3M mostrou que a estirpe foi capaz de produzir altos
niveis de xilanase extracelular em fermentagdo submersa utilizando subprodutos
agroindustriais (Dreche cervejeiro, farelo de trigo, bagaco de cana-de-acucar,
sabugo de milho e tupinambo) como substrato. Embora a melhor produgdo de
xilanase (1,35 U.ml™") tenha sido obtida em meio de crescimento contendo dreche
cervejeiro 1% (m/v), a atividade xilanolitica também foi observada quando o farelo
de trigo (1,32U.ml™"), bagaco de cana-de-agticar (0,80 U.ml™), tupinambo (0,32
U.ml™"), sabugo de milho (0,30 U.ml") e xilana industrial (0,21U.ml"") foram
utilizados como substratos. A xilanase de Bacillus sp. 3M foi caracterizada em
termos de perfil de temperatura e pH. A melhor atividade da enzima foi observada
na temperatura de 60 °C e no pH de 5,3. A enzima manteve 100% da sua
atividade original depois de 96 h a 60°C e pH 7,0. Andlise de zimograma do
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sobrenadante das culturas revelou a presenca de uma enzima de peso molecular
420 KDa em todos os experimentos. As enzimas extracelulares secretadas
podem ser consideradas como biocatalisadores termo-tolerantes, apresentando,
assim, propriedades que atendem aquelas frequentemente necessarias em

ambiente industrial.
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ABSTRACT

LADEIRA, Silvania Alves; DSc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. May, 2013. UTILIZATION OF AGROINDUSTRIAL WASTE FOR
THE PRODUCTION OF CELLULASES AND XYLANASES FOR SPECIES OF
Bacillus sp. Orientadora: Prof?: Meire Lelis Leal Martins.

The present work was carried out at the Laboratério de Tecnologia de Alimentos
of the Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (Campos dos
Goytacazes-Brazil) in partnership with the Laboratério Nacional de Energia e
Geologia (Lisbon-Portugal), in order to study the production of xylanase and
cellulase enzymes by two species of thermophilic microrganisms of the gender
Bacillus sp. , using agroindustrial waste as a raw material, and further study some
biochemical characteristics of these enzymes. First some conditions were studied
to pre-treatment of sugarcane bagasse with a solution of potassium hydroxide in
order to delignify the material using the statistical approach. The conditions
studied were the concentration of potassium hydroxide and esterilization time
sugarcane bagasse and their synergistic effects. For this, we conducted an
experimental design for two variables according to the uniform distribution of
Doehlert using response as the concentration of cellulose, hemicellulose, lignin
and total polysaccharides. Under the condition that pre-treatment with KOH, we
observed variations in the contents of components (cellulose, hemicellulose, and
lignin polissacariedeos total) in the bagasse pretreated. Among the factors that
were assessed at pre-treatment, the variable that most influenced the content of

cellulose, lignin and polysaccharides was the concentration of alkali. Maintaining a
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constant extraction time of 35 minutes, the KOH concentrations between 5 and
10% produced the highest rates of lignin extraction. The scanning electron
micrographs of sugar cane bagasse pre-treated with 10% KOH solution for 35
minutes showed a change in the structure of the material, with the appearance of
loose and broken structures, which can be attributed to the treatment in sugar
cane bagasse. Subsequently, the Brazilian thermophilic strain of Bacillus sp.
SMIA-2 was studied for the production of cellulases and xylanases, and saw that
this strain produced good levels of avicelase, CMCase and xylanase in submerged
fermentation using sugarcane bagasse and corn steep liquor as low cost
substrates. The production of enzyme began at exponential growth phase,
reaching a maximum at 72 h of xylanase, 120 h to avicelase and 168 h in the case
of CMCase. The characterization studies indicated that the optimum pH values
were 8.5, 7.5 and 7.5 for avicelase in crude extract, precipitated and dialyzed,
respectively, for CMCase optimum pH values were 9.0 and 8.0 for CMCase in
crude extract and precipitate / dialysate, respectively, and for the xylanase were
7.5, 7.0 and 7.0 for the enzyme in crude extract, precipitated and dialyzed,
respectively. The optimum temperature for activity of the three enzymes was 70 °
C in the three states. The results also showed that the enzyme remained 100%
stable at 60 ° C for 3 hours and were stimulated by Mn?* and Co?*. The latter was
xylanase enzyme production by the Portuguese strain Anoxybacillus sp. 3M. This
bacterial strain was able to produce high levels of extracellular xylanase in
submerged fermentation using agroindustrial by products (Brewer’s spent grain,
wheat bran, sugar cane bagasse, corn cob and Jerusalem artichoke) as substrate.
Although the best xylanase production (1.35 U.ml”") was obtained in growth
medium containing Brewer’s spent grain 1% (w / v), the xylanolytic activity was
also observed when wheat bran (1.32 U.ml "), sugar cane bagasse (0.80 U.ml™),
Jerusalem artichoke (0.32 U.ml™), corn cob (0.30 U.mlI™") and xylan industrial (0.21
U.mlI") were used as substrates. The xylanase of Anoxybacillus sp. 3M was
characterized in terms of pH and temperature profile. The best enzyme activity
was observed at a temperature of 60 ° C and pH 5.3. The enzyme retained 100%
of its original activity after 96 h at 60 ° C and pH 7.0. Zymogram analysis of culture
supernatants revealed the presence of an enzyme of molecular weight 420 kDa.
Thus, the secreted extracellular enzymes as biocatalysts may be considered
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thermo-tolerant, showing thus that meet those properties often necessary in

industrial environments.
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1. INTRODUCAO

As matérias-primas lignocelulésicas sdo as fontes renovaveis mais
abundantemente  encontradas na  natureza, sendo compreendidas,
majoritariamente, pelos materiais agroindustriais, pelos residuos urbanos e pelas
madeiras de angiospermas e gimnospermas. Dentre essas, 0s materiais
agroindustriais se destacam pelo carater de residuo, conferido por sua obtencao
apos o processamento de matérias-primas que apresentam maior valor agregado
(Aguiar e Ferraz, 2011).

O Brasil possui uma vocacéao natural para biotecnologia, particularmente no
setor industrial, considerando sua alta capacidade de geracdo de residuos
agroindustriais, sendo predominante entre eles o bagaco de cana-de-agucar. No
ano de 2010, o Brasil processou 719,1 milhdes de toneladas de cana-de-acucar,
sendo 625 milhdes de toneladas para a produgédo de acucar e etanol de primeira
geracao, e o restante para cachaca e rapadura (doce tradicional do Brasil),
produzindo cerca de 200 milhdes de toneladas de bagaco de cana (Hofsetz e
Silva, 2012). Este bagaco é por vezes utilizado para a geracao de eletricidade por
combustdo ou como ragdo animal. No entanto, ainda ha um grande excedente
gue, na maioria dos casos, continua a ser armazenado no campo ou em fabricas,
e sua degradacao pode representar um problema ambiental (Cardona et al.,
2010).

As biomassas lignoceluldsicas sao constituidas por trés principais fragcdes

poliméricas: lignina, hemicelulose e celulose, que sao unidas entre si por ligagdes



covalentes, formando uma rede complexa resistente a ataques microbianos.
Essas fragcdes majoritarias sdo responsaveis por 97-99% de toda massa seca
destes materiais (Castro e Pereira Jr, 2010).

Os polimeros de carboidratos (celulose e hemicelulose) que compoem 75%
do material lignocelulésico sdo potenciais fontes para producdo de glicose,
biocombustiveis, biofertilizantes entre outros produtos de alto valor agregado (Liu
et al., 2006). Esta producédo ocorre pela hidrolise deste material que pode ser
realizada por meio de processos quimicos, geralmente mais poluentes e de maior
custo de realizacao, ou por hidrélise enzimatica.

A biodegradacdo ou bioconversdo da celulose e da hemicelulose em
acucares monomeéricos é conduzida por agdes conjuntas de enzimas, sendo as
principais delas as celulases e xilanases (Liu et al., 2006).

Celulases sdo enzimas capazes de atuar sobre materiais celulésicos,
promovendo sua hidrélise. Estas enzimas sdo biocatalisadores altamente
especificos que atuam em sinergia para a liberacdo de acucares, dos quais
glicose é o que desperta maior interesse industrial, devido a possibilidade de sua
conversao em produtos de maior valor agregado (Castro e Pereira Jr., 2010).

A hemicelulose € composta por polimeros de xilose (xilanas), e de
arabinose (arabanas) com pequena quantidade de outras pentoses ou hexoses,
que sao encontradas em plantas superiores. As hemicelulases facilitam a hidrélise
da celulose, expondo suas fibras e tornando-as mais acessiveis. A maioria dos
estudos sobre hemicelulases tem se centrado até agora na hidrélise de xilana. As
hemicelulases de micro-organismos e algumas plantas superiores hidrolisam as
xilanas, arabanas e arabinoxilanas a xilose, arabinose e oligossacarideos de
baixa massa molecular (Peixoto, 2006).

A producdo de celulases em escala industrial comegou em meados da
década de 80, visando sua aplicacdo como um aditivo para racao animal. Mais
tarde essas enzimas comecgaram a ser utilizadas como insumo para a industria de
alimentos, onde foi utilizada na industria da panificacdo com o objetivo de
melhorar propriedades sensoriais de massas, no processamento de bebidas,
promovendo a clarificacdo de sucos de frutas e vinhos e a manutencdo de uma
reologia estavel do produto final. Posteriormente, as enzimas celuloliticas

comecaram a ser utilizadas em larga escala na industria téxtil, nos processos de



biopolimento e bioestonagem; na industria de polpa e papel e em lavanderias
(Castro e Pereira Jr., 2010).

Ja na década de 90, as celulases e as hemicelulases, representavam mais
de 20% do mercado mundial de enzimas. No que tange ao cenario nacional, em
2008, apenas considerando-se importacbes e exportacbes brasileiras, as
celulases movimentaram um montante de 1,35 milhdes de dblares americanos
(Castro e Pereira Jr., 2010). Entretanto, o uso destas enzimas tem como entrave
o custo de producdo, que pode ser superado utilizando organismos
geneticamente modificados (bactérias, leveduras e plantas) na producdo das
enzimas e a necessidade de produzir enzimas mais eficientes (Sun e Cheng,
2002). A expectativa € de que o mercado de celulases seja superior a 400
milhdes de dolares no ano de 2014 com a possivel utilizacdo destas enzimas na
hidrélise de palha de milho nos Estados Unidos da América para a producao de
etanol de biomassa (Bon et al., 2008).

A procura por novas cepas de micro-organismos produtores de enzimas
lignoceluloliticas com melhores caracteristicas fisiologicas em relacdo a
temperatura, ao pH, a maior variedade de fermentacao do substrato, a resisténcia
e adaptabilidade a toxicidade de substratos de baixo custo ainda € necesséria,
tendo em conta a grande biodiversidade existente (Girio et al., 2010).

Sendo assim, o estudo de novas linhagens de micro-organismos e fontes
de carbono alternativas para fermentacao, como os residuos agroindustriais, pode
levar a uma producdo de enzimas mais eficaz e com menores custos. Dentro
deste contexto, este trabalho teve como enfoque principal, estudar a producéo
das enzimas celulases e xilanases pelos micro-organismos termofilicos Bacillus
sp. SMIA-2 e Anoxybacillus sp. 3M em fermentagdo submersa utilizando como

substrato residuos agroindustriais.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar a producdo de celulases e xilanases pelos micro-organismos
termofilicos Anoxybacillus sp. 3M e Bacillus sp. SMIA-2, através de fermentacao
submersa utilizando como substratos residuos agroindustriais, bem como a

caracterizacao bioquimica destas enzimas.

2.2. Objetivos Especificos

e Otimizar um processo de pré-tratamento alcalino para deslignificacao de
bagaco de cana-de-agucar;

e Avaliar o perfil do crescimento e da atividade das celulases e xilanases de
Bacillus sp. SMIA-2 utilizando como substrato o bagaco de cana-de-acucar;

e Avaliar o crescimento microbiano e a atividade das celulases e xilanases
secretadas por Bacillus sp. SMIA-2 utilizando o bagago de cana submetido
a diferentes tratamentos;

e Fazer a caracterizacado bioguimica das enzimas produzidas por Bacillus sp.
SMIA-2 em seu estado bruto e parcialmente purificadas;

e Avaliar a eficacia das enzimas produzidas em hidrolisar o bagaco de cana-

de-acucar.



e Avaliar o crescimento microbiano e a atividade da xilanase secretada por
Anoxybacillus sp. 3M utilizando residuos agroindustriais e xilana comercial
como substrato para a fermentacéo;

e Avaliar o perfil do crescimento e da atividade de xilanase de Anoxybacillus
sp. 3M utilizando dreche cervejeira como substrato para fermentacgao;

e Fazer a caracterizacédo bioquimica da xilanase produzida por Anoxybacillus
sp. 3M.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Caracteristicas estruturais de biomassa lignoceluldsica

A biomassa lignocelulésica constitui a maior fonte natural de carboidratos
do mundo, representa mais de 90% do peso seco de uma célula vegetal e é
constituida por trés principais fragcdes poliméricas: lignina, hemicelulose e
celulose, que estdo unidas fortemente entre si por forcas ndo covalentes e
ligacOes covalentes (Bon et al.,2008).

As paredes das células das plantas sdo compostas por diferentes
camadas, que diferem umas das outras quanto a estrutura e a composicao
quimica. Internamente, as fibrilas da fracdo celulésica encontram-se dispostas
como espirais, de forma a conferir forga e flexibilidade ao material. Esta fracéo
encontra-se envolvida pela lignina, polimero aromatico heterogéneo formado por
ligacOes éter biologicamente estaveis, cuja fungdo € aumentar a resisténcia da
estrutura a ataques quimicos e enzimaticos. A terceira e ultima fragdo principal, a
hemicelulose, atua como um elo quimico entre a celulose e a lignina, como
mostra a Figura 1. Estas caracteristicas resultam em materiais flexiveis, porém

altamente resistentes a espécies quimicas (Castro e Pereira Jr, 2010).
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Figura 1. Modelo da parede celular elucidando o complexo lignocelulolitico (Fonte:
Sticklen, 2008).

A composi¢do quimica da biomassa lignocelulésica, geralmente contém 35-
50% de celulose, seguido de 20-35% de hemicelulose, 10-25% de lignina e uma
pequena quantidade de cinzas. Esta composicao varia em funcdo do tipo de
biomassa, conforme mostrado na Tabela 1. Mesmo presente em quantidades
menores em relagao a fragao celulésica, a lignina confere limitagao suficiente para
retardar, ou mesmo impedir completamente, a atuagdo microbiana sobre o

material (Santos et al.,2012).



Tabela 1. Composi¢ao quimica de biomassas lignocelulésicas (Fonte: Santos
et al., 2012)

Biomassa % Celulose % Hemicelulose % Lignina
Lignocelulésica
Palha de cana 40-44 30-32 22-25
Bagaco de cana 32-48 19-24 23-32
Madeira dura 43-47 25-35 16-24
Madeira mole 40-44 25-29 25-31
Talo de milho 35 25 35
Espiga de milho 45 35 15
Algodao 95 2 0,3
Palha de trigo 30 50 15
Sisal 73,1 14,2 11
Palha de arroz 43,3 26,4 16,3
Forragem de milho 38-40 28 7-21
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45
Fibra de bananeira 60-65 6-8 5-10
Palha de cevada 31-45 27-38 14-19

O Brasil possui vocacdo natural para geracdo de matérias-primas
lignocelulésicas, como pode ser visto na Figura 2, que apresenta séries histéricas
de geracdo destes materiais no Brasil, com as massas representadas em base
umida. O bagago de cana-de-agucar, dentre as biomassas consideradas, é a
predominante, com uma geracdo em 2007 de 147 milhées de toneladas.
Igualmente, €é notdéria a quantidade gerada das demais biomassas
lignocelulésicas. No ano de 2007, os materiais apresentados na Figura 2
somaram uma massa gerada no Brasil de 606 milhdes de toneladas, das quais
cerca de 105 milhdes de toneladas correspondem a fracao celulésica (Castro e
Pereira Jr, 2010).
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Figura 2. Série histérica de geracao de residuos lignocelulésicos no Brasil (Fonte:
Castro e Pereira Jr, 2010).

Além de outros residuos agroindustriais que nao estdo apresentados na
figura 2, como é o caso do bagago de malte, mais conhecido como dreche
cervejeiro. E um residuo resultante do processo inicial da fabricacdo de cervejas,
e provém do processo de obtencdo do mosto, pela fervura do malte moido e dos
adjuntos, que apés filtracao, resulta em um residuo muito utilizado na alimentacao
animal (Lima, 2001). Constituido basicamente pelas cascas da cevada malteada,
€ o principal subproduto da industria cervejeira e se encontra disponivel o ano
todo, em grandes quantidades e baixo custo (Aliyu e Muntari, 2011).

O bagaco de malte é quantitativamente o principal subproduto do processo
cervejeiro, gerando de 14 a 20 Kg a cada 100 litros de cerveja produzida (Santos
et al., 2005). A grande producao anual de cerveja no Brasil, 12,6 bilhées de litros
no ano de 2010 (Sindicerv), demonstra a enorme quantidade deste subproduto

gerado. Este subproduto é um material lignocelulésico com uma composicao
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quimica média de 30% de hemicelulose, 20% de celulose, 10% de lignina e 20%
de proteinas (Aliyu e Muntari, 2011).

Uma grande variedade de fungos e bactérias consegue degradar o material
lignocelulésico usando enzimas hidroliticas e oxidativas (Aguiar e Ferraz, 2011). A
celulose e a hemicelulose podem ser hidrolisadas formando agucares que serao
metabolicamente utilizados por micro-organismos na producdo de varios produtos
como o etanol, butanol, acetona, acidos orgéanicos, glicerol, enzimas, entre outros
(Wyman, 2003).

Porém, a complexa estrutura da parede celular da biomassa lignocelulé-
sica, no geral, é resistente a bioconversao. A utilizagdo da biomassa como fonte
de carboidratos para obtencdo de combustiveis e produtos quimicos de alto
valor agregado tem sido severamente dificultada pela sua recalcitrancia
(Sannigrahi et al., 2010).

3.1.1. Celulose

A celulose € um polimero linear formado por unidades de D-glicose, unidas
por ligacdes glicosidicas B-1,4, formando cadeias longas e paralelas, insoluveis
em agua e possui massa molecular que varia entre 50 mil e 2,5 milhdes de
Dalton, dependendo da sua origem. Esses polimeros de D-glicose, podem ser
representados por uma série de anéis piranosidicos rigidos conectados por um
atomo de oxigénio, que faz ponte entre dois atomos de carbono. A extremidade
da cadeia em que se encontra o residuo de glicose, cujo carbono anomérico nao
esta livre € chamada de extremidade redutora. Ja a outra extremidade é
conhecida como nao redutora (Sandgren et al., 2005). A juncdo de duas
moléculas de glicose forma o dissacarideo celobiose, como mostrado na Figura
3.
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Figura 3. Estrutura da celobiose e da ligagdo B-glicosidica na celulose (Fonte:
Sandgren et al., 2005).

A celulose é o mais abundante componente de biomassa em plantas,
encontrada principalmente na parede celular destas, correspondendo a
aproximadamente 35-50% do peso da planta. Pode ser encontrada na forma pura,
como no algodao, ou mais comumente, associada a lignina e hemicelulose na
parede celular (Castro e Pereira Jr., 2010; Aguiar e Ferraz, 2011).

As moléculas de celulose tém forte tendéncia para formar ligagdes de
hidrogénio inter e intramoleculares, na qual se estabelecem multiplas ligacées de
hidrogénio entre os grupos hidroxilas das distintas cadeias justapostas de glicose,
fazendo-as impenetraveis a agua e, portanto, insoluveis, originando fibras
compactas e que constituem a parede celular dos vegetais (Ogeda e Petri, 2010).

Os grupos hidroxilas (OH) sdo os responsaveis pelo comportamento fisico
e quimico da celulose. Em fungcao de seu posicionamento na unidade glicosidica,
sdo capazes de formar dois tipos de ligacdes de hidrogénio: ligacdes de
hidrogénio entre os grupos OH de unidades adjacentes da mesma molécula de
celulose (intramoleculares) e ligacoes entre grupos OH de moléculas adjacentes
de celulose (intermoleculares), como mostrado na Figura 4 (Radford et al., 1996).
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Figura 4. Estrutura cristalina da celulose. Representacdo das ligagcdes de
hidrogénio entre cadeias (inter) e entre residuos de glicose da mesma cadeia
(intra) (Fonte: Radford et al. 1996).

Cada uma das fibrilas que compde a estrutura da celulose é formada pela
agregacao de cerca de 250 microfibrilas, sendo que cada uma delas é formada
por um pequeno numero de feixes de molécula de celulose (fibrilas elementares),
que por sua vez é formada por mais de mil unidades de glicose, as quais se
interligam por ligagées de hidrogénio. Em alguns pontos das fibrilas elementares,
as moléculas de celulose estdao dispostas de maneira desordenada (regides
amorfas), em outros elas se dispdem ordenadamente, formando as micelas de
estrutura cristalina, como mostrado na Figura 5. Entre as fibrilas, microfibrilas e
fibrilas elementares, se encontram os outros componentes da parede celular

como a hemicelulose e a lignina (Menezes, 2007).
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Figura 5. Representacdo das regibes amorfa e cristalina da fibra de celulose
(Fonte: Siqueira, 2006).

A celulose possui polimorfismo, ou seja, dependendo da origem ou das
condigbes de isolamento ou conversdo, a molécula pode adquirir uma
conformagéo de cristais reticulados. A resisténcia da celulose a processos de
hidrélise é devida muito mais a sua estrutura cristalina do que a existéncia de
ligac6es glicosidicas do tipo B-1,4. As ligagdes de hidrogénio conferem as cadeias
de celulose uma estrutura altamente ordenada e rigida. As regides menos
ordenadas sdao mais sensiveis a hidrélise, formando microcristais (Lynd et
al.,2002).

A molécula de celulose é insoluvel em agua ou &cidos diluidos. Em
solugcbes de acidos concentrados, a celulose pode sofrer severa degradacéo,
enquanto que solugdes causticas causam extensivo crescimento e dissolugao da
porcao de baixa massa molecular, que sao as ligninas (Peixoto, 2006).

3.1.2. Hemicelulose

As hemiceluloses compreendem um grupo heterogéneo de polissacarideos

ramificados, que se ligam, firmemente entre si e a superficie das microfibrilas de
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celulose, cobrindo-as e mantendo ligagdes cruzadas, via ligacées de hidrogénio,
em uma rede complexa. Quimicamente, as hemiceluloses sdo compostas de uma
série de heteropolissacarideos, nao-amilaceos e nao-celulésicos, formados por
varios residuos de pentoses (D-xilose, L-arabinose), hexoses (D-manose, D-
glicose e D-galactose) e por seus acidos urénicos (Chandel et al., 2007; Girio et al.,
2010). Os monossacarideos estao ligados entre si por ligacoes glicosidicas B-1,4,
formando uma estrutura principal composta por um tipo especifico de residuo, a partir
do qual surgem ramificacoes laterais de cadeias curtas de outros acglcares. Sua
estrutura de ramificagcdes e cadeias laterais interage facilmente com a celulose
dando estabilidade e flexibilidade ao agregado (Ramos, 2003; Santos et al.,
2012). De acordo com os seus monémeros, as hemiceluloses podem ser
classificadas como xilanas, mananas, arabinoxilanas, arabinogalactanas e
arabinanas (Ogeda e Petri, 2010).

