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RESUMO

A producdo de bioprodutos, como as enzimas e polimeros microbianos, tém sido alvo de
intensas pesquisas no campo da biotecnologia, visando suas aplicabilidades nos processos
industriais. Este trabalho teve como objetivo a bioprospeccdo de bactérias produtoras de
enzimas (celuloliticas e xilanoliticas) e do polimero exopolissacarideo (EPS), provenientes de
amostras do solo e do residuo torta de filtro, da Usina Japungu Agroindustrial S/A, localizada
no municipio de Santa Rita — Paraiba. Foram isoladas 65 cepas bacterianas, entre as quais, 44
cepas foram provenientes da amostra do Solo, sendo 26 cepas denominadas JS e 18 cepas
denominadas S1J; e 21 cepas provenientes da amostra torta de filtro, denominadas JTF.
Dentre os isolados do solo e da torta de filtro, foram selecionadas 10 cepas, com
caracteristicas tipicas da presenca de EPS (col6nia viscosa), as quais foram denominadas
(EPSM). Todos os isolados foram testados, quanto a producdo de celulase e xilanase, em
meio &gar nutriente, adicionado carboximetilcelulose ou xilano de Beechwood,
respectivamente, incubados por 72 h, a 37° C, e corados com vermelho congo (0,1%), para
observacao do halo de degradacdo e determinacao do indice enzimatico (IE). Entre as cepas
positivas, para celulase (8 cepas) e xilanase (27 cepas), foram selecionadas, pelo IE > 2, as
quatro melhores produtoras, as quais foram incubadas, em shaker (150 rpm), 37° C, por 72 h,
em caldo nutriente, adicionado de 0,5% de bagaco de cana de acgucar, pré-tratado por dupla
autoclavacdo, a 121° C/15 min, para avaliacdo da atividade enzimatica (U/mL), pelo método
de acucares redutores (acido 3,5-dinitrosalicilico - DNS), em pH 6,5 e temperatura 55° C. O
pH étimo foi igualmente avaliado pelo método DNS, utilizando os pHs (4,0; 6,5; 8,0; 9,0;
10,0 e 11,0), em tampdes especificos, assim como a temperatura Otima, utilizando as
temperaturas (40, 50, 60, 65, 70, 75 e 80°C), para as cepas JS10 e S1J2. Entre as 10 cepas
positivas para presenca de EPS, foi selecionada uma (EPSMZ2), para producdo em meio
minimo, contendo glicose ou sacarose (1 %), em incubacdo estatica ou sob agitacdo (shaker a
180 rpm), ambos a 37°C/72 h. Os cultivos foram centrifugados (3880 xg/20 min), e aos
sobrenadantes foram adicionados duas partes de alcool etilico, incubados a 4° C, over-night.
Apo6s nova centrifugacdo nas mesmas condicBes anteriores, 0s sobrenadantes foram
desprezados e os EPSs obtidos foram secos em estufa a 50°C por 24 h, os quais foram pesados
e quantificados em g/L de cultivo. As quantificacBes enzimaticas mostraram que a cepa JS10
foi a melhor produtora de celulase (1,50 U/mL) e de xilanase (0,83 U/mL), com pHs timos
(8,0) e (8,0-9,0) e temperaturas 6timas (65-70°C) e (50-60°C), respectivamente. A producdo

do EPS, pela cepa EPSM2, se mostrou melhor em cultivo estatico, com valores de 1,94 g/L e



de 2,25 g/L, em meios contendo glicose e sacarose, respectivamente. Estes dados preliminares
mostram que a bioprospeccdo de bactérias produtoras de enzimas e polimeros, advindas de
amostras do solo e de residuo agroindustrial (torta de filtro), apresentam-se como excelentes
recursos biotecnologicos, para descoberta de novas cepas de interesse industrial.

Palavras-chave: Solo; torta de filtro; celulase; xilanase; EPS.



ABSTRACT

Prospect of bacteria isolated from soil of agro-industry which potentially produce enzymes
and polymers

The production of Bioproducts, such as enzymes and microbial polymers, have been the
subject of intense research in the field of biotechnology, with a view to its applications in
industrial processes. In this work it was aimed the bioprospecting of bacteria producing
enzymes (cellulolytic and xylanolytic) and the exopolysaccharide (EPS) polymer, from
samples of soil and residue filter cake of sugarcane industry - Paraiba state, northeastern
region of Brazil. 65 bacterial strains were isolated, including 44 strains of the soil sample: JS
(26 strains) and S1J (18 strains); and 21 strains of the sample filter cake, known as JTF.
Among the 26 strains (JS) and 21 (JTF), 10 strains were selected, five of each sample, with
typical characteristics of EPS (viscose), which were called (EPSM). All the isolates were
tested, with respect to production of cellulase and xylanase in nutrient Agar,
carboxymethylcellulose and/or added xylan of Beechwood, respectively; subsequent staining
with congo red; and observation of the halo of degradation and estimation of the enzymatic
index (IE). Among the strains positive for cellulase (8) and xylanase (27), the four (4) best
producers were selected, which were evaluated quantitatively, after incubation in nutrient
broth, added with 0.5% of sugarcane bagasse, pre-treated by double autoclaving, 121 °C for
15 min, to obtain the enzyme production (U/mL); optimal pH (4.0; 6.5; 8.0; 9.0; 10.0 and
11.0), in specific buffers and optimum temperature (40, 50, 60, 65, 70, 75 and 80 °C), using
the method of reducing sugars (3.5-dinitrosalicilico-DNS) at pH 6.5 and 55 °C temperature.
The optimum temperature was also estimated by the DNS method at pHs 4.0; 6.5; 8.0; 9;0
10.0 and 11.0 in specific buffers as well as the optimum temperature, at temperatures 40, 50,
60, 65, 70, 75, and 80 °C, for strains JS10 and S1J2. Among the 10 positive strains for EPS
presence, one of them (EPSM2) was selected for production in minimum medium containing
glucose or sucrose (1%) at static incubation or under agitation(shaker to 180 rpm) both at 37
°C/72h. Among the positive EPS, strains one was selected (EPSM2), for production in
minimum medium containing glucose and/or sucrose (1%), static incubation and/or under
agitation (shaker to 180 rpm), both at 37 °C fot 72 h. The cultures were centrifugasted (3880
xg/20 min.) and to supernatants two parts of ethyl alcohol were added and incubated at 4 °C
overnight. After new centrifugation in the same previous conditions, the supernatants were
discharged and the obtained EPSs were dried in the oven (50 °C for 24h), which were then
weighed and quantified in g/L of culture. The enzymatic quantification showed that the strain
JS10 was the best producer of cellulase (1.50 U/mL) and xylanase (0.83 U/mL) with best pHs
(8.0) and (8.0-9.0) and best temperatures (65-70 °C), and (50-60 °C), respectively. The EPS
production by the EPSM2 strains showed to be the best in static culture, yielding 1.4 g/L and
2.25 g/L in culture media containing glucose and sucrose, respectively. These preliminary
data showed that bio-prospecting of producing bacteria enzymes and polymers, coming from
soil samples and agro-industry waste (filter cake from sugarcane), feature excellent
biotechnology resources, for discovery of new strains of industrial interest.

Keywords: soil; Filter cake; Cellulase; Xylanase; EPS.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Constituintes do material ligocelulGSiCO............cccevvveiviveiiieiiee e
Figura 2. Estrutura molecular da CelulOse...........cccveviiiiiiicie i
Figura 3. Ac¢do sinérgica entre as enzimas do complexo celulolitico.........................
Figura 4. Estrutura da molécula da hemicelulose.............ccovvevveveiieieiiiececccee,
Figura 5. Coleta das amostras de SOI0.........cccccvevveieiieie e
Figura 6. Coleta das amostras da Torta de Filtro.........ccccceevvieiveiciiesieece e
Figura 7. Processamento das amostras de solo e torta de filtro e isolamento
0T T3 1= T Lo PP TS
Figura 8. Cepa JS10 apresentando atividade celulolitica, em meio &gar NB/CMC
(A) e xilanolitica, em meio dgar NB/Xilano (B)........ccccovveiiiiiiicie e
Figura 9. Cepa S1J2 apresentando atividade celulolitica, em meio agar NB/CMC
(A) e xilanolitica, em meio agar NB/Xilan0o (B).......ccccccurviiiiniinineiieneesee e
Figura 10. Cepa JTF16 atividade celulolitica fraca, em meio &gar NB/CMC (A) e
com atividade xilanolitica, em meio dgar NB/Xilano (B)..........cccccvevevveiviiircciciien,
Figura 11. Cepa JTF18 com atividade celulolitica fraca, em meio 4gar NB/CMC
(A) e com atividade xilanolitica, em meio agar NB/Xilano (B)..........cccceevverinniennennn.
Figura 12. Producdo de EPS, de acordo com a quantidade de viscosidade.................

17
19
22
23
26
26

27

35

35

36

36
46



LISTA DOS GRAFICOS

Gréfico 1 - Atividade enzimética das cepas bacterianas JTF16, JTF18, S1J2 e
JS10, utilizando bagaco de cana-de-agucar, COmo SUbStrato...........cccoeeevvevieieerieennnnn,
Grafico 2 - pH 6timo para atividade celulolitica da cepa S1J2, apds cultivo em
meio contendo bagago de Cana-ae-aGUCAY...........ccererrrerererieeee et
Gréfico 3 - pH 6timo para atividade xilanolitica da cepa S1J2, apds cultivo em
meio contendo bagago de cana-de-aGUCar............ccverveieereeiiesie e
Graéfico 4 - pH 6timo para atividade celulolitica da cepa JS10, ap6s cultivo em
meio contendo bagago de Cana-ade-aGUCA...........cceierureeererieeee e
Gréfico 5 - pH 6timo para atividade xilanolitica da cepa JS10, apds cultivo em
meio contendo bagago de cana-de-aUCar............cccvevveiieieeiieeie e
Graéfico 6 - Temperatura 6tima para atividade celulolitica da cepa S1J2, apds
cultivo em meio contendo bagago de cana-de-aGUCar.............cccvveverierieriererieaeeieeens
Gréfico 7 - Temperatura 6tima para atividade xilanolitica da cepa S1J2, ap6s
cultivo em meio contendo bagaco de cana-de-aguCar............ccccvvevveeieeiiesieereeesiesiennnn
Grafico 8 - Temperatura Otima para atividade celulolitica da cepa JS10, apds
cultivo em meio contendo bagago de cana-de-aGUCar.............cvcveveeerierieresieeeeieseenns
Gréfico 9 - Temperatura 6tima para atividade xilanolitica da cepa JS10, apds

cultivo em meio contendo bagaco de cana-de-aguCar............cccovvevveeiieieeieereeesiesieines

38

40

40

41

41

43

43

44

44



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Principais marcos historicos no avanco cientifico e tecnoldgico da
=] T CcTol g o] [T [ - VTSSOSO

Tabela 2. Composicdo dos meios: Caldo Nutriente (CN) e Agar Nutriente

Tabela 3. Composicdo do meio LB-CMC...........ccceoeiiiiiiie e
Tabela 4. Composicdo do meio LB-Xilano..........ccccccevvveviiiniieiicc e
Tabela 5. Tampdes utilizados nas quantificacdes enzimaticas.............c.ccovevvevereenene.
Tabela 6. Composi¢do do Meio Minimo Desbalanceado (MMD)...........cccccocevvrenene
Tabela 7. Composicédo da Solucdo de Tracos do MMD..........cccccoeveiieveeie e

Tabela 8. Cepas produtoras de celulase e/ou xilanase, isoladas do Solo e da Torta de

Tabela 9. indice Enzimatico (IE) das cepas produtoras de celulase e xilanase.........

