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Tentar determinar a estrutura de uma proteina através de espectroscopia UV, € a
mesma coisa que tentar determinar a estrutura de um piano ouvindo o som deste

guando jogado escada abaixo.

[Francis Crick bidlogo molecular britanico, 1916]



RESUMO

O desenvolvimento de processos para producao de celulases com alta atividade
especifica € um desafio para a biotecnologia industrial. Embora o desempenho das
celulases comerciais tenha melhorado significativamente na Ultima década, o
mesmo ndo aconteceu com as celulases produzidas em laboratérios de pesquisa,
sendo, a producdo desse tipo de enzima ainda um fator de custo elevado nos
processos que exigem seu uso. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo
investigar a presenca de bactérias celuloliticas isoladas do trato intestinal de larvas
de Diatraea saccharalis a fim de determinar seu potencial uso na hidrélise do bagaco
da cana-de-acucar. Para isto, realizou-se uma triagem de bactérias celuloliticas do
trato intestinal de larvas de Diatraea saccharalis através de meios de cultura
especificos utilizando o bagaco da cana-de-acucar e carboximetilcelulose — CMC
como unicas fontes de carbono. Nesse cenério, utilizou-se como biomassa indutivel
de celulase o bagaco da cana-de-acUcar por meio de fermentacdo em estado
liquido. Através de um planejamento experimental foram ,determinado as melhores
condi¢cBes de producdo de celulase (concentracdo do indculo e pH). Realizou-se a
caracterizagdo fisico-quimica-morfolégica da biomassa por meio de analises
cromatograficas (CLAE) e espectroscépicas (FTIR, DRX). Em seguida, aplicou-se
técnicas eletroforéticas para mensurar o perfil proteico da endoglucanase dos
isolados bacterianos celuloliticos, técnicas de purificacdo associadas as
eletroforéticas para determinar o peso molecular das proteinas e técnicas
moleculares (PCR e sequenciamento de DNA) para identificacdo de genoma
bacteriano. Os resultados de caracterizacdo quimica mostraram que a celulose e
hemicelulose diminuiram apds o pré-tratamento, sugerindo perda de carboidratos e
formacao de outros produtos como furfural, HMF, acido acético e acido férmico. Os
espectros de FTIR revelaram semelhanca entre os espectros dos materiais nao
tratados e pré-tratado, evidenciando, qualitativamente, que o pré-tratamento foi
eficiente na extracdo da hemicelulose e lignina. Os picos nos difratogramas do DRX
confirmaram a remocdo de lignina e hemicelulose da biomassa pré-tratada. No
entanto, para o indice de cristalinidade ndo houve mudanca significativa (73,25 e
73,70% para biomassa nao tratada e pré-tratada, respectivamente). A coloracédo de
Gram dos isolados bacterianos celuloliticos revelou a presenca de um bacilo Gram-
positivo encapsulado, e trés bactérias Gram-negativas. A atividade de degradacéo
de CMC revelou maior atividade de celulase extracelular para os isolados INTB2,
INTB3 e INTB4. Para atividade de endoglucanase extracelular, Os 4 isolados
reportaram padrdes semelhantes de excre¢cdo de endoglucanase, no entanto, o
isolado INTB4 foi o que reportou menor atividade extracelular (3,0 cm). Os
resultados de producédo de celulase através do isolado INTB3 mostraram-se mais
estaveis em comparacdo aos demais isolados INTB1, INTB2, INTB4. Quanto a
purificacdo, apos precipitacdo com sulfato de aménio a atividade especifica para o
extrato INTB3 foi de 30,13 U/mg, para INTB4 19,97, INTB2 11,15 e INTB1 5,53
U/mg. A PAGE nativa apresentou para os quatros isolados 3 bandas de proteinas
correspondentes a ~89, 58 e 48 kDa. No SDS-PAGE os extratos enzimaticos
investigados (bruto e precipitado) refletem multiplas proteinas detectadas no gel e
revelam que as enzimas apresentaram varias bandas (entre 150 a 17 kDa). A
analise do zimograma-CMC exibiu atividade celulolitica, sugerindo que as enzimas
conseguiram hidrolisar a carboximetilcelulose sodica e possuem pelo menos dois
tamanhos, ~ 89 e 58 kDa. O método aplicado para o isolamento da celulase do
isolado INTB3 apresentou um unico pico de atividade celulolitica e através de SDS-



PAGE a 12%, observou-se 3 bandas proteicas em torno de 113, 76, 52 kDa. No
presente estudo, Dos microrganismos isolados para produgéo enzimatica, o INTB3
foi identificado como o principal produtor de celulase, tendo a maior atividade
especifica ap06s purificagdo parcial (30,13 U/mg). A purificacdo da endoglucanase de
INTB3 através da cromatografia por exclusdo de tamanho triplicou (96,25 Ul/mL) a
atividade especifica celulolitica. Mais distante outros estudos tornam-se importantes
para dar continuidade a estes experimentos para obter alto rendimento de producéo,
purificacdo e aplicacédo de celulase.

Palavras-chave: Bactérias celuloliticas. Celulase. Purificacdo. Diatraeae
saccharalis.



