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APRESENTACAO

Neste Volume Il, sdo apresentados 18 artigos que analisaram o potencial de uso
de diversos materiais em varios setores, propondo destino correto a esses residuos.

A construcéo civil apresenta-se como elevado potencial na incorporacédo desses
residuos industriais, que podem ser utilizados como matéria-prima alternativa, uma
vez que disponiveis em grandes quantidades e sem destinagcao pela industria que
0 produz, sua utilizacdo pode levar a vantagens econdémicas, técnicas e ecologicas,
ademais solugcéo de muitos problemas da industria.

Também se observa o potencial de utilizacado de residuos da atividade agricola
no meio urbano, sendo assim o aproveitamento, além de minimizar os problemas
ambientais, € visto como atividade complementar, que pode contribuir para a
diversificacdo dos produtos e para a diminuigdo do custo final de produtos.

Todavia, a correta destinacdo de um residuo deve ser estudada e tratada com
cautela, pois o “desleixo” causa impactos ambientais incalculaveis na sociedade.

Bons estudos.

Leonardo Tullio
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CAPITULO 5

PRODUCAO DE CARBOXIMETILCELULASE E AVICELASE
PELO BACILLUS SP SMIA-2 EM MEIO CONTENTO BAGACO

Andréia Boechat Delatorre
Universidade Estacio de Sa (UNESA), Campus

Macaé
Macaé-RJ

Silvania Alves Ladeira

Instituto Federal de Alagoas
Piranhas, AL
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Macaé
Macaé-RJ

Cristiane de Jesus Aguiar,
Universidade Estacio de S (UNESA), Campus

Macaé
Macaé - RJ

Thiago Freitas de Almeida,
Universidade Estacio de Sa (UNESA), Campus

Macaé
Macaé-RJ
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RESUMO: Os estudos foram realizados para
investigar a producéo de carboximetilcelulase
e avicelase pelotermofilicoBacillussp SMIA-2
utilizando substratos sintéticos puros (Avicel
e Carboximetilcelulose) e bagaco de cana-de-
acucar (tratados e nao tratados). A producao
de avicelas e carboximetilcelulase por Bacillus
sp SMIA-2 cultivado em meio liquido contendo
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DE CANA-DE-ACUCAR

0,5% de avicel e 0,5% de carboximetilcelulose
como fonte de carbono atingiu o maximo
em 120 h (37,38 U/mL) e 144 h (124,84 U/
mL), O  microrganismo
também foi capaz de produzir avicelase e
carboximetilcelulase quando cultivado em
culturas contendo bagaco de cana. No entanto,
menores atividades enzimaticas foram obtidas
em comparacdo com a da celulose sintética.
O tratamento do bagaco de cana com 4% de
Ca(OH), + 4% NaOH eem conjunto com a
autoclave,promoveu maior quebra na fibra e
aumentou a atividade da carboximetilcelulase e
da avicelase.

PALAVRAS-CHAVE: bagaco de
avicelase, carboximetilcelulase.

respectivamente.

cana,

ABSTRACT: Studies were carried out to
investigate the carboxymethylcelulase and
avicelase production by thermophilic Bacillus
sp SMIA-2 using pure synthetic substrates
(Avicel and Carboxymethylcellulose) as
well as sugarcane bagasse in two different
statuses (i.e. treated and untreated). Avicelase
and carboxymethylcellulase production
by Bacillus sp SMIA-2 cultivated in liquid
cultures containing 0.5% avicel and 0.5%
carboxymethylcellulose as a carbon source
reached a maximum at 120 h, (37,38 U/mL)
and 144 h (124.84 U/mL), respectively. The
microorganism was also capable to produce
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avicelase and carboxymethylcellulase when grown in cultures containing sugarcane
bagasse. However, lower enzyme activities were obtained compared with that from
synthetic cellulose. The treatment of the sugarcane bagasse in conjunction with 4%
Ca(OH)2 + 4% NaOH + autoclave promoted more breakage in the fiber and increased
the carboxymethylcellulase and avicelase activity.

KEYWORDS: Sugarcane bagasse, avicelase, carboxymethylcelulase.

INTRODUCAO

O Brasil ocupa um lugar de destaque tanto no setor produtivo quanto no
aproveitamento dos residuos de cana-de-agucar. Este aproveitamento constitui-se em
uma pratica bastante generalizada, tanto para os efluentes, principalmente a vinhaca,
como também para os descartes sélidos, como as tortas de filtro e 0 bagaco de cana.
Esses residuos se destacam pela abundancia em determinadas regides do pais e
pelo baixo custo. De acordo com Pereira (2006), cerca de 350 milhdes de toneladas
de residuos agricolas sdo produzidos anualmente no Brasil, sendo os residuos
provenientes da cana-de-agucar os que apresentam o maior volume de geracéo.

