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RESUMO - As celulases sdo enzimas altamente especificas, responsaveis pela hidrolise
enzimatica da celulose. A producdo de celulases é induzida quando ha a necessidade de
serem secretadas pelos microrganismos para que estes crescam em celulose. Este trabalho
avaliou a inducgdo da sintese de celulases por diferentes fortes de carbono pela linhagem
de Bacillus sp. CLAC55.07, isolado do solo de uma industria sucroalcooleira. As fontes de
carbono utilizadas foram carboximetilcelulose (CMC), lactose, bagaco de cana sem pré-
tratamento, bagago de cana explodido, sabugo de milho e farelo de trigo. O cultivo foi
realizado em meio liquido usando 1,0 % da fonte de carbono, em erlenmeyer de 500 mL
com 250 mL de meio, a 32 °C, 180 rpm e 20 % (v/v) de in6culo padronizado com
Densidade Otica (D.O.) de 1,1. A atividade enzimatica de carboximetilcelulase (CMCase)
foi medida a partir do sobrenadante obtido do cultivo apds centrifugacdo das amostras
retiradas a cada 6 h de cultivo. Para os cultivos com lactose e CMC, o crescimento celular
foi medido por meio da andlise de D.O. Entre os resultados obtidos, o maior pico de
atividade observado foi de 0,263 U/mL, com lactose como fonte de carbono, em 12 h de
cultivo.

1. INTRODUCAO

Os materiais lignoceluldsicos (materiais derivados de fibra vegetal) sdo a maior fonte renovavel
de material organico do mundo, e possuem grande potencial para a producdo de bioenergia e
subprodutos quimicos (Rastogi et al., 2010). Nesse contexto, surge o conceito de biorrefinaria o qual,
segundo Cherubini (2010), utiliza diferentes tecnologias capazes de separar as unidades que
constituem as fontes de biomassa (como madeira, gréos e cana-de-agucar), resultando em unidades
menores, como carboidratos, os quais podem ser convertidos em produtos de alto valor agregado,
como biodiesel, bioetanol de segunda geracdo, &cido latico e aminoacidos, sendo o bioetanol o de
maior interesse por fazer parte da matriz energética mundial. Devido a grande variedade e ao género
dos subprodutos que podem ser obtidos a partir da biorrefinaria, esta se apresenta como uma
alternativa renovavel a refinaria de petréleo.

No processo de biotransformacgédo dos materiais lignocelulosicos em produtos de interesse, séo
utilizadas enzimas chamadas celulases, responsaveis por quebrar ligac@es glicosidicas que formam o
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principal biopolimero presente nesta matéria-prima (celulose), gerando moléculas de glicose
(Gutiérrez-Rojas et al., 2014), das quais derivam grande parte dos produtos da biorrefinaria.
Entretanto, os processos de obtencdo dessas enzimas encarecem sua aplicacdo industrial (Narasimha
et al., 2006).

Atualmente a maior fonte de celulases industriais sdo os fungos filamentosos (Valencia e
Chambergo, 2013). Uma alternativa, visando o barateamento da obtencdo dessas enzimas, € a
utilizacdo de bactérias para a producdo de celulases, devido a rapida taxa de crescimento desses
microrganismos associada a capacidade de muitas cepas de produzir complexos enzimaticos em
sistemas aerdbios e anaerobios (Amore et al.,, 2013), tornando as condi¢cdes necessarias para a
producdo enzimatica mais brandas, resultando no possivel barateamento do processo.

Tendo em vista a diminuicdo dos custos de obtencdo de celulases a fim de contribuir para a
viabilizagdo do conceito de biorrefinaria, este trabalho se propGe a avaliar a indugdo da producdo de
celulases por diferentes fortes de carbono em um Bacillus sp. isolado do solo de uma industria
sucroalcoleira localizada no interior da Paraiba. Dessa forma, foram utilizadas seis fontes de carbono:
carboximetilcelulose, lactose, bagaco de cana-de-agUcar sem pré-tratamento, bagaco de cana-de-
acucar explodido, sabugo de milho e farelo de trigo.