ABSTRACT

The development of processes for the production of cellulases with high specific
activity is a challenge for industrial biotechnology. Although the performance of
commercial cellulases has improved significantly in the last decade, the same has
not happened with cellulases produced in research laboratories, being the production
of this type of enzyme still a high cost factor in the processes that require its use.
Thus, the present study aimed to investigate the presence of cellulolytic bacteria
isolated from the intestinal tract of Diatraea saccharalis larvae in order to determine
their potential use in the hydrolysis of sugarcane bagasse. For this, cellulolytic
bacteria were screened from the intestinal tract of Diatraea saccharalis larvae
through specific culture media using sugarcane bagasse and carboxymethylcellulose
(CMC) as sole carbon sources. In this scenario, sugarcane bagasse was used as the
inducible biomass of cellulase by means of liquid fermentation. Through an
experimental planning were determined the best conditions of cellulase production
(inoculum  concentration and pH). The  physico-chemical-morphological
characterization of the biomass was performed by means of chromatographic (HPLC)
and spectroscopic analyzes (FTIR, XRD). Then electrophoretic techniques were used
to measure the endoglucanase protein profile of cellulolytic bacterial isolates,
electrophoretic purification techniques to determine molecular weight of proteins and
molecular techniques (PCR and DNA sequencing) for bacterial genome identification.
The results of chemical characterization showed that cellulose and hemicellulose
decreased after pretreatment, suggesting carbohydrate loss and formation of other
products such as furfural, HMF, acetic acid and formic acid. FTIR spectra revealed
similarity between untreated and pretreated material spectra, qualitatively evidencing
that pretreatment was efficient in extracting hemicellulose and lignin. Peaks in the
XRD diffractograms confirmed the removal of lignin and hemicellulose from the
pretreated biomass. However, for the crystallinity index there was no significant
change (73.25 and 73.70% for untreated and pretreated biomass, respectively).
Gram staining of cellulolytic bacterial isolates revealed the presence of one Gram-
positive encapsulated bacillus and three Gram-negative bacteria. The degradation
activity of CMC revealed higher extracellular cellulase activity for the isolates INTB2,
INTB3 and INTB4. For extracellular endoglucanase activity, the 4 isolates reported
similar patterns of endoglucanase excretion, however, the INTB4 isolate reported the
lowest extracellular activity (3.0 cm). The results of cellulase production through the
INTB3 isolate showed to be more stable compared to the other isolates INTB1,
INTB2, INTB4. As for purification, the specific activity for the INTB3 extract was 30.13
U/mg for INTB4 19, 97, INTB2 11,15 and INTB1 5,53 U/mg, after precipitation with
ammonium sulfate. Native PAGE presented to the four isolates 3 protein bands
corresponding to ~ 89, 58 and 48 kDa. In SDS-PAGE the enzyme extracts
investigated (crude and precipitated) reflect multiple proteins detected in the gel and
show that the enzymes presented several bands (between 150 and 17 kDa). The
zymogram-CMC analysis exhibited cellulolytic activity, suggesting that the enzymes
were able to hydrolyze sodium carboxymethylcellulose and have at least two sizes, ~
89 and 58 kDa. The method applied for the cellulase isolation of the INTB3 isolate
presented a single peak of cellulolytic activity and through 12% SDS-PAGE, 3 protein
bands were observed around 113, 76, 52 kDa. In the present study, of the
microorganisms isolated for enzymatic production, INTB3 was identified as the main
producer of cellulase, having the highest specific activity after partial purification
(30.13 U/mg). A purificacdo da endoglucanase de INTB3 através da cromatografia



por exclusdo de tamanho triplicou (96,25 Ul/mL) a atividade especifica celulolitica.
Mais distante outros estudos tornam-se importantes para dar continuidade a estes
experimentos para obter alto rendimento de producéo, purificacdo e aplicacdo de
celulase.

Key-Words: Cellulolytic bacteria. Cellulase. Purification. Diatraeae saccharalis.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de processos para producdo de celulases com alta
atividade especifica € um desafio para a biotecnologia industrial. Industrias
emergentes do segmento de mercado biotecnolégico estdo aumentando
rapidamente com frequéncia e exigem enzimas com bom desempenho. Entre elas,
as industrias de bebidas (GALANTE et al., 1998; SUKUMARAN et al., 2005; SINGH
et al., 2007; BAMFORTH, 2009), téxtii (SHAH, 2013) e biocombustivel
(SRIVASTAVA et al., 2018) correspondem a uma parcela significativa na economia
mundial a cada ano.

Embora as celulases comerciais tenham melhorado significativamente na
Gltima década, o mesmo ndo aconteceu com as celulases produzidas em
laboratorios de pesquisa. Haja vista a grande dificuldade em isolar microrganismos
produtores de enzimas com alta atividade especifica. Por esse motivo, esse tipo de
enzima permanece um fator de alto custo em processos que exigem Seu uso
(KLEIN-MARCUSCHAMER et al., 2012). As celulases apresentam um obstaculo em
paises como o Brasil, onde néo existe producao industrial de celulases. Sabe-se que
a producdo industrial da enzima celulase é realizada pela fermentacdo de cepas
altamente desenvolvidas de fungos por empresas americanas e europeias (ELLILA
et al., 2017).