A utilizacdo do residuo de bagag¢o de cana como substratos para a producéo
de enzimas € uma alternativa racional, considerando o elevado teor de carboidratos
presente nessa biomassa (Cunha et al., 2005; Pandey et al., 2000). O bagaco de cana
contém cerca de 25 a 40% de celulose e o restante de hemicelulose (20 a 35%) e
lignina (15 a 35%) (Cowling e Kirk, 1976).

Celulases sao enzimas capazes de atuar sobre os materiais celuldsicos
promovendo sua hidrélise. Neste processo estao envolvidos trés principais grupos
de enzimas: f-1,4-endoglucanase (EC 3.2.1.4), B-1,4-exoglucanase, que sao
representadas pelas celobioidrolases (EC 3.2.1.91) e glucanohidrolases (EC 3.2.1.74)
e o grupo representado pelas 3-1,4-glucosidases (EC 3.2.1.21) (Lynd, et al., 2002) As
carboximetilcelulases (3-1,4-endoglucanase) clivam as ligagcdes das regides menos
compactadas (amorfa) da celulose, diminuindo o comprimento da fibra e gerando novas
extremidades livres. Ja as avicelases (exoglicanases) agem de maneira progressiva
em extremidades redutoras ou nao-redutoras da celulose, com maior afinidade por
celulose insoluvel ou microcristalina, liberando glicose e principalmente celobiose
como produtos. Por outro lado, as B-glicosidases atuam nos residuos de celobiose
liberados e os hidrolisam a glicose (Bisaria e Ghose, 1981; Philippidis € Smith, 1995;
Teeri, 1997; Zeilinger, et al., 2000; Lee, et al., 2002; Lynd, et al., 2002; Howard, et al.,
2003).

As celulases, juntamente com as hemicelulases constituem um dos mais
importantes grupos de enzimas industriais e sdo amplamente utilizadas em diversos
ramos da industria. Na industria de alimentos, sdo empregadas nos processos de
extracédo e clarificacdo de sucos de frutas. As celulases sao também empregadas
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na extracdo de Oleos, pigmentos, esséncias, alcaldides e amido; preparacédo de
alimentos infantis, produtos dermatologicos, produtos estimulantes de digestao,
racoes animais, produtos estimuladores de ensilagem, adjuvante para o malte da
cerveja e no tratamento de lixo orgénico (Bhat, 2000). Também sdo empregadas em
formulacdes de detergentes domésticos e industriais. Na area energética, as celulases
vém sendo empregadas em plantas piloto para obtencéo de hidrolisado de celulose,
que séo utilizados na fermentagéo visando a fabricagdo de produtos de interesse, tal
como etanol (Kubicek, et al., 1993). Celulases sao responsaveis por aproximadamente
20% do mercado mundial de enzimas. Em 2008, estas enzimas movimentaram um
montante de USD 1,35 milhdes (Pereira e Castro, 2010).

Na natureza, existe uma grande variedade de microrganismos que degradam
biomassa, principalmente celulose, produzindo diferentes complexos de enzimas
(Lynd, et al., 2002; Castro et al., 2010). A maior parte das bactérias pertencentes ao
género Bacillus sp. apresenta uma variedade de sistemas de enzimas hidroliticas,
incluindo as celulases, e séo capazes de utilizar substancias orgéanicas consistindo de
misturas complexas tipicas de residuos. Com excec¢ao do grupo Bacilluscereus (que
inclui o Bacillusanthracis), sdo saproéfitas inofensivos que ndo produzem toxinas e séo
incluidos no grupo de organismos geralmente reconhecidos como seguros (GRAS)
(Mahmood, et al., 1998).

Atualmente a escolha de novos microrganismos produtores de enzimas € talvez
0 maior obstaculo na comercializacdo de novas enzimas. Sendo assim, a escolha
de linhagens de microrganismos apropriados, a partir de fontes diversificadas e de
baixo custo, como os residuos agroindustriais, podem levar a uma melhor producéo
enzimatica, além de reduzir os custos de produgcdo. Neste contexto, a bactéria
termofilica Bacillus sp. cepa SMIA-2, que foi utilizada neste trabalho, foi isolada por
Nunes e Martins (2002) de amostras de solo da regidao norte fluminense do estado do
Rio de Janeiro. Neste trabalho foi investigado a habilidade desta bactéria para produzir
celulases em culturas submersas contendo celulose sintética e bagaco de cana de
acucar.