As hemiceluloses estdo presentes em todas as camadas da parede celular
das plantas e concentram-se, principalmente, nas camadas primarias e
secundarias, onde estao intimamente associadas a celulose e lignina. Em madeiras
duras e em uma série de residuos agroindustriais, 0 componente hemiceluldsico
apresenta alto conteudo de xilanas (Menezes, 2007).

Nos polimeros ou heteropolimeros formados de galactose, manose, xilose,
e arabinose, as xiloglicanas (compostas de moléculas de glicose unidas por
ligacbes glicosidicas B-1,4 e ramificagcbes de xilose em ligagcdes a-1,6) e as
xilanas (compostas de cadeias de xilose com ligagcbes 3-1,4) sdo os constituintes
predominantes nas paredes primarias e secundarias da parede celular,
respectivamente, sendo que as xilanas sdo as formas mais comuns de
hemiceluloses (Girio et al.,2010).

A hemicelulose possui certa similaridade com a celulose, porém é
constituida de unidades de pentoses (xilanas) ou unidades alternadas de
manoses e glicoses ou unidades de galactoses. Além disso, todas as
hemiceluloses possuem cadeias laterais constituidas de acido acético, pentoses,
acidos hexurénicos e deoxihexoses que sdo responsaveis pela solubilidade da
hemicelulose em 4gua e em alcalis (Menezes, 2007).

As cadeias da hemicelulose podem ser constituidas por apenas uma
unidade monossacaridica, como é o caso das xilanas, ou por duas ou mais

unidades, como no caso das glucoxilanas, xiloglucanas ou arabinoxilanas (Ogeda e
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Petri, 2010). A natureza quimica das hemiceluloses varia, nas plantas, em relacao
ao tipo de tecido vegetal e a espécie a que pertencem. Em geral, as hemiceluloses
participam nas madeiras em 20 a 30% da composicao total, enquanto que, nas
gramineas, estes valores podem chegar a 50% (Ebringerova et al, 2005;
Fasanella, 2008).

A hemicelulose de natureza heteropolissacaridea, pode ser extraida quase
que integralmente do complexo lignocelulésico, por processos que utilizam
tratamento térmico na presenca de &cido inorganico como catalisador em
pequenas concentracbes. Este processo pode ser seguido ou ndo de rapida
descompressao e deste modo desarranjando a estrutura fisica do material e
facilitando a extracdo de um licor, composto principalmente de xilose com
pequeno grau de polimerizagao, e, portanto, de facil hidrélise (Betancur e Pereira
Jr., 2010).

A tabela 2 resume as principais caracteristicas da hemicelulose e celulose,
componentes de biomassa lignoceluldsica. O entendimento destas caracteristicas
€ de importancia fundamental para a definicado das estratégias de aproveitamento
dessas biomassas como matérias-primas para a produgcdo de enzimas ou outras

substancias quimicas.

Tabela 2. Diferencas entre celulose e hemicelulose (Fonte: Bon et al.,2008)

Celulose Hemicelulose
Consiste em unidades de glicose Consiste em varias unidades de
ligadas entre si pentoses e hexoses ligadas entre si
Alto grau de polimerizacao (1000 a Baixo grau de polimerizagédo (50 a 300
15000 mondémeros) mondémeros)
Forma arranjo fibroso N&o forma arranjo fibroso

Apresenta regides cristalinas e amorfas | Apresenta somente regides amorfas

E degradada lentamente por acido E degradada rapidamente por acido
inorganico diluido a quente inorganico diluido a quente

E insollvel em alcalis E solUvel em alcalis
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3.1.3. Lignina

A lignina é um constituinte da parede celular de todas as plantas
vasculares. E uma macromolécula de alto peso molecular e de estrutura irregular
constituida de unidades de fenilpropano. A lignina apresenta uma conformacao
tridimensional e amorfa, mais hidrofébica que a celulose e a hemicelulose. E um
dos biopolimeros mais abundantes na biosfera, constituindo uma parte consideravel
do carbono fixado por fotossintese. Devido a estreita associacdo entre celulose,
hemicelulose e lignina, esses compostos ndo estao uniformemente distribuidos
na parede celular das plantas. A parede secundaria contém alta quantidade de
celulose, enquanto a lamela média possui maior quantidade de lignina.
Entretanto, todos estes trés compostos podem ser encontrados em todas as
camadas da parede celular vegetal, sendo que a lignina representa de 20 a 30% do
total dos materiais lignocelulésicos (Azevedo, 2004).

As funcgbes biolégicas da lignina sado fornecer suporte estrutural a parede
secundaria de plantas vasculares, tornar a parede celular vegetal hidrofébica,
permitindo assim o desenvolvimento eficiente dos tecidos para transporte de agua
em plantas vasculares e conferir resisténcia contra ataques microbianos (Fasanella,
2008).

A lignina representa um dos maiores estoques de carbono da natureza e é,
ainda, o maior deposito natural de estruturas quimicas aromaticas, constituindo-se
em uma fonte potencial de valiosos insumos para a industria quimica. Apresenta
estrutura ndo uniforme, altamente complexa, com massa molecular extremamente
elevada. A lignina é uma macromolécula tridimensional formada pela uniao
covalente de trés tipos de mondémeros: alcool cumarico, alcool coniferilico e alcool
sinapilico. A distribuicdo e proporcdo destes monémeros obedecem a origem
filogénica de cada vegetal. Estas ligacdes do tipo éter resistem a varios agentes
hidroliticos e diversos sistemas enzimaticos degradativos. A quantidade relativa
de cada mondmero difere significativamente, dependendo da origem da lignina
(angiospermas ou gimnospermas) (Fukushima e Hatfield, 2003; Ziegler et al.,
2004).

Existe uma grande variagdo na composicdo monomeérica de ligninas de
diferentes espécies, 6rgaos, tecidos e até mesmo de fragcdes da parede celular
(Bon et al.,2008; Santos et al., 2012).
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Figura 6. Segmento de um polimero de lignina (Fonte: Menezes, 2007).

3.2. Degradacao de biomassa lignoceluldsica por enzimas

3.2.1. Degradacao de celulose

Celulases sado enzimas capazes de atuar sobre materiais celulésicos,
promovendo sua hidrélise. Sao biocatalisadores altamente especificos que atuam
em sinergia para a liberacdo de acucares, dos quais a glicose é o que desperta
maior interesse industrial, devido a possibilidade de sua conversao em produtos
com maior valor agregado, dentre eles o etanol (Castro e Pereira Jr., 2010).

As enzimas do complexo celulolitico sdo hidrolases que clivam ligacdes
glicosidicas. Sua classificacdo, de acordo com o local de atuacdo no substrato
celulésico, as divide em trés grandes grupos: endoglucanases, que clivam
ligacdes internas da fibra celuldsica; exoglucanases, que atuam na regido externa
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da celulose; e B-glucosidases, que hidrolisam oligossacarideos soluveis em
glicose (Lee e Moon, 2003; Ogeda e Petri, 2010; Santos et al.,2012).

Endoglucanase, classificada com o EC 3.2.1.4, possui como nome
sistemdtico, 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 responsavel
por iniciar a hidrélise. Tal enzima hidrolisa randomicamente as regides internas da
estrutura amorfa da fibra celuldsica, quebra as ligacoes dentro da cadeia de
celulose, liberando glicose, celobiose e celodextrinas, criando extremidades nao
redutoras para subsequente acédo das exoenzimas. A endoglucanase € a enzima
celulolitica responsavel pela rapida solubilizacdo do polimero celulésico, devido a
sua fragmentacao em oligossacarideos (Tomme et al., 1995; Lynd et al. 2002; Lee
e Moon, 2003; Ogeda e Petri, 2010; Bano et al., 2013).

As exoglucanases, também conhecidas por avicelases, tém maior afinidade
por celulose insolivel ou microcristalina, liberando glicose e principalmente
celobiose como produto. O grupo das exoglucanases é constituido por celobio-
hidrolase (CBH) e glucano-hidrolase (GH). A glucano-hidrolase (EC 3.2.1.74), cujo
nome sistematico é 1,4-B-D-glucana-glucano-hidrolase, é pouco reportada, mas
possui estratégia de hidrélise da fibra celulésica de elevada importancia, pois é
capaz de liberar glicose diretamente do polimero (Castro e Pereira Jr., 2010). Ja a
celobio-hidrolase (EC 3.2.1.91) possui o nome sistematico 1,4-B-D-glucana-
celobio-hidrolase e hidrolisa os terminais redutores e ndo redutores da molécula.
Essas enzimas geralmente sofrem inibicado pelo seu produto de hidrélise (Lynd et
al. 2002; Lee e Moon, 2003; Ogeda e Petri, 2010).

O terceiro e ultimo grande grupo de enzimas do complexo celulolitico
engloba a B-glucosidase, ou B-glucosideo gluco-hidrolase (EC 3.2.1.21), que é
seu nome sistematico. A B-glucosidase tem a propriedade de hidrolisar celobiose
e oligossacarideos sollveis em glicose (Castro e Pereira Jr., 2010). Assim como a
celobio-hidrolase, sofre inibicdo por seu produto de hidrélise (Lynd et al., 2002;
Lee e Moon, 2003; Ogeda e Petri, 2010).

Quando atuam conjuntamente, as enzimas do complexo celulolitico
apresentam um rendimento melhor do que a soma dos rendimentos individuais,

ou seja, quando atuam isoladamente umas das outras. Esse efeito € conhecido
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como sinergia. A Figura 7 ilustra a acao sinérgica entre exoglucanases, endoglu-

canase e B-glicosidase na hidrélise da fibra celulésica (Lynd et al., 2002).
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Figura 7. Representagdo esquematica da hidrélise de celulose pelo sistema
celulolitico. O esquema mostra a regido de acdo de cada uma das celulases
(Fonte: Lynd et al., 2002).

A acdo da celulase em determinado substrato  depende,
preponderantemente, da origem do substrato e da sua composi¢cao ou, ainda, de
pré-tratamentos quimicos ou fisicos em agao sinergistica com outras classes de
enzimas como xilanases, pectinases, peroxidases, lactases, fenoloxidases, dentre
outras. Bactérias sdo reconhecidamente produtores de endoglucanases intra e
extracelulares, enquanto fungos produzem endoglucanases predominantemente

extracelulares (Ladisch et al., 1983).
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Na natureza, existe uma grande variedade de micro-organismos que
produzem celulases; apenas alguns sao conhecidos como verdadeiros
celuloliticos, isto é, sdo capazes de degradar a celulose natural. Em condicoes
laboratoriais, algodao e papel de filtro, dentre outros, sdo usados como substratos
indutores para a producdo de exoglucanases e para medir a atividade do
complexo celulolitico (Ruegger et al., 2004).

3.2.2. Degradacao de Hemiceluloses

As propriedades quimicas e estruturais das hemiceluloses podem ser
influenciadas pela presenca de uma grande diversidade de residuos, onde deste
modo, necessitam de uma série de enzimas para a sua degradacdo total. O
sistema enzimatico responsavel pela degradacao total das hemiceluloses é
composto por B-1,4- endoxilanase e B-xilosidase (fazem a hidrélise da xilana); a-
D-glucuronidase (EC 3.2.1.139), que age hidrolisando as ligacdes a-1,2 entre
acido glucurénico e residuos de xilose em glucuroxilana; a-L-arabinofuranosidase
(EC 3.2.1.55) que remove residuos de L-arabinose substituidos nas posigdes 2 e
3 das unidades de xilose; acetilxilana esterase (EC 3.1.1.72) que remove 0 grupo
O-acetil das posicoes 2 e 3 dos residuos de xilose da acetil xilana; acido ferulico e
p-cumarico esterases (EC 3.1.1.73) que clivam na xilana, as ligacoes éster entre
residuos de arabinose e acido ferrdlico ou acido p-cumarico,
respectivamente.Todas essas enzimas agem em conjunto permitindo a conversao
da hemicelulose em seus acucares constituintes (Girio et al, 2010; Sharma e
Arora ,2010).
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Figura 8. Mecanismos de acao das hemicelulases (Fonte: Collins et al.,2005).

As hemicelulases facilitam a hidrélise da celulose, expondo suas fibras e
tornando-as mais acessiveis. A maioria dos estudos sobre hemicelulases tem-se
centrado até agora na hidrélise de xilana.

As xilanases compreendem o grupo de enzimas responsaveis pela
hidrélise da xilana. As principais enzimas envolvidas nesta hidrolise sdo 3-1,4-
endoxilanase e a B-D-xilosidase (Girio et al, 2010, Nawel et al.,2011).

A enzima [B-1,4-endoxilanase (1,4-B-D-xilana-xilohidrolase, E.C. 3.2.1.8)
provoca a quebra das ligacdes glicosidicas do esqueleto heteroxilana resultando
na diminuicdo do grau de polimerizacao do substrato. O ataque ao substrato nao
¢é feito ao acaso e as ligagcdes a serem hidrolisadas dependem da natureza do
substrato como, por exemplo, o0 comprimento e o grau de ramificacdo do
composto e a presenca de substituintes, sendo que o0s principais compostos
formados no inicio da hidrolise da xilana sdo os xilo-oligossacarideos (Vicente,
2002; Girio et al., 2010; Nagar et al.,2011).

As B-xilosidases (B-1,4-D-xilosideo-xilo-hidrolase; EC 3.2.1.37) sao
exoglicosidases que hidrolisam xilo-oligossacarideos e xilobiose, a partir da
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extremidade ndo redutora, liberando residuos xilopiranosil. Esta enzima sozinha
nao hidrolisa a xilana e tem maior afinidade pela xilobiose. Sua afinidade aos xilo-
oligossacarideos é inversamente proporcional ao seu grau de polimerizacao (Girio
et al., 2010).

As xilanases sdo encontradas em bactérias terrestres e marinhas, em
bactérias presentes no sistema digestivo dos ruminantes, dos fungos, das algas
marinhas, dos protozoarios, dos caracois, dos crustaceos, dos insetos e das
sementes de plantas terrestres. No entanto, xilanases comerciais podem ser
obtidas a partir de bactérias, como por exemplo, de Bacillus sp. Pesquisas tém
demonstrado que a biossintese de xilanase é induzida por xilana, xilose, xilobiose
ou ainda varios residuos de [B-D-xilopiranosil adicionados ao meio de cultura
durante o crescimento microbiano, por outro lado, repressao catabodlica por
glicose € um fenbmeno comum observado na biossintese de xilanases (Girio et
al., 2010; Nagar et al.,2011).

A procura por novas cepas de micro-organismos produtores de xilanases
com melhores caracteristicas fisiolégicas em relacao a temperatura, ao pH do
meio, a maior variedade de fermentagdo do substrato, a resisténcia e
adaptabilidade a toxicidade de substratos de baixo custo ainda é necessaria,
tendo em conta a grande biodiversidade existente (Girio et al., 2010; Kumar et al.,
2012).

3.2.3. Biodegradacao de Residuos Agroindustriais

A economia brasileira € uma das mais importantes do mundo, baseada na
agricultura, produzindo e exportando café, cana-de-acucar, soja, mandioca, frutas
entre outros. Entretanto, o acumulo de residuos agroindustriais na natureza
aumenta a cada ano, causando deterioragdo do meio ambiente e perda de
recursos. Esse aumento € uma contribuicao significativa para o problema da
reciclagem e conservacdo da biomassa. Diversos processos sao desenvolvidos
para utilizacdo desses materiais como fonte de carbono em bioprocessos,
transformando-os em compostos quimicos e produtos com alto valor agregado
como alcool, enzimas, proteinas, acidos organicos, aminoacidos, compostos de
aroma, entre outros. A utilizacao destes residuos agroindustriais € uma alternativa
racional para producao de substratos, além de ajudar a solucionar o problema da
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poluicdo ambiental (Pandey et al., 2000; Uenojo e Pastore, 2007; Rezende et al.,
2011; Santos et al.,2012).

Varios residuos agroindustriais sdo usados como fontes alternativas de
substratos para a producdo de enzimas, devido a disponibilidade local e por
representar uma fonte de baixo valor comercial, principalmente quando o objetivo
€ a producao destas enzimas em larga escala (Hernandez et al., 2005). Com o
advento de inovacdes biotecnoldgicas, principalmente na area de tecnologia
enzimatica e processos fermentativos, caminhos novos tém sido abertos para sua
utilizacdo (Pandey et al., 2000; Soccol et al., 2010).

As matérias-primas de origem lignocelulésicas contém de 20 a 60% de
celulose, que pode ser totalmente convertida em glicose, por acdo enzimatica. Em
etapas seguintes, este monossacarideo pode ser utilizado como matéria-prima
para a obtencdo de uma imensa gama de produtos, que abrange desde
biocombustiveis até polimeros, sendo o etanol uma das moléculas de maior
interesse ultimamente (Castro e Perreira Jr., 2010).

O bagaco da cana-de-acucar é resultante do processo de moagem do
colmo extraido para a obtencao do caldo que passa por processos até a obtencéao
de agucar e alcool. Para cada tonelada de cana-de-acucar colhida,
aproximadamente 30% de bagacgo é produzido (Silva, 2007). O bagaco é um
subproduto do qual ficam apenas alguns constituintes do material original e, no
caso da cana-de-acgucar, resta a fibra e alguma quantidade de acucar. A
composig¢ao quimica do bagaco varia de acordo com varios fatores, dentre eles, a
variedade da cana, o tipo de solo de plantio, as técnicas de colheita e de
manuseio (Aguiar Filho, 2008). O bagaco de cana pode conter de 32 a 44% de
celulose, 27 a 32% de hemicelulose, 20 a 24% de lignina e 4,5 a 9,0% de cinzas
(Soccol et al., 2010).

Embora o bagaco possa ser utilizado para geracdo de energia ou como
suplemento animal, ainda ha um grande excedente que pode ser utilizado para
producado de diversos bens da sociedade. Algumas alternativas para sua utilizacao
como matéria-prima sdo a producdo de etanol, papel e celulose, revestimentos
acusticos, madeira prensada, forragem para agricultura, alcool, alcaloides e enzimas
(Carvalho, 2005).
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3.3. Aplicacoes industriais das lignocelulases

A producédo de celulases em escala industrial comecou em meados da
década de 80, visando sua aplicagdo em aditivo para racdo animal, de forma a
aumentar a digestibilidade de racbes por ruminantes e monogastricos. Essas
enzimas comegaram a ser utilizadas como insumo na industria de alimentos, cujo
objetivo era de melhorar propriedades sensoriais de produtos de panificacéo.
Nesse setor, as celulases também foram utilizadas no processamento de bebidas,
promovendo a clarificacdo de sucos de frutas e vinhos e a manutencdo de uma
reologia estavel do produto final. Posteriormente, as enzimas celuloliticas foram
utilizadas em larga escala nas industrias téxtil, nos processos de biopolimento
(desfibrilacdo de tecidos como algodao, linho, 1& e viscose) e bioestonagem
(amaciamento e desbotamento do brim); de polpa e papel e em lavanderias
(Castro e Pereira Jr., 2010).

Ja na década de 90, as celulases, juntamente com as hemicelulases,
representavam mais de 20% do mercado mundial de enzimas. No que tange ao
cenario nacional, em 2008, apenas considerando-se importacdes e exportacoes
brasileiras, as celulases movimentaram um montante de 1,35 milhdes de ddlares
americanos (Castro e Pereira Jr., 2010). A expectativa é de que o mercado de
celulases seja superior a 400 milhdes de dolares no ano de 2014 com a possivel
utilizagdo das enzimas na hidrélise de palha de milho nos Estados Unidos da
América para a producao de etanol de biomassa (Bon et al., 2008).

Na industria alimenticia, as celulases sdao usadas em varios processos,
principalmente, na extracdo de componentes do cha verde, proteina de soja,
0leos essenciais e aromatizantes. Essas enzimas participam, ainda, dos
processos de producdo do vinagre de laranja e do agar e na extracdo e
clarificacdo de sucos de frutas citricas, atuando juntamente com as pectinases e
xilanases, bem como na industria cervejeira, em conjunto com amilases e
pectinases para maior aproveitamento dos cereais utilizados como fonte de
carbono (Peixoto, 2006).

Existe uma tendéncia mundial para a hidrolise enziméatica de materiais
lignocelulésicos, buscando acucares fermentaveis para a produgdo de bioetanol
em larga escala (Zhang et al., 2006). O uso de celulases para este fim tem como
entrave o custo de producdo, que pode ser superado utilizando organismos
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geneticamente modificados (bactérias, leveduras e plantas) para a producao das
enzimas, utilizacdo de matérias-primas de baixo custo e produgdo de enzimas
mais eficientes (Sun e Cheng, 2002).

Na industria de polpa e papel, as celulases estdo presentes na fabricacao
de papel reciclado, pois sua agdo enzimatica colabora no processo de
despigmentacdo da matriz celuldsica, permitindo o aumento da drenagem da
agua presente na polpa de papel para a formacéao de folhas de papel (Lima et al.,
2001).

Na industria téxtil as celulases sao utilizadas no processamento téxtil de
fibras celulésicas com o objetivo de eliminar microfibrilas superficiais e criar uma
superficie mais lisa, aumentar o brilho, evitar formacao de peloteamento, desbotar
pecas confeccionadas tingidas ou ainda, obter um aspecto de tecido usado.
Estudos usam celulases também para a remocdao do material celulésico em
tecidos de fibras mistas (poliéster/algodao) para produzir tecidos mais finos
(Vasconcelos e Cavaco-Paulo, 2006).

A utilizagao de celulases na hidrélise da celulose ocorre em condigdes mais
brandas de pressao, temperatura e pH do que os processos quimicos, e exibe
elevada especificidade, eliminando a chance de ocorréncia de substancias tdxicas
(furfurais e derivados de lignina) as células microbianas que serdo utilizadas para
fermentacdo do meio hidrolisado. Na rota enzimatica, embora o custo de
producdo dos biocatalisadores ainda seja alto, sdo detectados pontos de
economia no processo, tanto do ponto de vista energético, como metalurgico,
visto que os equipamentos podem ser confeccionados com materiais menos
nobres (Castro e Pereira Jr., 2010).

As enzimas que degradam a xilana possuem um grande potencial em
varias aplicagdes na area da biotecnologia. As xilanases estdo envolvidas na
bioconversao da xilana, presente em grandes quantidades em residuos agricolas
e em residuos provenientes de industrias alimenticias, em xilose, o qual age como
substrato na obtencado de etanol, por processos fermentativos, (Chandrakant e
Bisaria, 2000) e em xilitol, utilizado como adocante em varios tipos de alimentos
(Paraj6 et al., 2004). Xilanases também sado usadas na industria de alimentos
como panificacao, industrias de sucos e vinho, bem como na fabricacéo de papel
e racao animal (Girio et al., 2010).
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3.4. Pré-tratamento de materiais lignocelulésicos

A habilidade em decompor biomassa celuldésica em glicose, a qual podera
ser convertida em produtos de valor agregado e energia, tem tornado as celulases
um dos sistemas enzimaticos multicomponentes mais investigados. Entretanto,
biomassas lignocelulésicas contém, além de 75-80% de polissacarideos (celulose
e hemicelulose), 20-25% de lignina e, por isso, ndo podem ser facilmente
convertidos em simples aglcares monoméricos, devido a natureza recalcitrante
dessas moléculas. Para tornar a celulose disponivel ao ataque das celulases, pré-
tratamentos fisicos e quimicos sao geralmente utilizados. Algumas opcdes de pré-
tratamento sdo: tratamento com &acido, com alcali, com vapor, com solventes
organicos e com agua quente (Adsul et al., 2005, Aguiar e Ferraz, 2011; Rezende
et al., 2011).