A maioria das bactérias sdo capazes de tolerar condicdes extremas (por ex.,
elevadas temperaturas e pH) e representam uma excelente fonte para a busca e
isolamento de novas enzimas celuloliticas. Uma vez que possuem grande facilidade
de manutencdo, rapido crescimento, facil manipulacdo genbmica. Com esse
objetivo, varias pesquisas tém se voltado para investigacdo de sistemas naturais que
decompdem eficientemente polimeros da parede celular de plantas. Os artrépodes
sdo parte de um filo de animais invertebrados que conseguem sobreviver em Varios
nichos ecolégicos e seu trato digestivo possui uma microbiota variada que vai desde
fungos, bactérias até protozoarios que sdo potenciais para obtencdo de novas
enzimas celuloliticas. Vérios trabalhos vém relatando uma variedade de celulases e
hemicelulases que foram isoladas do trato digestivo de insetos tais como Apriona
germari, Dendroctonus armandi, Eucryptorrhynchus chinenis (WATANABE;
TOKUDA, 2010; SU et al., 2013).

Com o passar dos anos, as areas agricultaveis de cana-de-acucar sofreram

expressivo aumento e, como resultado, tornaram-se susceptiveis a infestacdes por
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pragas. Uma potencial ameaca que leva substancialmente a perda da produtividade
dessa cultura no Brasil é a broca da cana-de-agucar, devido sua frequéncia e danos
potenciais (BOTELHO et al., 1999). Duas espécies de broca com incidéncia no
Brasil tem chamado atencdo por serem as principais pragas que atacam a cana-de-
acucar, causando significativas perdas econémicas: Diatraea saccharalis Fabricius
(1974) e Diatraea flavipennella Box (1931) (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al.,
2011). A Diatraea saccharalis possui distribuicdo em todo o Brasil, enquanto a
Diatraea flavipennella é restrita ao estado de Alagoas e estados vizinhos da regido
Nordeste (FREITAS, 2006). Devido a rapida capacidade destas espécies em
alimentar-se de cana-de-acgUcar, existe a possibilidade das espécies deste género
terem desenvolvido um consoércio com bactérias simbiontes capazes de produzir
celulases com alta eficiéncia de hidrdlise dos tecidos de cana-de-acucar (DANTUR
et al., 2015).

A broca da cana-de-acUcar causa sérios danos as culturas de Saccharum
officinarum. Estas larvas desenvolvem-se dentro do tecido vegetal, onde se
alimentam até a maturidade. Com relacao a sua dieta lignocelulolitica, hipotetizamos
que a flora bacteriana de seu trato digestério contribui para a degradacdo da
celulose. Neste sentido, apesar dos esforcos direcionados para desenvolver a
producdo de enzimas celuloliticas, ainda ndo ha um sistema de producéo totalmente
viavel a partir dos microrganismos classicos.

Uma das principais razdes para execucao deste estudo é avaliar o sistema
celulolitico de bactérias colonizadoras do intestino das larvas de Diatraea
saccharalis visando propor uma alternativa de uso no processo de hidrolise
enzimatica das fibras da biomassa vegetal. Devido a isto, esta pesquisa centra-se

nos seguintes objetivos:
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral
Investigar a presenca de bactérias celuloliticas isoladas do trato intestinal de

larvas de Diatraea saccharalis para producdo de enzimas celuloliticas.

2.2 Especificos

Isolar estirpes de bactérias produtoras de enzimas celuloliticas do intestino de
larvas Diatraea saccharalis capazes de crescer em carboximetilcelulose e bagaco da
cana-de-agucar como unica fonte de carbono.

Realizar caracterizacdo fisico-quimica e morfologica da biomassa do bagaco
da cana-de-agUcar antes e apds o pré-tratamento por explosdo a vapor a fim de
entender as diferentes respostas.

Estabelecer as condi¢cbes de producao das enzimas celuloliticas.

Determinar a atividade catalitica das celulases, atividade extracelular das
endoglucanases produzidas pelas bactérias celuloliticas.

Purificar e caracterizar a celulase da bactéria celulolitica com maior atividade

catalitica.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 A cultura da cana-de-acucar

A cana-de-acucar € uma cultura industrial de grande valor econémico
principalmente nos paises do subcontinente América do Sul. O sucesso econdémico
desta cultura estd relacionado ao seu uso ndo sO para o abastecimento de
alimentos, mas também para a producéo de biocombustivel (MOLNAR et al., 2016;
DAVOLOS et al.,, 2015). O plantio desta cultura é realizado ha séculos para
producdo de agucar e etanol e através desta tecnologia incentivaram-se Varios
programas de melhoramento genético a fim de se obter outras variedades. Por muito
tempo, o acucar era uma especialidade de alto valor. Com o passar do tempo, se
tornou uma das calorias de alimentos mais acessiveis devido a reducao do custo na
sua producéo (LEAL et al., 2013).