2. METODOLOGIA

2.1. Microrganismo

A bactéria utilizada foi cedida pelo Prof. Dr. Demetrius Anténio Machado de Araujo do Centro
de Biotecnologia-UFPB e foi isolada pelo aluno do Programa de P6s Graduacdo em Biotecnologia,
(Renorbio) Itacio Queiroz de Melo Padilha. A cepa foi isolada do solo cultivado de cana-de-agucar da
Usina Japungu Agroindustrial S.A., localizada no interior da Paraiba, no municipio de Santa Rita, e
selecionada para este trabalho por ser produtora de carboximetilcelulase.

2.2. Avaliacgao das fontes de carbono indutoras

Para a avaliagdo de inducdo da sintese de celulases pela cepa de Bacillus sp. CLAC55.07 por
diferentes fontes de carbono, foi realizado um cultivo em meio liquido para cada fonte avaliada. Para
tanto, o primeiro passo foi a preparacdo do pré-indculo e do in6culo, com o objetivo de obter um
inculo do meio de producdo caracterizado por uma elevada concentragdo celular. Em seguida, foi
realizado o cultivo de produgdo, do qual foram recolhidas amostras periodicas para anélise de
crescimento celular e de atividade enzimatica. Todos os cultivos de producdo foram realizados em
duplicata.

Pré-inoculo: O pré-inoculo foi inoculado a partir do estoque da cepa, armazenado em meio LB
(Luria Bertani) sélido com 1 % de CMC, a 4° C. O meio utilizado no pré-indculo tem a seguinte
composicdo: CMC (10 g/L), Extrato de Levedura (2 g/L); KH,PO,4 (1 g/L); KoHPO,4 (1,145 g/L);
MgS0O,.7H,0 (0,4 g/L); CaCl,.2H,0 (0,05 g/L); FeSO,4.7H,0 (0,00125 g/L) (Ariffin et al., 2008). O
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cultivo foi realizado em erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL de cultivo, em mesa agitadora, a 32
°C, 180 rpm, por 18 h.

In6culo: Para a inoculagédo do indculo, foram transferidos 9 mL de pré-inoculo para o indculo,
cujo volume total foi de 450 mL. O meio utilizado no in6culo é idéntico ao utilizado no pré-inéculo, e
o cultivo foi realizado em erlenmeyer de 1000 mL, em mesa agitadora, a 32 °C, 180 rpm, por 20 h. O
indculo foi padronizado através de sua densidade éptica a 600 nm, definida como 1,1 + 1.

Cultivo de producdo: Cada cultivo de producdo teve volume de 250 mL, e foi cultivado em
erlenmeyer de 500 mL. O meio utilizado foi descrito por Ariffin et al. (2008), permutando apenas as
fontes de carbono: Fonte de Carbono (10 g/L), Extrato de Levedura (2 g/L); KH,PO4 (1 g/L); K;HPO,
(1,245 g/L); MgSO,.7H,0 (0,4 g/L); CaCl,.2H,0 (0,05 g/L); FeSO,4.7H,0 (0,00125 g/L). As fontes
de carbono utilizadas foram carboximetilcelulose, bagaco de cana-de-agucar, bagaco de cana-de-
acucar explodido, lactose, sabugo de milho e farelo de trigo. O cultivo foi realizado com uma
concentracdo inicial de 20 % (v/v) de in6culo, em mesa agitadora, a 32 °C e 180 rpm. Amostras de 2
mL de todos os cultivos foram retiradas ap6s 0 h, 6 h, 12 h, 24 h, 30 h, 36 h, 48 h, 54 h, 60 h e 72 h de
cultivo para analise de atividade enzimatica.