Devido a recalcitrancia do material lignocelulésico, muitos processos de
produgdo tém sido desenvolvidos no intuito de converter os carboidratos
presentes na biomassa em acucares fermentesciveis, buscando por melhores
rendimentos e menores custos de processamento (Himmel et al.,2007; Canilha
et al., 2010).

A etapa de pré-tratamento consiste em uma das etapas operacionais
mais relevantes em termos de custo direto, além de influenciar diretamente os
custos das etapas anteriores e subsequentes do processo (Wyman et al., 2005).
O pré-tratamento tem por finalidade alterar ou remover a lignina e a
hemicelulose, aumentar a area superficial e diminuir o grau de polimerizacao e
cristalinidade da celulose, o que acarreta em aumento na digestibilidade do
complexo enzimatico e, consequentemente, em elevados rendimentos em
acucar (Wyman et al., 2005, Canilha et al, 2010).

Varios métodos de pré-tratamentos tém sido propostos e desenvolvidos.
Esses métodos podem ser classificados de diferentes formas, pré-tratamentos
fisicos, quimicos, biolégicos ou uma combinacado destes no intuito de reduzir a
recalcitrancia da biomassa lignocelulésica. Dentre os métodos, os pré-
tratamentos quimicos e combinados tém recebido uma maior atencao, ja que
removem a lignina sem degradar a cadeia celulésica. Como a lignina esta

quimicamente ligada as hemiceluloses, uma degradacdo parcial das
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hemiceluloses ocorre no processo de pré-tratamento quimico (Aguiar e Ferraz,
2011).

Segundo Fan et al. (1987), a dificuldade de degradagdo dos materiais
lignocelulésicos é atribuida as caracteristicas morfoldgicas existentes entre os
trés principais componentes da parede celular das plantas. Estruturas
microfibrilares de celulose encontram-se embebidas em uma matriz composta por
hemicelulose e lignina, cuja fungao estrutural é de agir como barreira natural a
degradacao enzimatica e microbiana.

Dentre os pré-tratamentos, a hidrdlise acida utilizando acido sulfarico é a
mais utilizada devido aos seus bons resultados, como alto rendimento de
recuperacdo de acucares. Porém, pontos contrarios, como a necessidade de
neutralizacdo antes da fermentacdo, para que nao haja inibicdo do processo
fermentativo e o alto custo da instalacdo das fabricas para que os equipamentos
suportem as condigdes agressivas do fluido reagente dificultam a viabilidade
econbmica desta tecnologia. Os processos fisico-quimicos de pré-tratamento
utilizando &cido diluido, vapor de alta pressdo ou agua quente possibilitam a
remocao seletiva das hemiceluloses, produzindo solugcbes sacaridicas (pré-
hidrolisados) com elevado teor de pentoses e reduzido teor de lignina (Hamelinck et
al., 2005).

Outro tratamento que vem sendo muito estudado é o alcalino, utilizando
como principais catalisadores o hidréxido de sédio, de potassio e o hidréxido de
célcio. Uma vantagem importante neste tipo de tratamento é que praticamente
toda a lignina e parte da hemicelulose sao removidas, resultando em uma maior
disponibilidade da celulose. Por outro lado, a desvantagem deste processo é o
tempo de residéncia, visto que este pode durar horas, diferentemente dos outros
processos (Moiser et al., 2005).

Processos alcalinos tendem a promover maior dissolugéo da lignina e menor
solubilizagdo das hemiceluloses. Embora muitos métodos de pré-tratamento
tenham sido experimentados ao longo dos ultimos anos, constata-se a crescente
necessidade em desenvolver alternativas tecnolégicas eficientes em termos
de custo global e competitividade econdmica. Basicamente, extracoes seletivas
de componentes nao celulésicos (lignina e hemiceluloses) utilizando-se alcalis
ou acidos tém sido obtidas a custos relativamente razoaveis (Baudel, 2006).
Com a remocgéo de lignina e hemicelulose pelos pré-tratamentos acidos e alcalis a
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celulose torna-se mais acessivel a hidrélise por enzimas. Segundo Santos et al.
(2012), a presenca de lignina limita o processo de difusdo da enzima no substrato
e, consequentemente, a liberacao de glicose.

Quando se compara os dois pré-tratamentos, verifica-se que as condicées
de operacgao da hidrélise alcalina € menos corrosiva, resultando em um custo de
implantagdo menor do que o da hidrélise acida. Entretanto, esse processo torna-
se mais oneroso que a hidrélise acida, devido ao custo do reagente e da alta
quantidade necessaria (Hamelinck et al., 2005).

Uma caracteristica a ser considerada na escolha do pré-tratamento da
biomassa, é a questao dos residuos que sao gerados, pois estes ndo podem ser
prejudiciais para as etapas posteriores, principalmente na hidrélise da celulose e
no processo fermentativo. Outro ponto importante é que esta etapa é significativa
em termos de custo no processo de aproveitamento da celulose, j& que ela
representa mais de 33% da despesa total do processo (Hamelinck et al., 2005).

Sendo assim, é necessario ressaltar a importancia da etapa de pré-
tratamento, visto que o rendimento do processo € superior a 90% quando ha pré-
tratamento e inferior a 20% quando esta etapa nao é realizada (Hamelinck et al.,
2005).
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4. TRABALHOS

4.1. OTIMIZACAO DO PRE-TRATAMENTO DO BAGACO DE CANA-DE-
ACUCAR COM HIDROXIDO DE POTASSIO

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar como algumas condicdes de pré-
tratamento do bagaco de cana-de-acucar com solucdo de hidréxido de potassio
influenciam na sua deslignificacdo, usando uma abordagem estatistica. As
condi¢6es estudadas foram a concentragéo do hidréxido de potassio e o tempo de
autoclavagem do bagaco de cana-de-agucar e seus efeitos sinérgicos. Para isso,
foi realizado um planejamento experimental para duas variaveis de acordo com a
distribuicdo uniforme de Doehlert utilizando como varidveis de resposta a
concentracdo de celulose, hemicelulose, polissacarideos totais e lignina. De
acordo com a condicdo de pré-tratamento com KOH, foi possivel observar
variagdes nos teores dos componentes nos bagacos de cana pré-tratados. Dentre
os fatores que foram avaliados no pré-tratamento, a varidvel que mais influenciou
nos teores de celulose, polissacarideos e lignina foi a concentracdo do alcali.
Mantendo-se o tempo de extracdo constante de 35 minutos, as concentracdes de
KOH entre 5 e 10% produziram as mais elevadas taxas de extracdo da lignina. As
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eletromicrografias de varredura do bagaco de cana pré-tratado com solucao de
KOH 10% por 35 minutos mostraram a alteracéo da estrutura do material, com o
aparecimento de estruturas desfeitas, que podem ser atribuidas ao tratamento

aplicado no bagaco de cana.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate how some conditions of pre-treatment of sugar cane
bagasse with a solution of potassium hydroxide influence their delignification,
using a statistical approach. The conditions studied were the concentration of
potassium hydroxide and esterilization time bagasse sugar cane and their
synergistic effects. For this, we conducted an experimental design for two
variables according to the uniform distribution of Doehlert using as response
variables with the concentration of cellulose, hemicellulose, lignin and total
polysaccharides. Under the condition that of pre-treatment with KOH, we observed
variations in the concentration of the components in the bagasse pre-treated.
Among the factors that were assessed at pre-treatment, the variable that most
influenced the levels of cellulose, polysaccharides and lignin was the
concentration of alkali. Keeping constant extraction time of 35 minutes the KOH
concentrations between 5 and 10% produced the highest rates of lignin extraction.
The scanning electron micrographs of sugar cane bagasse pre-treated with 10%
KOH solution for 35 minutes showed a change in the structure of the material, with
the appearance of broken structures, which can be attributed to the treatment in

sugar cane bagasse.

INTRODUCAO

A cana-de-acucar (Saccharum officinarum) € uma graminea normalmente
cultivada em paises tropicais. Apresenta um grande interesse industrial,

especialmente como matéria-prima para a producao de etanol e aglcar (Betancur
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e Pereira, 2010;. Peng et al, 2010). No Brasil, cerca de 720 milhdes de toneladas
de cana foram processadas em 2010, sendo 625 milhdes de toneladas para a
producao de acucar e de etanol de primeira geracao, e o restante para cachaca e
rapadura (doce tradicional do Brasil) (Hofsetz e Silva, 2012). Neste processo, e
apds a cana ser moida para a extragéo do agucar sob a forma de caldo, o bagaco
obtido é considerado um residuo (Betancur e Pereira, 2010).

O bagaco de cana-de-agucar é o principal residuo agroindustrial brasileiro,
sendo produzido cerca de 250 kg por tonelada de cana-de-acgucar processada.
Apesar do grande potencial desta biomassa lignocelulésica (60-70% carboidratos)
para a producdo de combustiveis e de produtos quimicos, parte do que é gerado
€ queimado em usinas de acucar e destilarias de éalcool para a geracdo de
energia, uma fracdo menor é utilizada para alimentacao animal, e grande parte é
descartada como residuo agricola (Cardona et al., 2010). Além disso, existe a
perspectiva de aumento da producdao de cana em resposta ao crescimento da
demanda mundial de etanol (66-125 milhdes de m® entre 2008 e 2020), o que
resultara em mais bagaco disponivel (Balat e Balat, 2009).

A composicao principal do bagaco de cana-de-aglcar € constituida por
duas fracdes de polissacarideos (celulose e hemicelulose) e uma macromolécula
polifendlica (lignina). O componente mais abundante € a celulose (33-36%), um
polissacarideo que consiste de uma cadeia linear constituida por varias unidades
de pB(1,4)-D-glicose ligados de forma a gerar regibes cristalinas que,
consequentemente, aumentam sua resisténcia a processos hidroliticos. A
hemicelulose, segunda fragao predominante (28-30%), € um heteropolissacarideo
que possui uma composicao variada de acordo com a sua fonte. Hemicelulose de
bagaco de cana é composta de heteroxilanas, com predominio de xilose, que
pode ser quimicamente hidrolisada mais facilmente do que a celulose. A lignina é
uma estrutura complexa formada pela polimerizacdo de alcoois aromaticos, é
resistente ao ataque enzimatico e a degradacdo, e, assim, 0 seu conteudo e
distribuicdo sdo reconhecidos como os fatores mais importantes que determinam
a recalcitrancia a hidrélise da parede celular (Ververis et al., 2007; Rezende et al.,
2011). A lignina presente na biomassa lignocelulésica pode, ainda, se ligar as
enzimas que as degradam, tornando-se assim um inibidor destas enzimas
(Goshadrou et al., 2011).
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As tecnologias do pré-tratamento aplicadas a substratos lignoceluldsicos
s80 necessarias para diminuir a recalcitrancia, hidrolisar lignina e hemicelulose e
consequentemente melhorar o rendimento em aclcares fermentaveis que sao
liberados por hidrélise enzimatica (Kumar et al., 2009; Goshadrou et al., 2011).
Diferentes métodos de pré-tratamento tém mecanismos de acdo singulares.
Alguns podem diminuir a cristalinidade de celulose e o grau de polimerizacao,
aumentar a superficie acessivel ou remover seletivamente a hemicelulose e
lignina da matriz lignocelulésica. Uma estratégia de pré-tratamento eficaz deve
também minimizar a degradacao dos carboidratos e a producéo de inibidores de
enzimas e produtos téxicos para fermentagdo de micro-organismos (Krishnan et
al., 2010; Carrasco et al., 2010; Monte et al., 2011).

Uma variedade de pré-tratamentos pode ser aplicada a diferentes matrizes
lignocelulésicas. Estes incluem processos fisicos, tal como moagem e irradiacao;
tratamentos fisico-quimicos, utilizando agua quente, tais como explosdo a vapor
ou explosdo de ambnia, solventes organicos e ibnicos, fluidos supercriticos,
acidos diluidos, a base de sulfito, nitrobenzeno e cobre e, por fim, pré-tratamentos
biolégicos utilizando bactérias e fungos (Rezende et al., 2011).

Tratamentos alcalinos foram inicialmente utilizados para aumentar a
biomassa, e a digestibilidade desta, usada na alimentacdo animal. Solucdes
alcalinas diluidas levam a ruptura da parede celular lignocelulésica por dissolver a
lignina, hemicelulose e silica, hidrolisando acidos urdnicos e os ésteres de acido
acético e por inchar a celulose (Zhang e Lynd, 2004; Himmel et al.,2007; Pauly e
Keegstra, 2008). A decomposicao da lignina é geralmente atribuida a clivagem
das ligacoes aril-éter dos compostos polifendlicos. Os mondmeros de acucares
sao consequéncia da dissolucao da celulose e hemicelulose, enquanto o inchacgo
€ consequéncia do enfraquecimento das ligagdes de hidrogénio (Jayapal et
al.,2013). As bases fortes, quando aplicadas nos pré-tratamentos, promovem a
maior degradacao do residuo e maiores rendimentos nos processos fermentativos
subsequentes quando comparados com outros alcalis, como o carbonato de
sédio, hidréxido de aménio, hidréxido de calcio e peroxido de hidrogénio
(Rezende et al., 2011).

A conversao rentavel de diferentes tipos de biomassa lignocelulésica em
acucares fermentaveis com baixos niveis de derivados inibitérios para a

fermentacao continua a ser um desafio para a producdo de etanol de celulose



33

(Dagnino et al., 2013). O pré-tratamento alcalino dos substratos para a remocéao
de lignina € um dos gargalos, porque aumenta substancialmente o custo global de
producdo e também contribui para questbes ambientais. H4& uma grande
necessidade de desenvolver processos mais eficazes para deslignificagcdo da
biomassa lignocelulésica (Asgher et al., 2013).

Este trabalho teve como principal objetivo a otimizacdo de um processo de
pré-tratamento alcalino com vista a deslignificacao do bagaco de cana-de-acucar
para deixa-lo mais suscetivel a uma posterior hidrolise enzimatica. Neste
contexto, os efeitos da concentracdo de KOH e do tempo de autoclavagem a
121°C nos niveis de celulose, hemicelulose, polissacarideos totais e lignina do
bagaco de cana-de-agucar foram estudados de acordo com um planejamento
estatistico para duas variaveis. A presenca de inibidores de fermentacao também
foi determinada nas diferentes amostras de bagac¢o de cana tratada.

MATERIAIS E METODOS

Biomassa lignoceluldsica

O bagaco de cana-de-acucar utilizado neste trabalho foi doado pela Usina
sucroalcooleira Paraiso situada na cidade de Campos dos Goytacazes, Estado do
Rio de Janeiro, Brasil. Foi exaustivamente lavado com agua destilada para a
remocao de particulas de materiais e residuos de acucar, secado em desidratador
profissional marca Pardal em bandejas de tela a aproximadamente 60°C por 48
horas. Em seguida foi triturado em moinho de facas tipo Wily, peneira 35 mesh, e
armazenado sob refrigeracao.

O bagaco assim preparado foi transportado para o Laboratério Nacional de
Energia e Geologia (LNEG) em Lisboa — Portugal, onde os experimentos foram
realizados.

A composigcado quimica do bagaco de cana in natura utilizado no estudo,
analisado segundo o NREL (National Renewable Energy Laboratério - EUA)

laboratério de procedimentos analiticos (Sluiter et al., 2011), foi de 4,35% de
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umidade; 42,43% de celulose; 28,96% de hemicelulose; 18,61% de lignina
insoluvel e 1,47% de cinzas.

Pré-tratamento alcalino com KOH

Para remover a lignina do bagaco de cana triturado, este foi submetido a
uma hidrélise alcalina com KOH. O bagacgo de cana (10 g) foi misturado em 70 ml
(razao sélido-liquido 1:7) de solucdes de KOH, com diferentes concentracées que
variaram de 1-10%, e submetidos a um tratamento térmico em autoclave (121 °C)
por diferentes tempos. O bagaco tratado foi filtrado a vacuo e lavado com agua
destilada até pH neutro. Os efeitos da concentracdo de KOH e do tempo de
autoclavagem a 121°C nas concentracbes de celulose, hemicelulose,
polissacarideos totais e lignina no bagago de cana-de-agucar foram estudados de

acordo com um planejamento experimental estatistico.

Metodologia do planejamento experimental

Foi realizado um planejamento experimental para duas variaveis de acordo
com a distribuicdo uniforme de Doehlert (1970) para produzir superficies de
respostas. Catorze experimentos (incluindo duplicatas) foram realizados dentro de
um dominio experimental com concentracées de KOH (X1) entre 1% e 10% e o
tempo de autoclavagem a 121°C (X2) variando entre 10 e 60 minutos (tabela 1).
Os valores de intervalo de tempo foram selecionados depois da realizacdo de
ensaios preliminares. A representacdo codificada das variaveis foi utilizada para
fins de célculo.
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Tabela 1. Planejamento experimental para deslignificacdo do bagaco de cana-de-

acucar
X1 X2
Ensaios (KOH) (Tempo) }g/z I)-I (r;mriennl]{):s)
1 0 0 5,5 35
2 0 0 5,5 35
3 1 0 10 35
4 1 0 10 35
5 -1 0 1 35
6 -1 0 1 35
7 0,5 0,87 7,75 56,65
8 0,5 0,87 7,75 56,65
9 -0,5 -0,87 3,25 13,35
10 -0,5 -0,87 3,25 13,35
11 0,5 -0,87 7,75 13,35
12 0,5 -0,87 7,75 13,35
13 -0,5 0,87 3,25 56,65
14 -0,5 0,87 3,25 56,65

As respostas estudadas (Yi) neste planejamento foram: os niveis de

celulose, hemicelulose, polissacarideos totais e lignina no bagaco de cana-de-

acucar. O modelo utilizado para expressar as respostas foi um modelo polinomial
de segunda ordem: Yi = B0 + B1X1 + B2X2 + B12X12 + B11X12 + B22X2% onde Vi,
corresponde as respostas experimentais i, B sdo parametros do modelo polinomial

e X € o nivel da variavel experimental (unidades codificadas).

Determinacao dos polissacarideos e lignina no bagaco tratado

O bagaco de cana-de-agucar tratado foi analisado de acordo com o NREL

(National Renewable Energy Laboratério - EUA) laboratério de procedimentos

analiticos (Sluiter et al., 2011) para a determinacdo de sua composicao em

polossacarideos (celulose e hemicelulose), lignina, cinzas, acido acético, furfural e
hidroximetilfurfural (HMF).
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O método baseia-se na hidrolise completa do material em acido sulfarico
concentrado (72%) em autoclave, filtragem do hidrolisado, carbonizagdo da parte
solida em mufla (540 °C por 4 h) (lignina+cinzas), restando as cinzas. As cinzas
correspondem a fracdo inorganica remanescente apds o filirado insolivel em
H,SO,4 ser carbonizado em mufla. O hidrolisado filtrado foi caracterizado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para a determinacédo dos valores
de celulose, hemicelulose, furfural, hidroximetilfurfural e acido acético. As
porcentagens de celulose, hemicelulose, lignina e cinzas foram calculadas em
uma base de peso seco, enquanto a quantidade de lignina total foi calculada de
acordo com a concentracao de lignina insoluvel (Sluiter et al., 2011).

Microscopia eletrénica de varredura

As amostras de bagaco obtidas nos tratamentos descritos anteriormente e
também as nao tratadas, previamente secas em estufa (umidade inferior a
10%) foram fixadas manualmente sobre fitas condutoras dupla face e dispostas
em “stub” de aluminio para observacdo em microscépio eletrdnico de varredura,
Hitachi, modelo TM 3000 (Hitachi, Tékio, Japao), utilizando um feixe de elétrons

de 15 kV. Micrografias eletrénicas foram tiradas com ampliacées 150X e 500X.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Niveis de polissacarideos e lignina no bagaco de cana tratado

Neste estudo foi avaliado o efeito da concentracao de KOH e do tempo de
autoclavagem a 121°C como variaveis que influenciam a eficacia da extracdo da
lignina do bagaco de cana. A tabela 2 apresenta os resultados dos experimentos
seguindo a metodologia de planejamento experimental de acordo com a
distribuicdo de Doehlert para duas variaveis. Na tabela encontram-se ainda os
resultados da caracterizacdo quimica avaliada para as diferentes amostras de

cana tratada (cinzas, ac. acético, furfural, HMF).
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Tabela 2. Caracterizacdo quimica do bagagco de cana submetido a diferentes
tratamentos de acordo com planejamento estatistico

Celulose? Hemicelulose® Polissacaride Lignina® Cinzas Acido

Ensaios
(%) (%) os totais® (%) (%) (%)  Acético (%)

1 68,92 26,56 95,48 5,32 0,18 3,34
2 68,81 26,55 95,36 4,93 0,16 2,69
3 79,86 19,34 99,19 4,53 0,31 5,03
4 80,42 13,81 94,24 5,24 0,34 0,15
5 47,31 27,73 75,04 17,97 1,07 3,99
6 47,57 28,32 75,89 17,43 0,63 1,48
7 73,59 20,43 94,02 4,97 0,12 0,23
8 75,48 21,32 96,80 4,62 0,10 4,25
9 64,05 30,51 94,55 5,47 0,55 0

10 64,38 31,45 95,83 5,51 0,51 0

11 72,85 20,61 93,46 6,04 0,53 3,05
12 74,26 21,49 95,75 5,54 0,54 0,22
13 62,34 30,59 92,93 4,94 0,42 0

14 62,13 30,49 92,61 5,20 0,52 2,23

®Respostas do planejamento experimental (Yi)

Nota: Nenhuma das amostras de cana tratada (1-14) continha furfural ou HMF.

A partir da andlise da tabela 2, pode-se constatar que quando se varia o
tempo de 13,4 para 56,7 minutos mantendo-se a concentracdo de KOH em 7,75%
(ensaios: 11, 12, 7 e 8), os niveis de celulose, hemicelulose, polissacarideos
totais e lignina no bagaco sdo semelhantes. Da mesma forma, quando se utiliza
uma quantidade menor de KOH, 3,25% (ensaios 9, 10, 13 e 14), a variagcao do
tempo de autoclavagem origina respostas semelhantes. Estas observacbes
mostram que o tempo de autoclavagem a 121°C ndo € um elemento chave no
processo. A extracdo de lignina utilizando KOH 3,25% ou KOH 7,75% foi
semelhante, no entanto os niveis de celulose e hemicelulose variaram apesar do
conteudo de polissacarideos total também ter sido mantido. Quando se manteve
um tempo de autoclavagem constante de 35 minutos, o aumento da concentracao
de KOH resultou em um aumento crescente dos niveis médios de celulose (de
47,4% para 68,9%) e dos polissacarideos totais (de 75,5% para 95,4%) no
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bagaco (ensaios 1 a 6), no entanto os niveis médios de hemicelulose foram
diminuindo (de 28% para 16,6%). A extracao da lignina por autoclavagem durante
35 minutos foi mais eficiente quando se utilizou KOH 10%, obtendo-se bagaco
com baixos niveis de lignina (4,53%-5,24%; ensaios 3 € 4). A extragdo da lignina
aumenta cerca de 70% para uma variacao de dez vezes na concentracao de KOH
(1% para 10%), no entanto a lignina removida com KOH 5,5% ou KOH 10% foi
muito parecida, atingindo-se niveis médios semelhantes de polissacarideos totais.
Apenas a proporcéao celulose/hemicelulose varia com o aumento da concentragédo
de KOH, de 5,5 para 10% (ensaios 1 a 4). De acordo com os resultados da
Tabela 2, as taxas mais elevadas de extracdo de lignina foram obtidas nos
tratamentos com concentragdes de KOH entre 5 € 10%.