Em contraste, os cultivares de cana-de-acucar tem sofrido constantes ataques
através das larvas de Diatraea, causando perdas significativas do rendimento em
muitas areas de plantio (HUANG; LEONARD; ANDOW, 2007), uma vez que a
Diatraea produz galerias nas plantas de cana-de-acucar (Figura 1) completando o
seu desenvolvimento e levando a morte dos tecidos vegetais (DAVOLOS et al.,
2015; MOLNAR et al., 2016).

Figura 1 — Aspectos fisiolégicos decorrentes da infeccdo por larvas de Diatraea sp.
em plantas de cana-de-acUcar. 1A) Larvas de Diatraea sp. hospedando a cavidade
interna dos tecidos vegetais da cana-de-acucar; 1B) Morte dos tecidos vegetais
causada pelo parasitismo por Diatraea.

Fonte: Autor, 2019.
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Conhecida como broca da cana-de-acucar, a Diatraea saccharalis
(Lepidoptera: Crambidae) é originaria do hemisfério ocidental e ocorre entre as
regides do sul dos Estados Unidos até as Antilhas, e da América Central até
Argentina (Figura 1). Este inseto por muitos anos vem sendo considerado uma das
maiores pragas da cana-de-agucar no continente sul-americano (MACEDO;
MACEDO, 2004). No Brasil, sua distribuicdo se d4 em todas as regides produtoras
da cana-de-acgucar, com predominancia do Sudeste e Nordeste, no nordeste, pode-

se destacar os estados de Alagoas e Pernambuco (SIMOES et al., 2015).

No Brasil, as larvas de Diatraea saccharalis tém causado grandes
preocupacdes aos produtores de cana-de-acglcar, uma vez que se adaptaram bem
as condi¢Bes climaticas do pais. Esta questdo ganha mais sentido quando se
observa que, diferente do que ocorre nos Estados Unidos, aqui no Brasil é
improvavel a mudanca na preferéncia do hospedeiro por outra cultura, haja vista a
alta distribuicdo e producdo da cana-de-aclcar (GIRON-PEREZ et al., 2014). A
cultura em questao trata-se de uma monocultura que apresenta uma longa duracéo
para producdo, e isso faz dela uma planta vulneravel ao estabelecimento de
determinadas pragas, como € o caso da Diatraea saccharalis (MOLNAR et al.,
2016). Deste modo, torna-se necessario conhecer os aspectos evolutivos que
levaram ao sucesso desses predadores as culturas de cana-de-agucar, uma vez que

esta praga traz grandes prejuizos com perdas econémicas significativas.

3.1.1 Evolucao multifuncional das celulases microbianas
3.1.1.1 Potencial enzimatico da microflora intestinal de insetos

Os artropodes fazem parte de um dos grupos de animais mais abundantes na
natureza. Isso se deve tanto a sua diversidade quanto a sua capacidade de
sobreviver em distintos nichos ecoldgicos. Acredita-se que no trato intestinal dos
insetos contenha 10 vezes mais microrganismos do que o seu numero de célula e
100 vezes mais genes microbianos do que os genes de animais (RAJAGOPAL,
2009).

Os microrganismos do trato digestério dos insetos sao adquiridos tanto pelo
ambiente como pela dieta e, a partir disso, passam a desempenhar papel importante
na digestdo e no metabolismo. Um pequeno nimero de simbiontes € transmitido de

forma vertical e a relagdo de simbiose é mutuamente essencial (SHIGENOBU et al.,
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(2000) apud KRISHNAN et al., (2014). No entanto, para que consigam se
estabelecer, as bactérias encontradas no intestino passam por um processo de
selecdo que é dependente do composicdo quimica, pH, disponibilidade de oxigénio
e tempo de retencao do bolo alimentar (LEE et al., 2013).

Na relacdo ecologica de simbiose destaca-se o comportamento de nutricéo,
uma vez que 0S microrganismos fornecem nutrientes escassos ou 0S que nao
estejam disponiveis na dieta dos insetos (ENGEL; MORAN, 2013). Nessa dinamica,
as enzimas hidroliticas fazem parte dos principais metabdlitos bioativos de grande
importancia biotecnolégica (BERASATEGUI et al., 2016), que inclui principalmente a
biotransformacgéo da celulose em agucares simples no intestino médio dos insetos
(DOUGLAS, 2009).

Para se estabelecer e sobreviver na natureza através de uma dieta restrita em
matéria sélida vegetal, os herbivoros tiveram que utilizar enzimas capazes de
degradar a parede celular das plantas e utilizar os polimeros de celulose e
hemicelulose como fonte energia. Geralmente em insetos herbivoros, as enzimas
celuloliticas sdo produzidas por microrganismos simbidticos associados ao trato
intestinal do animal. Estas enzimas atuam de forma sinérgica para destruir
completamente os polissacarideos em oligbmeros e mon6émeros disponibilizando
desta forma, a energia necessaria as fungdes vitais, ou ainda atuam degradando a
parede celular vegetal o suficiente para fornecer acesso ao citoplasma digerivel
(CALDERON-CORTES et al., 2012). Este mecanismo é facilmente percebido em
animais que se alimentam de folhas, uma vez que a dieta ndo exige altas
quantidades de celulose (SHELOMI; HECKEL; PAUCHET, 2016).