Tabela 10. Caracterizagdo morfologica das cepas produtoras...........ccceeeevrerererennenn
Tabela 11. Cepas produtoras de EPS, em MMD-Glicose! e MMD-Sacarose?............
Tabela 12. Quantificacdo do EPS produzido pela cepa EPSM2...........ccccoocvviieiiennnne

17

27
29
29
31
32
33

34
36
37
46
47



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ..eeeeeeteererereresesesesesessessssssssssssssessssssssssssssssssesssesssssessssssssssssssssssssssssssessssssssssssssesssssssssssens 13
2 OBJIETIVOS ... eiieerceereetsssesssesssnssssssssssssssssasssssssesssssssssssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssssssessesssssssesssasssasssanssens 16
2.1 OBIETIVO GERAL ..c.uttiutieuieeiteette it e steeste e et e et eatasut e bt e bt esbesaeesatesatesaee st enseaaeeeateeae e bt enbeeabesabesatesaeesbeenseenbeenseans 16
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ouvievceeeeteteee ettt s sas s sanaaes 16

3 REVISAO DA LITERATURA . ...ovetreeeeresressesesesesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesesesssessssssssssssssssses 17
3.1 BIOPROSPECGAD ...ueeiutieiteeeieeeiteestteeiteesateeesteessteeasseesabeeanseesstaeasseessteeanseesaseeanseesaseeanseesnseesnseesnsesssseesnsanssennn 17
3.2 MATERIAL LIGNOCELULOSICO ...cvitiuteuitentesestesesessesesessessesessessensssensesessessensssessensesessensesessensesessensesessessenens 18
3.3 ENZIMAS MICROBIANAS ....cuteiuteitterttesttentteteettesteesteetesstesasesaeesseesbeenstensteseesaeesbeenbeenbeeaseeasesasesaeesaeenseensesnsenns 20
3.3.1 ENZIMAS CIUIOITICAS ....veecveerierieeeiceeeteetete ettt ettt ettt e saeeebeetaeaseeaaeeaeeereeans 21
3.3.2 ENZIMAS XIHANOITTICAS .....vevenieeiiiieiisiee ettt ettt te e te e eae s 23

3.4 EXOPOLISSACARIDEOS MICROBIANOS (EPSS) ....eitieiieiicie ettt ettt ae e e eneenne e 23
3.6.1 Producdo e extracao dos biopolimeros (EPSS) .......couveeririeirinieieiesieeesieees ettt 25

4. MATERIAL E METODOS ..ccutueueueasesessesseusessesessssssssessassssssssssesssssssssssstssssssssssssssssssssssssassssssssssssasessses 26
4.1 AREA DE ESTUDO E COLETA DAS AMOSTRAS. .......cvueureersieesessssesssssssesssssssssssssssessssessassssessssssssssssssssesessanes 26
4.1.1. CaracteristiCas das AMOSLIAS: ........cccveiirieirerieieiesietetesteteteste st et ste e e teste e e teste st stesse e etessessssesseneesensens 26

4.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS .....veivetieteierestestestatesseseesessesessessessesessesessessessssassesessessessssessessssessessssessenens 27
4.3 ISOLAMENTO BACTERIAND ....utiittiittetieteeit ettt ste ettt et sat e sbee bt e b e et e eabesatesheesbeesbeenbeenbeeateensenbeenbeenbens 28
4.4 CARACTERIZACOES MORFO-FISIOLOGICAS DAS CEPAS BACTERIANAS ......cciiveeetreeereeetreesreeetreesreesareesseennnes 28
4.5 TRIAGEM DAS BACTERIAS PRODUTORAS DE ENZIMAS ....cueevevereeterterietessesestessesessessesessessessssessessssessessssessesens 28
4.5.1 Andlise qualitativa da atividade CelUIOITLICA ..........ceevveieieieieeeeeee e 28
4.5.2 Analise qualitativa da atividade XilanolitiCa ..........c.cccveieieieiieeccceceeeeeeeec et 29

4.6 PRODUGAO E QUANTIFICAGAO ENZIMATICA. ....eeiteeetie ettt eetteesteestteesseessseessseessseesssessssessseesssesssseesssesssessnses 29
4.6.1 Cultivo das cepas para produGao ENZIMALICA..........eevrveeieirsierieriieietteeeieesesese e erseteessestesse s 29
4.6.2 Analise quantitativa das atividades ENZIMALICAS ..........cceevveveevverreriieeerieieieteste e ee et eee e sreere e eneas 30

4.7 QUANTIFICAGOES ENZIMATICAS ...eecvteteeteeteetesaesteesseesteesseessesssasssessaessesssesssessssssesssesssssssesssesssesssessesssesssens 31
4.8 CURVA PADRAQ DA GLICOSE E XILOSE ...vveuveuvetestereessessesseessessessessessessesssessessensessessessessssssensensessessessessssssenses 31
4.9 TRIAGEM DAS BACTERIAS PRODUTORAS DE EXOPOLISSACARIDEOS (EPSS) ......ovviiiiieiiiieiee e 32
4.9.1 Producao de EPS €M MEI0 HQUIAO ....covvveeieiiieeieieiecetesietetese ettt sttt 33

5. RESULTADOS E DISCUSSAD.....covuereueuesseessessessesssssssssstasessssssssssessesssssssssssssesssssssssssssessesssssssssesssssss 34
5.1 CEPAS PRODUTORAS DE CELULASE E XILANASE .....veettetteeteietestrstesseesesseessessessessessessessesssessessessessessessesssessons 34
5.1.1 Analise quantitativa da atividade celulolitica e XilanolitiCa............cccceervevrieriecisesieieeseceee e 37
5.1.2 Avaliacao do pH 6timo das Cepas S1J2 € JS10 .....cccccvrveveurrieierisieieisieietsetets et s se e e e ssens 40
5.1.3 Avaliacao das temperaturas 6timas das cepas S1J2 € JS10.......cccvvvevevevereerieseseeeeteeeie e 43

5.2 CEPAS PRODUTORAS DE EPS ... .ottt ettt e ettt e e e s s e ettt e e e e e esaabaa e e e e s e e sennbaaeeeee s 45



5.2.1 Producao e quantificaGlio A0 EPS .........ccoovveieieeiieicietieee ettt ettt

6. CONCLUSOES ..ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



1 INTRODUCAO

A prospeccdo de agentes produtores de enzimas € um dos campos mais promissores
dentro da Biotecnologia, ndo somente pelo fato de agregar grande valor a producéo em niveis
industriais de materiais de consumo humano, como também por representar a possibilidade de
uso mais eficiente dos infinitos recursos naturais renovaveis de todo o planeta (FARIAS;
VITAL, 2008).

A diversidade genética e metabolica dos microrganismos em diversos ambientes tem
sido explorada desde os primordios da humanidade, por sua potencialidade em gerar produtos
e processos biotecnoldgicos. A producdo de antibidticos (penicilina), alimentos (molho de
soja), os diversos tipos de queijos, iogurtes, bebidas (vinho e cerveja) e combustivel (alcool)
s&o alguns dos exemplos do uso tradicional dos microrganismos (BOREM, 2005).

Com o avanco das descobertas, para o conhecimento de substancias bioativas
descritas a partir da década de 50, o uso das enzimas produzidas por microrganismos deu um
salto gigantesco, saindo do uso doméstico em pequena escala, para o uso em escala industrial
de producédo (OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2012).

As induUstrias téxteis, papel e celulose, agroquimica, farmacéutica, processamento de
couro, biocombustiveis, alimenticia, processamentos ambientais, entre outras, s&0
responsaveis pelo crescimento exponencial do mercado de enzimas nas Ultimas décadas, por
dois motivos principais, a eficiéncia e economia nos processos produtivos e a preocupacao
mundial com a sustentabilidade ambiental, que ambos exigidos pelo mercado consumidor, de
que sejam utilizadas tecnologias ambientalmente mais adequadas com rigoroso
acompanhamento governamental dos residuos descartados no ambiente (AVIDOS;
FERREIRA, 2003).

Este cenario é particularmente importante para o Brasil a busca por novos recursos,
que conciliem o desenvolvimento tecnoldgico com a utilizacdo de matérias-primas renovaveis
e a preservacao ambiental. O mercado mundial de enzimas industriais é dividido basicamente
em trés segmentos: i) enzimas técnicas (destinadas a industrias de tecidos e de produtos de
limpeza), ii) enzimas para alimentos e bebidas e iii) enzimas para ragdo animal. As principais
enzimas de aplicagdo industrial s&o proteases, amilases, lipases, celulases e xilanases
(BOREM, 2005).

De acordo com Adrio e Demain (2014), mais de 500 processos industriais fazem uso

de enzimas, sendo cerca de 30 % utilizadas como biocatalizadores. Muitos destes fazem uso
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de condi¢bes especificas de operacdo, como altas temperaturas e presenca de solventes
organicos, nas quais muitas enzimas sdo inativas. Portanto, muitos dos procedimentos
utilizados se beneficiam com a descoberta de enzimas com propriedades distintas, como a
capacidade de atuar em valores extremos de pH, em altas temperaturas, em solugdes com
elevadas pressbes osmoticas ou na presenca de solventes organicos, bem como
estereosseletividade e alta especificidade (KAR; RAY, 2011; KUHAD et al., 2016).

Além da busca por enzimas mais eficientes através de processos biotecnoldgicos,
tem crescido também a demanda por polimeros naturais para varias aplicacdes industriais nos
ultimos anos, promovendo um maior interesse aos estudos sobre a producdo de
exopolissacarideo (EPS) por microrganismos, que, com avango has pesquisas, permitiu a
descoberta de novas moléculas, de grande importancia, devido ao extenso potencial de
aplicacdo nos mais diversos campos da industria (SANTOS et al., 2011; MACIEL et al.,
2012).