METODOLOGIA

O micro-organismo utilizado neste estudo foi Bacillus sp. SMIA-2, uma bactéria
termofilica, isolada no Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA) da Universidade
Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) a partir de amostras de solo do
municipio de Campos dos Goytacazes-RJ. O meio de cultura utilizado para a producéo
das celulases continha (g/L): peptona 1,0; e tracos de metais em varias concentracoes.
O pH foi ajustado para 7,5 com 1,0M NaOH e este meio foi esterilizado em autoclave
a 121 + 2 0C por 15 minutos. A fonte de carbono (Avicel, Carboximetilcelulose e
bagaco de cana de agucar obtido localmente) na concentracédo de 0,5% foi esterilizada
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separadamente e assepticamente adicionada aos erlenmeyers contendo o meio
liquido, depois de resfriado. O meio de cultura (25mL em frascos Erlenmeyers de
250 mL), foi inoculado com 0,5 mL de um pré-in6culo preparado no dia anterior e
incubado a 50 °C em um shaker orbital operando a 150 rpm. Frascos em triplicata foram
retirados a intervalos de tempo pré-determinados para a determinacao do crescimento
do microrganismo e da atividade das celulases.

Preparacao do bagaco de cana

O bagacgo de cana foi lavado com agua destilada, seco a aproximadamente
70°C por 48 horas e triturado em moinho de facas tipo Wily, peneira 30 mesh e
posteriormente peneirado em peneira de 60 mesh. Em seguida, 10g deste material
foram suspendidos em uma solugéo contendo hidroxido de célcio - 4% (p/v) e hidroxido
de sodio — 4% (p/v) e posteriormente autoclavado a 121°C por 30 minutos. Apés 12
horas de incubacéo a temperatura ambiente, o bagaco foi separado por filiragdo em
um funil de Bucnher usando papel de filiro Whatman no 1 e lavado com agua destilada
até atingir pH neutro. O controle consistiu no bagaco de cana adicionado apenas de
agua destilada.

Microscopia eletrénica de varredura

A analise da morfologia do bagaco foi realizada em microscopio eletrénico de
varredura 1450 V operando a 20 kW. As amostras foram metalizadas com ouro e
as imagens geradas a partir de elétrons secundarios a vacuo. As amostras foram
dispostas de forma que possibilitasse observar as modificagdes superficiais das fibras
do bagaco depois do pré-tratamento.

Determinacao da producao de celulases através de ensaio enzimatico

A producéo das celulases foi determinada indiretamente através da avaliacdo da
atividade celulasica de extratos brutos do caldo de fermentacdo. Quando concluidas
as fermentacdes, os meios de cultura foram centrifugados a 4500 x g por 15 min a 4°C,
e 0 sobrenadante livre de células foi utilizado para dosagem da atividade das enzimas.
As atividades da carboximetilcelulase (CMCase) e da avicelase foram determinadas
baseando-se na técnica descrita por TANAKA et al. (1981) que consistiu em conduzir
a hidrolise de uma solucao de carboximetilcelulose 1,0% (p/v) em tampéao Tris-HCI
(0,05M e pH 8,0) para a atividade da fracdo CMCase e de uma suspensao a 1,0% (p/v)
no mesmo tampao, de celulose microcristalina (avicel) para a avicelase. A quantidade
de acucares redutores foi determinada pelo método do DNS. A curva padrao foi feita a
partir de glicose, nas concentracdes de 0,2 a 1,0 g/L.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento de Bacillus sp SMIA-2 e a atividade da CMCase foram observados
por 192 horas em meio liquido contendo 0,5% de carboximetilcelulose como fonte de
carbono (Figura 1). O crescimento exponencial do microrganismo foi observado por um
periodo longo de tempo, iniciando logo apds a incubacéo da cultura e finalizando ap6s
144 horas. A partir deste tempo, a cultura entrou na fase estacionaria. A atividade da
CMCase aumentou concomitantemente com a densidade 6tica da cultura, alcangando
a atividade maxima apds 144 horas de incubacdo do microrganismo, com niveis de
124,84 U/mL, quando o crescimento ja havia sido cessado e a cultura se encontrava
na fase estacionaria. Durante esta fase, quando a cultura ja havia alcangado a maxima
produtividade enzimatica, a atividade da CMCase foi reduzida drasticamente, o que
sugere que a producao desta enzima esta associada ao crescimento e que a mesma
foi produzida, quando a cultura estava metabolicamente ativa.
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Figura 1. Crescimento (o) e atividadSe da carboximetilcelulase (m) secretada pelo Bacillus sp
SMIA-2 cultivado em meio mineral contendo 0,5% de carboximetilcelulose por 192 horas a 50°
C. As barras representam o desvio padrao.