Os resultados dos niveis de celulose, hemicelulose, polissacarideos totais
e lignina obtidos da aplicacdo do planejamento experimental foram utilizados para
uma analise de regressdo e os parametros derivados do modelo polinomial
aplicado (B0 a B22) estao apresentados na tabela 3. Os parédmetros B dos
modelos polinomiais utilizados para estimar as respostas tém sigificados
especificos: PO representa a resposta analisada no centro do dominio
experimental; a magnitude de B1 e B2 indica a importancia das variaveis 1 e 2
(concentracdo de KOH e tempo de autoclavagem, respectivamente) nas
respostas obtidas; 12, o parametro de interacao das variaveis 1 e 2, indica como
o efeito de uma variavel depende da outra varidvel. Os valores de B11 e 22,
parametros da auto-interacdo e ajuste, determinam como a superficie de
respostas se dobra para baixo (valores negativos) ou para cima (valores positivos)
quadraticamente, mais ou menos rapidamente, dependendo da magnitude do
valor absoluto (Silva et al., 2013).
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Tabela 3 - Parametros dos modelos polinomiais que representam as respostas

estudadas.
Modelo Celulose Hemicelulose Polissacarideos Lignina
totais
BO 68,88 26,56 95,44 5,18
2]
3 B1 14,51 -7,08 7,42 -4,27
[72]
§ % p2 -0,29 -0,18 -0,47 -0,41
o g B12 1,71 0,15 1,86 0,33
<«
6_% B11 -5,09 -4,26 -9,34 6,16
p22 1,37 0,49 1,85 -1,84
Eficacia dos
i 48,77 14,06 6,15 6,16
parametros
ke
S5 Nivel de
o & e g m s F(5a8)! F(5a8)! a= F(5,8), = F(5,8),
€ 3 Significancia
o L o= < 0,01 0,01 0,01 a= 0,01
-g (] (o/o)
(0 ©
g o Faltadeajuste 93,48 9,27 43,12 5652,34
©
5 2 Nivel de
> o . F(1,7),0= F(1,7),0=< F(1,7), a= F(1,7),
Significancia
< 0,01 0,1 <0,01 a= <0,01
(%)
Coeficiente de
R? determinacéao 0,97 0,90 0,79 0,79
multipla

(BO, resposta no centro do dominio experimental; B1 e B2, parametros das
variaveis 1 e 2, respectivamente; 12, o parametro de interagdo das variaveis 1 e
2; B11 e B22, parametros da auto-interacdo das variaveis 1 e 2, respectivamente).

Considerando a Tabela 3, os valores de 1 e B2 dos modelos revelam o
peso relativo de cada uma das variaveis, KOH e tempo de autoclavagem, no
processo de pré-tratamento do bagaco de cana. Em todos os casos, o valor de 1
€ muito maior do que o valor de B2, o que significa que a concentracédo de KOH é
a variavel que virtualmente controla o processo de tratamento. O nivel de
interacao (B12) € também pequeno embora seja maior do que a contribuicao do

tempo de autoclavagem para as respostas finais.
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Os valores dos parametros B nos modelos expressam que 0s niveis de
hemicelulose e lignina apresentam valores negativos. 31 para a hemicelulose é
um parametro mais negativo do que B1 para a lignina. O efeito destes valores em
ambas as respostas 1 observado na tabela 2. Mantendo um tempo de
autoclavagem constante de 13,4 minutos, e variando a concentranyo de KOH de
3,25 para 7,75% a quantidade de hemicelulose no bagano cai 32% (ensaios 9, 10,
11 e 12). A mesma varianyo de KOH para um tempo de autoclavagem de 56,7
minutos produziu a mesma diminuinyo de 32% nos nvveis de hemicelulose
(ensaios de 7, 8, 13 e 14). Nas mesmas condinues, o aumento da concentranyo
de KOH nyo teve efeito sobre os nvveis de lignina. Contudo, tanto para as
respostas que aumentam com a concentranyo de KOH como para as respostas
que diminuem com a concentranyo de KOH, os nvveis obtidos nyo syo os
mesmos ao longo do domvnio experimental.

As Figuras 1 e 2 mostram a varianyo da celulose e dos polissacarvdeos
totais dentro do domvnio experimental. Ambas as respostas aumentam com a
concentranyo de KOH e a forma vertical dos graficos nas suas superfvcies de
resposta mostra o peso limitado da variavel "tempo de autoclavagem" nessas
respostas, sendo a representanyo grafica dos valores relativos de 1 e B2 (Tabela
3). Na Figura 2 pode-se observar que a extragdo da lignina utilizando KOH na
concentracao entre 5 e 9%, independente do tempo de autoclavagem, permite a
obtencdo de um elevado nivel de polissacarideos totais (> 96%). Em
concentracdes elevadas de KOH (> 9%) os niveis de polissacarideos totais
aumentam devido ao aumento nos niveis de celulose (Figura 1) compensando a

diminuicdo da hemicelulose (Figura 3).
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Figura 1. Gréfico de superficie de resposta que mostra o efeito da concentracao
de KOH e tempo de autoclavagem na concentracdo de celulose do bagaco
tratado.
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Figura 2. Gréfico de superficie de resposta que mostra o efeito da concentracao
de KOH e tempo de autoclavagem na concentracao de polissacarideos totais do
bagaco tratado.
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de KOH e tempo de autoclavagem na concentragdo de hemicelulose do bagaco
tratado.
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de KOH e tempo de autoclavagem na concentracao de lignina do bagaco tratado.
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As figuras 3 e 4 apresentam a variacdo da concentracao de hemicelulose e
lignina dentro do dominio experimental. Estes graficos também representam o
efeito negativo dos parametros B, ou seja, os valores das respostas diminuem a
medida que aumenta a quantidade de KOH. As autoclavagens com
concentracdes de KOH mais elevadas originam niveis de hemicelulose (Fig. 3) e
lignina (Fig. 4) mais baixos, mas os niveis de celulose aumentam (Fig. 1) no
bagaco tratado. A Figura 4 mostra que as melhores condigcdes de tratamento a
aplicar ao bagago de cana para a extragdo de lignina sao: tempo de
autoclavagem menor que 35 minutos, e concentracdo de KOH entre 5% e 10%.
Estas condi¢gdes possibilitam uma redugéo da lignina do bagaco de 18,6% para
niveis menores que 5%, com um aumento dos polissacarideos totais para niveis
maiores que 95%.

A reducao da lignina no bagaco de cana permite uma maior acessibilidade
aos polissacarideos totais (celulose e hemicelulose), 0 que pode constituir uma
vantagem quando se pretende a aplicacdo de enzimas (celulases e xilanases)
num processo de producao de bioetanol, utilizando processos de SHF (hidrélise e
fermentacao separadas) ou SSF (sacarificacado e fermentacao simultanea).

Validacao dos dados experimentais

A validacao estatistica das equacdes polinomiais foi realizada por analise
de variancia (ANOVA) (Deming e Morgan, 1987). A adequacao dos modelos a
aplicar aos conjuntos de dados foi realizada por meio de dois testes estatisticos:
(i) o teste F para a eficacia das variaveis, o qual determina se a origem da
variancia, incluida nos residuos, é devida a insuficiéncia dos modelos para
reproduzir dados experimentais, e (ii) o teste F para a adequadabilidade do ajuste,
que é realizado a fim de detectar se a origem da varidncia foi devido a erro
experimental. A Tabela 3 mostra as razdes de variagdo de Fisher e dos niveis de
confianca avaliados para cada teste F.

O teste F para a eficacia das variaveis aplicadas a todas as respostas
mostrou um nivel de confianca de 0,01% para o qual a hipétese nula (HO) pode
ser rejeitada. Assim, com um elevado nivel de confianga pode presumir-se que
uma quantidade significativa da variancia nos dados foi representada pelas
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variaveis nos modelos, isto é, as variaveis, tal como aparecem nos modelos, tém
um efeito sobre as respostas analisadas.

O teste F para a adequadabilidade do ajuste, também parece ser altamente
significativo para todas as respostas, pois a hipétese nula pode ser rejeitada com
um nivel de confianga igual ou inferior a 0,01%. Nestas condicdes, a hipbtese
alternativa (Ha) é aceita, o que significa que a falta de predicdo perfeita dos
modelos é explicada pelo erro experimental. Todos os modelos se ajustaram bem
aos conjuntos de dados.

A andlise do modelo pelo coeficiente de determinagdo mdltipla (R?)
também foi realizada (Tabela 3). Este coeficiente mostra que apenas uma
quantidade limitada da soma dos quadrados corrigida para a média pode ser
contabilizada pelos residuos.

Microscopia Eletronica de varredura

As eletromicrografias de varredura podem ser visualizadas na Figura 5. O
bagaco controle, ou seja, que nao foi submetido a nenhum pré-tratamento pode
ser visto nas Figuras 5a e 5b, com suas fibras intactas, sem nenhuma alteracéao
ou ruptura da parede celular. Nas Figuras 5c e 5d, é possivel observar a alteracéao
da estrutura da fibra, com o aparecimento de fibras desestruturadas, que podem
ser atribuidas ao tratamento com solugdo de KOH 10% por 35 minutos aplicado

no bagaco de cana.
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Figura 5. Eletromicrografias eletrénicas de superficie da amostra de bagaco de
cana-de-agucar in natura (a e b) e tratado com solucdo de KOH 10% por 35
minutos (c e d).

CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados no trabalho pode-se concluir
que o pré-tratamento do bagaco de cana-de-acucar com solucao de KOH
influenciou na composicao quimica deste residuo. A variavel com maior poder de
influéncia no teor de celulose, hemicelulose, polissacarideos totais e lignina foi a
concentragao da solucdo de KOH. As melhores condi¢des de tratamento a aplicar
o bagaco de cana para a extragdo de lignina sdo: tempo de autoclavagem maior
que 35 minutos, concentracdo de KOH entre 5% e 10%. Estas condicoes
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possibilitam uma reducao da lignina do bagaco de 18,6% para niveis abaixo de

5%, com um aumento dos polissacaridos totais para niveis maiores que 95%.
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4.2. PRODUCAO E CARACTERIZACAO PARCIAL DE CELULASES EM
CULTURAS SUBMERSAS DE Bacillus sp. SMIA-2 CONTENDO BAGACO DE
CANA-DE-ACUCAR E AGUA DE MACERACAO DE MILHO.

RESUMO

A cepa termofilica brasileira de Bacillus sp. SMIA-2 produziu bons niveis de
avicelase e CMCase em fermentacao submersa, utilizando bagaco de cana-de-
acucar e agua de maceracdo de milho como substratos de baixo custo. A
produgcdo das enzimas teve inicio na fase de crescimento exponencial, atingindo
um maximo a 120 h para a avicelase e a 168 h para a CMCase. Os estudos de
caracterizacao das enzimas indicaram que os valores de pH 6timo para a atuacao
das enzimas foram de 8,5; 7,5 e 7,5 para a avicelase em extrato bruto, precipitada
e dialisada, respectivamente. Ja para a CMCase os valores de pH 6timo foram de
9,0 em extrato bruto e 8,0 para a CMCase precipitado e dialisado,
respectivamente. A temperatura para uma atividade 6tima de ambas as enzimas
foi de 70 °C nos trés estados. Os resultados mostraram também que as enzimas
permaneceram 100% estaveis a 60 °C durante 3 horas e que foram estimuladas
por Mn?* e Co?. Assim, as enzimas extracelulares secretadas apresentaram
propriedades que atendem aquelas frequentemente necessarias em ambiente

industrial.
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ABSTRACT

The Brazilian strain of thermophilic Bacillus sp. SMIA-2 produced good levels of
avicelase and CMCase in submerged fermentation using sugar cane bagasse and
corn steep liquor as substrates for low cost. The production of the enzymes was
started in the exponential growth phase, peaking at 120 h to avicelase and 168 h
for the CMCase. The characterization studies of enzymes indicated that the pH
optimum for the enzyme activity were 8.5, 7.5 and 7.5 for avicelase in crude
extract, precipitated and dialyzed, respectively. But for CMCase optimum pH
values were 9.0 in the crude extract and 8.0 to precipitate and dialysate CMCase.
The temperature for an optimal activity of both enzymes was 70 °C in the three
states. The results also showed that the enzyme remained 100% stable at 60 °C
for 3 hours and were stimulated by Mn®* and Co®*. Thus, the secreted extracellular

enzymes had properties that meet those often required in industrial environments.

INTRODUCAO

A hidrélise enzimatica completa de materiais celuldésicos necessita de pelo
menos trés tipos diferentes de celulases; endoglucanase (EC 3.2.1.4),
exoglucanase (EC 3.2.1.91) e B-glucosidase-D (EC 3.2.1.21) (Singhania et al.,
2010).

A endoglucanase  (1,4-B-D-glucana-4-glucano-hidrolase), = também
conhecida por carboximetilcelulase (CMCase), é a enzima do complexo
celulolitico responsavel por iniciar a hidrélise. E caracterizada pela sua atividade
junto a celulose amorfa e celuloses modificadas quimicamente como a
carboximetilcelulose (CMC), gerando oligossacarideos de menor peso molecular,
chamados de celodextrinas, e celobiose, criando extremidades n&o redutoras
para subsequente acdo das exoenzimas (Lee et al., 2010). Em contraste, as
exoglucanases (exo-1,4-B-D-glucanases, celobiohidrolase, celulase
microcristalina ou avicelase) é operacionalmente definida pela sua habilidade para
degradar a celulose microcristalina (Avicel), mas ndo a CMC. Portanto, é
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assumido que a endoglucanase pode somente hidrolisar a regido amorfa da
molécula de celulose. A degradacao da regiao cristalina da celulose é creditada a
acao da exoglucanase ou avicelase, que catalisa a liberacdo de residuos de
celobiose a partir das extremidades nao redutoras da cadeia da celulose (Lynd et
al., 2002; Lee e Moon, 2003; Ogeda e Petri, 2010).

A capacidade de degradar a celulose é amplamente distribuida em grupos
de fungos dentro do dominio Eukaria e entre muitos géneros do dominio Bacteria
(Lynd et al., 2002). Entre as bactérias, o grande potencial celulolitico do género
Bacillus tem levado muitos pesquisadores a clonar e superexpressar 0S genes
envolvidos na sintese de enzimas celuloliticas, usando micro-organismos como
leveduras (Saccharomyces cerevisiae) e bactérias (Zymomonas) nesse processo
(Lynd et al., 2002). As caracteristicas do género Bacillus, como sua atividade
metabdlica em condigcbes acidas, neutras e alcalinas, combinadas com a
presenca de terméfilos fazem com que espécies deste género tenham alcancado
espaco no mercado, principalmente nos processos de biorremediagcdo € uso em
detergentes. Entre algumas espécies com potencial celulolitico estdo Bacillus
brevis, B. pumilus, B. subtilis, B. cereus e Paenibacillus polymyxa (Shabeb et al.,
2010).

O género Bacillus tem sido muito bem caracterizado quanto a producgéo 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 B-glicosidases), os estudos
envolvendo a caracterizacao enzimatica de Bacillus sp envolvem principalmente
CMC como substrato (Shabeb et al., 2010; Kim et al., 2011).

As celulases sao enzimas industrialmente importantes e sdo vendidas em
grandes volumes (Singhania et al., 2010) para utilizacdo em diferentes aplicacoes
industriais (Karmakar et al., 2011; Shi et al., 2011) como: extracao de cha verde,
proteina de soja, 6leos essenciais, aromatizantes, utilizacdo na industria téxtil, no
mercado de detergentes, na industria de alimentos, na industria de polpa e de
papel, no tratamento de residuos e na producéo de bioetanol de segunda geracao
(Zhang et al., 2006; Vasconcelos e Cavaco-Paulo, 2006; Peixoto, 2006; Castro e
Pereira Jr., 2010).

O uso das celulases tem sido explorado no ambito da utilizacdo da enzima

purificada em produtos comercializados, extrato bruto ou com o préprio micro-
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organismo na sua forma latente, a escolha depende da aplicagdo. Na industria de
detergentes se emprega a enzima parcialmente purificada e com atividade em
condicdes alcalinas. Ja no caso de tratamento de efluentes da industria de papel,
a aplicacao direta do micro-organismo tem demonstrado resultados satisfatorios,
além de um custo menor (De Marco, 2012).

O maior obstaculo para a utilizacao das celulases em processos industriais
esta relacionado ao seu alto custo de producao. Isto inclui uma série de fatores
que influenciam negativamente a producdo econO6mica das celulases como, por
exemplo, o tipo e fonte da celulose empregada para sua produgdo, a
complexidade da estrutura da celulose e também baixas quantidades de celulases
produzidas por micro-organismos celuloliticos devido a repressao catabdlica
(Sridevi et al., 2009).

A substituicdo da celulose pura comumente utilizada como substrato
indutor da sintese enzimatica por substratos relativamente mais baratos como
materiais lignocelulésicos tem se mostrado como efetiva para a redugéao do custo
de producgao das celulases (Muthukrishnan, 2007).

A utilizacao de residuos de baixo custo como substratos na produgéao de
enzimas € especialmente interessante para o0s paises onde residuos
agroindustriais sdo abundantes. Bagaco de cana-de-agucar é o principal residuo
agroindustrial brasileiro. Estima-se que cerca de 200 milhdes de toneladas de
bagaco gerados no Brasil por ano € utilizado em centrais de producéo de energia,
enquanto a outra metade nao tem destino definido (Cardona et al., 2010, Soccol
et al., 2010; Hofsetz e Silva, 2012).

O bagaco é composto principalmente de duas fracbes de polissacarideos
(celulose e hemicelulose) e uma macromolécula polifendlica (lignina). A celulose é
o componente mais abundante, seguido por hemicelulose. A capacidade de
alguns micro-organismos de metabolizar celulose os torna potencialmente
importantes tendo em vista que estes residuos representam mais de 50% do peso
seco de residuos agricolas (Souza et al., 2012).

A agua de maceragdo de milho, subproduto na moagem da industria de
milho, € um substrato de baixo custo e disponivel em larga escala, capaz de ser
utilizado como um componente do meio de cultura para crescimento de micro-
organismos, pois possui em sua composicao elementos organicos e inorganicos

que podem satisfazer as exigéncias nutricionais dos micro-organismos. Este
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residuo tem sido satisfatoriamente usado para uma variedade de fermentagdes
tais como producgéao de solventes, antibiéticos e enzimas (Lima et al. 2001).

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi estudar a producédo das
enzimas CMCelulase e avicelase por uma cepa termofilica de Bacillus sp. SMIA-2
em culturas submersas contendo bagaco de cana-de-aglcar e suplementada com
agua de maceracao de milho. Além disso, algumas propriedades bioquimicas das
enzimas brutas e parcialmente purificadas foram determinadas a fim de explorar o

potencial das mesmas para aplicac6es industriais.

MATERIAIS E METODOS

Micro-organismo

A cepa da bactéria utilizada neste estudo foi um termofilico Bacillus sp.
SMIA-2, anteriormente isolada a partir de uma amostra coletada de solo na cidade
de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil (Souza e Martins, 2001).
Culturas foram estocadas em glicerol 20% (v/v) a -20 °C em ultrafreezer.

Substrato

O bagaco de cana utilizado como substrato neste trabalho foi coletado na
Usina Sucroalcooleira Paraiso - Campos dos Goytacazes-RJ, e levado para o
Laboratério de Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro.

No laboratério, o bagaco de cana foi exaustivamente lavado com agua
destilada e seco em desidratador profissional marca Pardal em bandejas de tela a
aproximadamente 60°C por 48 horas. Em seguida foi triturado em moinho de
facas tipo Wily, peneirado em peneira 35 mesh e estocado sob refrigeragéo até o
Seu uso.

O bagaco de cana foi submetido a tratamentos quimicos com o objetivo de

se retirar parte da lignina da composicao deste bagaco e ainda alterar a estrutura
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recalcitrante deste material, de acordo com o estudado no trabalho 1. Assim, os
tratamentos foram os seguintes:
J Tratamento (1) — Bagaco sem tratamento (controle);
. Tratamento (2) — Bagaco tratado com solugao de hidroxido de
potassio (KOH - 10%); razéo sélido liquido 1:7; 35 min em autoclave a 121
°C.
J Tratamento (3) — Bagaco tratado com solugéo de hidroxido de
potassio (KOH - 10%); razéo sélido liquido 1:7; 35 min em autoclave a 121
°C e posteriormente tratado com solugéo de acido sulfurico (HoSO4- 1,2%);
razao solido liquido 1:8, 150 min em autoclave a 121 °C.
Apébs cada tratamento, o bagaco foi filtrado e lavado com agua destilada
até pH neutro.
Para verificar a eficiéncia da hidrélise do bagaco nos diferentes tratamentos
foram quantificados os teores de celulose, hemicelulose e lignina de acordo com
Sluiter et al.(2011).

Meio de cultura

O meio de cultura utilizado neste trabalho para producdo da CMCase e
avicelase continha (g.L™" de 4gua destilada): Bagago de cana-de-agucar-5,0, 4gua
de maceracao de milho -5,0, KCI-0,3, MgS04-0,5, KoHPO4-0,87, CaCl, -0,29,
Zn0-2,03x107°, FeCl3.6H20-2,7x10%, MnClz.4H,0-1,0x10%, CuCl,.2H,0-8,5x10™,
CoCl».6H,0-2,4x103, NiCl3.6H,0-2,5x10, H3BO3-3,0x10*. O pH do meio foi
ajustado para 7,2 com NaOH 1,0 M e posteriormente esterilizado por autoclave a
vapor a 121 °C, 1 atm durante 15 minutos.

Ativacao da linhagem e preparo do inéculo

O micro-organismo foi estriado em placas de Petri contendo meio TSY
(triptona 20 g.L"; NaCl 10 g.L'"; extrato de levedura 10 g.L"; 4gar 20 g.L' e 4gua
1 L). As placas foram incubadas em estufa QUIMIS modelo Q 315 D26 a 50°C
por 18 horas. Apds este periodo, 5 mL do meio de cultura descrito acima foram
transferidos para as placas para ressuspender as células que foram
posteriormente sugadas com o auxilio de uma pipeta estéril. Estas células foram
inoculadas em frascos erlenmeyers de 250mL contendo 50mL do respectivo meio
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de crescimento, incubadas por mais 18 horas a 50°C em “shaker” rotatério
(Thermo Forma Orbital Shaker, Ohio, EUA) operando a 150 rpm. Este meio foi

denominado indculo.
Condicoes da fermentacao

O meio (50 mL em frascos Erlenmeyer de 250 mL) foi inoculado com 1 mL
do inéculo (nimero inicial de células por ml de 10%) e incubado a 50 °C em um
agitador orbital (Thermo Forma, Ohio, EUA), operado a 150 rpm durante 264
horas. A contagem de células foi realizada em placas por UFC (Unidades
Formadoras de Colbnias).