Dentre as enzimas degradantes da parede celular vegetal, a mais estudada é
a hidrolase de glicosideos da familia 9 (GH9), produzida por microrganismos
celuloliticos. Acredita-se que essa classe de enzimas esteve presente no
antepassado na vida metazoéria, tendo sido encontrada em genomas de animais
moluscos e tunicados (DAVISON; BLAXTER, 2005). Por outro lado, numa
perspectiva mais recente os cientistas tem discutido a possibilidade da producao
endogena de celulases independente de microrganismos intestinais, especialmente
em invertebrados (LO; TOKUDA; WATANABE, 2011; FISCHER; OSTAFE;
TWYMAN, 2013).

A triagem de insetos herbivoros tem mostrado a presenca de pelo menos um
gene da familia GH9 (FISCHER; OSTAFE; TWYMAN, 2013). No sequenciamento
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gendmico de cupins foi relatado até quatro genes de celulases (TERRAPON et al.,
2014). Em insetos Coleoptera foram reportados a presenca de GH5 endogeno,
GH45 e GH48 (PAUCHET et al.,, 2010; KIRSCH et al.,, 2012), os quais foram
adquiridos através de microrganismos em sucessivos eventos horizontais de
transferéncia de genes (FISCHER; OSTAFE; TWYMAN, 2013).

As GH9 séo apontadas quase exclusivamente como endo-B-1,4-glucanases
(Codigo Protein Data Bank - PDB: 3.2.1.4, Figura 2), ativas sobre
carboximetilcelulose (CMC) e celulose amorfa, embora algumas delas possam
apresentar atividade xiloglucanase (endo-B-1,4-xyloglucanase) em vez de celulase
(PDB: 3.2.1.151, Figura 3, LOMBARD et al., 2014). Relata-se ainda, que as GH9
microbianas que degradam residuos celuloliticos e hemiceluloliticos s&o raras e
muitas vezes demonstram baixa atividade especifica (ECKERT et al., 2003).
Ademais, estas podem estar presentes em complexos multi-enzimaticos ou em
outras familias de GH, como por exemplo, GH44 xiloglucanolitico (HIRANO et al.,
2013) e GH5 mananolitico (SU; MACKIE; CANN, 2012).

Figura 2 - Estrutura tridimensional de uma endoglucanase de Streptomyces lividans
CelB2 em complexo com 2-desoxi-2-fluorocelotriose. A resolucdo atdmica (1.2 A)
mostra duas espécies distintas no cristal.

Fonte: Sulzenbacher et al., 1999.
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Figura 3 - Estrutura tridimensional de uma endo-beta-1,4-glucanase especifica de
xiloglucano (GH5) da microflora ruminal, em complexo com glicose e
[tris(hydroximethyl)aminomethane]. A GH5 é uma das maiores familias de hidrolases
de glicosideos com pelo menos 20 atividades distintas.

Fonte: Dos Santos et al., 2015.

Ao que tudo indica, existe até o momento um Unico registro bifuncional de
atividade celulolitica e hemicelulolitica descrito para uma enzima da familia GH9
encontrada em cupim (Reticulitermes flavipes), cuja capacidade catalitica mostrou
producdo de grandes quantidades de residuos de glicose a partir da xilana quando
combinada com a GH1 B-glicosidade (PDB: 3.2.1.21, Figura 4) (SCHARF et al.,
2011). Entretanto, este achado tornou-se alvo de questionamentos, uma vez que a
xilana ndo possui glicose e por este ndo ser um produto conhecido da atividade da
xilanase (BIELY; PUCHART, 2006; PASTOR et al., 2007). No entanto, a falta de
evidéncias ndo descarta a funcdo bifuncional da enzima, uma vez que ainda nao
foram analisados todos os clados vivos produtores de celulases (SHELOMI;
HECKEL; PAUCHET, 2016).
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Figura 4 - Estrutura tridimensional da beta glicosidade 1A de Thermotoga neapolitana.
A glicosidade em questdo catalisa a hidrélise de liga¢gdes glicosidicas terminais ligada
ao oxigénio na extremidade ndo redutora de glicosideos/oligossacarideos. A enzima
com esta especificidade possui potencial na converséo de material lignocelulésico.

Fonte: Kulkarni et al., 2017.

Ademais, relata-se que a biodisponibilizacdo de glicose a partir de xilana é
possivelmente uma contaminacdo do material com compostos contendo glicose.
Pois, mesmo que a xilana contenha cadeias laterais de glicose, estas estariam
anexadas nas posicoes 2-O e 3-O dos residuos de xilose, e, portanto, ndo poderiam
ser removidas pela hidrolise da endo-B-1,4-ligase GH9 (SHELOMI; HECKEL;
PAUCHET, 2016).