Hé& décadas, os polissacarideos naturais vém sendo intensamente investigados devido
as suas propriedades fisico-quimicas e possiveis aplicaces industriais. Algumas de suas
vantagens incluem a biodegradabilidade, abundancia na natureza e versatilidade de uso em
diversas areas como engenharia, biotecnologia e medicina, apresentando atividades
antitumoral, imuno-moduladora e antiinflamatéria. Filmes finos de polissacarideos podem se
formar sobre superficies sélidas e promover sua aplicacdo em sensores ou biossensores
(EIRAS et al., 2007).

Comparado as gomas vegetais, 0s polissacarideos microbianos apresentam vantagens
como: independéncia das condi¢des climaticas, possibilidade de utilizacdo de matérias primas
mais baratas, de acesso facil (adequando-se a disponibilidade regional) e producdo em menor
tempo, podem ser manipulados em pequenos espacos fisicos e apresentam maior
uniformidade em suas caracteristicas fisico-quimicas (ERNANDES, GARCIA-CRUZ, 2005).

Diversas abordagens sdo utilizaveis quando se considera o potencial para a producéo
de polissacarideos microbianos (MELO et al., 2007). A maioria dos polissacarideos
microbianos pode ser produzida por meio do crescimento em fermentadores de tanque
agitado, nos quais se utilizam a glicose e a sacarose como fontes de carbono. Além dessas,
outras fontes alternativas estdo sendo utilizadas para a producdo de biopolimeros, tais como:
soro de leite, residuo de suco de maca, melaco e caldo de cana de aglcar, que contribuem para
diminuicdo dos custos de producgdo (NITSCHKE et al., 2001; CAZETTA,; CELLIGOI, 2005;
DRUZIAN; PAGLIARINI, 2007; BRANDAO et al., 2008).
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Desta forma, o objetivo desta pesquisa foi promover a bioprospeccédo de
microrganismos com potencial biotecnolégico, a partir do isolamento de bactérias produtoras
de bioprodutos, provenientes do solo e/ou do residuo torta de filtro da agroinddstria
sucroalcooleira, assim como a quantificacdo de celulases, xilanases e exopolissacarideos

(EPSs), utilizando sacarose, glicose e/ou bagaco de cana-de-agucar, como fontes de carbono.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como principal objetivo a bioprospec¢do de bactérias produtoras
enzimas (celulases e xilanases) e do polimero exopolissacaideo (EPS), isoladas do solo e do

residuo torta de filtro, provenientes da agroindutria sucroalcooleira.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Coletar e processar amostras do solo e do residuo torta de filtro;

- Isolar bactérias das amostras do solo e da torta de filtro coletadas;

- Avaliar as bactérias isoladas quanto a producdo de celulases, xilanases e exopolissacarideo
(EPS), em meio solido, contendo substratos apropriados;

- Selecionar e caraterizar as bactérias produtoras dos bioprodutos, quanto a morfologia
celular;

- Avaliar quantitativamente as enzimas (celulases e xilanases);

- Avaliar quantitativamente o biopolimero (EPS), ap0s extracao.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Bioprospecc¢ao

A prospeccdo de agentes produtores de enzimas € um dos campos mais promissores
dentro da Biotecnologia, ndo somente pelo fato de agregar grande valor a produgdo em niveis
industriais de materiais de consumo humano, como também por representar a possibilidade de
uso mais eficiente dos infinitos recursos naturais renovaveis de todo o planeta (FARIAS;
VITAL, 2008).

A diversidade genética e metabdlica dos microrganismos em diversos ambientes tem
sido explorada desde os primordios da humanidade, por sua potencialidade em gerar produtos
e processos biotecnoldgicos. A producdo de antibidticos (penicilina, estreptomicina),
alimentos (como os diversos tipos de queijos, iogurtes, molhos), bebidas (vinho e cerveja) e
de combustivel (alcool) sdo alguns dos exemplos do uso tradicional dos microrganismos
(BOREM, 2005).

Com o avanco das descobertas, para o conhecimento de substancias bioativas
descritas a partir da década de 50, o uso das enzimas produzidas por microrganismos deu um
salto gigantesco, saindo do uso doméstico em pequena escala, para o uso em escala industrial
de producdo (OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2012).

A Tabela 1 abaixo mostra os principais marcos histéricos no avanco cientifico e

tecnoldgico da biotecnologia.

Tabela 1. Principais marcos historicos no avango cientifico e tecnoldgico da Biotecnologia.

Periodo Acontecimento

6000 a.C. Bebidas alcoolicas (cerveja e vinho) sdo produzidas por sumérios e babilénios
2000 a.C. Panificacdo e bebidas fermentadas sdo utilizadas por egipcios e gregos

1875 d.C. Pasteur mostra que a fermentacdo é causada por microrganismos

1880 Surgimento da fermentagdo industrial (acido lactico, etanol, vinagre)

1940 Sintese de glicerol, acetona e acido citrico

1950 Antibioticos sdo produzidos em larga escala por processos fermentativos

1953 Estabelecida a estrutura do DNA

1973 Inicio da engenharia genética

1982 Insulina humana é produzida

1994 O primeiro alimento geneticamente modificado, o tomate Flavr Savr, chega aos
supermercados dos EUA

2000 O arroz geneticamente modificado é criado

2003 O Projeto Genoma, que identificou 0 mapa genético humano, é concluido

Fonte: www.bioinfo.ufpb.br/difusao
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O termo bioprospeccdo é frequentemente utilizado para descrever a coleta e triagem
de materiais bioldgicos para fins comerciais. Devido ao uso da biodiversidade ser de suma
importancia para atender demandas nas areas de alimentacao, salde e outras necessidades da
crescente populacdo mundial, essa se tornou uma atividade bastante comum na atualidade
(ARTUSO, 2002).

Segundo Azevedo (2003) a pesquisa de material biolégico com a finalidade de
explorar 0s recursos genéticos contribui para seu uso de forma sustentavel, possibilitando a
utilizacdo de estratégias de conservacdo, contribuindo para promogédo e regulamentacdo de
novas tecnologias, uma vez que este material biolégico tornou-se um recurso, no qual a
informac&o genética tem valor de mercado.

O desenvolvimento sustentavel é aquele capaz de suprir as necessidades da geracdo
atual, sem comprometer a capacidade de atender as necessidades das futuras geracdes. E o
desenvolvimento que ndo esgota os recursos para o futuro. Assim, sendo atividades de
bioprospeccdo podem, teoricamente, contribuir para o desenvolvimento sustentavel
fornecendo incentivos para a conservacdo da biodiversidade, enquanto melhoram o
desenvolvimento das capacidades tecnologicas promovendo oportunidades de longo prazo em
termos de crescimento econdmico (SYNNES, 2007).

O conhecimento da biodiversidade e a bioprospec¢do de novos organismos tornaram-
se uns dos focos principais da era biotecnoldgica, visto que a utilizagdo de microrganismos
pode apresentar solucdes nas areas de alimento, saude, meio ambiente e industria, e vem

crescendo de forma acelerada cenario mundial (OLIVEIRA et al., 2006).

3.2 Material lignocelulésico e residuos industriais

As paredes celulares dos vegetais sdo formadas por um material lignocelulésico
(Figura 2), constituido de celulose (40 a 50%), hemicelulose (25 a 35%), lignina (15 a 25%)
0S quais apresentam percentuais variados de acordo com planta (PULS, 1997).

A celulose, principal constituinte do material lignoceluldsico, é um polimero de
cadeia longa formado por mondmeros de B-glicose, unidas por ligagdes B-1,4-glicosidicas,
utilizado como matéria prima na indstria de papel e celulose (AVIDOS; FERREIRA, 2003).

Os residuos agroindustriais, fontes de material lignoceluldsico, sdo gerados no
processamento de materiais como alimentos, fibras e madeira. Estes sdo produzidos em usinas

sucroalcooleiras, industrias de processamento de grdos, frutas e hortalicas, bem como de
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celulose e papel, entre outras. Atualmente, a maior problemética relacionada a agroindustria, é
a grande quantidade de residuos gerados durante o processamento/beneficiamentos de suas
matérias primas (MATQOS, 2014).

Figura 1. Constituintes do material lignocelulésico.
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Fonte: htto://www.alimenharia.com/2017/11/bioetanol-atraves-de-sobras-das-mesas.html

Os residuos agroindustriais, fontes de material lignocelulésico, sdo gerados no
processamento de materiais como alimentos, fibras e madeira. Estes sdo produzidos em usinas
sucroalcooleiras, industrias de processamento de grdos, frutas e hortalicas, bem como de
celulose e papel, entre outras. Atualmente, a maior problemética relacionada a agroindustria, é
a grande quantidade de residuos gerados durante o processamento/beneficiamentos de suas
matérias primas (MATOS, 2014).

O bagaco da cana-de-agUcar e a torta de filtro sdo dois tipos de residuos gerados pela
agroindustria sucroalcooleira, que, em geral, sdo reutilizados pela prépria indastria (MATOS,
2014).

O bagaco € um material fibroso solido, gerado ap6s moagem da cana-de-agUcar,
constituido de agua, fibra (celulose), alguns aclcares e impurezas proveniente da matéria-
prima. Devido a sua caracteristica energética, a forma mais empregada deste residuo é na
producdo de energia elétrica, podendo ser utilizado na fabricacdo de chapas de fibra para
construcdes, de massa de papel (celulose), fabricacdo de matéria plastica, como solvente na
indUstria e ragdo animal (BONASSA, 2015). Segundo a Unido da Inddstria de Cana de
Acucar (UNICA, 2015), uma tonelada de cana de aglcar produz em média 280 kg de bagago,
0s quais 70 a 90% séo utilizados na prépria inddstria.

O residuo torta de filtro € composto por uma mistura de bagaco moido e lodo da
decantacdo provenientes do processo de clarificagdo do agucar ou filtracdo do caldo extraido

das moendas e apresenta elevado teor de umidade (75%), matéria organica, macro e
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micronutrientes. A quantidade gerada deste produto €, em média, 40 kg/tonelada de cana de
acucar, de forma continua, e sua disposi¢éo final é a lavoura e/ou compostagem (BONASSA,
2015).

3.3 Enzimas microbianas

Enzimas sdo catalisadores biologicos, em sua maioria de origem protéica, que
catalisam a maioria das reac6es em organismos vivos (MONTEIRO; SILVA, 2009; SAYALI
et al., 2013). A vantagem da utilizacdo de enzimas como catalisadoras em processos € que
estas geralmente tornam os processos mais rapidos, eficientes e ambientalmente sustentaveis
(MONTEIRO; SILVA, 2009).

Os microrganismos se mostram atualmente como as principais fontes de producéao de
enzimas usadas industrialmente, devido a algumas caracteristicas interessantes para producao
de enzimas como a grande quantidade de produto em tempo relativamente curto, a néo
dependéncia de condi¢cdes ambientais e geograficas apropriadas e gasto reduzido no uso de
matérias primas (ZIMMER et al., 2009).