Obtencao das enzimas

Amostras dos cultivos foram retiradas em intervalos prédeterminados para
analises posteriores. As amostras foram centrifugadas em uma centrifuga da
marca HERMLEZ 382K-a 5.000 g por 15 minutos a 4 °C para obtencdo do
sobrenadante isento de células (extrato bruto).

Purificacao parcial das enzimas

Para a purificacao parcial das enzimas, o sobrenadante livre de células foi
tratado com NH;SO, 60% e apds 18 horas de repouso a 4°C, foi novamente
centrifugado a 9000g por 30min. Em seguida o precipitado formado foi
ressuspendido em tampao tris/HCI 0,01M, pH 7,5, e dialisado em membrana
contra o mesmo tampéao a 4°C por 18horas.

Determinacao da producao de carboximetilcelulase e avicelase por meio de

ensaio enzimatico

A atividade da enzima carboximetilcelulase (EC 3.2.1.4) foi medida por meio
da quantificacdo da liberacdo de acucares redutores da hidrélise de
carboximetilcelulose (Sigma). A mistura de reacao que continha 0,5 ml de solugéao
de substrato (1%, p/v) preparado em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 9,0, e 0,5 mL de
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solucdo de enzima foi incubada a 70 °C. A enzima e 0s ensaios em branco
também foram simultaneamente incubados com amostras de teste. Ap6s 10 min
de reacdo, 1 mL de acido dinitrossalicilico (DNS) foi adicionado e deixado em
ebulicdo em banho-maria durante 5 min para paralisar a reagdo. As amostras
resultantes foram, em seguida resfriadas em banho de gelo, e a absorvancia foi
medida a 540 nm (Miller, 1959). Uma unidade (U) de atividade de CMCase foi
definida como 1 micromol de glicose equivalente liberado por minuto sob as
condi¢des de ensaio acima descritos, usando uma curva padrao de glicose.

A atividade da enzima avicelase (EC 3.2.1.91) foi medida pela quantificacdo
da liberacao de acucares redutores da hidrélise de avicel (PH-101, Sigma-cell 20).
A mistura de reagdo que continha 0,5 ml de solugcdo de substrato (1%, m/v)
preparado em tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 8,5, e 0,5 mL de solucao de enzima foi
incubada a 70 °C. A enzima e o0s ensaios em branco também foram
simultaneamente incubados com amostras de teste. Ap6s 10 min de reag&o, 1 mL
de acido dinitrossalicilico (DNS) foi adicionado e deixado em ebulicdo em banho-
maria durante 5 min. As amostras resultantes foram, em seguida resfriadas em
banho de gelo, e a absorvancia foi medida a 540 nm (Miller, 1959). Uma unidade
(U) de atividade de avicelase foi definida como 1 micromol de glicose equivalente
liberado por minuto sob as condicdes de ensaio acima descritos, usando uma
curva padrao de glicose.

Determinacao da proteina

A dosagem de proteina nos filtrados da cultura foi medida pelo método de
Lowry modificado por Peterson (Peterson, 1977), usando albumina de soro bovino
(BSA) como um padrao.

Efeito do pH na atividade e estabilidade das enzimas

O pH étimo das enzimas secretadas por Bacillus sp. SMIA-2 foi estimado
no intervalo de pH de 4,0-11,0 utilizando tampdes de ensaio diferentes. O ensaio
das enzimas foi conduzido com o substrato (carboximetilcelulose ou avicel)
dissolvido em tampdes diferentes (fosfato-citrato, pH 4,0-6,5, fosfato de sodio, pH
7,0-7,5, Tris-HCI, pH 8,0-9,0 e bdérax-NaOH, pH 9,5-11,0). A atividade das
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enzimas obtidas no pH 6timo foi utilizada para calcular a atividade das enzimas
em termos de porcentagem relativa em relacdo a outros valores de pH. O efeito
do pH sobre a estabilidade das enzimas foi determinado por meio da pré-
incubacgéo do extrato enzimatico, sem substrato, a diferentes valores de pH (4,0-
11,0) por 3 h a temperatura ambiente, e medindo a atividade enzimatica residual

em condicoes de ensaio padrao no pH étimo.
Efeito da temperatura na atividade e estabilidade das enzimas

O efeito da temperatura sobre a atividade das enzimas foi determinado
realizando o procedimento de ensaio padrao a uma faixa de temperatura de 30-90
°C, com intervalos de 10 °C. A atividade das enzimas obtida a temperatura 6tima
foi utilizada para calcular a atividade enzimatica relativa percentual em outros
valores de temperatura. A estabilidade térmica das enzimas secretadas por
Bacillus sp. SMIA-2 foi testada por determinacdo da atividade de enzima
remanescente apds incubagcao da enzima em banho-maria a temperatura de 30-
90 °C, por 3 h. A atividade residual foi determinada sob condicbes de pH e
temperatura 6tima, como descrito acima. A atividade inicial foi assumida como
sendo 100% e utilizada para calcular a atividade da enzima como porcentagem da
atividade inicial durante o periodo de incubacao.

Efeito de ions na estabilidade das enzimas

O efeito dos fons metalicos como Ba*? (BaCly), Cs*? (CsCl), Ni*? (NiCly),
Cu*? (CuSO,), Fe*® (FeS0Q,), K* (KCI), Na* (NaCl), Hg*® (HgCl,), Ca*™ (CaCly),
Mn*2 (MnClz), Mg*? (MgCly), Co*? (CoCly) e Zn*? (ZnCl,) sobre a atividade das
enzimas foi determinado. Os extratos enzimaticos foram pré-incubados com a
concentracao final de 1 mM do sal correspondente em tampéao fosfato de sédio,
pH 7,0 a 40 °C durante 15 min e a reacéao foi realizada em condi¢des de ensaio
padrao. A atividade relativa foi medida.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata, e os resultados foram

expressos como valores médios.

Aplicacao do extrato enzimatico na hidrélise de bagaco de cana-de- agucar
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Com o intuito de avaliar a capacidade das enzimas produzidas em
sacarificar o bagaco de cana-de-acucar tratado e o bagaco de cana-de-aglcar
nao tratado, bem como comparar a hidrolise realizada pelo mesmo extrato
adicionado de fons Co*?, o bagaco foi submetido, apés cada tratamento, a
hidrélise destas enzimas.

Todas as hidrélises foram realizadas em frascos Erlenmeyers contendo 1
grama do bagaco de cana e 20 ml de extrato enzimético (puro e adicionado de
Co*? na concentracdo de 1mM), de forma que a carga de enzimas foi de: 12U de
xilanase, 16U de avicelase e 6,2U de carboximetilcelulase, por grama de bagaco
de cana. Assim, os tratamentos testados foram:

Tratamento 1 (controle): Bagaco de cana-de-agucar (com e sem tratamento
alcalino e/ou acido) + agua destilada estéril;

Tratamento 2: Bagaco de cana-de-acucar (com e sem tratamento alcalino
e/ou acido) + extrato enziméatico esterilizado por ultramembrana;

Tratamento 3: Bagaco de cana-de-acucar (com e sem tratamento alcalino
e/ou acido) + extrato enzimatico estéril + 1mM de solucdo de Co *3;

Os frascos foram levados ao shaker rotatério por 72 horas a 50°C e 80
rom. Apds este periodo as amostras foram retiradas, centrifugadas por 15 min na
rotacdo de 10.000 rpm e o teor de acucar redutor contido nas amostras foi
quantificado pelo método do DNS (Miller, 1959).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Composicao do bagaco de cana-de-acucar

Os teores de celulose, hemicelulose e lignina no bagaco de cana utilizado
neste trabalho estdo mostrados na Tabela 1. Como pode-se observar os teores
foram similares aos encontrados no bagaco de cana analisado por varios autores
(Canilha et al., 2007; Rabelo, 2007; Rodrigues, 2007). A constituicdo quimica do
bagaco depende de diversos fatores entre eles o tipo de solo, a variedade de

cana, as técnicas de colheita e 0 manuseio empregado (Hamelink et al., 2005).
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Tabela 1. Teores de Celulose, Hemicelulose e Lignina no bagago de cana “in
natura” e tratado com alcali e com alcali e acido

Tratamentos Celulose  Hemicelulose  Lignina
(%) (%) (%)

Bagaco sem tratamento (Literatura) 32-48 19-28 20-26
Bagaco sem tratamento 42,42 28,96 18,61
Bagaco tratado com KOH 81,05 18,75 5,45
Bagaco tratado com KOH e H>SO,4 91,57 9,82 4,73

Perfil do crescimento e da atividade das enzimas avicelase e
carboximetilcelulase (CMCase) no meio de cultura contendo bagaco de cana
e suplementado com agua de maceracao de milho.

A fim de determinar o tempo ideal de fermentacdo para a producao das
enzimas avicelase e CMCase, ou seja, o tempo de incubagédo do micro-organismo
no qual se obtém produtividade enzimatica maxima, Bacillus sp. SMIA-2 foi
cultivado por 264 horas em meio de cultivo contendo bagaco de cana como fonte
de carbono suplementado com dgua de maceracao de milho (Fig. 1).

O crescimento da bactéria foi monitorado tanto pela leitura da densidade
6tica do meio de cultura, quanto pela contagem de células viaveis em placas de
petri em diferentes tempos de cultivo. Bacillus sp. SMIA-2 apresentou taxa de
crescimento muito rapida aumentando progressivamente em relagdo ao tempo de
cultivo até o tempo de 12 horas. Ap6s este tempo, a taxa de crescimento
permaneceu inalterada até 72 horas e a partir deste tempo o nimero de células
viaveis decresceu.

O pH do meio de cultura aumentou com o inicio do desenvolvimento
microbiano, provavelmente devido ao consumo de nitrogénio organico, como
aminoacidos e peptideos decorrentes da utilizacdo da agua de maceracado de
milho, e estabilizou préximo a 8,5 até 120 horas de incubagcdo da cultura.
Posteriormente, os valores do pH do meio declinaram para aproximadamente 7,8,

0 que pode ter ocorrido devido a producdo de alguns acidos pela bactéria
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decorrentes da utilizagdo de acucares presentes no meio de cultura e

permaneceu 0 mesmo até o final da fermentagéo.
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Figura 1. Crescimento (*), pH(m) e atividade da Avicelase (o) e
Carboximetilcelulase (A), secretadas por Bacillus sp. SMIA-2, quando cultivado
em meio liquido contendo bagago de cana-de-aclcar (5,0 g.L') e agua de
maceragado de milho (5,0 g.L™") por 264 horas a 50 °C.

As andlises das atividades das enzimas avicelase e CMCase no
sobrenadante da cultura de Bacillus sp. SMIA-2 contendo bagaco de cana e agua
de maceracao de milho, utilizando avicel e carboximetilcelulose como substratos,
respectivamente, revelaram que este micro-organismo foi capaz de secretar

ambas as enzimas celuloliticas.

As maximas atividades da avicelase e CMCase foram alcangadas apds 120
horas e 168 horas de incubacao do micro-organismo, com niveis de 0,85 e 0,30
U.mg proteina™ respectivamente, quando o crescimento ja havia sido cessado e a
cultura se encontrava na fase de declinio (Figura 1). Um comportamento similar
foi observado para as celulases de Curvularia lunata e de Bacillus subtilis em que

a atividade destas enzimas aumentou durante a fase exponencial de crescimento,
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alcangando os niveis maximos quando as culturas estavam na fase estacionaria

de crescimento (Assuncéo et al., 2006).

A partir da Fig. 1 pode-se observar, através de uma analise conjunta dos
perfis de producdo de avicelase e CMCase ao longo do tempo de cultivo da
bactéria, que ambas as enzimas foram produzidas simultaneamente, embora os
niveis de atividade da avicelase foram maiores que os da CMCase. Isto sugere
que os perfis da avicelase e da CMCase estdo mais préximos de um perfil
constitutivo de expressao enzimatica.

Uma das caracteristicas interessantes de espécies do género Bacillus é a
sua habilidade para degradar substratos amorfos tais como a
carboximetilcelulase, apesar de sua incapacidade para degradar Avicel (Makky,
2009). Por isso, poucos estudos reportam a produgédo de celulases na presenca
de celulose microcristalina (avicel) (Ratanakhanokchai, 2007). Entretanto, Bacillus
sp. SMIA-2 também mostrou capacidade para sintetizar a avicelase, quando
cultivado em meio de cultura contendo bagag¢o de cana como fonte de carbono.
De acordo com Susumu (1997), os membros do género Bacillus normalmente
requerem carboximetilcelulose para a producéo de celulases. Entretanto, Bacillus
sp. KSM-635 produziu celulase quase constitutivamente, em termos de
quantidade, em hidratos de carbono diferentes, e aparentemente nenhum padréo
foi observado em relagdo a estrutura ou composicido da fonte de carbono
utilizada.

De acordo com Kubicek (2009), as celulases, assim como as demais
hidrolases extracelulares, sao induzidas quando ha a necessidade de serem
secretadas pelos micro-organismos, para que estes crescam em celulose. Na
sintese das enzimas do complexo celulolitico pelos fungos Trichoderma reesei
Rut C30 e Humicola grisea var. thermoidea, nao foi observada correlagao direta
com a fonte de carbono utilizada para a inducéao, visto que mesmo quando as
linhagens foram cultivadas na presenca apenas de celobiose como substrato,
endoglucanases (CMCase) e exoglucanases (avicelases) também foram
excretadas pelas células.

Producao das enzimas avicelase e CMCase no bagaco de cana tratado
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Muitos pesquisadores que estudaram sobre a producédo de celulases por
micro-organismos utilizando bagaco de cana-de-acucar como substrato, usaram
este residuo lignoceluldésico apds algum pré-tratamento fisico ou quimico e
obtiveram sucesso na producdo enzimatica (Kocher et al., 2008; Acharya et al.,
2008; Sukumaran, 2010). O propésito do pré-tratamento é a remocao de parte da
lignina e hemicelulose, reduzir a cristalinidade da celulose e o aumento da
porosidade dos materiais lignocelulésicos (Singh et al., 2009). De fato, quando se
tratou o bagaco de cana com KOH e com KOH e H,SO4 o0s resultados
alcangados foram bastante satisfatérios uma vez que os teores de celulose
aumentaram e os de hemicelulose e lignina reduziram (Tabela 1). No bagaco
tratado com KOH e com KOH e H,SO,4 os teores de celulose dobraram e em
relacdo a lignina, para ambos os tratamentos foi observada uma queda de quase
4 vezes nos valores deste componente, quando comparado com 0s teores no
bagaco sem tratamento. Entretanto, em relacdo a producdo da avicelase e
CMCase pela bactéria, ndo foi observado diferencas na atividade das mesmas,
quando foi utilizado como substrato, o bagaco de cana tratado com KOH. Além
disso, quando foi utilizado o bagaco tratado com KOH e H,SO,4 os niveis de
atividade da avicelase e CMCases foram reduzidos em relacdo a utilizacdo do

bagaco nao tratado.
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Figura 2. Atividade enzimdtica da avicelase e CMCase em meio de cultura
contendo o bagaco de cana-de-agucar sem tratamento (1), tratado com alcali (2) e
tratado com alcali e depois com acido (3). * Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem estatisticamente em nivel de 95% de probabilidade pelo teste de

tukey.

De acordo com Sun e Cheng (2002) e Mosier et al. (2005), as etapas de
pré-tratamento de residuos lignoceluldsicos, apresentam algumas desvantagens
como o aumento do custo do processo. Além disso, no caso dos tratamentos
quimicos, existe a possibilidade de liberacdo de subprodutos indesejaveis que
podem inibir os micro-organismos nas etapas seguintes do processo, além da
liberacdo de efluentes toxicos. Tais caracteristicas fazem com que ainda seja
interessante o desenvolvimento de pesquisas a fim de se alcancar bons
resultados de producdo enzimatica com a utilizacdo de substratos sem sofrer
tratamentos quimicos, j4 que sao indutores baratos para a producao enzimatica

por micro-organismos.
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Purificacao parcial das celulases

A purificagcdo de uma enzima oferece a possibilidade de estudar mais
detalhadamente as caracteristicas desta proteina. Este processo além de remover
as impurezas indesejadas, concentra a proteina e possibilta torna-la menos
vulneravel, ja que ela acaba sendo transferida para um ambiente mais estavel.

As enzimas secretadas por Bacillus sp. SMIA-2 foram parcialmente
purificadas por precipitacdo com sulfato de aménio (60% saturagédo) seguido da
didlise. Na Tabela 3 e Tabela 4 estdo representados os valores de atividade, a
quantidade de proteina e o grau de purificacdo de cada etapa do processo de
purificacao da avicelase e CMCase, respectivamente.

Como muitos extratos brutos enzimaticos, o extrato contendo as enzimas
apresentou uma concentracao elevada de proteinas. A avicelase obtida mostrou
atividade inicial especifica de 0,790 U.mg™” proteina. No entanto, depois das
etapas de purificacdo a atividade especifica foi de 4,7 U.mg™' proteina, o que
corresponde aproximadamente a 5 vezes a purificagao.

Tabela 2. Purificacao parcial de avicelase de Bacillus sp. SMIA-2

Tratamento Atividade Atividade Proteina Atividade especifica
total (U) (UmL"h  (mg.mL™) (U.mg ptn’™)
Extrato 2501,1 0,794 1,005 0,790
bruto
Precipitado 225,3 1,408 0,805 1,748
Dialisado 229,5 1,35 0,286 4,705

Em relagdo a CMCase, a enzima obtida mostrou atividade inicial especifica
de 0,304 U.mg'. No entanto, depois das etapas de purificacdo a atividade
especifica da CMCase foi de 1,3 U.mg’' proteina, o que corresponde
aproximadamente a 5 vezes a purificacdo. O aumento da atividade especifica
mostrou que as proteinas e outros compostos indesejaveis foram removidos do

extrato enzimatico obtido.
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Tabela 3. Purificacao parcial de CMCase de Bacillus sp. SMIA-2

Tratamento  Atividade Atividade Proteina Atividade especifica
total (U) (U.mL™) (mg.mL™" (U.mg ptn’™)
Extrato 963,9 0,306 1,005 0,304
bruto
Precipitado 67,20 0,420 0,805 0,521
Dialisado 63,24 0,372 0,286 1,30

Efeito do pH na atividade e estabilidade das celulases

A faixa de pH entre 4,0 e 11,0 foi usada para estudar o efeito do pH sobre a
atividade das enzimas (Figura 3). A avicelase secretada por Bacillus sp. SMIA-2
foi capaz de apresentar um bom desempenho dentro de uma faixa de pH entre
6,0-9,0. A avicelase no extrato bruto mostrou o seu pH 6timo em 8,5, ja a
avicelase no extrato precipitado e dialisado mostrou o seu pH 6timo em 7,5. Estes
valores de pH 6timo foram um pouco maiores do que o relatado por Makky (2009)
para a linhagem de Geobacillus stearothermophilus, que era pH 7,0. O extrato
enzimatico bruto manteve mais de 70% da sua atividade maxima apds a
incubagéao a temperatura ambiente durante 3 h, a pH 6,0-8,5, sendo desta forma

estavel a uma ampla faixa de pH.



66

1001 1001 —=—Buig
—¥—pod
D
——Did
- 80
& ¥
< ™ S
g o S o
© =
e 50 e
()
o °
o o
g g A
2 s
2 <
2 21 X
104 /) \
0 0 T T T T T *‘*

Figura 3. pH 6timo (A) e estabilidade ao pH (B) da avicelase em extrato bruto (m),
extrato precipitado (*) e extrato dialisado (o) secretada pelo Bacillus sp. SMIA-2
cultivado em meio liquido contendo bagaco de cana-de-actcar (5 g.L™') e agua de
maceracgdo de milho (5 g.L"). (100% de atividade = 0,996 U.mg ptn™'- bruto; 1,553
U.mg ptn™'- precipitado e 3,994 U.mg ptn™'- dialisado)

A CMCase secretada por Bacillus sp. SMIA-2 foi capaz de apresentar um
bom desempenho dentro de uma gama de pH entre 5,0-10,0 (figura 4). A
CMCase no extrato bruto mostrou o seu pH 6timo em 9,0, j& a CMCase no extrato
precipitado e dialisado mostrou o seu pH 6timo em 8,0, resultado este parecido
com o de uma endocelulase isolada a partir de uma estirpe de Bacillus alcalifilica,
Bacillus agaradhaerens JAM-KU023, que mostrou seu pH étimo a partir de 7 - 9,4
(Hirasawa et al., 2006).

Os extratos enzimaticos mantiveram mais de 60% da atividade maxima de
CMCase apés a incubacao a temperatura ambiente durante 3 h, a pH 6,0-9,0. A
estabilidade ao longo de um amplo intervalo de pH parece ser caracteristica de
endoglucanases de Bacillus (Mawadza et al., 2000).
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Figura 4. pH 6timo (A) e estabilidade ao pH (B) da CMCase em extrato bruto (m),
extrato precipitado (*) e extrato dialisado (o) secretada pelo Bacillus sp. SMIA-2
cultivado em meio liquido contendo bagaco de cana-de-agucar (5 g.L') e 4gua de
maceracgdo de milho (5 g.L"). (100% de atividade = 0,315 U.mg ptn™'- bruto; 0,501
U.mg ptn™'- precipitado e 1,137 U.mg ptn'- dialisado).

A remocao das proteases e os fragmentos de proteinas frequentemente
presentes no extrato bruto, o qual, em alguns casos pode ser considerado como a
enzima de estabilizacdo de substancias, poderia promover a susceptibilidade da
atividade enzimatica de alteragdes nos valores de pH (Braga et al, 2012). Estas
alteracbes mostram a importancia de estudar as propriedades de ambas as
enzimas, em extrato bruto e purificada, j& que, dependendo da enzima e sua

aplicacéo, a purificacao pode ser apropriada ou nao.
Efeito da temperatura na atividade e estabilidade das enzimas

O efeito da temperatura na atividade e estabilidade das celulases de
Bacillus sp. SMIA-2 cultivado em bagaco de cana-de-agicar e dagua de
maceracdo de milho foram testadas (Figuras 5 e 6). As atividades da avicelase
(extrato bruto, precipitado e dialisado) aumentaram com a temperatura dentro da
faixa de 30 °C a 70 °C (Figura 5A). Uma reduc¢do na atividade das avicelases foi

observada a valores superiores a 70 °C. A temperatura étima da avicelase foi 70




68

°C e a 80 °C, a enzima bruta e precipitada ainda mantinha 90% da sua atividade
maxima. Ao comparar este valor com os trabalhos disponiveis sobre a atividade
de avicelase bruto na literatura, verificou-se que o Bacillus sp. SMIA-2 em estudo
tem uma temperatura ideal para a atividade da avicelase semelhante aos
relatados na literatura para outras linhagens de Bacillus (Mawadza et al., 2000,
Liang et al., 2010, Assareh et al., 2012).
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Figura 5. Temperatura étima (A) e estabilidade térmica (B) da avicelase em
extrato bruto (m), extrato precipitado (*) e extrato dialisado (o), secretada pelo
Bacillus sp. SMIA-2 cultivado em meio liquido contendo bagagco de cana-de-
acucar (5 g.L") e agua de maceracédo de milho (5 g.L™), durante 3 horas a pH 7,0.
(100% de atividade = 0,790 U.mg ptn™'- bruto; 1,748 U.mg ptn'- precipitado e
4,705 U.mg ptn™'- dialisado).