Segundo Brennan et al. (2004), as xilanases atuam sobre a digestibilidade da
xilose libertando o0s acucares de pentose, na forma de polissacarideos,
oligossacarideos ou mondmeros. Sendo assim, a atividade da xilanase dever ser
mensurada pela deteccdo da reducdo de xilose. Além disto, as xiloglucanases séo
conhecidas principalmente por ser sintetizadas a partir de bactérias e fungos
(BENKO et al., 2008; CALDERON-CORTES et al., 2012).

3.1.1.2 Celulase endogena do intestino de insetos
H& pouco mais de duas décadas levantou-se a teoria de que as celulases

poderiam ser produzidas de forma enddégena em insetos que se alimentam de



29

madeira, visto que esses animais necessitam de enzimas especializadas para
degradar o complexo lignocelulose e utilizar seus agucares na forma de nutrientes
(WATANABE; TOKUDA, 2010a). Nesta perspectiva, o estudo da funcéo e presenca
das celulases em metazoarios estdo sendo reavaliado, uma vez que as celulases,
em particular as endoglucanases da familia de hidrolase de glicosideo GH9, tém
sido encontradas em varios grupos de organismos vivos (DAVISON; BLAXTER,
2005).

Achados recentes mostraram a presenca de celulases de GH9 em gafanhotos
(ADEMOLU; IDOWU, 2016), celulases de GH45 e xilanases GH11 em besouros
folivoros (PAUCHET et al., 2010; KIRSCH et al., 2012; PAUCHET; HECKEL, 2013).
Insetos do género Lepidoptera foram mencionados como possiveis portadores de
celulases, pois, nos tecidos de seu intestino médio foi encontrada a expresséao de
beta-1,3-glucanase, uma proteina bacteriana de reconhecimento de
lipopolissacarideos. Embora esta ndo seja reconhecida como uma celulase pode
apresentar funcéo de digestdo (PAUCHET et al., 2009).

A investigacdo da producdo enddgena de celulase em Pheretima hilgendorfi
(minhoca) foi realizada no epitélio intestinal da regido intermediaria. Apds
sequenciamento dos aminoacidos da celulase, observou-se maior homologia para
celulases de invertebrados do que para as de bactérias pertencentes a familia GHO.
Os resultados deste estudo sugerem que a minhoca tem capacidade de produzir
celulases endogenas para a digestdo de materiais celuloliticos (NOZAKI et al.,
20009).

Um estudo com Corbicula japonica foi realizado para entender como o0 gene
CjCel9A estaria envolvido fisiologicamente na decomposicdo da celulose. A
associacdo das analises de Western Blot, hibridizacdo in situ e analises de imuno-
histoquimicas reportaram que a producdo e secrecdo de celulases neste molusco
acontece exclusivamente no epitélio dos tubulos digestivos na glandula digestiva.
Isto indica que a celulase enddgena de C. japonica € produzida na glandula
digestiva e transportada para o estilo cristalino para atuar como componente da
digestdo através da sua atividade celulolitica (SAKAMOTO et al., 2008).

Outras identificacbes e caracterizacdo de celulases foram realizadas em
moluscos da espécie Lophotrochozoa (LI et al., 2009) e em ourigo-do-mar (NISHIDA
et al., 2007). Segundo Park et al. 2017, a funcéo fisiologica das celulases de origem

animal se enquadra em duas principais funcdes, sendo elas: i) funcéo digestiva para
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hidrolise da celulose ingerida, conforme relatam Nakashima et al. (2002) e Nozaki et
al., (2009). ii) Em parasitas, a atividade da celulase estd baseada em processos
invasivos no hospedeiro (HU et al., 2013).

Alta atividade de celulase endo-B-1,4-glucanase foi identificada no intestino
meédio anterior do inseto Eurycantha calcarata. Analises de espectrometria de massa
revelaram a presenca de dois genes endoglucanase (ECEG1l e EcEG2). Apos
isolamento e purificacdo destas enzimas, foi obtida alta homologia com as
endoglucanases da familia de hidrolases glicosidicas (GH9), sugerindo de fato uma
origem enddgena da enzima (SHELOMI; WATANABE; ARAKAWA, 2014).

A fim de se ampliar novas descobertas de celulases enddgenas, a capacidade
bioguimica para digestdo de celulose do caranguejo Parasesarma erythodactyla
serviu de motivacdo para identificar uma endo-B-1,4-endoglucanase no
hepatopancreas deste artropode. Esta celulase apresentou homologia elevada em
comparacao as GH9, onde sugere-se que a producdo de celulase seja enddgena,
por ser uma caracteristica comum entre 0s caranguejos detritivoros de manguezais
(BUI; LEE, 2014).

Observa-se que a presenca de enzimas celuloliticas endégenas em diferentes
grupos de animais promove a digestdo da celulose presente nas cargas organicas
dos ecossistemas 0s quais estdo inseridos. Ademais, pode-se, a partir destes
mecanismos, promover a transicdo do metabolismo da celulose no meio ambiente
para 0s processos biotecnoldgicos que envolvem a producéo de insumos quimicos e
energia. Independente da forma como estas enzimas sdo secretadas, Ueda et al.
(2014) relatam que o objetivo é sempre o mesmo, sua aplicacdo associada a

producdo de biocombustiveis.