Dentre as enzimas de importancia industrial, podemos destacar as celulases e as
xilanases, as quais possuem uma ampla faixa de aplicagdes (BHAT; BHAT, 1997).

As celulases possuem grande importancia econémica, podendo ser aplicadas em uma
ampla variedade de atividades industriais. As principais aplicacBes sdo nas indudstrias
alimenticias, racdo animal, téxtil, detergente, e cervejarias. Outras areas incluem a industria de
polpa e papel, gestdo de residuos e industria médico-farmacéutica (BHAT; BHAT, 1997).

As xilanases apresentam grande importancia comercial devido a sua aplicabilidade
no setor industrial. Destaca-se seu emprego nas industrias de papel, como auxiliares no
branquiamento de polpas Kraft; seu uso na industria alimenticia, na fabricacdo de pdes de
melhor qualidade; no processamento de sucos, frutas e vegetais, visando a clarificacdo de
sucos e vinhos; assim como, na etapa da filtracdo da cerveja (BECKER; BARATTO;
GELINSKI, 2009; BAJPAI, 1997; VIIKARI et al., 1994).

O mercado global de enzimas é crescente: estimativas indicam que ele deve atingir a
cifra de US$ 5,4 bilhdes em 2020. Atualmente, os fabricantes de detergentes sdo 0s maiores
consumidores desses insumos (enzimas), que também sdo muito utilizados na producéo de
racoes, alimentos e bebidas (EMBRAPA, 2017).

Investimentos para reduzir o uso de petrleo e aumentar o de matérias-primas de
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origem renovéavel, na inddstria de transformacdo, estdo abrindo espaco para as enzimas, que
apresentam a¢do no processo de degradagdo da celulose, grupo que pertencem as [3-
glicosidases, que atuam na estrutura da celulose, fragmentando a molécula por etapas até
reduzi-las a monémeros de agucares, como a glicose, que, por sua vez, podem ser convertidos
em diferentes produtos, de etanol a farmacos. Desta forma, aprimorar a eficiéncia e reduzir os
custos dessas enzimas sdo os desafios considerados pecas-chave para 0 crescimento da
chamada bioeconomia (EMBRAPA, 2017).

3.3.1 Enzimas Celuloliticas

As plantas tém como principal componente estrutural a celulose (Figura 3). Trata-se
de um homopolimero linear composto de unidades de glicose unidas entre si por ligacGes
glicosidicas (B-1,4), encontrado na natureza em associagdo com outros polissacarideos e
lignina. Pode variar em diversos graus de cristalinidade, (40-90%), dependendo da origem
botanica, sendo o restante constituido da fracdo amorfa. A celulose é o substrato organico
mais abundante na natureza para producdo de glicose. A conversdo da celulose a glicose
decorre pelo processo de sacarificacdo gradual de polimero pela acdo das celulases
(PRETORIUS, 2003).

Celulases sdo enzimas que constituem um complexo capaz de atuar sobre materiais
celulosicos, promovendo sua hidrdélise. Importante funcédo na producao de biocombustiveis de
seegunda geracdo, e aplicacdes na inddstria téxtil, como o amaciamento e efeitos sobre o
jeans. Estas enzimas sdo biocatalisadores altamente especificos, que atuam em sinergia para a
liberacdo de acucares (CASTRO et al., 2010).

Figura 2. Estrutura molecular da celulose.

Fonte: https://pt.esdifferent.com/difference-between-cellulose-and-hemicellulose.
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As enzimas do complexo celulolitico sdo hidrolases que clivam ligacgdes glicosidicas,
sendo classificadas pela Enzyme Comission (EC) com a codificagdo 3.2.1.x, onde o valor de X
varia com a celulase avaliada. As celulases sdo classificadas de acordo com seu local de
atuacdo no substrato celuldsico, sendo divididas em trés grandes grupos, as endoglicanases,
que clivam ligacOes internas da fibra celuldsica, as exoglicanases, que atuam na regido
externa da celulose, e a B-glicosidases, que hidrolisam oligossacarideos sollveis em glicose
(CASTRO et al., 2010).

Endoglicanase (EC 3.2.1.4) é a enzima do complexo celulolitico responsavel por
iniciar a hidrolise, de forma randémica, ela hidrolisa as regifes internas da estrutura amorfa
da fibra celuldsica, liberando oligossacarideos de diversos graus de polimerizacdo. As
exoglicanases sdo divididas em glicano-hidrolase (EC 3.2.1.74), que é pouco reportada, mas
possui estratégia de hidrdlise da fibra celulésica de elevada importancia, pois é capaz de
liberar glicose diretamente do polimero, e celobio-hidrolase (3.2.1.91), que participa da
hidrdlise priméria da fibra, realizando o fendmeno de ruptura fisica do substrato, deixando as
regides cristalinas exposta as celulases, e liberando o dissacarideo celobiose, principal produto
da degradacao da celulose. Celobiose sdo duas unidades de glicose unidas por ligacdes p-1,4.
A degradagdo da celobiose pela celobiase (B-glicosidase) resulta na formacdo de glicose,
sendo uma das etapas da transformacéo da celulose em um acgucar fermentavel, com inimeras
aplicacdes industriais (FUENTEFRIA, 2004).

As enzimas do complexo celulolitico atuam com maior aproveitamento quando em
conjunto, do que em acéo isolada (CASTRO et al., 2010). Ac¢do sinérgica entre as enzimas do

complexo celulolitico permite uma maior rendimento e disponibilidade da glicose (Figura 4).

Figura 3. Ac¢do sinérgica entre as enzimas do complexo celulolitico.
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3.3.2 Enzimas xilanoliticas

As xilanases séo enzimas hemiceluloliticas também chamadas de enzimas acessorias
ou auxiliares. Estas enzimas sdo responsaveis pela desestruturacdo das fortes ligacGes
cruzadas entre a celulose e a hemicelulose (Figura 5) (SUBRAMANIYAN; PREMA, 2000).

Especificamente, as xilanases sdo hidrolases responsaveis principalmente pela
hidrélise das ligagdes B-1,4, presentes na xilana vegetal (componente da hemicelulose). A
hidrdlise realizada por estas enzimas dentro da cadeia da xilana produz xilo-oligossacarideos,
0s quais séo convertidos em xilose pela B-xilosidade (SUBRAMANIYAN; PREMA, 2000).

Tendo em vista que as hemiceluloses sdo constituidas de varios polimeros
(principalmente xilana), formados por diferentes residuos de acucares, a sua degradacédo
completa necessita da acdo cooperativa de um consércio de enzimas microbiais especificas,
tendo a endo B-1,4 xilanase, como a principal enzima na despolimerizacdo da xilana
(COUGHLAN; HAZLEWOOD, 1993).

Figura 4. Estrutura molecular da hemicelulose.
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Fonte: https://pt.esdifferent.com/difference-between-cellulose-and-hemicellulose.

3.4 Exopolissacarideos microbianos (EPSS)

Diversos microrganismos produzem polissacarideos, principalmente os procariontes
(SUTHERLAND, 2001). Estes polissacarideos podem ser capsulares ligados a superficie da
célula ou secretados para fora da célula sem ter uma forma definida.

Os exopolissacarideos (EPSs) podem ser solGveis ou insoliveis (KUMAR et al.,
2007). O que torna grande parte deles soltveis em agua sdo as cadeias laterais que geralmente
apresentam grupamentos carregados como 0 &cido urdnico e 0s piruvatos cetais
(SUTHERLAND, 1994). A solubilidade e influenciada pelo pH, cations e agentes
complexantes presentes (STEPHEN et al., 2006).
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Polimeros que sdo muito solGveis e flexiveis, em sua maioria, serdo somente
espessantes, como a xantana, que, ao ser dissolvida em agua, aumenta a viscosidade, sendo
que esse processo pode ser dependente da temperatura (RINAUDO, 1993).

Os EPSs podem ser muitas vezes identificados na placa pela morfologia mucoide da
coldnia bacteriana. No meio liquido, quando estdo presentes, podem tornar 0 meio muito
viscoso e, de forma rara, solidifica-lo (SUTHERLAND, 1990).

Existem polimeros que formam complexos estaveis com corantes soluveis em agua,
como o azul de anilina, e, assim, pode ser também utilizado como uma ferramenta de triagem
inicial (KUMAR et al., 2007).

Os polissacarideos desempenham vérias fungdes: fazem parte da parede celular em
plantas e em microrganismos, realizam reconhecimento celular, estimulam as defesas do
hospedeiro, servem como nutrientes e fonte de oligossacarideos funcionais e protegem 0s
microrganismos contra a desidratacdo (SUTHERLAND, 1990).

Na inddstria alimenticia os EPSs sdo utilizados como espessantes, pois tornam os
liquidos mais viscosos e, com isso, permite que os alimentos fiquem com determinada textura.
Além de serem utilizados como retentores de agua em alimentos processados, estabilizantes e
agentes gelificantes (MISAKI, 1993; TONELI et al., 2005; MORRIS et al., 2009).

Os EPSs podem estar relacionados com a patogenicidade do microrganismo.
Pseudomonas aeruginosa, por exemplo, sintetiza o alginato que pode bloquear a via
respiratoria do paciente. Entretanto, ndo existe nenhum conhecimento de problemas de
toxicidade por esses polimeros. Alguns dos microrganismos sintetizam 0S mesmos
polissacarideos produzidos pelas plantas, como glucanos, alginatos e celulose (MORRIS et
al., 2009).

Os polissacarideos microbianos apresentam algumas vantagens em relacdo as gomas
produzidas por outros organismos, como 0s alginatos, goma arabica, goma guar e goma de
algaroba, pois ndo dependem de fatores climaticos, podendo ser produzidos em uma
quantidade determinada. Assim como, sua produtividade pode ser melhorada e, as vezes,
apresentar caracteristicas novas que possam ser Uteis para as industrias (MAUGERI, 2001).
Apesar de serem melhores em relacdo aos outros polimeros naturais ou sintéticos, competem
com estes Gltimos, por serem mais caros para produzir e comercializar (SUTHERLAND,
1998).

Diversos biopolimeros microbianos sdo produzidos industrialmente como a xantana

(sintetizada pelo género Xanthomonas), escleroglicana (produzida por varias espécies de
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Sclerotium), zanflo, gelana (a partir das Sphingomonas sp.), curdlana, alginato (sintetizado
por bactérias dos géneros Azotobacter e Pseudomonas), dextrana (produzida a partir da
Leuconostoc mesenteroides), pululana (a partir de Aureobasidium pullulans), celulose
bacteriana e glucanas (produzidas por leveduras), entretanto, as que se destacam no mercado

industrial sdo as gomas, dextrana, xantana e gelana (MAUGERI, 2001).
3.6.1 Producao e extracéo dos biopolimeros (EPSs)

Os EPSs podem ser produzidos por microrganismos a partir de um meio complexo
ou sintético quimicamente definido (KUMAR et al., 2007). Sendo que a producdo é
dependente das diferentes fontes de carbono e das suas concentragdes, assim como das fontes
de nitrogénio inorgénicas ou organicas (PRASERTSAN et al., 2008) e de diversos parametros
como: temperatura (MATSUYAMA et al., 2003), agitacdo (BERWANGER et al., 2006), pH
e aeracdo (PRASERTSAN et al., 2008).