O efeito da temperatura na estabilidade da avicelase é mostrado na Figura
5 (B). A enzima permaneceu mais de 90% estavel até temperaturas menores que
60 °C, com forte queda de atividade a partir desta temperatura. A 70 °C, em torno
de 40% da atividade maxima da avicelase foi ainda detectada apéds o tratamento
para a avicelase em extrato bruto, precipitado e dialisado.

CMCase de Bacillus sp. SMIA-2 cultivado em bagagco de cana e agua de

maceragao de milho foi significativamente ativo na faixa de temperatura testada
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(Figura 6). As atividades da enzima (extrato bruto, precipitado e dialisado)
aumentaram com a temperatura dentro da faixa de 30 °C a 70 °C (Fig. 6A). Uma
reducao na atividade das enzimas foi observada a valores superiores a 70 °C. A
temperatura 6tima da CMCase foi a 70 ° C e niveis de atividade de cerca de 40%
foram detectados a 90 °C. Ao comparar este valor com outros trabalhos
disponiveis sobre a atividade de CMCase bruta na literatura, verificou-se que
Bacillus sp. SMIA-2 em estudo tem uma temperatura 6tima semelhante aos
relatados na literatura para outras linhagens de Bacillus (Assareh et al., 2012).
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Figura 6. Temperatura étima (A) e estabilidade térmica (B) da CMCase em extrato
bruto (m), extrato precipitado (*) e extrato dialisado (o), secretado pelo Bacillus
sp. SMIA-2 cultivado em meio liquido contendo bagago de cana-de-agucar (5 g.L
') e 4gua de maceracao de milho (5 g.L™"). (100% de atividade = 0,304 U.mg ptn'-
bruto; 0,521 U.mg ptn™'- precipitado e 1,3 U.mg ptn™'- dialisado).

O efeito da temperatura na estabilidade da enzima é mostrado na Fig. 6
(B). A enzima permaneceu mais de 90% estavel até temperaturas menores que
60 °C, com forte queda de atividade a partir desta temperatura. A 70 °C, em torno
de 50% da atividade maxima de CMCase foi ainda detectada apds o tratamento
para a enzima em extrato bruto, precipitado e dialisado. O que demonstra que a
enzima investigada apresentou boa termoestabilidade.
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Carboximetilcelulase tem sido amplamente detectada em bactérias e
fungos filamentosos. A maioria delas apresenta atividade 6tima em temperaturas
inferiores a 50 °C, desta forma CMCase ativa a temperaturas mais elevadas é de
grande interesse nas industrias (Lee et al., 2010).

Uma endocelulase termoestavel de Bacillus subtilis DR, extraido de uma
fonte quente, apresentou temperatura 6tima a 50 °C e manteve 70% da sua
atividade maxima a 75 °C apéds incubacao durante 30 minutos (Li et al., 2008).

E sabido que as condigdes de crescimento e da natureza do meio podem
estabilizar a enzima contra a desnaturacdo térmica. A presenca de protease
induzida pela composicao diferente da do meio pode também afetar a estabilidade
da enzima (Gomes et al., 2000).

Cultivo de termdfilos oferece varias vantagens, visto que reduz o risco de
contaminacao, reduz a viscosidade e conduz a um elevado grau de solubilidade
do substrato, tornando as reagbes mais rapidas, enquanto reduz o custo de
resfriamento. Estas tornaram-se importantes propriedades depois que as
celulases comecaram a ser usadas em aplicacbes industriais, como a

bioconversao de lignocelulose (Makky, 2009).

Efeito de ions na estabilidade das celulases

O efeito de alguns ions metédlicos sobre a atividade das enzimas foi
estudado. Cobalto (ll) estimulou a atividade enzimética da avicelase (Tabela 4)
aumentando-se para 125%, 135% e 146% da atividade inicial para a presenca de
Co*® na concentracdo final de 1 mM no extrato bruto, precipitado e dialisado da

enzima, respectivamente.
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Tabela 4. Efeito de diferentes ions na atividade da avicelase

Atividade relativa Atividade relativa  Atividade relativa

fons (%) - Extrato (%) - Extrato (%) - Extrato
bruto precipitado dialisado

Controle 100 100 100
Ca? 113,4 116,6 98,2
K* 108,6 113,8 87,4
Ba?* 109,0 113, 0 85,5
Cs?* 99,8 90,8 83,6
Hg?* 62,4 91,9 93,2
Ni2* 90,2 100,3 94,3
Cu? 72,2 84,3 82,9
Zn? 98,8 96,0 84,6
Mn2* 129,0 117,0 96,2
Fe? 57,2 62,4 88,4
Mg?* 90 123,8 81,0
Co? 125.8 135,2 146,7
Na* 92,1 104,7 103,3

*100% de atividade = 0,985 U.mg ptn™'- bruto; 1,229 U.mg ptn™'- precipitado e
3,63 U.mg ptn'- dialisado.

Manganés e Cobalto (ll) estimularam a atividade enzimética da CMCase
(Tabela 5), sendo que o Cobalto foi o ion que apresentou o efeito mais relevante
sobre a atividade da enzima, aumentando-se para 248%, 173% e 238% da
atividade inicial para a presenca de Co*™ na concentracdo final de 1 mM no

extrato bruto, precipitado e dialisado da enzima, respectivamente.
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Tabela 5. Efeito de diferentes ions na atividade da CMCase

Atividade relativa Atividade relativa  Atividade relativa

fons (%) - Extrato (%) - Extrato (%) - Extrato
bruto precipitado dialisado
Controle 100 100 100
Ca® 145,5 100,7 110,4
K* 91,0 106,2 97,5
Ba** 94,1 159,8 83,9
Cs* 84,8 94,6 90,5
Hg** 69,6 109,0 109,4
Ni2* 91,8 89,7 103,4
Cu®* 118,6 96,8 98,2
Zn** 96,5 98,0 101,0
Mn2* 194 102,5 126,2
Fe?* 127,2 95,4 95,1
Mg?* 84,4 86,9 86,3
Co** 248 173,2 238,0
Na* 94,5 100,2 96,8

*100% de atividade = 0,256 U.mg ptn™'- bruto; 0,461 U.mg ptn'- precipitado e
1,055 U.mg ptn™'- dialisado.

Enzimas microbianas extracelulares sdo geralmente conhecidas por exigir
cations divalentes para a atividade e sua estabilizacdo. A enzima foi estimulada
por Co™, que é de grande ocorréncia em sistemas biologicos. Lin (2012)
descobriu que, em estirpes de Bacillus thuringiensis a atividade de celulase foi

aumentada por Mn*2,

Aplicacao do extrato enzimatico na hidrolise de bagaco de cana-de-acucar

Para verificar qual o pré-tratamento foi o mais eficaz em termos de
acessibilidade das enzimas ao substrato, a hidrolise foi conduzida a partir do
bagaco com e sem o pré-tratamento. Apds 72 h de hidrélise a 40 °C verificou-se
uma grande producao de agucar redutor (125 mg/g de bagacgo), quando utilizou-
se 0 extrato enzimatico adicionado de 1 mM de Co*? na hidrélise do bagaco de
cana-de-agucar tratado com solucao alcalina, conforme a figura 7.
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Figura 7. Hidrélise enzimatica em bagaco de cana-de-acucar, sendo: 1 (controle):
Bagaco + agua destilada estéril; 2: Bagaco + extrato enzimatico estéril; 3: Bagacgo

+ extrato enzimatico estéril+ 1mM de Co*2.

Foram observados niveis altos de producao de agucar redutor (125 mg de
AR/ g de bagaco de cana) quando o bagagco de cana-de-acucar tratado com
solucdo alcalina foi hidrolisado com extrato enzimatico acrescido de 1mM de Co*?
por 72 horas a 50 °C.

Segundo Nakagame et al. (2011), a presenca de lignina limita o processo
de difusdo da enzima no substrato, tanto pela diminuicdo da superficie de acesso
a celulose, como pelas interacdes hidrofébicas que a lignina faz com as celulases,
limitando consequentemente, a liberacdo de glicose. Vasquez et al. (2007)
observaram o mesmo efeito quando analisaram a hidrdlise do bagagco de cana
submetida a pré-tratamento com &cido sulfurico ou pré-tratamento acido-alcali

(acido sulfurico e hidréxido sédio).
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CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que Bacillus sp SMIA-2 produz avicelase e
CMCase usando residuos de baixo custo, como o0 bagaco de cana-de-acucar,
quando suplementado com a agua de maceragdao de milho. Uma observacao
bastante comum em bactérias do genero Bacillus é que ndo possuem o sistema
de celulase completo, a atividade principal é de carboximetilcelulase
(endoglucanase), que nao hidrolisa a celulose cristalina (Mawadza et al., 2000).

Os resultados mostraram também a vantagem de utilizar bagago de cana e
agua de maceracao para a produgao de enzimas por Bacillus sp. SMIA-2. O uso
da biomassa lignocelulésica para a producédo de celulase esta a tornar-se uma
tendéncia comum nos ultimos anos, uma vez que reduz significativamente os
custos de producdo da enzima (Adsul et al., 2005). Além disso, agua de
maceracao de milho, um grande subproduto da industria de moagem de milho, é
um substrato barato disponivel em larga escala (Parekh et al., 1999), capaz de
fornecer uma fonte de nitrogénio adicional, proporcionando peptidios e
aminoacidos prontamente disponiveis para o metabolismo das células. Este
residuo barato tem sido utilizado com sucesso em determinados meios de cultura
para a producdo de celulase (Abdel-Fattah et al.,, 2007). No entanto, até o
presente momento, esta é a primeira vez que tem sido relatado o uso de bagaco
de cana combinado com agua de maceragao para a producao de celulases por
Bacillus ou outro grupo de micro-organismo. Portanto, a co-utilizacdo destes
subprodutos € uma opc¢ao atraente para a producao destas enzimas por Bacillus
sp. SMIA-2.

As caracteristicas apresentadas pelas celulases de Bacillus sp. SMIA-2 em
extrato bruto, precipitado e dialisado mostraram que estas enzimas podem
apresentar comportamentos diferentes quando purificadas. Corroborando assim a
importancia de determinar as caracteristicas desta enzima em seu extrato bruto e
purificado para utilizacdo em processos biotecnolégicos, e considerar esta
informacéo de acordo com as aplicacées que se pretende.

As caracteristicas apresentadas pelas avicelase e CMCase de Bacillus sp.
SMIA-2 demonstram que estas enzimas podem ser muito Uteis em aplicacoes
biotecnol6gicas. Podendo se tornar uma fonte nova e interessante de enzimas de

degradacao de lignocelulose com importantes vantagens econémicas. De fato, os
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resultados sobre o pH e os perfis de temperatura, além das caracteristicas de
estabilidade térmica em comparacdo com outros Bacillus, tém mostrado que a

estirpe é promissora.
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4.3. PRODUGCAO E CARACTERIZACAO PARCIAL DE XILANASES DE
BACILLUS SP. SMIA-2 EM CULTURAS SUBMERSAS CONTENDO BAGACO
DE CANA E AGUA DE MACERACAO DE MILHO

RESUMO

A cepa termofilica brasileira de Bacillus sp. SMIA-2 produziu bons niveis de
xilanase em fermentacao submersa, utilizando bagaco de cana-de-aglcar e agua
de maceracao de milho como substratos de baixo custo. A producédo de xilanase
comecou na fase de crescimento exponencial, atingindo um maximo a 72 h. Os
estudos de caracterizacao indicaram que os valores de pH 6timo foram de 7,5; 7,0
e 7,0 para a xilanase em extrato bruto, precipitada e dialisada, respectivamente, e
que a temperatura para uma atividade 6tima da enzima foi de 70 °C nos trés
estados. Os resultados mostraram também que a enzima permaneceu 100%
estavel a 60 °C durante 3 horas e que foi estimulada por Mn?* e Co®*. Assim, a
enzima extracelular secretada apresentou propriedades que atendem aquelas

frequentemente necessarias em ambiente industrial.

ABSTRACT
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The Brazilian strain of thermophilic Bacillus sp. SMIA-2 produced good levels of
xylanase in submerged fermentation using sugar cane bagasse and corn steep
liquor as substrates for low cost. The xylanase production was started in the
exponential growth phase, reaching a maximum at 72 h. The characterization
studies indicated that the optimum pH values were 7.5, 7.0 and 7.0 for xylanase in
the crude extract, precipitated and dialyzed, respectively, and the temperature for
an optimal activity of the enzyme was 70 °C in the three states. The results also
showed that the enzyme remained 100% stable at 60 °C for 3 hours and was
stimulated by Mn?* and Co?'. Thus, the extracellular enzyme secreted had

properties that meet those often required in industrial environments.

INTRODUCAO

A hemicelulose é o segundo polissacarideo mais abundante da natureza,
representando cerca de 25-35% da biomassa lignocelulésica (Santos et al., 2012).
A xilana, por sua vez, é o principal constituinte da hemicelulose. E formada por
residuos de xilopiranosil ligados por ligacdes do tipo 1,4-glicosidicas e apresenta
um grande potencial para ser convertida em produtos de interesse comercial
(Girio et al., 2010; Kumar et al, 2012).

A degradagao microbiana da hemicelulose abrange uma diversidade de
hidrolases glicosidicas com diferentes especificidades e modos de acao. Esse
polissacarideo se apresenta na natureza na forma insoluvel. Por isso, os micro-
organismos que o utilizam devem possuir enzimas extracelulares, livres, ou
associadas a parede celular, para converte-lo em produtos sollveis, que podem
ser transportados para o interior da célula (Warren, 1996).

A hidrélise enzimatica de xilanas ao seu principal monémero, xilose, é um
processo complexo envolvendo um conjunto de enzimas que operam em
sinergismo. Elas sado classificadas como endo- e exo-xilanases. Endo-B-1,4-
xilanase (EC 3.2.1.8) cliva ligagbes glicosidicas produzindo xilo-oligossacarideos
e exo-B-1,4-xilosidase (EC 3.2.1.37) é responsavel pela degradacao final de xilo-
oligossacarideos em xilose (Girio et al., 2010; Kumar et al, 2012). Exo-xilanase é

algumas vezes referida como xilanase extracelular (Hiremath e Patil, 2011).
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Poucos sdo os micro-organismos que possuem o sistema xilanolitico
completo, ou seja, todas as enzimas necessarias para a completa degradacéao
das heteroxilanas. A maioria das bactérias secreta xilanases extracelulares que
agem no material hemicelulésico liberando xilose como um produto assimilavel,
permitindo o crescimento do micro-organismo. Dentre as bactérias, espécies de
Bacillus secretam quantidades apreciaveis de xilanaxes extra-celulares
(Srinivasan e Meenakshi,1999). A capacidade das diferentes espécies de Bacillus
em metabolizar em condicbes acidas, neutras e alcalinas, combinada com a
presenca de termofilos no género, tem levado ao desenvolvimento de uma
variedade de novos produtos de enzimas comerciais com a temperatura
desejada, a atividade de pH e propriedades de estabilidade para tratar uma
variedade de aplicagdes industriais especificas (Schallmey et al., 2004).

As xilanases microbianas sao as preferidas para os processos de hidrolise
em virtude da sua especificidade, das condi¢gdes suaves de reacdo, das poucas
perdas de substrato e da sua biodegradabilidade. No entanto, o custo da hidrélise
enzimatica ainda é um fator limitante do processo (Michelin et al.,2008).

O fator basico para a producao de xilanases € a escolha de um substrato
apropriado. A utilizacao de residuos de baixo custo como substratos na producao
de enzimas € especialmente interessante para os paises onde residuos
agroindustriais sdo abundantes. Bagaco de cana-de-agucar é o principal residuo
agroindustrial brasileiro, estima-se que cerca de 186 milhdes de toneladas de
bagaco sao gerados no Brasil por ano (Cardona et al., 2010, Soccol et al., 2010).
Ele é composto principalmente de duas fragcdes de polissacarideos (celulose e
hemicelulose) e uma macromolécula polifendlica (lignina). A celulose é o
componente mais abundante (32-48%), seguido por hemicelulose (19-24%), os
quais sofrem o processo de hidrélise enzimatica por micro-organismo, liberando
carboidratos que sao utilizados como fontes de energia e carbono. Esse processo
degradativo é de fundamental importancia biolégica e industrial (Santos et al.,
2012).

A aplicagdo biotecnoldgica das xilanases tem aumentado nas Ultimas
décadas. Grande destaque tem sido dado para as xilanases termoestaveis. A
termoestabilidade € essencial para certas aplicagdes industriais que se
desenvolvem em temperaturas elevadas (Wu et al.,, 2004). Xilanases
termoestaveis tém sido usadas na industria de panificacdo (Haros et al., 2002;
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Jiang et al., 2008) e na producéo de papel (Jiang et al., 2008; Bae et al., 2008;
Santos e Ishii, 2011). Estas enzimas tém ainda aplicacdo na maceragdao dos
vegetais, na clarificacdo de sucos e vinhos, na extracao de sucos, perfumes e
pigmentos, em biobranqueamento de celulose, entre outros (Girio et al., 2010;
Song e Wei, 2010).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo estudar a
producdo de xilanase extracelular obtida de culturas submersas de Bacillus sp.
SMIA-2, contendo bagaco de cana e agua de maceracao de milho. Além disso,
algumas propriedades bioquimicas da enzima foram estudadas, em extrato bruto
e parcialmente purificada, a fim de explorar seu potencial para aplicacoes

industriais.

MATERIAIS E METODOS

Micro-organismo

A cepa da bactéria utilizada neste estudo foi um termofilico Bacillus sp.
SMIA-2, anteriormente isolada a partir de uma amostra coletada de solo na cidade
de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil (Souza e Martins, 2001).

Culturas foram estocadas em glicerol 20% (v/v) a -20 °C em ultrafreezer.
Meio de cultura e condicoes de fermentacao

O meio de cultura utilizado neste trabalho para producdo da xilanase
continha (g.L"' de agua destilada): Bagaco de cana-de-agucar-5,0, 4gua de
maceracao de milho -5,0, KCI-0,3, MgS04-0,5, K:HPO,4-0,87, CaCl, -0,29, ZnO-
2,03x10°,  FeCl3.6H,0-2,7x10%,  MnCl,.4H,0-1,0x10%,  CuCl,.2H,0-8,5x10",
CoCl».6H,0-2,4x103, NiCl3.6H,0-2,5x10, H3BO3-3,0x10*. O pH do meio foi
ajustado para 7,2 com NaOH 1,0 M e o meio foi esterilizado por autoclave a vapor
a 121 °C, 1 atm durante 15 minutos. O meio (50 mL em frascos Erlenmeyer de
250 mL) foi inoculado com 1 mL de inéculo (ndmero inicial de células de 10%) e

incubado a 50 °C em um agitador orbital (Thermo Forma, Ohio, EUA), operado a
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150 rpm durante 264 horas. Frascos foram retirados em intervalos
prédeterminados e, antes do ensaio, o sobrenadante isento de células foi obtido
por centrifugacdo (HERMLEZ 382K (Wehingen, Alemanha) a 5000 rpm durante
15 min a 4 °C. Os ensaios foram realizados em triplicata e o erro padrao foi
calculado.

Bagaco de cana-de-acucar

O bagaco de cana utilizado neste trabalho foi doado pela Usina
sucroalcooleira Paraiso- Campos dos Goytacazes-RJ, e em seguida foi levado ao
Laboratério de Tecnologia de Alimentos-LTA-UENF. No laboratério o bagaco foi
exaustivamente lavado com agua destilada e seco em desidratador profissional
marca Pardal em bandejas de tela a aproximadamente 60°C por 48 horas. Em
seguida foi triturado em moinho de facas tipo Wily, peneirado em peneira 35 mesh
e estocado sob refrigeracao até seu uso.

Os teores de celulose, hemicelulose e lignina foram quantificados de

acordo com Sluiter et al. (2011).

Purificacao parcial da enzima

A enzima parcialmente purificada foi obtida pela adigao de sulfato de aménio
s6lido a 60% de saturacdo ao extrato enzimatico bruto, obtido apds a fermentacao
submersa, com agitacdo constante por 18 horas, a temperatura de 4 °C. O
precipitado foi recolhido por centrifugacdo a 12.000 rpm durante 20 min a 4 °C.
Este precipitado foi dissolvido em tampao fosfato de sédio 10 mM, pH 7,5 e parte
desta solucao foi reservada para caracterizagdes bioquimicas e outra parte foi
dialisada por 18 horas contra 0 mesmo tampao. O dialisado foi utilizado como a
solucao de enzima dialisada.

Determinacao da producao de endo-xilanase por meio de ensaio enzimatico
A atividade da enzima endo-[1(11,4-xilanase (EC 3.2.1.8) foi medida pela

quantificacdo da liberacdo de aguUcares redutores da hidrélise de xilana Oalt
Spelts (Sigma). A mistura de reacao que continha 0,5 ml de solucéo de substrato
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1% (m/v) preparado em tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 8,5, e 0,5 mL de solucao de
enzima foi incubada a 70 °C. Apdés 10 min de reacdo, 1 mL de &cido
dinitrossalicilico (DNS) foi adicionado e deixado 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 absorvancia foi medida a 540 nm (Miller, 1959).
Uma unidade (U) de atividade de xilanase foi definida como 1 micromol de xilose
equivalente liberado por minuto sob as condicbes de ensaio acima referidos,

usando uma curva padrao de xilose.

Determinacao da proteina

A dosagem de proteina nos filtrados da cultura foi medida pelo método de
Lowry modificado por Peterson (Peterson, 1977), usando albumina de soro bovino
(BSA) como um padrao.

Efeito do pH na atividade e estabilidade da xilanase

O pH étimo da enzima secretada por Bacillus sp. SMIA-2 foi estimado no
intervalo de pH de 4,0-11,0 utilizando tampdes de ensaio diferentes. O ensaio da
enzima foi conduzido com xilana dissolvida em tampdes diferentes (fosfato-
citrato, pH 4,0-6,5, fosfato de sédio, pH 7,0-7,5, Tris-HCI, pH 8,0-9,0 e bérax-
NaOH, pH 9,5-11,0). A atividade da enzima obtida no pH 6timo foi utilizada para
calcular a atividade da enzima em termos de porcentagem relativa em relagédo a
outros valores de pH. O efeito do pH sobre a estabilidade da enzima foi
determinado pela pré-incubagdo do extrato enzimatico, sem substrato, a
diferentes valores de pH (4,0-11,0) por 3 h a temperatura ambiente, e medindo a
atividade enzimatica residual em condi¢cdes de ensaio padrdao no pH 6timo.

Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da xilanase

O efeito da temperatura sobre a atividade da enzima foi determinado
realizando o procedimento de ensaio padrao a uma faixa de temperatura de 30-90
°C. A atividade da enzima obtida a temperatura 6tima foi utilizada para calcular a

atividade enzimatica relativa percentual em outros valores de temperatura. A
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estabilidade térmica da xilanase secretada por Bacillus sp. SMIA-2 foi testada por
determinacao da atividade de enzima remanescente apds incubacdo da enzima
em banho-maria a temperatura de 30-90 °C, por 3 h. A atividade residual foi
determinada sob condicées de pH e temperatura 6tima, como descrito acima. A
atividade inicial foi assumida como sendo 100% e utilizada para calcular a
atividade da enzima como porcentagem da atividade inicial durante o periodo de

incubagao.
Efeito de ions na estabilidade da xilanase

O efeito dos fons metalicos como Ba*? (BaCly), Cs*? (CsCl), Ni*? (NiCly), Cu*?
(CuSQy), Fe*® (FeS0Oy), K* (KCI), Na* (NaCl), Hg** (HgCly), Ca*® (CaCly), Mn*?
(MnCly), Mg*? (MgCl,), Co*? (CoCl,) e Zn*? (ZnCl,) sobre a atividade da enzima foi
determinado. As enzimas foram pré-incubadas com a concentragéao final de 1 mM
do sal correspondente em tampao fosfato de sédio, pH 7,0 a 40 °C durante 15 min
e a reacao foi realizada em condicbes de ensaio padrdao. A atividade relativa foi
medida.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, e os resultados foram

expressos como valores médios.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Perfil do crescimento do micro-organismo e atividade da xilanase

Bacillus sp. SMIA-2 foi capaz de crescer e secretar xilanases em niveis
satisfatorios quando cultivado em meio de cultura contendo como substratos o
bagaco de cana-de-acucar in natura e a agua de maceragao de milho (Figura 1).

O bagaco de cana-de-acucar tratado vem sendo utilizado em diversos
trabalhos para a producédo de enzimas com resultados promissores (Adsul et al.,
2005, Ko et al.,2010; Kumar et al., 2012). A obtencdo de xilanases utilizando o
bagaco de cana sem tratamento prévio viabiliza ainda mais a producédo destas

enzimas, uma vez que as etapas de fracionamento dos componentes



88

lignocelulésicos sao de alto custo energético. Entretanto, considerando que o teor
de nitrogénio presente no bagaco de cana € pequeno para suportar um bom
crescimento e producdo enzimatica e que a fonte de nitrogénio e sua quantidade
afetam a producéao de xilanases (Park et al., 2002), a co-utilizacdo do bagaco de
cana e agua de maceracao de milho foi uma escolha atraente para a producao de
xilanases por Bacillus sp. SMIA-2. A agua de maceracao de milho, um subproduto
da industria de moagem de milho, é um substrato barato disponivel em larga
escala (Parekh et al., 1999), capaz de fornecer uma fonte de nitrogénio adicional,
proporcionando peptidios e aminoacidos prontamente disponiveis para o
metabolismo das células. Este residuo de baixo custo tem sido utilizado com
sucesso em determinados meios de cultura para a producao de celulases (Abdel-
Fattah et al., 2007).

De acordo com o perfil do crescimento e da atividade de xilanase mostrado
na Figura 1, a secrecdo da xilanase comecou na fase de crescimento
exponencial, atingindo um maximo em 72 horas (0,507 U.mg proteina™), quando a
cultura ja se encontrava na fase estacionaria de crescimento, com uma
diminuicao apos este periodo. Este perfil sugere que a xilanase produzida pelo
micro-organismo em estudo teve um carater indutivo, ja que inicialmente foi
sintetizada em pequenas quantidades e aumentou sua concentracao na presenca
do substrato, no caso o bagaco de cana. O carater indutivo pode ser devido a um
acesso gradual as fibras de hemicelulose, o que estimula a producéo e liberacao
gradual de enzimas hidroliticas para o consumo do substrato.
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Figura 1. Crescimento (%), pH (m) e Xxilanase (o) secretada por Bacillus sp. SMIA-
2, quando cultivada em meio liquido contendo bagaco de cana e agua de

macerac¢ao de milho por 264 horas a 50 °C.

O pH do meio de cultura aumentou logo apéds a incubacao da cultura de 7,0
para 8,5 apds 48 h e entdo estabilizou. O valor do pH de um meio de cultura
tende a variar em resposta as atividades metabdlicas dos micro-organismos, seja
por meio da producao de acidos durante a fermentacdo ou mesmo do consumo
destes e a formagdo de compostos como ureia, que tendem a elevar o pH
(Raimbault,1998).

Purificacao parcial da enzima

Com base na curva de crescimento do micro-organismo e visando a
obtencao de maior quantidade da xilanase foi estabelecido o periodo de 72 horas
para o crescimento de Bacillus sp. SMIA-2 no meio liquido contendo bagaco de
cana in natura suplementado com agua de maceracdo de milho. Apds este

periodo, as células foram removidas do meio de cultura e a enzima presente no



90

extrato bruto foi parcialmente purificada e caracterizada visando o aproveitamento
destes residuos e a aplicacao biotecnoldgica da xilanase.

Para a realizagdo da purificacdo parcial da xilanase, foram realizadas duas
etapas. A primeira etapa consistiu da precipitagcao das proteinas, com sulfato de
amodnio 60% de saturacdo, a partir do extrato bruto obtido com o cultivo de
Bacillus sp. SMIA-2 por 72 horas. Na segunda etapa foi realizada a dialise para a
eliminacdo do sal da fase de precipitagcdo. Apds cada etapa foi determinada a
atividade da enzima (Tabela 1). A xilanase dialisada exibiu uma atividade
especifica de 3,0 U.mg de proteina™, o que correspondeu aproximadamente a 5
vezes a purificagdo da enzima (Tabela 1). Este aumento de atividade demonstrou
que com as etapas utilizadas houve a remocdo de impurezas indesejadas
presentes no extrato bruto e uma maior concentracdo da enzima. O grau de
purificacdo depende da finalidade do uso da enzima. Para algumas aplicacdes, o
extrato bruto é suficiente. Em industrias de alimentos e detergentes, geralmente
ndao € necessario um alto grau de pureza para a enzima produzida (Shah e
Madamwar, 2005). Contudo, somente com a enzima purificada € possivel estimar
seu real potencial biotecnélogico (Queiroz et al., 2008).

Tabela 1. Purificacao parcial de xilanase de Bacillus sp. SMIA-2

Tratamento Atividade Atividade Proteina Atividade especifica
total (U) (U.mL™ (mg.mL™") (U.mg ptn’™)
Extrato bruto 19341 0,614 1,005 0,611
Precipitado 168,0 1,050 0,805 1,304
Dialisado 146,2 0,860 0,286 3,010

Efeito do pH na atividade e estabilidade da xilanase

A faixa de pH entre 4,0 e 11,0 foi usada para estudar o efeito do pH sobre a
atividade da enzima (Figura 2). A xilanase no extrato bruto mostrou o seu pH
6timo em 7,5, ja a xilanase no extrato precipitado e dialisado mostrou o seu pH
6timo em 7,0. A atividade enzimatica do extrato precipitado e dialisado caiu para
cerca de 50% para valores de pH abaixo de 5,5 e acima de 9,0, ja no extrato bruto
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a atividade enzimatica manteve mais de 80% de sua atividade a pH 5,5 e mais de
60% de sua atividade a pH 9,0, sendo desta forma ativa em uma ampla faixa de
pH. Esta enzima reteve mais de 60% da sua atividade maxima ap6s a incubacao
a temperatura ambiente durante 3 h, a pH 5,5-8,5, sendo desta forma estavel a
uma ampla faixa de pH. Valores extremos de pH podem causar consideravel
desnaturacao protéica e consequente inativagdo enzimatica. Por isso, é muito Util
saber em que faixa de pH a enzima é mais estavel, ja que o pH de maxima

estabilidade nem sempre coincide com o de maxima atividade.
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Figura 2. pH 6timo (A) e estabilidade ao pH (B) da xilanase em extrato bruto (m),
extrato precipitado (*) e extrato dialisado (o) secretada pelo Bacillus sp. SMIA-2
cultivado em meio liquido contendo bagaco de cana-de-actcar (5 g.L™') e agua de
maceracgdo de milho (5 g.L"). (100% de atividade = 0,611 U.mg ptn™'- bruto; 1,304
U.mg ptn™'- precipitado e 3,01 U.mg ptn™'- dialisado).

O pH 6timo encontrado para a xilanase de Bacillus sp. SMIA-2 neste
trabalho (7,0- 7,5) foi semelhante a outras endoxilanases de Streptomyces sp.
RCK-2010 (Kumar et al., 2012) e de Bacillus sp. (Takahashi et al., 2000). Varios
trabalhos relatam que o pH étimo para a xilanase produzida a partir de bactérias,
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normalmente, ndo excede pH 7, como nos casos de Bacillus sp. (Okazaki, et
al.,1985; Nakamura, et al., 1994; Blanco, et al., 1995; Nagar et al., 2011) com uma
faixa de pH 6timo entre 6,0-6,5. No entanto, valores de pH étimo na faixa alcalina
(7-9) foram relatados para Bacillus sp. (Nakamura, et al.1994; Kiddinamoorthy, et
al. 2008).

Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da xilanase

O efeito da temperatura na atividade e estabilidade da xilanase de Bacillus
sp. SMIA-2 cultivado em bagaco de cana-de-agucar e agua de maceracao de
milho foi investigado (Figura 3). As atividades da enzima (extrato bruto,
precipitado e dialisado) aumentaram com a temperatura dentro da faixa de 30 °C
a 70 °C (Figura 3A). Uma reducgado na atividade das enzimas foi observada a
valores superiores a 70 °C. A temperatura étima da xilanase foi a 70 °C e niveis
de atividade de cerca de 40% foram detectados a 90 °C. O efeito da temperatura
na estabilidade da enzima €& mostrado na Figura 3 (B). A enzima permaneceu
mais de 90% estavel até temperaturas menores que 60 °C, com forte queda de
atividade a partir desta temperatura. A 70 °C, 55%, 35% e 35% da atividade
maxima de xilanase foi ainda detectada apds o tratamento para a xilanase em

extrato bruto, precipitado e dialisado, respectivamente.
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Figura 3. Temperatura 6tima (A) e estabilidade térmica (B) da xilanase em extrato
bruto (m), extrato precipitado (*) e extrato dialisado (o), secretada pelo Bacillus
sp. SMIA-2 cultivado em meio liquido contendo bagago de cana-de-agucar (5 g.L
') e 4gua de maceracao de milho (5 g.L™"), a pH 7,0. (100% de atividade = 0,611
U.mg ptn™'- bruto; 1,304 U.mg ptn™'- precipitado e 3,01 U.mg ptn™'- dialisado).

Ao comparar estes resultados com outros trabalhos disponiveis na
literatura sobre a atividade de xilanase bruta, verificou-se que Bacillus sp. SMIA-2
em estudo tem uma temperatura 6tima semelhante aos relatados na literatura
para outras linhagens de Bacillus (Marques et al., 1998; Takahashi et al., 2000,
Ko et al.,2010; Nagar et al., 2011, Assareh et al., 2012). Além disso, a enzima
investigada apresentou boa termoestabilidade, sendo maior que aquela
apresentada por Streptomyces sp. RCK-2010, que foi de 40% de sua atividade
original depois de 4 h incubada a 60 °C (Kumar et al., 2012).

E sabido que as condigdes de crescimento e natureza do meio podem
estabilizar a enzima contra a desnaturacéo térmica (Gomes, 2000). Cultivo de
terméfilos oferece varias vantagens, visto que reduz o risco de contaminacao,
reduz a viscosidade e conduz a um elevado grau de solubilidade do substrato,
tornando as reacd6es mais rapidas, enquanto reduz o custo de resfriamento. Estas

caracteristicas tornaram-se mais importantes depois que as hemicelulases
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comecaram a ser usadas em aplicacdes industriais, como a bioconversdo de

lignocelulose (Maki et al., 2009) e na industria de panificacao (Jiang et al., 2008).

Efeito de ions na estabilidade da xilanase

O efeito de alguns ions metdlicos sobre a atividade da enzima foi estudado.
Cobalto (Il) e manganés (Il) apresentaram relevantes efeitos sobre a atividade de
xilanase que aumentou mais que o dobro para a enzima no extrato bruto na

presenca destes ions na concentracao final de 1 mM (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito da adigdo de ions na atividade da xilanase secretada por Bacillus
sp. SMIA-2.

Atividade relativa (%) Atividade relativa (%) Atividade relativa

lons Extrato bruto Extrato precipitado (%) - Extrato
Controle 100,0 100,0 100,0
Ca®* 99,6 98,0 92,5
K* 85,8 103,4 70,3
Ba** 108,5 118,9 69,3
Cs? 80,0 96,1 76,3
Hg** 61,0 101,9 107,0
Ni2* 89,4 103,5 97,9
Cu®* 110,1 100,3 85,1
Zn* 81,7 101,3 75,0
Mn2* 214,4 117,2 117.,0
Fe?* 1144 1242 90,9
Mg?* 79,4 115,1 78,8
Co** 236,0 170,4 172,5
Na* 96,6 98,7 81,4

Enzimas microbianas extracelulares sdo geralmente conhecidas por exigir
cations divalentes para a atividade e sua estabilizacdo. A xilanase de Bacillus sp.
SMIA-2 foi estimulada por Mn*? e Co*? que sdo de grande ocorréncia em
sistemas biologicos, resultado este semelhante a da xilanase de
Chromohalobacter sp. TPSV 101 que também teve sua atividade aumentada por
Mn®* e Co?* (Prakash et al., 2012). Nascimento et al. (2002) relataram que em

uma estirpe de Streptomyces sp. AMT-3 a atividade da xilanase foi realgado por
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Na*, bem como Nawel et al. (2011), que trabalhando com uma estirpe de Jonesia
denitrificans tiveram a atividade da xilanase aumentada por Mn*2,

Essas caracteristicas apresentadas pela xilanase de Bacillus sp. SMIA 2-
podem ser muito Uteis quando se pensa em aplicacdes biotecnoldgicas. De fato,
os resultados sobre o pH e os perfis de temperatura, e também as caracteristicas
de estabilidade térmica em comparacdao com outros Bacillus, tém mostrado que
Bacillus sp. SMIA-2 é uma estirpe promissora.

CONCLUSAO

O presente estudo foi realizado para investigar o desempenho catalitico de
xilanase produzida em culturas submersas de Bacillus sp. termofilico SMIA-2,
contendo bagaco de cana-de-agucar in natura e agua de maceragao de milho. As
caracteristicas apresentadas pela enzima sugerem que a cepa Bacillus sp. SMIA-
2 pode se tornar uma fonte nova e interessante de enzimas de degradacao de

hemiceluloses com potencial aplicacdo em diversos setores industriais.
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4.4. PRODUCAO DE XILANASE POR Anoxybacillus sp. 3M EM
FERMENTACAO SUBMERSA USANDO SUBPRODUTOS AGROINDUSTRIAIS.

RESUMO

Uma cepa de termofilico Anoxybacillus sp. 3M foi capaz de produzir altos niveis
de xilanase extracelular em fermentacdo submersa utilizando subprodutos
agroindustriais (Dreche cervejeiro, farelo de trigo, bagaco de cana-de-acucar,
sabugo de milho e tupinambo) como substrato. Embora a melhor produgcdo de
xilanase (1,35 U.ml") tenha sido obtida em meio de crescimento contendo dreche
cervejeiro 1% (m/v), a atividade xilanolitica também foi observada quando o farelo
de trigo (1,32U.ml™"), o bagaco de cana-de-agucar (0,80 U.ml™"), o tupinambo (0,32
U.ml™"), o sabugo de milho (0,30 U.ml") e a xilana industrial (0,21U.ml") foram
utilizados como substratos. A xilanase de Anoxybacillus sp. 3M foi caracterizada
quanto a temperatura e pH. A melhor atividade da enzima foi observada na
temperatura de 60 °C e no pH de 5,3. A enzima manteve 100% da sua atividade
original depois de 96 h a 60 °C e pH 7,0. Andlise de zimograma do sobrenadante
das culturas revelou a presenca de uma enzima de peso molecular de 420 KDa.
Como tal, esta xilanase pode ser considerada como um biocatalisador
termotolerante sendo interessante para aplicagdes biotecnoldgicas.
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ABSTRACT

A strain of thermophilic Anoxybacillus sp. 3M was able to produce high levels of
extracellular xylanase in submerged fermentation using agroindustrial byproducts
(Brewer’s spent grain, wheat bran, sugar cane bagasse, corn cob and Jerusalem
artichoke) as substrate. Although the best xylanase production (1.35 U.ml") was
obtained in growth medium containing Brewer's spent grain 1% (w / v), the
xylanolytic activity was also observed when wheat bran (1.32 U.ml"), crushed
cane sugar (0.80 U.ml™), Jerusalem artichoke (0.32 U.ml™), corn cob (0.30 U.ml™)
and xylan industrial (0.21 U.ml") were used as substrates. The xylanase
Anoxybacillus sp. 3M has been characterized as the temperature and pH. The
best enzyme activity was observed at a temperature of 60 °C and pH 5.3. The
enzyme retained 100% of its original activity after 96 h at 60 °C and pH 7.0.
Zymogram analysis of culture supernatants revealed the presence of an enzyme
molecular weight of 420 kDa. As such, this xylanase may be considered as a
biocatalyst thermotolerant and it is interesting for biotechnological applications.

INTRODUCAO

As endo-B-1,4-xilanases (EC 3.2.1.8) sdo enzimas extracelulares,
produzidas principalmente por bactérias e fungos filamentosos, que fazem a
hidrélise das ligagdes B-1,4 na xilana, principalmente. A xilana, o componente
principal do complexo hemicelulose, € um polissacarideo heterogéneo encontrado
na parede celular das plantas e & composta por residuos de [B-xilopiranose,
unidos por ligagbes do tipo B-1,4 glicosidicas, com graus variaveis de
substituicdes em suas cadeias laterais. Os produtos da hidrélise das xilanas séao
constituidos de mondémeros D-xilose e xilo-oligossacarideos de diferentes
tamanhos (Nascimento et al., 2002; Heck et al., 2006; Janis et al., 2007; Kumar et
al., 2012). O sistema envolve, entre outras hemicelulases, endo-1,4-xilanase, que

cliva as ligacdes internas do esqueleto de heteroxilana, que resulta em diminuicdo
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do grau de polimerizacdo do substrato, e as B-xilosidases (EC 3.2.1.37), que
clivam xilo-oligossacarideos produzindo xilose (Girio et al., 2010).

As xilanases sao encontradas em bactérias terrestres e marinhas, bactérias
do sistema digestivo dos ruminantes, dos fungos, das algas, dos protozoarios, dos
caracéis, dos crustaceos, dos insetos e das sementes de plantas terrestres. As
xilanases comerciais podem ser obtidas a partir de bactérias, tais como as de
Bacillus sp. A busca por novas estirpes de micro-organismos que produzam
xilanases com melhores caracteristicas fisiolégicas em funcdo do pH, da
temperatura, e uma maior variedade de utilizacdo do substrato, da resisténcia e
da capacidade de adaptacao a toxicidade de substratos de baixo custo é ainda
necessaria, levando-se em conta a grande diversidade bioldgica existente (Girio
et al., 2010).

Essas enzimas sdo normalmente produzidas quando 0s micro-organismos
sdo cultivados em meios de cultura suplementados com xilana ou xilana
hidrolisada como fontes de carbono. No entanto, xilana pura comercialmente
disponivel possui elevado custo para ser usado em fermentacdo em escala
industrial. Alternativamente, subprodutos agroindustriais que contém celulose,
hemicelulose e lignina, podem servir como fontes de baixo custo para a producao
dessas enzimas. A hemicelulose € o segundo polimero mais abundante na
natureza e o uso de subprodutos agroindustriais e outros compostos naturais para
o cultivo de micro-organismos xilanoliticos pode ser uma alternativa interessante
para a producao de enzimas com custos de produg¢do mais baixos (Santos e Ishii,
2011; Kumar et al., 2012).

Os problemas de poluicdo associados aos residuos agroindustriais, assim
como a escassez de locais para sua disposicao, opcdes mais caras de tratamento
desses residuos e aumento da necessidade de poupar recursos valiosos tém
forcado a encorajar a utilizacdo e bioconversdo de residuos em produtos de alto
valor industrialmente uteis. A reciclagem de recursos esta se tornando uma
atividade econémica vélida e viavel e é cada vez mais mencionada como uma
solucdo para alguns dos problemas mais graves do homem. As enormes
quantidades de biomassa vegetal residual considerada como um residuo pode,
potencialmente, ser usada para produzir varios produtos de valor agregado, como
os biocombustiveis, as racées para animais, os produtos quimicos, as enzimas,

entre outros. A demanda por enzimas industriais, principalmente de origem
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microbiana é crescente devido as suas aplicacées em uma ampla variedade de
processos (Chapla et al., 2010).

Varios residuos agroindustriais sdo utilizados como substratos alternativos
para a producao de enzimas, devido a disponibilidade local e por representarem
uma fonte alternativa de baixo valor comercial, especialmente quando o objetivo é
a producéao destas enzimas em larga escala (Hernandez et al., 2005). Substratos
hemicelulésicos de baixo custo, tais como farelo de trigo, sabugo de milho e
bagaco de cana-de-acucar foram pesquisados para serem utilizados na producéo
de hidrolases por certos micro-organismos (Nascimento et al., 2002, Nagar et al.,
2011). Além disso, a utilizacdo de tais fontes na producdo de enzimas
lignoceluloliticas pode reduzir o custo de produgédo destas enzimas, bem como a
bioconversao desses substratos em xaropes fermentaveis pode ajudar a reduzir o
impacto ambiental causado pelo acumulo de residuos sobre o meio ambiente
(Song e Wei, 2010).

Xilanases tém um largo emprego industrial. Varias pesquisas exploram sua
aplicabilidade no tratamento da industria téxtil, papel e alimentos (Haros et al.,
2002; Jiang et al., 2008; Bae et al., 2008, Song e Wei, 2010). Xilanases
termoestaveis apresentam-se como uma boa estratégia como aditivos em
produtos de panificacdo nas etapas de produgcédo e armazenamento (Haros et al.,
2002; Jiang et al., 2008), e podem ainda ser utilizadas na producao de papel
(Santos e Ishii, 2011). Elas facilitam a deslignificagdo da pasta de papel para a
producdo de papel de alta qualidade. Assim, os agentes de branqueamento
contendo cloro, que € um problema sério do ponto de vista ecologico, podem ser
reduzidos a sua utilizacao (Song e Wei, 2010).

Tendo em vista a discussdao anterior, o presente trabalho teve como
objetivo explorar a producdo de xilanase em fermentacdo submersa utilizando
Anoxybacillus sp. 3M e residuos agroindustriais como substrato, bem como a

caracterizacao bioquimica da enzima.

MATERIAL E METODOS
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Micro-organismo

A cepa bacteriana utilizada neste estudo foi Anoxybacillus sp. 3M, uma
bactéria termofilica, isolada na Unidade de Bioenergia do Laboratério Nacional de
Energia e Geologia (LNEG), Lisboa-Portugal, a partir de amostras de fontes
termais terrestres (temperatura, 90 °C) coletadas em Sao Miguel, Acores -
Portugal (Marques et al., 1998). Anteriormente designada por Bacillus sp. de
acordo com a identificacdo morfolégica e bioquimica, esta estirpe bacteriana, foi
recentemente identificada por Leibniz Institute DSMZ - Colecdo Alema de Micro-
organismos e Culturas Celulares (Alemanha), utilizando-se andlise da sequéncia
genica 16S rRNA, como um Anoxybacillus.