3.1.1.3 Producéo, caracterizacao e funcao das celulases microbianas
3.1.1.4 Espécies de bactérias produtoras de celulases e degradantes de celulose

As celulases sdo enzimas que estdo envolvidas em muitas estratégias de
sobrevivéncia de varios microrganismos. Em bactérias, por exemplo, relata-se que
metade delas possui genes que expressam a sintese destas enzimas para degradar
a biomassa vegetal a que estdo expostas, servindo-se desta forma das fracbes de
carboidratos presente no material celulésico (KOECK et al.,, 2014). Na Tabela 1,
estdo descritas algumas espécies de bactérias produtoras deste complexo

enzimatico.



Tabela 1 — Bactérias produtoras de enzimas celuloliticas
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Microrganismos Enzima Autor
Thermotoga neapolitana B-glicosidase Kulkarni et al., 2017
Bacillus megaterium CMCase Ferbiyanto; Rusmana;
Paracoccus yeei Raffiudin, 2015
Bacillus cereus aquatico CMCase Chantarasiri, 2015
Bacillus vallismortisi Celulase Gaur; Tiwari, 2015

Cellulosibacter alkalithermophilus CMCase; celobiohidrolase, Baramee et al., 2015

B-glicosidade
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella variicola CMCase Dantur et al., 2015
Bacillus pumilus
Bacillus subtilis CMCase Yang et al., 2014
Caldicellulosiruptor bescii Celulase Brunecky et al., 2013b

Klebsiella oxytoca Exoglucanase Tran; I; Lin, 2013
Asha et al., 2012
Adlakha et al., 2011
Yin; HuanG; Lin, 2010
Zheng et al., 2009

Prakash et al., 2009

Paenibacillus barcinonensis Celulase

Paenibacillus B-1,4-endoglucanase

Cellulomonas sp. Endoglucanase

Fervidobacterium nodosum Endoglucanase

Bacillus subitilis Celulase

Bacillus cereus

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Relata-se que cerca da metade das bactérias que possui genes para as
celulases sejam saprofitas, mecanismo de decomposicdo que faz delas
microrganismos eficientes na degradacéo da biomassa vegetal (MEDIE et al., 2012).
Embora essa vantagem seja importante na natureza e prospectada para 0s
processos industriais, acredita-se que poucas delas possuam mais de 3 genes para
celulases. Haja vista que a biotransformacéo da celulose em monémeros de glicose
€ dependente de pelo menos 3 enzimas celuloliticas (endoglucanase, exoglucanase,
B-glicosidade), isto se torna um desafio para hidrolisar a por¢cdo amorfa e cristalina
da celulose (SCHWARZ; ZVERLOV; BAHL, 2004).

A maioria das bactérias celuloliticas excretam (-glucanases geralmente na
forma de endoglucanases, que clivam as ligagdes B-1,4-glicosidicas formando -

glucanos soluveis ou carboximetilcelulose (CMC). No entanto, a despolimerizacao
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da CMC néo significa a total degradacéo da celulose, indica apenas uma condi¢ao
prévia de conversdo da forma cristalina da celulose (MEDIE et al., 2012).

Os microrganismos realmente capazes de produzir enzimas celuloliticas sao
cada vez mais explorados para a producdo de energia sustentavel, uma vez que
conseguem degradar material vegetal, produzir produtos quimicos desejados
através de processos de fermentacdo da biomassa, possuindo um complexo multi-
enzimatico possivel de ser utilizado em processos industriais e biotecnoldgicos
(KOECK et al., 2014).

3.2 Mecanismos de degradacao da celulose por bactérias celuloliticas
Na natureza foram encontrados trés padrdes dominantes (Figura 5) que
ocorrem no sistema de enzimas microbianas envolvidas na degradacédo da parede

celular das plantas na natureza (KOECK et al., 2014).

Figura 5 - Padroes dominantes para sistemas de enzimas microbianas degradantes da
parede celular vegetal

Nao celulossomal

Celulossoma

Enzimas
celuloliticas
multifuncionais

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019.

Estas trés configuracbes (Figura 5) representam o sistema de celulases
microbianas. Além disto, as enzimas celulossomicas e nédo-celulossémicas podem
estar ligadas a superficie celular da bactéria por interagcbes covalentes e nao
covalentes (HIMMEL et al., 2010).
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O que se sabe a respeito do complexo enzimético celulossomal é que os seus
componentes estdo ligados através de intera¢cfes do tipo proteina-proteina de alta
afinidade. Estas, por sua vez, sdo altamente especificas entre o dominio dockerins
nos componentes enzimaticos e nos moédulos da proteina coesina de andaime
(CipA). Esta ultima estrutura contém mudltiplos modulos de coesdo permitindo que
diferentes enzimas se agreguem ao complexo celulolitico de forma aleatoria
(KOECK et al., 2014).

Além dos mdédulos de coesdao, existem relatos de que a proteina CipA possui
maodulos de ligacdo ao carboidrato do tipo CBM3 (mddulo de ligacdo a celulose), que
liga o complexo celulolitico a superficie da celulose cristalina. Nessas circunstancias,
ocorre alta densidade do complexo enzimético na superficie do substrato proximo ao
local de ligacdo, aumentando a atividade enzimatica sob a celulose. Dessa maneira,
ocorre a absorcao direta de produtos da degradacao de celulose e celo-dextrina por
parte da célula bacteriana.