Fontes de carbono como sacarose, glicose, lactose, maltose, sorbitol, soro de leite,
amido, metanol podem ser utilizadas para a producdo de polimeros microbianos, sendo que a
glicose sob concentracdes de 2-5% (w/v) é o substrato preferido de muitas espécies
bacterianas (KUMAR et al., 2007).

A producdo de exopolissacarideos fica mais facil de ser visualizada quando a
bactéria é suplementada com agUcar em abundancia e com uma quantidade minima de
nitrogénio, numa proporgdo de 10:1 de Carbono:Nitrogénio (C:N), sendo este processo o
normalmente utilizado para induzir a limitacdo do crescimento e estimular a sintese de
polissacarideo (SUTHERLAND, 1996).

Para a extracdo do polissacarideo ligado a célula o método geralmente utilizado ¢é a
autoclavagem, porém outros métodos como a utilizagdo do sonificador, ebulicdo da suspensao
celular por 15 minutos em agua, aquecimento a 60° C em solucdo salina e aquecimento na
agua com fenol a 65° C também séo possiveis (KUMAR et al., 2007).

A segunda etapa é a separacdo do polimero que geralmente ocorre por utilizacdo de
solventes organicos polares, como o alcool isopropilico, etanol e acetona, que fazem com que
0 polimero seja precipitado a partir do sobrenadante, possibilitam a separacdo do EPS. O
volume do solvente utilizado pode ser uma, duas ou trés vezes o volume do sobrenadante,
porém a proporcdo mais utilizada é 2:1 (BRANDAO et al., 2013). Apds a separacdo do
polimero, este é centrifugado, seco em estufa, purificado e liofilizado, o qual pode se
purificado por meio da dialise (ASSIS et al., 2014).

25



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo e coleta das amostras

As amostras de solo (Figura 6) e a do residuo torta de filtro (Figura 7) foram
coletadas na usina japungu agroindustrial S/A (07°01°37.3”°S, 34°58°34.8’’W), localizada no
municipio de Santa Rita — Paraiba.

As coletas foram realizadas em 31 de outubro 2017, no periodo da manha (10:30 as
12:00), utilizando, para as amostras de solo, 0 método de amostragem aleatdria simples
(EMBRAPA, 1999), onde em cada ponto de amostragem foram retiradas de 3 a 5 sub-
amostras simples ao acaso, em zigue-zague, com aproximadamente 300 g cada, numa
profundidade de 0-20 cm, as quais foram reunidas e homogeneizadas formando uma amostra
composta.

Todas as amostras foram levadas ao laboratério em caixa isotérmica (~8° C) e

refrigeradas até o processamento.

Figura 5. Coleta das amostras de solo. Figura 6. Coleta das amostras da torta de filtro

Fonte: Autor (2017).

4.1.1. Caracteristicas das amostras:

e  Solo — procedente do talhdo 61 (Anexo 1), com vinhaca aplicada em agosto de 2017,
cana cortada e replantada em julho de 2017.

e Torta de filtro - residuo obtido do processo de clareamento do caldo de cana-de-
acucar, empilhamento a céu aberto, fora da &rea de plantio.
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4.2 Processamento das Amostras

As amostras da torta de filtro foram tamisadas (mersh 2,5 mm) para a separacdo dos
solidos maiores do restante da amostra. Cerca de 25 g do residuo foram dissolvidos em frasco
de vidro tipo Erlenmeyer, contendo 225 mL de solucéo salina (0,9% NacCl), colocado sob
agitacdo durante 20 min, a 37° C (Figura 8). Em seguida, dilui¢cbes em série foram realizadas
até 10°. Um inoculo de 100 pL, de cada dilui¢do, em duplicata, foi espalhado com auxilio de
alca de Drigalski esterilizada, na superficie de placas de Petri, contendo Agar Nutriente (AN)
(Tabela 2). As placas foram incubadas a 37° C, em estufa bacteriolégica, por 24 - 48 h, para
crescimento e, posteriormente, isolamento bacteriano. Todo material utilizado, frascos, meios
de cultura, solucdes foram previamente esterilizados em autoclave a 121° C, por 15 min, a 1

atm.

Figura 7 - Processamento das amostras de solo e torta de filtro e isolamento bacteriano.
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Fonte: https://bacilosnasopa.wordpress.com/tag/tecnica-de-diluicao-seriada/ (modificado)

Tabela 2 — Composicio dos meios: Caldo Nutriente (CN) e Agar Nutriente (AN).

Componente Concentragdo (g/L)
Extrato de Carne 3,0
Peptona 5,0
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

*Para o preparo do meio Agar Nutriente, acrescentou-se Agar bacterioldgico (15 g/L).
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4.3 Isolamento bacteriano

As colbnias bacterianas, que cresceram apos 24 - 48 h de cultivo, foram selecionadas
e repassadas, individualmente, para placas de Petri, contendo meio AN, para purificacdo das
cepas e novamente incubadas em estufa bacteriologica a 37° C, por 24 - 48 h. Todas as cepas
isoladas foram utilizadas nos testes de triagem, quanto a producdo de enzimas e de
exopolissacarideos.

As cepas foram denominadas de S1J ou JS (solo 1-Japungu), quando isoladas do solo
e JTF (Japungu-Torta de Filtro), quando isoladas da torta de filtro. As cepas que
posteriormente se apresentaram como produtoras de EPSs foram denominadas de EPSM

(Exopolissacarideos Mesofilicas).

4.4 Caracterizagdes morfo-fisioldgicas das cepas bacterianas

A caracterizacdo das cepas bacterianas isoladas do solo e da torta de filtro ocorreu,
primeiramente, pela observacdo dos seus aspectos coloniais distintos, tais como: cor,
tamanho, textura, formato de borda, presenca de material viscoso, e, posteriormente, pela
caracterizacdo celular, por meio da coloracdo de Gram, de acordo com Smibert e Krieg
(1994).

A presenca ou a auséncia de enddsporos foi realizada por meio da observacdo das

células bacterianas, advindas de culturas velhas, em meio sélido, apds coloracdo de Gram.

4.5 Triagem das bactérias produtoras de enzimas

4.5.1 Analise qualitativa da atividade celulolitica

A atividade celulolitica foi avaliada repassando a cepa bacteriana, com auxilio de
palitos estéreis, para placas de Petri descartaveis, contendo o meio Agar Luria Bertani (LB)
(Tabela 3), acrescido de 0,5% de Carboximetilcelulose — CMC (Difco Laboratories Inc.,
USA) (LB/CMC). Apds trés dias de incubagdo a 37° C, foi adicionada ao meio a solugédo
aquosa de vermelho congo (Difco Laboratories Inc., USA) a 0,1%, por 15 min. Apés esse
periodo, o corante foi descartado e foi adicionado solu¢do de NaCl 1 M, por mais 15 min. Os
halos amarelos formados ao redor das col6nias indicaram atividade celulolitica positiva

(TEATHER; WOOD, 1982).
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Tabela 3 - Composic¢do do meio LB-CMC.

Componentes Concentracéo (g/L)
Triptona 10,09
Extrato de levedura 5,09

NaCl 10,09

Agar 15,09

CMC 5,09

Agua destilada 0.s.p 1000mL

4.5.2 Anélise qualitativa da atividade xilanolitica

A atividade xilanolitica foi avaliada repassando a cepa bacteriana, com auxilio de
palitos estéreis, para placas de Petri descartaveis, contendo 0 meio LB, acrescido de 0,4% de
xilano de Beechwood (Sigma - Aldrich, St. Louis, USA) (LB-xilano) (Tabela 4). Ap6s 3 dias
de incubacéo, a 37° C, foi adicionada ao meio a solucdo aquosa de vermelho congo 0,1%, por
15 min. Apos esse periodo, o corante foi descartado e foi adicionado a solucdo de NaCl 1 M,
por mais 15 min. Os halos claros formados ao redor das col6nias indicaram atividade
xilanolitica positiva (TEATHER; WOOD, 1982).

Tabela 4 - Composicdo do meio LB-Xilano.

Componente Concentracéo (g/L)
Triptona 10,09
Extrato de levedura 5,09

NaCl 10,09

Agar 15,09

Xilano 4,09

Agua destilada g.s.p 1000mL

4.6 Producao e quantificacédo enzimatica

4.6.1 Cultivo das cepas para producéo enzimatica

Para producdo enzimatica foi utilizado o residuo industrial bagaco de cana-de-agucar
(BC), como fonte alternativa de carbono, o qual foi previamente seco em estufa a 50° C (24h),
triturado em liquidificador, peneirado (peneira plastica simples) e autoclavado duas vezes a

121° C, 15 min, quando acrescido ao meio de cultura.
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As cepas isoladas foram cultivadas em Erlenmeyers (125 mL), contendo 50 mL do
meio (NB), acrescido de 0,5 % p/v de bagaco de cana-de-acucar (BC), e incubadas a 37° C,

em shaker a 200 rpm, por 72 h, para producéo de celulases e xilanases.

4.6.2 Anélise quantitativa das atividades enzimaticas

A determinacdo de acucares redutores pelo método do &cido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) (MILLER, 1959), com modificacbes (SANTOS et al., 2017), foi utilizada para
quantificacbes das atividades celuloliticas e xilanoliticas. A preparacdo do reagente DNS, de
acordo com Miller (1959), esta descrita no ANEXO 3.

Apds cultivo das cepas no meio LB/BG, as amostras foram centrifugadas a 3880 xg.
(HERMLE Mod. Z326K), por 20 min, a temperatura ambiente. Em seguida, foram
transferidas aliquotas de 100 uL, de cada amostra (sobrenadante), para tubos de ensaio, e
adicionados 100 pL de solucdo tampdo fosfato de sodio, pH 6,5 (pH padrdo de triagem)
(Tabela 5), contendo os substratos CMC e/ou xilano (2%). As amostras foram incubadas a 55°
C (temperatura padrdo de triagem), por um tempo de 10 min. Apds este periodo, adicionou-se
200 pL do reagente DNS a cada tubo (solugcdo de parada da reagdo), misturando-se
vigorosamente. Os tubos foram incubados em banho-maria (100° C), pelo tempo de 5 min. A
reacdo foi resfriada imergindo os tubos em banho de gelo. Foram utilizadas placas de 96
pocos, onde se adicionou, para cada amostra (em duplicata), 260 pL de agua destilada
esterilizada e 40 pL de amostra, sendo homogeneizadas por pipetagem. Branco da amostra foi
preparada com solucdo tampdo, sem sobrenadante. A leitura foi realizada por
espectrofotometria, em leitor de placa (BIOTEK, Mod. EL800), a 540 nm.