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. Entretanto, Bacillus sp SMIA-2 também
mostrou capacidade para sintetizar a avicelase, quando cultivado num meio de cultura
contendo avicel como fonte de carbono. Como mostrado na Figura 2, a atividade desta
enzima aumentou concomitantemente com a densidade o6tica da cultura, alcancando
a atividade maxima ap6s 120 horas de incubacdo do microrganismo, com niveis de
37,38 U/mL.
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Figura 2. Crescimento (0) e atividade da avicelase (O) secretada pelo Bacillus sp SMIA-
2 cultivado em meio mineral contendo 0,5% de avicel por 192 horas a 50° C. As barras
representam o desvio padréo. A auséncia de barras indica que o erro foi menor do que o
simbolo.

Perfil da atividade da Avicelase, e CMCase secretada por Bacillus sp SMIA-2

Um dos critérios importantes considerados na sele¢gdo de um microrganismo com
potencial biotecnolégico para uso industrial € sua habilidade para secretar enzimas,
quando cultivado em substratos de baixo custo e localmente disponiveis. Neste
sentido, Bacillus sp SMIA-2, foi cultivado em meio contendo bagaco de cana de agucar
e a atividade das enzimas CMCase e avicelase foram determinadas. A secrecao da
enzima CMCase iniciou logo ap0s a incubagao da cultura, alcangando o valor maximo
na fase estacionaria de crescimento, com niveis de 21,65 U/mL (Figura 3). A secrecéo
da avicelase também foi iniciada logo apds a incubacdo da cultura, entretanto a
atividade maxima desta enzima (20 U/mL) foi mais tardiamente alcangada em relacao

a CMCase.
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Figura 3. Atividade da carboximetilcelulase (0) e atividade da avicelase (O), secretada pelo
Bacillus sp SMIA-2 cultivado em meio mineral contendo 0,5% de bagaco de cana por 192 horas
a 50° C. As barras representam o desvio padréo.

O tratamento do bagaco de cana (BCT) com uma solugcéo conjugada de 4%
Ca(OH)2 e 4% de NaOH promoveu um aumento de cerca de 4 vezes na atividade
maxima da CMCase, em relacdo ao bagaco de cana néo tratado (BCNT). Ressalta-
se, entretanto, que o valor da atividade obtida (79 U/mL) ainda foi inferior aquele
encontrado quando a carboximetilcelulose foi utilizada como substrato (125 U/mL).
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Em relacdo aavicelase, também foi observado um aumento na sua atividade, quando
o bagaco de cana foi tratado com a solugéo alcalina, entretanto, este aumento foi bem
menos pronunciado que o observado para a carboximetilcelulase (Figura 4).
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Figura 4. Influéncia do pré-tratamento do bagaco de cana sobre a atividade da avicelase e da
carboximetilcelulase secretadas por Bacillus sp SMIA-2 cultivado por 120h a 50° C

Amorfologia das fibras do bagaco de canatratadas e n&o tratadas superficialmente
com hidroxido de sédio e hidroxido de célcio foram analisadas através da técnica
de microscopia eletrénica de varredura. Como mostrado na Figura 5, as superficies
das fibras tratadas com a solucédo alcalina apresentaram caracteristicas ligeiramente
diferentes em relagéo as das superficies das fibras n&o tratadas.

Figura 5. Microscopia eletrénica de varredura para o bagaco de cana néo tratado (a) bagaco de
cana tratado (b).

No bagaco tratado foi observada uma pequena quebra na estrutura da fibra,
indicando perda da consisténcia fibrilar e desestruturacdo da lignina. De acordo com
Ferreira et al., (2006), o tratamento alcalino, além de remover impurezas e tornar a
superficie da fibra mais rugosa, retira parcialmente a lignina da fibra e solubiliza a
hemicelulose deixando a celulose mais exposta ao ataque enzimatico. A solubilizacéo
da hemicelulose em meio alcalino também foi comprovada por Caraschi e Tita (1996).

CONCLUSAO

Bacillus sp SMIA-2 secretou carboximetilcelulase e avicelase quando cultivado
em um meio de cultura contendo como fonte de carbono carboximetilcelulose e avicel,
respectivamente. A utilizacdo do bagaco de cana de agucar como substrato no meio de
cultura (em substituicao a carboximetilcelulose e avicel) induziu a sintese das enzimas
carboximetilcelulase e avicelase. Os niveis de atividade das enzimas foram inferiores
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aqueles observados quando carboximetilcelulose e a avicel foram utilizadas como fonte
de carbono. O pré-tratamento do bagaco de cana com uma combinacao dos alcalis
Ca(OH), e NaOH causou uma quebra na estrutura da fibra como evidenciado pela
microscopia eletrbnica de varredura. Alem disso, promoveu um aumento na atividade
da avicelase e carboximetilcelulase, sendo mais pronunciado para a Ultima enzima.
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