Curva de crescimento: Para analisar o crescimento celular, foi realizada uma curva de
crescimento, que relaciona a absorbancia dptica (D.O.) do cultivo a 600 nm e o tempo de cultivo,
assumindo que aumento de concentracdo de células no meio de cultivo esta diretamente relacionado
com o0 aumento de turbidez do mesmo. Para tanto, as amostras retiradas foram diluidas em agua
destilada na proporcéo de 1:1, tento em vista que a elevada turvacdo do meio poderia assumir valores
de absorbancia altos o suficiente a ponto de afetar a preciséo e a exatiddo da medida. Este ensaio foi
realizado apenas para os cultivos que utilizaram CMC e lactose como fontes de carbono, visto que as
outras fontes de carbono nédo sao soluveis, e representam um interferente na leitura da absorbancia das
amostras.

Curva de atividade enzimaética: Para ensaio da atividade enzimatica, as amostras recolhidas do
cultivo foram centrifugadas a 4200 rpm, por 5 min a 25 °C. Apenas o sobrenadante foi utilizado para a
execucao do protocolo proposto por Ghose (1987) para a determinagdo da atividade enzimética. Esse
protocolo é baseado na quantificacdo de glicose liberada quando o extrato enzimatico é posto em
contato com CMC, em um meio reacional com pH definido pela utilizag&do de uma solugéo tampéo. A
incubacéo foi feita utilizando solugdo tampao fosfato, com pH 7, e a temperatura reacional foi de 50
°C. O controle da amostra foi feito a partir de solugdo tampdo com extrato enzimatico, sem a adicdo
de substrato (CMC), a fim de eliminar a influéncia de outros fatores que colaboram com a liberagao
da glicose na determinacdo da atividade enzimatica. O célculo da atividade enzimética foi feito
através da Equacéo 1.

(A—B)x f xd=x0,5 1)
0,18x10x 0,25

CMCase(% )=

Onde A é a absorbancia da amostra, B ¢é a absorbancia do controle da amostra, f € o fator de
conversao da curva de calibragcdo que relaciona a concentragdo de glicose com a absorbancia da
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amostra a 540 nm (mg / mL), d é a diluicdo da amostra, 0,5 € o volume total de reacdo do meio (mL),
0,18 € o fator de conversdao de mg para pmol de glicose, 10 é o tempo de reacdo (min) e 0,25 é o
volume de extrato enzimatico na reacdo (mL).

Dessa forma, a curva de atividade enzimatica foi construida relacionando os valores de
atividade obtidos em cada tempo de cultivo, para cada fonte de carbono utilizada, gerando uma curva
de atividade enzimatica para cada fonte de carbono.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Avaliacdo do crescimento em meios com lactose e CMC como fontes de
carbono

O crescimento da cepa C1AC55.07 nos meios contendo CMC e lactose apresentou
comportamento semelhante em ambos 0s casos, como pode ser observado na Figura 1.

1.501
—=— CMC

1.254 —— Lactose

1.00+
0.754

0.504

D.0O. 600 nm

0.25+

O-OO | | L] L] L] L] L] n
0 100 20 30 40 50 60 70

Tempo (horas)

Figura 1 — Curva de crescimento da cepa CLAC55.07 em meio minimo com fonte de carbono (m)
carboximetilcelulose e lactose (A).

As duas curvas de crescimento exibidas na Figura 1 mostram comportamento semelhante em
relacdo as fases de crescimento microbiano, visto que, nos dois casos, pode-se observar duas fases
bem definidas: a fase log, ou fase exponencial de crescimento, entre os tempos de 0 h e 24 h de
cultivo, e a fase estacionaria, fase onde a taxa de morte do microrganismo é igual a taxa de
reproducéo celular, de 24 h de cultivo em diante. De acordo com Tortora et al. (2005), na fase log, a
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reproducdo celular é extremamente ativa, sendo a mesma o periodo de maior atividade metabolica do
microrganismo, e, por consequéncia, o estagio preferido para fins industriais.

Outro fator que se apresenta semelhante nos meios de producéo utilizando CMC e lactose como
fonte de carbono é a concentracdo de células no meio, visto que a absorbancia desses cultivos
assumem valores muito préximos ao longo de todo o cultivo.