 Avaliacdo do pH otimo - O efeito do pH sobre a atividade da celulase e da
xilanase foi determinado por incubagdo dos sobrenadantes das culturas bacterianas, com os
respectivos substratos, em tampdes com diferentes valores de pHs (4,0; 8,0; 9,0; 10,0 e 11,0)
(Tabela 5), e as quantificacdes enzimaticas foram obtidas, como descrito no item 4.6.2.

« Avaliacdo da temperatura 6tima - O efeito da temperatura sobre a atividade da
celulase e da xilanase foi determinado por incubacdo dos sobrenadantes das culturas
bacterianas, com os respectivos substratos, em diferentes nas temperaturas (40, 50, 60, 65, 70,

75 e 80°C), e as quantifica¢bes enzimaticas foram obtidas, como descrito no item 4.6.2.
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Tabela 5. Tampdes utilizados nas quantificacBes enzimaticas.

Tampao pH mM
Citrato de s6dio 4,0-55 100
Fosfato de sédio 6,0-6,5 100
Tris-HCI 7,0-8,0 100
Glicina 9,0-11,0 100

4.7 Quantificacdes enzimaticas

As determinagdes das quantificacbes das enzimas, celulase e xilanase, foram
baseadas nas concentracOes de glicose e xilose, respectivamente, utilizando curvas padrdes
desses aglicares, obtencdo da equacdo da reta e R Para os calculos das quantificacdes de

celulase e xilanase, utilizou-se a formula abaixo descrita:

[Enz] =OD xFxD*X VR \j;mL
PMxTx VA

Onde:

[Enz] — concentracdo da enzima (U/mL)
OD - Densidade dptica

F= 1

Coeficiente angular

D* — diluicdo da amostra (se houver)
VR — volume total da reacéo

PM — peso molecular do agucar

T — tempo de ativagdo enzimética

VA — volume da amostra (sobrenadante)

Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar
1 umol de grupos redutores equivalentes a xilose (atividade xilanolitica) ou glicose (atividade
celulolitica), por mililitro, por minuto, (U/min.mL™) ou (U/mL), nas condi¢Bes de ensaio,
utilizando curvas padrdes de xilose e glicose. Os ensaios enzimaticos foram realizados em

duplicata.

4.8 Curva padréo da glicose e xilose

Inicialmente, foram preparadas solugfes-padrédo de glicose e de xilose, para as quais
foram pesados 1,0 g de glicose e xilose, ambos anidro, transferidos para baldes volumétricos
de 1,0 L. Apds dissolugéo, o volume foi completado com agua destilada.

A partir da solucdo-padrao de cada agucar (1,0 g/L) foram preparadas solu¢es com

31



diferentes concentragdes de glicose (0,5; 1,5; 3,0; 4,5; 6,0; 7,5 e 9,0 mg/mL) e de xilose (0,1;
0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8 mg/mL). A partir das solucbes de diferentes concentragdes
foram realizados os ensaios de acordo com o método de DNS, acima mencionado no item

4.6.2. As curvas padrdo para glicose e xilose estdo apresentadas no Anexo 2.

4.9 Triagem das bactérias produtoras de exopolissacarideos (EPSSs)

A triagem das cepas produtoras de exopolissacarideos (EPSs) ocorreu por
identificacdo preliminar das colbnias, as quais apresentaram uma substancia de aspecto
viscoso, tipico da presenca do polimero extracelular, apds cultivo em meio Agar Nutriente
(AN).

As cepas que apresentaram caracteristica tipica, apos isolamento, da presenca de EPS
foram repassadas para placas de Petri, contendo Agar Meio Minimo Desbalanceado, contendo
glicose (MMD-GlIi) ou sacarose (MMD-SAC) (Tabela 6 e 7), como fontes de carbono, numa
concentracdo de 1% e incubacdo a 37° C, por 72 h, em estufa bacterioldgica, para confirmacgéo
da presenca do polimero. As cepas que apresentaram maior viscosidade em placa foram
selecionadas para cultivo em MMD liquido, para posterior extracdo e quantificacdo do

mesmo.

Tabela 6 — Composi¢do do Meio Minimo Desbalanceado (MMD).

Componente Concentracédo (g/L)
Na;HPO4 3,54
K2HPO4 1,50
MgS0s.7H20 0,20
CaCl,.2H20, 0,01
(NH4)2S04 0,50

Citrato Férrico Amoniacal 0,06

Fonte de Carbono 10,00
Solucdo de Elementos Tracos 1,0 Ml

*Para o preparo do meio MMD em estado sélido acrescentou-se agar bacteriologico (15 g/L).
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Tabela 7 - Composicao da Solucéo de Tragcos do MMD.

Componente  Concentracéo (g/L)

H3BO3 0,30
CoCl2.6H20 0,20
ZnS04.7H20 0,10
MnCl2.4H.0 0,03
NaMo00O4.2H,0 0,03
NiCl..6H20 0,02
CuS04.5H,0 0,01

Agua destilada g.s.p. 1000 mL

4.9.1 Producéo de EPS em meio liquido

As cepas produtoras de EPS foram repassadas para placas de Petri, contendo meio
NA, incubadas a 37°C, por 24 h, das quais uma colonia foi inoculada em meio 25 mL de NB
(pré-indculo), 37°C, over-night, em shaker, a 200 rpm. De cada pré-in6culo foram retiradas
aliquotas de 1 mL e adicionadas a Erlenmeyers (500 mL), contendo 200 mL de MMD-Gli
e/ou MMD-Sac, sendo incubadas a 37° C, por 72 h, tanto sob agitacdo em shaker, a 180 rpm,
como de forma estatica, em estufa bacteriologica. Apds este periodo, 100 mL do cultivo foi
centrifugado, centrifuga HERMLE Mod. Z326K, a 3880 xg, por 20 min, e 0 sobrenadante,
sem células bacterianas foi recuperado. Aos sobrenadantes foram adicionados dois volumes
de alcool etilico 96° e incubadas a 4° C, por 24 h, para precipitacdo do EPS. Apds incubacéo,
0s sobrenadantes foram novamente centrifugados para recuperacdo do polimero, os quais
foram secos em estufa a 50° C, por 24h e pesados. A quantidade de EPS foi estimada em g/L
de cultivo (CERNING, 1995, com modificacdes).
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5. Resultados e Discussao

Com a utilizacdo de técnicas tradicionais de cultivo e isolamento de cepas
bacterianas, provenientes de amostras ambientais ou de residuos agroindustriais, foi possivel
isolar microrganismos com capacidade de produzir enzimas celuloliticas e xilanoliticas, bem
como o biopolimero exopolisacarideo (EPS).

Neste trabalho foram isoladas 65 cepas bacterianas, entre as quais, 44 cepas foram
isoladas da amostra do solo, denominadas: JS (21 cepas), S1J (18 cepas) e EPSM (5 cepas); e
21 cepas isoladas da amostra da torta de filtro, denominadas: JTF (16 cepas) e EPSM (5
cepas).

5.1 Cepas produtoras de celulase e xilanase

Todas as cepas isoladas foram testadas quanto a capacidade de degradacdo do CMC
ou xilano, em meio soélido, dentre as quais, oito cepas foram positivas para atividade

celulolitica e 27 para atividade xilanolitica (Tabela 8).

Tabela 8 — Cepas produtoras de celulase ou xilanase, isoladas do solo e da torta de filtro.

Cepa  Atividade  Atividade Cepa  Atividade  Atividade
Celulolitica Xilanolitica Celulolitica Xilanolitica
Isoladas do Solo Isoladas da Torta de Filtro
JS2 - + JTF1 - +
JS6 - + JTF2 - +
JS10 +++ + JTF3 F +
JS15 - + JTF4 - +
JS18 - + JTF6 - +
JS21 3 - JTF13 - T
JS23 - + JTF14 - +
JS24 + - JTF16 F ++
JS25 - + JTF17 - +
JS26 + + JTF18 F ++
S1J2 +t++ ++ Atividade enzimatica pelo halo de
S1J3 - + degradacdo - 'F (Fraca); + (baixa);
S1J5 ) + ++ (média); +++ (alta).
S1J7 - +
S1J11 - +
S1J12 = +
S1J17 - +
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Entre as bactérias positivas para as atividades celuloliticas e xilanoliticas, foram
selecionadas quatro cepas (S1J2, JS10, JTF16 e JTF18), devido as mesmas apresentarem uma
maior producdo enzimatica, evidenciada pelo halo de degradacéo, para celulase (Figuras 9A e
10A) e xilanase (Figuras 9B, 10B, 11B e 12B), no cultivo em placa.

Figura 8 - Atividade celulolitica da cepa JS10, em meio 4gar LB/CMC (A) e xilanolitica, em
meio &gar LB/xilano (B).

Figura 9 - Atividade celulolitica da cepa S1J2, em meio agar LB/CMC (A) e xilanolitica, em
meio &gar LB/xilano (B).

Figura 10 - Atividade celulolitica JTF16, em meio agar LB/CMC (A) e com atividade
xilanolitica, em meio agar LB/xilano (B).
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Figura 11 - Atividade celulolitica da cepa JTF18, em meio agar LB/CMC (A) e com
atividade xilanolitica, em meio &gar LB/xilano (B).

O isolamento de bactérias celuloliticas em amostras de solo também foi evidenciado
por Oliveira et al. (2006), Gorlach-Lira e Coutinho (2007) e Wang et al. (2009), pela triagem
em meio AN-CMC, assim como, cepas xilanoliticas, em meio contendo xilano (HECK;
HERTZ;, AYUB, 2002; KINEGAM; TANASUPAWAT, AKARACHARANYA, 2007,
AZERI; TAMER; OSKAY, 2010), evidenciados pelos halos de degradacéo.

Na Tabela 9 estdo apresentados os indices Enzimaticos (IE) das cepas JS10; S1J2;
JTF16 e JTF18, que representam producfes enzimaticas indiretas, baseadas na rela¢do entre o
didmetro médio do halo de degradacao, dividido pelo didmetro médio da col6nia. Quando o
IE ¢é maior ou igual a dois (> 2), indica uma maior producdo da enzima (OLIVEIRA et al.,

2006).

Tabela 9 - indice Enzimatico (IE) das cepas produtoras de celulase e xilanase.