Culturas foram estocadas em meio de agar TSY (20 g/L de triptona, 10 g/L
de NaCl, 10 de extracto de levedura g/L e 20 g de agar /L) a 4 ¢ C e 30% de
glicerol (v/v) a -20 °C em ultrafreezer.

Meio de cultura e condicoes de fermentacao

O meio de cultura utilizado no presente trabalho para a producao de xilanase
(EC 3.2.1.8) era composto por (g.L" de agua destilada): (NH4)>SO4 1,5 g;
KH2PO4- 1,7 g; NazHPO4+2H.O- 1,7 g; MgSO4+7H.0O- 0,2 g; solucdo mineral (por
litro: 25 g de EDTA; 2,14 g de ZnCly; 2,5 g MnCl».4H-0; 0,3 g CoCl».6H20; 0,2 g
CuCl».2H20; 0,4 g NaMoOg4. 2H.0; 4,5 g de CaCl..2H.0; 2,9 g FeCl3.6H-0; 1,0 g
de H3BOg3; 0,1 g de KI) - 1,0 mL; extrato de levedura- 1 g e de peptona- 1 g. O pH
foi ajustado para 6,9-7,0 com NaOH 1,0 M e este meio base foi esterilizado em
autoclave a 121 ° C, 1 atm durante 15 minutos. O meio foi suplementado com as
seguintes fontes de carbono a 1,0% (m/v): Dreche cervejeiro (BSG), farelo de
trigo, bagaco de cana-de-acgucar, sabugo de milho, tupinambo e xilana.
O indculo foi preparado por inoculacdo do micro-organismo em placas de
Petri contendo o meio TSY (g.L™): triptona 20, NaCl 10, extrato de levedura 10;
agar 20 e 1L de agua. As placas foram incubadas a 50 ° C durante 12 horas.
Apébs este periodo, as células foram transferidas para um frasco erlenmeyer de
250 mL contendo 50 mL de meio de crescimento basico descrito acima. O frasco

foi incubado a 50 °C em um agitador orbital (New Brunswick Scientific Co., EUA) a
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150 rpm durante 15 horas e subsequentemente utilizado para inocular o meio de
crescimento.

O meio de cultura (100 mL em frascos de erlenmeyer de 500 ml) foi
inoculado com 4 ml de inéculo e incubado a 50 °C em um agitador orbital (New
Brunswick Scientific Co., EUA), operado a 150 rpm durante 144 horas (6 dias).
Em intervalos periddicos frascos foram retirados para analise. As células
bacterianas foram removidas do extrato de cultura por centrifugagéo (7673 g
durante 15 min a 4 °C) e o sobrenadante foi utilizado para os ensaios enzimaticos.

A fim de encontrar a melhor concentragdo de dreche cervejeiro para a
producédo de xilanase, sua quantidade no meio de cultura foi variada a partir de
0,1% a 2,0%.

Matérias-primas

Diferentes subprodutos agroindustriais foram usados como fontes de
carbono para a producdo de xilanase pelo Anoxybacillus sp. 3M: dreche
cervejeiro, sabugo de milho, bagaco de cana e palha de trigo. A dreche foi
fornecida pela cervejaria SCC-Sociedade Central de Cervejas e Bebidas,
Vialonga, Portugal. O material foi levado ao laboratério, seco a 50 °C até atingir
um teor de umidade inferior a 10%, e triturado em moinho de facas até o tamanho
da particula atingir cerca de 0,5 mm de espessura. O material era constituido de
(p/p) 25,6% de celulose, 23,5% de hemicelulose, 9,4% de lignina e 26,5% de
proteina. A Palha de trigo foi fornecida por produtores da Estacdo Nacional de
Melhoramento de Plantas, Elvas, Portugal, seco e triturado até as particulas
atingirem cerca de 0,5 mm de espessura. A amostra era composta de 38,8% de
celulose, 27,6% de hemicelulose e 16% de lignina. Bagaco de cana-de-agucar foi
fornecido pela empresa brasileira Companhia Agucareira Paraiso, Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil. Essa matéria-prima foi seca em estufa a 60 °C
e moida até suas particulas atingirem 0,5 mm de tamanho. A amostra era
composta de 43,2 % de celulose, 29% de hemiceluloses e 18,5% de lignina. O
sabugo de milho foi obtido a partir de espigas da Companhia das Lezirias
(Samora Correia, Portugal), foi seca até atingir um teor de umidade inferior a 10%,
e moida até suas particulas atingirem 3 mm de espessura. A composicao média
desta matéria-prima foi de 38% de celulose, 35% de hemicelulose e 19% de
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lignina.

Determinacao da producao de xilanase por meio de ensaio enzimatico

A atividade da endo-1,4-B-xilanase (EC 3.2.1.8) foi estimada pela
determinacao da liberagcdo de acucares redutores a partir de uma solucao 1%
(m/v) de xilana (oalt spelts - Sigma) preparada em tampao de citrato de sodio 50
mM (pH 5,3) a 60 °C, de acordo com Bailey et al. 1992. Os acgucares redutores
foram determinados pelo método do acido dinitrossalicilico (DNS) (Miller, 1959).
Uma unidade de atividade de endo-B-1,4-xilanase (U) foi definida como a
quantidade de enzima que catalisa a liberacdo de 1 micromol de xilose por

minuto, nas condi¢des do ensaio. Utilizando uma curva padréo de xilose.

Efeito do pH e da temperatura na atividade da xilanase

Para a determinacao da temperatura 6tima da enzima, ensaios enzimaticos
foram realizados para o intervalo de temperatura de 30-90 °C, a pH 5,3. Para a
determinacao do pH 6timo foram utilizadas, as solugdes de tampao com pH
variando entre 3,0-10,5 a 60 °C. Tampao citrato de sédio foi usado para pH 3,0-
5,5; tampao citrato de sddio-fosfato para pH 5,5-7,0; tampéao Tris-HCI para pH 7,0-
9,0 e tampao glicina-NaOH para pH 9,0-10,5.

Efeito do pH e da temperatura na estabilidade da xilanase

Para estudar a estabilidade térmica de xilanase, o extrato enzimatico foi
incubado a 30, 40, 50, 60, 70, 75 e 80 °C durante 96 horas e ainda a 60 °C
durante 4 semanas. A atividade enzimatica residual foi determinada em condicées
otimas (pH 5,3 e 60 °C). A estabilidade da xilanase em diferentes valores de pH
foi avaliada por incubacdo do extrato enzimatico nos tampdes descritos acima
(2,5 ml de extrato enzimatico + 2,5 ml de tampao 50 mM) durante 96 horas a 60
°C. Apos este tratamento, a atividade residual de xilanase foi determinada como

descrito anteriormente.

Deteccao de atividade de xilanase ap6s PAGE
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Os sobrenadantes das culturas a partir de células cultivadas em diferentes
substratos foram analisados por eletroforese em gel de dodecilsulfato de
poliacrilamida (SDS-PAGE) contendo 10% (m/v) de poliacrilamida e 0,1% (m/v) de
xilana oalt spelts (Sigma). A eletroforese foi realizada a voltagem constante (85
V), a 4 °C durante a noite. Amostras de diferentes volumes contendo 21mU de
atividade foram carregadas. Para a deteccdo de atividade de xilanase, os géis
foram incubados 10 min a 60 °C em tampao citrato-fosfato (pH 5,3) 50 mM e
submersos em 0,1% (m/v) de solucao de vermelho Congo durante 10 min. O gel
foi lavado com NaCl 1 M até a visualizagdo das bandas de enzimas. Para
determinacdo do peso molecular das enzimas por electroforese, padroes de
pesos moleculares variando de 67-669 kDa (HMW Kit de calibracdo de
electroforese da Pharmacia Biotech) foram utilizados, e o gel correspondente foi

corado utilizando o método cromassie azul.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Perfil do crescimento do micro-organismo e atividade da xilanase

A Figura 1 mostra o perfil de crescimento de Anoxybacillus sp. 3M cultivado
em meio basico suplementado com 1,0% (m/v) de dreche cervejeiro (BSG), tal
como descrito na se¢do Materiais e Métodos. Anoxybacillus sp. 3M foi capaz de
produzir endo-B-1,4-xilanase extracelular usando BSG, um subproduto da
industria da cerveja. A atividade desta enzima foi detectada no sobrenadante da
cultura apenas no final da fase de crescimento exponencial (apés 24 horas de
incubacado da cultura), semelhante aos resultados relatados por Damiano et al.
(2003) para Bacilus licheniformis 77-2 e por Pason et al. (2006) para Paenibacillus
curlanolyticus B-6. Anoxybacillus sp 3M excretou xilanase a uma taxa quase
constante até 120 h, quando as maiores atividades volumétricas (1,41 U.mL™)

foram obtidas.
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Figura 1. Crescimento (A) e atividade da xilanase (m), secretada por
Anoxybacillus sp. 3M, quando cultivada em meio liquido contendo BSG (10,0 g.L
') durante 168 horas a 50 ° C.

O efeito de diferentes materiais de subprodutos agroindustriais na
producdo da xilanase por Anoxybacillus sp. 3M foi avaliado. Os dados de
producéo de xilanase apresentados na Figura 2 revelaram que 0 micro-organismo
foi capaz de crescer e produzir xilanase em todos os materiais selecionados. No
entanto, a atividade da xilanase é variavel dependendo do tipo de material do
subproduto agroindustrial, provavelmente devido a variacées na composicao dos
carboidratos. As melhores fontes de carbono no presente estudo para a secrecéao
de xilanase foram dreche cervejeiro (1,35 U.ml") e farelo de trigo (1,32 U.ml™"). A
indugcdo na secrecao da enzima por esses materiais foi melhor do que pela
utilizacdo de xilana pura (0,21 U.ml™), um indutor de xilanase de custo mais
dispendioso. Moderada a boa quantidade de atividade de xilanase foi produzida
na presenca de bagaco de cana-de-agtcar (0,80 U.ml™), tupinambo (0,32 U.ml™)
e sabugo de milho (0,30 U.ml™).
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Atividade da Xilanase (U.ml")

Figura 2. Atividade do extrato enzimatico de Anoxybacillus sp. 3M cultivados
durante 144 horas a 50 °C em meio de cultura contendo diferentes substratos.

Varios pesquisadores tém relatado altos valores de atividade de xilanase
quando residuos agroindustriais sdo utilizados como fonte de carbono. Alta
atividade de xilanase foi observada quando palha de sorgo (Sonia et al., 2005.),
residuos de soja (Heck et al., 2005.) e farelo de trigo (Chapla et al., 2010; Nagar
et al., 2011) foram utilizados como substratos.

Visando o aumento da producdo de xilanase, sem aumentar seu custo de
produgédo, o meio foi manipulado no que diz respeito a concentracdo do dreche
cervejeiro. Com concentracoes crescentes no meio de producao até 1,0% (m/v), o
aumento substancial na producdo da enzima pode ser observado na figura 3. Em
concentracdes mais elevadas de dreche (acima de 1%), a atividade da enzima foi
comparativamente mais baixa, possivelmente devido a alguma repressdo ou a

presencga de um fator de inibicao do substrato.
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Figura 3. Atividade de extrato enzimatico de Anoxybacillus sp. 3M cultivado
durante 144 horas a 50 °C em meio de cultura contendo concentracdes diferentes
de dreche cervejeiro.

Efeito do pH na atividade e estabilidade da xilanase

Um intervalo de pH entre 3,0 e 10,5 foi usado para estudar o efeito do pH
sobre a atividade da xilanase (Figura 4). O pH 6timo foi encontrado em 5,3, porém
niveis significativos de atividade (acima de 85% da atividade maxima) foram
encontrados entre pH 7,0 e 8,5. Este comportamento é semelhante ao descrito
para outra endoxilanase de Streptomyces sp. RCK-2010 (Kumar et al., 2012).
Embora, a maioria das xilanases conhecidas, sdo ativas em pH acido ou neutro
(Dhillon et al, 2000; Ohta et al, 2001; Saha, 2002), varias xilanases
alcalotolerantes também tém sido relatadas na eficiéncia de branqueamento de
pasta de papel (Ninawe e Kuhad, 2008; Kapoor e Kuhad, 2007). Além disso, as
xilanases alcalinas, que sao operacionalmente estaveis a temperaturas mais
elevadas, sdo mais benéficas pela economia em termos de custo e tempo de

resfriamento (Kapoor e Kuhad, 2007).
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Apés a incubacao da solucdo enzimatica bruta a 60 °C por 96 h em pH
3,0-10,5, foi observado que em pH de 3,0 a 4,5 ndo houve atividade residual da
enzima, pouca atividade residual foi observada em pH 5,0 e acima deste valor.
Assim, verificou-se cerca de 40% de sua atividade original a pH 5,5. Houve um
crescente aumento de atividade residual até pH 7,0. Em pH na faixa de 7,0-9,0 a
enzima reteve mais do que 85% da atividade maxima, e a pH 10,5 ainda mantinha
46% de sua atividade original. Assim, xilanase de Anoxybacillus sp. 3M parece
ser ativa e estavel em uma ampla faixa de pH.
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Figura 4. pH optimo (o) e estabilidade (A) de xilanase secretada pelo
Anoxybacillus sp.3M cultivado em meio liquido contendo dreche (10 g.L™) durante
96 horas a 60 ° C. (100% de atividade = 0,920 U. ml™).

Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da xilanase
Para a verificacdao do efeito da temperatura na atividade da xilanase, o

extrato enzimatico foi estudado em diferentes temperaturas que variaram de 30

2C-90 °C, a um pH constante de 5,3 (Figura 5). A atividade da enzima aumentou
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com a temperatura dentro da faixa de 30 °C a 60 °C. Uma redugao na atividade
da enzima foi observada a valores superiores a 60 °C. A temperatura étima desta
xilanase foi de 60 °C, o que foi semelhante a outras xilanases (Ohta et al., 2001;
Kapoor e Kuhad, 2007; Ninawe e Kuhad, 2008; Kumar et al.,, 2012). A
termoestabilidade da xilanase foi analisada pela determinacdo das atividades
residuais da enzima apos incubacao do extrato enzimatico a varias temperaturas
entre 30 °C e 90 °C, pH 7, durante 96 h (Figura 5).

O perfil de termoestabilidade demonstrou que a enzima permaneceu com
100% de sua atividade original depois de 96 horas de incubagdo em temperaturas
inferiores ou igual a 60 °C e que a 70 °C permaneceu com 73% de sua atividade
original (Figura 5). Esta enzima foi mais estavel que a xilanase de Streptomyces
sp. RCK-2010 que reteve 40% da atividade original ap6s o tratamento térmico a
60 °C por 4 horas (Kumar et al., 2012) e a xilanase de Bacillus pumilus SV-85S
que reteve 72% da atividade original ap6s 30 min a 60 °C (Nagar et al., 2011).

100
80
) A
© 60
=
©
o
(0]
40
ks A
S
-2 \‘
<
] /A
A
0 , , , , , , , , oo , :
30 40 50 60 70 80 90

Temperatura (°C)

Figura 5. Temperatura 6tima (A) e estabilidade térmica (o) de xilanase secretada
por Anoxybacillus sp. 3M, crescido em meio de cultura liquido contendo dreche
(10 g.L™") durante 96 horas (100% de atividade = 1,23 U.ml™).
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A estabilidade térmica, além da temperatura e pH 6timos, constitui uma
propriedade muito importante quando se pretende estudar a aplicacao industrial
de uma dada enzima. Desta forma, a termoestabilidade da xilanase foi analisada
pela determinacao das atividades residuais apés incubacao da enzima a 60 ¢ C
durante 28 dias (Figura 6). O perfil de termoestabilidade revelou que a enzima
manteve mais de 70% de sua atividade original apds 14 dias de incubacao e 45%
da sua atividade original depois de 28 dias de incubag¢do, demonstrando sua
potencial aplicabilidade em condicdes industriais similares.
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Figura 6. Estabilidade a 60 ° C da xilanase secretada por Anoxybacillus sp. 3M,
crescido em meio de cultura liquido contendo dreche (10 g.L") durante 28 dias
(100% de atividade = 1,23 U.ml™).

Deteccao de atividade de xilanase por eletroforese

A caracterizacdo por PAGE de xilanase excretada durante o crescimento
de Anoxybacillus sp. 3M em subproduto agroindustrial € mostrada na figura 7. O

zimograma confirma que a producao da enzima foi induzida por subprodutos
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agroindustriais como o dreche cervejeiro, o bagaco de cana-de-acucar e o farelo

de trigo.

(KDa)

B s
T .I:_."I ."l?_.' i

Figura 7. Andlise zimograma de atividade de xilanase no sobrenadante da cultura
de Anoxybacillus sp. 3M crescida em: banda 1- Bagago de Cana-de-aglcar;
banda 2- Dreche cervejeiro, banda 3- farelo de trigo. As aliquotas carregadas no

gel continham 21 mU de atividade da xilanase.

O zimograma demonstra ainda que ha uma xilanase de mesmo peso
molecular (440 KDa) produzida por Anoxybacillus sp. 3M presente em todas as
preparacoes. Nascimento et al. 2002 em seu estudo de producao de xilanase por
Streptomyces sp. AMT-3, utilizando subprodutos agroindustriais encontraram
quatro bandas correspondentes de xilanase no zimograma. Duas delas com peso
molecular acima de 600 kDa e as outras duas bandas detectadas em torno de
240 e 170 kDa.

CONCLUSAO

A cepa de Anoxybacillus sp. 3M estudada neste trabalho foi capaz de

crescer e produzir xilanases usando xilana comercial e subprodutos
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agroindustriais como fonte de carbono no meio de cultura. A maior taxa de
producdo de enzima (1,35 U.ml") foi observada para a utilizacdo de dreche
cervejeiro como fonte de carbono em meio de cultura basico. O pH e a
temperatura 6tima da enzima foram 5,3 e 60 °C, respectivamente, e a enzima
manteve 100% da sua atividade durante 96 h, a 60 °C e pH 7,0. As propriedades
estudadas colocam essa enzima como promissora para aplicacoes
biotecnoldgicas. A analise por PAGE indicou no zimograma que uma enzima de
mesmo peso molecular estava presente nos experimentos, cujo peso molecular é

aproximadamente 440 kDa.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Tecnologia de
Alimentos da Universidade Estadual do Norte Fluminense (Campos dos
Goytacazes-RJ-Brasil) em parceria com o Laboratério Nacional de Energia e
Geologia (Lisboa-Portugal), com o objetivo de estudar a producdo das enzimas
celulases e xilanases por duas espécies de micro-organismos termofilicos do
género Bacillus sp. , utilizando-se residuos agroindustriais como matéria-prima, e
ainda estudar algumas caracteristicas bioquimicas destas enzimas.

Primeiramente foram estudadas algumas condicdes de pré-tratamento do
bagaco de cana-de-acucar com solucao de hidroxido de potassio com o intuito de
deslignificar o material usando uma abordagem estatistica.

As condi¢des estudadas foram a concentragéo do hidréxido de potassio e o
tempo de autoclavagem do bagaco de cana-de-aclcar e seus efeitos sinérgicos.
Para isso, foi realizado um planejamento experimental para duas variaveis de
acordo com a distribuicdo uniforme de Doehlert utilizando variaveis de resposta
como concentracao de celulose, hemicelulose, polissacarideos totais e lignina.

De acordo com os resultados apresentados neste trabalho pode-se concluir
que o pré-tratamento do bagaco de cana-de-acucar com solucao de KOH
influenciou na composicao quimica deste residuo. A variavel com maior poder de
influéncia no teor de celulose, hemicelulose, polissacarideos totais e lignina foi a
concentracao da solucao de KOH. As melhores condigdes de tratamento a aplicar
ao bagaco de cana para a extracado de lignina sao: tempo de autoclavagem maior
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que 35 minutos, concentracdo de KOH entre 5% e 10%. Estas condicbes
possibilitam uma reducao da lignina do bagaco de 18,6% para niveis abaixo de
5%, com um aumento dos polissacaridos totais para niveis maiores que 95%.

Posteriormente, a cepa termofilica brasileira de Bacillus sp. SMIA-2 foi
estudada quanto a producdo de celulases e xilanases. A cepa produziu bons
niveis de avicelase, CMCase e xilanase em fermentacdo submersa, utilizando
bagaco de cana-de-aglcar e agua de maceracao de milho como substratos de
baixo custo. A producdo das enzimas comecou na fase de crescimento
exponencial, atingindo um maximo a 72 h para a xilanase, 120 h para a avicelase
e a 168 h no caso da CMCase. Os estudos de caracterizacdo indicaram que os
valores de pH 6timo foram de 8,5; 7,5 e 7,5 para a avicelase em extrato bruto,
precipitada e dialisada, respectivamente; para a CMCase os valores de pH 6timo
foram de 9,0, 8,0 e 8,0 para a CMCase em extrato bruto, precipitado e dialisado,
respectivamente; e para a xilanase foram de 7,5; 7,0 e 7,0 para a enzima em
extrato bruto, precipitado e dialisado, respectivamente. A temperatura para uma
atividade 6tima das trés enzimas foi de 70 °C nos trés estados. Os resultados
mostraram também que as enzimas permaneceram 100% estaveis a 60 °C
durante 3 horas e que foram estimuladas por Mn?* e Co?".

As caracteristicas apresentadas pelas celulases de Bacillus sp. SMIA-2 em
extrato bruto, precipitado e dialisado mostraram que estas enzimas podem
apresentar comportamentos diferentes quando purificadas, corroborando a
importancia de determinar as caracteristicas e parametros desta enzima em seu
extrato bruto e purificado para utilizagdo em processos biotecnoldgicos, e
considerar esta informacao de acordo com as aplicacdes que se pretende.

As caracteristicas apresentadas pelas avicelase e CMCase de Bacillus sp.
SMIA 2- demonstram que estas enzimas podem ser muito Uteis em aplicacoes
biotecnol6gicas. Podendo se tornar uma fonte nova e interessante de enzimas de
degradacao de lignocelulose com importantes vantagens econémicas. De fato, os
resultados sobre o pH e os perfis de temperatura, e também as caracteristicas de
estabilidade térmicas em comparacao com outros Bacillus, ttm mostrado que a
estirpe é promissora.

O ultimo estudo foi de produgédo da enzima xilanase pela cepa portuguesa
Anoxybacillus sp. 3M. Este micro-organismo foi capaz de crescer e produzir
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xilanases usando xilana comercial e subprodutos agroindustriais como fonte de
carbono no meio de cultura. A maior taxa de producdo de enzima (1,35 U.ml™) foi
observada para a utilizacdo de dreche cervejeiro como fonte de carbono em meio
de cultura basico. O pH e a temperatura 6tima da enzima foram 5,3 e 60 °C,
respectivamente, e a enzima manteve 100% da sua atividade durante 96 h, a 60
°C e pH 7,0. Estas propriedades colocam esta enzima como promissora para
aplicagdes biotecnoldgicas. A andlise indicou no zimograma que uma enzima de

mesmo peso molecular (440 kDa) estava presente nos esperimentos.
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