3.2. Atividade Enzimatica

A cinética de producéo enzimética dos seis cultivos da cepa CLAC55.07 utilizando diferentes
fontes de carbono é mostrada na Figura 2. Observa-se que o pico de atividade € de 0,256 U/mL,
quando a lactose é utilizada como fonte de carbono.
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Figura 2 — Cinética enzimatica obtida da cepa CLAC55.07 cultivada em meio contendo CMC,
Lactose, Bagaco de Cana-de-acucar, Bagaco de Cana-de-agucar Explodido, Sabugo de Milho ou
Farelo de Trigo como Fonte de Carbono.

A Figura 2 também mostra a tendéncia de que as outras curvas de atividade assumam seu valor
méaximo em 30 h de cultivo, com excecdo da curva de lactose, que assume o pico de atividade em 48
h de cultivo. Para uma analise mais criteriosa, a Figura 3 representa os valores maximos de producgéo
enzimética da cepa C1AC55.07 quando cultivada com as seis fontes de carbono avaliadas.
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Figura 3 — Picos de producdo de celulases pela cepa CLAC55.07 quando cultivada com CMC,

Lactose, Bagaco de Cana-de-acucar, Bagago de Cana-de-actcar Explodido, Farelo de Trigo ou

Sabugo de Milho. O tempo de cultivo no qual foi obtido o pico de atividade para cada fonte de
carbono esta indicado em horas e a magnitude dos erros esta representada acima das barras.

De acordo com a Figura 3, apesar de ndo haver diferenca estatistica pelo teste ANOVA, a
lactose foi a fonte de carbono que mais induziu a producdo de celulases na cepa C1AC55.07,
atingindo um pico de atividade enzimatica de 0,263 U/mL, em 12 h de cultivo. O bagago de cana
explodido apresentou um valor de pico muito proximo do da lactose (0,258 U/mL) e maior que o
valor observado para o bagaco de cana sem pré-tratamento. Um dos fatores que pode colaborar para a
maior inducdo do Bagaco Explodido em relacdo ao bagaco bruto é o tratamento que este material
sofre antes de ser submetido ao metabolismo microbiano, a Explosdo de Vapor. Este pré tratamento
consiste na exposi¢do do Bagaco de Cana a vapor de agua saturado a 160 — 240 °C, o que envolve
altas pressdes. Como resultado, a hemicelulose e a lignina sdo parcialmente hidrolisadas, e a celulose,
por consequéncia, tem seu grau de polimerizacdo diminuido, enfraquecendo sua rede cristalina
(Aguiar et al., 2013).

Ariffin et al. (2008) avaliaram a inducéo de trés fontes de carbono na producdo de celulases
(6leo de palma pré-tratado, CMC solavel e p6 de CMC) em um Bacillus pumilus, utilizando o mesmo
meio de producao descrito neste trabalho, com uma concentracdo de indculo de 10 % (v/v),a37°Ce
200 rpm. O valor méximo de atividade enzimatica obtido foi de 0,076 U/mL, em 48 h de cultivo,
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qguando o CMC soluvel foi utilizado como fonte de carbono. Neste trabalho, 0 CMC sollvel também
foi utilizado, com uma concentracdo de indculo de 20 %, a 32 °C e 180 rpm, com uma cepa de
Bacillus sp., resultando em um pico de atividade enzimatica de 0,226 U/mL, em 30 h de cultivo.

4. CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou a inducéo de diferentes fontes de carbono, a uma concentracéo fixa
no meio de producdo de 10 g/L, na producdo de celulases pelo Bacillus sp. CLAC55.07. A lactose foi
a fonte de carbono que mais induziu a producdo de celulases na cepa C1AC55.07, sendo o pico de
atividade enzimatica de 0,263 U/mL, em 12 h de cultivo. O proximo passo para a investigacdo da
viabilidade econdmica da utilizacdo da lactose como fonte de carbono para a producdo de celulases
pela cepa C1AC55.07 é a avaliagcdo da concentracdo 6tima desta fonte de carbono.
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