Cepa Celulase (cm) Xilase (cm)
MDC! | MHD? | IE® | MDC | MHD | IE

JTF16 | 0,8 F* - 0,7 16 |23

JTF18 | 0,8 F - 0,7 16 |23

S1J2 0,7 3,7 53] 10 42 |42
JS10 1,5 39 |26 12 19 |16

1 — Média do diametro da col6nia; 2 — Média do diametro do
halo de degradacéo; 3 — Indice enzimatico; F — Fraca atividade.

As cepas JTF16 e JTF18 apresentaram uma baixa producdo de celulase, em meio

solido (Figuras 11A e 12A), ndo sendo possivel obter um IE significante, devido o halo de
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degradacdo estar muito préximo ao didmetro da colonia. Entretanto, essas cepas apresentaram
uma boa producdo de xilanase em placa, com valor de IE (2,3) igual, para ambas as cepas
(Tabela 9).

As cepas JS10 e S1J2 foram as que se apresentaram como produtoras, tanto de
celulase, como de xilanase, com halos de degradacéo bem evidenciados (Figuras 9 e 10), com
destaque para a cepa S1J2, que apresentou IE de 5,2 para celulase e 4,2 para xilanase (Tabela
9).

Sacco (2013), entre os 16 isolados de amostras de biomassa celulésica em
decomposic¢do, ndo evidenciou nenhuma cepa celulolitica, com IE > 2, entretanto, Baratto et
al. (2011), evidenciaram cepas produtoras de xilanase, com IE > 2.

As cepas JS10, S1J2, JTF16 e JTF18 foram parcialmente caracterizadas quanto a
morfologia celular, por coloracdo de Gram e presenca ou auséncia de endosporos, as quais
todas se apresentaram como bacilos Gram positivos, com presenca de endosporos, central
e/ou sub-terminal (Tabela 10). Grande nimero de bactérias provenientes do solo sdo bacilos
Gram positivos, pertencentes aos géneros Bacillus, Paenibacillus, Cellulomonas,
Streptomyces, entre 0s quais, varias espécies sdo produtoras de bioprodutos, como enzimas e

polimeros, de interesse biotecnologico (LAMA et al., 2004).

Tabela 10 - Caracterizacdo morfoldgica das cepas produtoras.

Cepa Gram Morfologia celular
JTF16 + Bacilos com endésporo (C*/ ST?)
JTF18 + Bacilos com endésporo (C)
S1J2 + Bacilos com endésporo (C)
JS10 + Bacilos com enddsporo (C)

1 - Central; 2 — Sub-terminal

5.1.1 Analise quantitativa da atividade celulolitica e xilanolitica

As cepas JS10, S1J2, JTF16 e JTF18 foram avaliadas quantitativamente em relacéo as
atividades celuloliticas e xilanoliticas (Gréafico 1).
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Grafico 1 Atividade enzimatica das cepas bacterianas JTF16, JTF18, S1J2 e JS10,
utilizando bagaco de cana-de-agUcar, como substrato.

Diferentemente do que foi evidenciado na producdo enzimatica em placa, as cepas
JTF16 e JTF18, quando cultivadas em meio liquido, contendo bagago de cana, como fonte de
carbono, se apresentaram como produtoras de celulase, com valores em torno de 0,33 e 0,37
U/mL, respectivamente, mas ndo apresentaram atividade xilanolitica (Gréafico 1), pelo menos
quando foi utilizado pH 6,5 e ativacdo enzimatica a 55° C, necessitando, provavelmente, da
avaliacdo em outros pHs, diferentes temperaturas e/ou outros tipos de fontes de carbono
alternativas, que possam evidenciar melhor as produgdes enzimaticas.

As cepas S1J2 e JS10 comprovaram as atividades celuloliticas e xilanoliticas,
anteriormente evidenciadas pela presenca dos halos de degradacdo, apresentando
quantificacOes para celulase e xilanase, em torno de (0,82 e 1,45 U/mL) e (0,27 e 0,64 U/mL),
respectivamente (Gréfico 1).

Nos testes de atividade enzimaética, para triagem de cepas produtoras de celulase e
xilanase (avaliacdo qualitativa), foram utilizados carboximetilcelulose (CMC) e xilano de
Beechwood, como fontes de carbono, respectivamente. Mas, para a quantificacdo enzimatica
(avaliacdo quantitativa), em meio liquido, foi utilizado o bagaco de cana-de-agucar, pré-
tratado termicamente (duas vezes autoclavado), como fonte de carbono, tanto para produgéo
de celulase, como para xilanase.

De acordo com Castro e Pereira Jr. (2010), os tipos de enzimas produzidos pelos
microrganismos irdo atuar de maneira diferenciada, a partir das diferentes fontes de carbono

disponiveis nos meios de cultivo.
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Zhang et al. (2006), relatam que a acdo das endoglicanases (CMCases) é mais
eficiente em meio contendo CMC, devido a esse substrato ser soluvel e ter 100% de
acessibilidade a fracdo das cadeias 3-glicosidicas, em relacdo a substratos como, avicel, papel
de filtro, algodao, p-NPG, nos quais apenas cerca de 0,2 a 1,8% das ligacOes R-glicosidicas
estdo acessiveis, assim como ocorre em residuos industriais (CASTRO; PEREIRA JR, 2010),
como bagaco de cana, palha de arroz, entre outros, que podem favorecer a atuacdo de
exoglicanases e B-glicosidase, em detrimento as endoglicanases.

A semelhanca das celulases, que diferentes tipos irdo ser ativadas, dependendo do tipo
de substrato lignocelul6sico, os xilanos comerciais, como de Beechwood, provenientes de
arvores, do género Fagus (faia) e os presentes nos residuos industriais, como bagaco de cana,
apresentam caracteristicas distintas, quanto a sua natureza, que podem influenciar no processo
de degradacéo, pelas enzimas bacterianas (VIIKARI et al, 1994).

Provavelmente, as cepas JTF16 e JTF18 estdo produzindo enzimas celuloliticas e
xilanoliticas mais especificas, atuando de forma diferenciada nos substratos comerciais, como
CMC e xilano de Beechwood, e no residuo bagaco de cana, necessitando de uma maior
investigacao.

Yang et al (2010) verificaram um maior rendimento de celulase (2,82 U/mL) de uma
cepa do género Bacillus, quando cultivada em meio contendo CMC, assim como Azeri;
Tamer e Oskay (2010) verificaram uma maior atividade xilanolitica em meio contendo xilano
(3,7 U/mL), enquanto que em farelo de trigo os valores foram mais baixos (1,1 a 2,1 U/mL).

Yin et al. (2010) isolaram uma cepa de B. subtilis que apresentou atividade
celulolitica, tendo CMC como substrato e ap6s cultivo em farelo de arroz, porém, quando
utilizaram xilano, avicel, fibra de algodéo, papel de filtro e p-NPG, como substratos, essa cepa
ndo apresentou atividade para celulase.

Grisi (2011), entre cinco isolados bacterianos do solo, observou que apenas duas
cepas produziram celulase, quando utilizou o residuo palha de arroz (0,03 a 0,04 U/mL), cujo
a producdo foi mais baixa do que a encontrada pelas cepas neste estudo, ndo havendo
producdo de celulase, quando utilizou bagago de cana de aglcar, como fonte de carbono.
Esses dados mostram a especificidade das enzimas celuloliticas e xilanoliticas bacterianas,

frente aos substratos utilizados para avaliacdo das atividades enzimaticas.
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5.1.2 Avaliacao do pH étimo das cepas S1J2 e JS10
As determinacdes dos pHs 6timos, para as atividades celuloliticas e xilanoaliticas,

apos cultivo em meio utilizando bagaco de cana-de-acuUcar, estdo apresentados nos

Gréficos 2 e 3, para cepa S1J28 e Graficos 4 e 5, para cepa JS10, respectivamente.
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Graéfico 2 - pH étimo para atividade celulolitica da cepa S1J2, apo6s cultivo em meio
contendo bagaco de cana-de-acucar.
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Graéfico 3 - pH 6timo para atividade xilanolitica da cepa S1J2, ap6s cultivo em meio
contendo bagaco de cana-de-agucar.
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Graéfico 4 - pH 6timo para atividade celulolitica da cepa JS10, apds cultivo em meio contendo
bagaco de cana-de-agUcar.
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Grafico 5 - pH 6timo para atividade xilanolitica da cepa JS10, ap6s cultivo em meio
contendo bagaco de cana-de-acucar.

O pH otimo para producdo de celulases e xilanases ¢ amplamente discutido na
literatura, que somado a outros fatores como, temperatura, tempo de ativacdo e tipo de
microrganismo, podem influenciar diretamente na produgdo enzimatica (ZIMMER et al.,
2009; CASTRO et al., 2010).
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As bactérias, em geral, apresentam valores menores para producdo enzimaética, do
que os exibidos pelos fungos, porém o pH das atividades enziméticas das bactérias, se
apresentam do mais basico ao alcalino, do que para os fungos, que apresentam producao de
enzimas, em pH mais acido (KAUR, 2007).

Neste trabalho, diferentemente do que foi evidenciado pelo IE (Tabela 9), no qual a
cepa S1J2 foi a que obteve o melhor valor para este parametro, a cepa JS10, quando cultivada
em meio liquido contendo bagaco de cana, apresentou uma melhor atividade celulolitica (1,12
U/mL), com pH 6timo em torno de 8,0 e xilanolitica (0,83 U/mL), com pH 6timo entre 8,0-
9,0 (Gréficos 4 e 5). J& a cepa S1J2, apresentou um pH 6timo ligeiramente &cido (6,5) e uma
producdo celulolitica (0,10 U/mL), dez vezes menor em relacdo a cepa JS10, sendo mais
propicia a producao de xilanase (0,52 U/mL), que ocorreu em pH alcalino (8,0) (Gréaficos 2 e
3).

Resultados obtidos por De Marco (2012) mostraram producdo de celulase
semelhante (0,1 U/mL), aos encontrados nesta pesquisa, para a cepa S1J2, porém inferior aos
encontrados para a cepa JS10. Este autor também evidenciou, a maxima producéo de celulase
em pH em torno de 9,0, sendo um pouco mais elevado do que o encontrado nesta pesquisa
(pH 8,0), para celulase da cepa JS10, mas compativel com o pH entre 8,0 — 9,0, para xilanase
(Gréfico4 e 5).

Ladeira (2013) obteve uma melhor producdo enzimatica, por Bacillus sp., em pH 9,0
para celulase, valor de pH superior ao encontrado para cepa S1J2, porém, este autor encontrou
valor de pH 7,5, para xilanase, o qual foi inferior aos pHs encontrados neste trabalho (8,0 a
9,0), para ambas as cepas (S1J2 e JS10) (Gréficos 2, 3, 4 e 5). Este autor encontrou valor
maximo para celulase em torno de 0,85 U/mL, o qual foi maior do que o encontrado para a
cepa S1J2 (0,10 U/mL), porém inferior para cepa JS10 (1,12 U/mL). Para xilanase, Ladeira
(2013) obteve um maximo de 0,51 U/mL, compativel como o valor encontrado para cepa
S1J2 (0,52 U/mL), mas inferior ao encontrado para JS10 (0,83 U/mL).
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5.1.3 Avaliacao das temperaturas 6timas das cepas S1J2 e JS10
As determinacdes das temperaturas Otimas, para as atividades celuloliticas e

xilanoaliticas, apds cultivo em meio utilizando bagaco de cana-de-agucar, estdo apresentados

nos Gréficos 6 e 7, para cepa S1J28 e Graficos 8 e 9, para cepa JS10, respectivamente.
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Gréfico 6 - Temperatura 6tima para atividade celulolitica da cepa S1J2, ap6s cultivo em meio
contendo bagaco de cana-de-agucar.
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Graéfico 7 - Temperatura 6tima para atividade xilanolitica da cepa S1J2, apds cultivo em meio
contendo bagaco de cana-de-acucar.
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Gréfico 8 - Temperatura 6tima para atividade celulolitica da cepa JS10, ap6s cultivo em meio

contendo bagaco de cana-de-agucar.
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Grafico 9 - Temperatura 6tima para atividade xilanolitica da cepa JS10, apds cultivo em meio

contendo bagaco de cana-de-acucar.

Diferentes processos industriais fazem uso de enzimas, como celulases e xilanases,

utilizadas como biocatalizadores (ADRIO; DEMAIN, 2014), onde, muitos desses, ocorrem

sob condicOes especificas, como altas temperaturas e presenca de solventes organicos, nos

quais as enzimas podem ser inativas. Portanto, a investigacdo de enzimas com propriedades

distintas, como a capacidade de atuar em valores mais elevados de pH, em altas temperaturas,
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entre outros fatores, sdo de grande interesse industrial, visto que, podendo contribuir para
otimizagdo desses processos (KAR; RAY, 2011; KUHAD et al., 2016).

Neste trabalho, as temperaturas étimas, das cepas S1J2 e JS10, ficaram em torno de
60° C e 65° C, para a atividade celulolitica, e em torno de 65° C e 60° C, para a atividade
xilanoliticas, respectivamente (Graficos 6, 7, 8 € 9).

A cepa S1J2 apresenta temperaturas 6timas mais pontuais, isto €, ela perde cerca de
40 a 50% da sua atividade, 5°C acima ou a baixo do seu 6timo, tanto para celulase, como para
xilanase (Gréaficos 6 e 7). Ja a cepa JS10 apresenta uma maior estabilidade enzimatica,
permanecendo com a atividade, abaixo ou acima do 6timo, celulolitica, na faixa entre 50° C
(78%) e 75° C (81%) e xilanolitica, 40° C (87,5%) e 70° C (74%) (Graficos 8 e 9).

Os dados acima, corroboram com os encontrados por Li et al. (2008) e Grisi (2011),
0s quais observaram atividade 6tima celulolitica a 50° C, em isolados bacterianos, que
matinha de 70% a 80% da atividade entre 65-75° C, respectivamente.

Outros autores, Seo et al. (2013); De Marco (2012), Padilha et al. (2014), também
observaram atividades celuloliticas e xilanoliticas, em temperaturas 6timas, variando entre 50

e 70°C, a semelhanca dos resultados encontrados neste trabalho.

5.2 Cepas produtoras de EPS

De acordo com Maugeri (2001) os polissacarideos microbianos, como EPS,
apresentam algumas vantagens em relacdo as gomas produzidas por outros organismos, pois
ndo dependem de fatores climaticos, podendo ser produzidos em uma quantidade
determinada. Desta forma, a prospeccdo de novos polimeros microbianos, que possam
apresentar caracteristicas especificas, podem ser de interesse industrial, pela sua maior
facilidade de producéo e recuperagdo no processo.

Dentre as 65 cepas bacterianas isoladas neste trabalho, 10 cepas se apresentaram
como produtoras de EPS, evidenciadas pela caracteristica tipica do polimero, como
viscosidade das coldnias, as quais foram denominadas EPSM, sendo cinco cepas foram
provenientes do solo e cinco da torta de filtro (Tabela 11).

As 10 cepas isoladas como produtoras de EPS foram confirmadas quanto a producgéo
do polimero, em placas contendo MMD-GIli e MMD-Sac, nos quais, sete foram consideradas
com baixa producgdo (+) (Figura 13A); duas com média producdo (++) (Figura 13B) e uma

com alta produgéo (+++) (Figura 13C), de acordo com a viscosidade.
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Tabela 11 — Cepas produtoras de EPS, em MMD-Glicose! e MMD-Sacarose?.

Local de EPS

Cepa Isolamento " \MD-GIi*  MMD-Sac?
EPSM1 TF! ++ ++
EPSM2 TF +++ +++
EPSM3 TF + +
EPSM4 TF + +
EPSM5 TF + +
EPSM6 5 + +
EPSM7 S + +
EPSMS8 S + +
EPSM9 S ++ ++
EPSM10 S + +

TF — Torta de Filtro; 2S — Solo; Producéo de EPS: +
(baixa); ++ (média); +++ (alta).

Figura 12 — Producdo de EPS, de acordo com a quantidade de viscosidade.

-

A - EPSM (+)

B - EPSM (++) C - EPSM2 (+++)

Fonte: Autor (2018).
5.2.1 Producéo e quantificacdo do EPS

A cepa EPSM2, considerada com alta producéo em placa, foi utilizada para producéo
em meio liquido e quantificacdo do polimero. Esta cepa foi parcialmente caracterizada como
bacilo Gram positivo, com presenca de endosporos central.

A Tabela 12 apresenta os valores de quantificacdo do EPS da cepa EPSM2, apds
cultivo com e sem aeragdo, em MMD, contendo glicose e sacarose, como fonte de carbono.
Os polimeros extraidos representam um extrato bruto do EPS, necessitando, posteriormente
de purificacdo, para avaliar sua composicao.
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Tabela 12 - Quantificagcdo do EPS produzido pela cepa EPSM2.

Forma de cultivo Quantificacdo
Cepa (g/L)
Glicose Sacarose
com agitacdo 1,38 0,86
EPSM2 sem agitacao 1,94 2,25

As producdes do EPS em MMD, contendo glicose e sacarose, assim como a forma
de cultivo, com e sem aeracéo, influenciaram na quantidade de polimero extraido.

A maior produgdo do EPS ocorreu em meio contendo sacarose (2,25 g/L), na forma
de cultivo sem aeracédo, sendo bem reduzida (0,86 g/L), no cultivo com aeracdo (Tabela 11).
A forma estatica (sem aeracdo) foi a que melhor produziu o EPS, contribuindo com 29% e
61,8 % a mais na producédo do polimero, quando cultivados em meio com glicose e sacarose,
respectivamente.

Muneer; Belarbi (2011) obtiveram producédo de EPS (0,1 e 0,56 g/L), de trés isolados
bacterianos, com valores menores do que 0s encontrados nesta pesquisa. Entretanto, isso se
deve, provavelmente, pelo fato desses autores terem purificado os polimeros analisados,
processo no qual ocorre separacdo de outros compostos presentes, apOs extracdo total do
polimero.

Seesuriyachan et al. (2012) otimizaram o processo de producdo de EPS, por bactéria
lactea, obtendo um maior rendimento do polimero (259%), com valor em torno de 86,4 g/L,
utilizando a metodologia de superficie de resposta, para obter melhores concentracdes dos
carboidratos utilizados, pH e temperaturas adequadas.

A complexidade do método usado para o isolamento e purificacdo dos EPSs, em
geral, depende do meio de cultivo usado para a sua producdo. Os métodos mais simples
envolvem dialise do meio, ap6s a centrifugacdo de biomassa, seguida de liofilizacdo. A
precipitacdo por etanol é usada para concentrar 0 EPS antes da didlise para isolamento, esta
técnica é usada para isolamento de biopolimeros (RUAS-MADIEDO; REYESGAVILAN,
2005).

Os exopolissacarideos (EPS) estdo no centro do interesse comercial, principalmente
por parte das indudstrias de cosméticos e alimenticias, que comercializam produtos bioativos e
em pesquisas na area medica (TAKKU; KIMURA; OKUDA, 2001). Desta forma, a
bioprospeccdo para obtengdo de microrganismos, capazes de produzir novos tipos de

polimeros se faz necessaria, sendo uma ferramenta importante neste processo.
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Os EPSs obtidos nesta pesquisa ocorreram de forma preliminar, obtendo o polimero
de forma bruta, necessitando de maiores investigacdes, quanto aos aspectos de purificagéo,
composicao, toxicidade e emprego de melhores metodologias para otimizagdo do processo de

obtencéo do bioproduto.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho a bioprospec¢éo de microrganismos proveniente do solo e do residuo
torta de filtro, da regido sucroalcoleira, demonstrou-se vidvel, quanto ao isolamento de
bactérias produtoras de celulases e xilanase, bem como do exopolisacarideo (EPS), os quais
exibiram caracteristicas de termoestabilidade e atuacdo em diferentes pHs dos bioprodutos.

Desta forma, as bactérias isoladas e testadas preliminarmente, quando a producao
enzimatica e de polimero, se apresentam como potenciais candidatas de interesse

biotecnoldgico e industrial.

PERSPECTIVAS

- Identificar os isolados pela analise molecular (gene 16S RNA);

- Quantificar as enzimas em diferentes concentracdes de fontes de carbono (residuos
agroindustriais), pH e temperatura, visando otimizac&o do processo;

- Testar diferentes formas de extracdo e de purificacio do EPS, visando um melhor
rendimento do polimero.

- Publicar os resultados em revista cientifica.
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ANEXOS



ANEXO 1
SOLO - procedente do Talhdo 61 (&rea de plantio na Usina Japung (Seta).
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ANEXO 2
CURVAS PADRAO PARA GLICOSE E XILOSE
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ANEXO 3

METODO DO ACIDO 3,5-DINITROSALICILICO (DNS)
Preparacédo do reagente DNS (MILLER, 1959)

O reagente DNS ¢é composto por duas solucdes preparadas em separado, que foram
posteriormente misturadas:
Solucdo A: adicionou-se 10 g de &acido 3,5-dinitrosalicilico a uma solucdo de 200 mL de
hidréxido de sédio (2 M), recém-preparada;

Solucdo B: adicionou-se 300 g de tartarato duplo de sédio e potéassio a 500 mL de agua
destilada, sob aquecimento e agitacdo constantes. Ainda nessas condicGes, adicionou-se a
solucdo A sobre a solucdo B, até a completa dissolu¢do do DNS. Apds resfriamento, transferir
a mistura para baldo volumétrico de 1.000 mL e o volume foi completado com &gua destilada.

O reagente foi armazenado em frasco de polipropileno, ao abrigo da luz.