Ha relatos da presenca de um segundo sistema de celulase em Clostridium
thermocellum, embora considerado uma suposicao que foi identificado na sequéncia
gendmica deste microrganismo, sendo formado por endocelulase e exocelulase que
atuam juntas na etapa de hidrélise (BERGER et al., 2007). Por se tratar de enzimas
soluveis, estas podem contribuir na hidrélise da celulose a uma maior distancia da
superficie celular (ZVERLOV; SCHWARZ, 2008).

Os dois componentes do sistema de celulase de Clostridium thermocellum
fazem parte do modelo mais simples capaz de degradar a celulose cristalina, visto
que o processo hidrolitico ocorre de forma lenta e incompleta. Dada esta
caracteristica, estd mais favoravel para hidrélise de hemicelulose (ZVERLOV;
SCHWARZ, 2008). Dois genes foram reportados com atividade em celulose e 3-1,4-
glucana soluvel, Cel9Z e Cel48Y, respectivamente. Sendo eles responséaveis pela
digestdo da celulose por atuarem em sinergismo (RIEDEL; RITTER,;
BRONNENMEIER, 1997).

As enzimas classificadas como CelZ sado do tipo endoglucanase e
exoglucanase, ja CelY refere-se a exoglucanase com atividade de celodextrina-
hidrolase (BRONNENMEIER, K; STAUDENBAUER, W, 1993; BRONNENMEIER,;
RUCKNAGEL; STAUDENBAUER, 1991). Tanto CelZ como CelY séo celulases livres
que interagem com o0 substrato através de modulos de ligacdo de carboidratos
(CBM) (HIMMEL et al., 2010).
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Neste terceiro mecanismo estdo presentes as enzimas multifuncionais que
possuem dois ou mais sitios cataliticos, aptos a realizar a digestibilidade dos
componentes da parede celular dos vegetais. Nestas enzimas geralmente estdo
presentes varios modulos de ligacdo da celulose, fazendo delas proteinas multi-
modular de alto peso molecular (MORAIS et al., 2012).

As enzimas celuloliticas multifuncionais geralmente estédo livres, ou podem
estar incorporadas nos celulossomas. Ademais, elas podem se apresentar de quatro
tipos diferentes: sistema  celulase-celulase, hemicelulase-hemicelulase,
hemicelulase-celulase e hemicelulase-esterase de carboidratos. Quanto sua
estrutura, podem ter dois médulos cataliticos e pelo menos um CBM (HIMMEL et al.,
2010). Dentre as enzimas multifuncionais desta classe, a CelA corresponde ao
sistema celulase-celulase, cuja especificidade foi encontrada para degradar de

forma rapida e eficiente este substrato (KOECK et al., 2014).

3.2.1 Estrutura e funcdes do celulossoma

No celulossoma a proteina de andaime serve de ancoragem para as
subunidades enzimaticas. Nesta proteina também sdo encontradas coesinas e
doquerinas. As doquerinas de um lado se ligam as subunidades enziméticas e do
outro, as coesinas (Figura 6). Embora essa arquitetura seja altamente especifica, o
arranjo celulésico ndo se apresenta uniforme em todas as espécies de bactérias.
Essa heterogeneidade se deve a variacdo especifica das espécies nas propriedades
andaime, ocasionando diferentes composi¢cbes de celulossomas. Ademais, 0s
andaimes podem conter entre 6 a 9 diferentes coesinas. A depender das
subunidades enzimaticas, existe a possibilidade de se formar diferentes

celulossomas dentro de um Unico microrganismo (DOI; KOSUGI, 2004).
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Figura 6 — Arquitetura do celulossoma microbiano
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Fonte: Adaptado de Juturu; Wu, 2014.

Conforme se observa na ilustracdo esquematica, a estrutura celulossoma se
liga a superficie da célula bacteriana através de proteinas de ancoragem (dominio
SLH). Em adicdo, a presenca de CBM contribui na ancoragem da estrutura ao
substrato. A co-estrutura da proteina andaime ndo enzimatica fornece suporte as
subunidades enziméaticas celulossémicas. Ja as subunidades de enzimas, se ligam
as coesinas através da doquerina (JUTURU; WU, 2014; DESVAUX, 2005).

Diante do exposto, € possivel verificar que toda a estrutura do celulossoma
corrobora com um arsenal de atividades que facilita a adesédo direta e de forma
especifica ao substrato, além de causar competi¢cdo entre outros microrganismos do
mesmo nicho ecoldgico. Em adicao, a proximidade da célula com celulose, permite
maior absorcdo de celo-oligossacarideos sollveis, antes mesmo que alcancem o
meio extracelular. Neste sentido, o celulossoma permite maior liberacdo de acucares
gquando as enzimas operam em sinergismo, pois, 0 processamento da celulose

ocorre ao longo de toda a cadeia através das celulases (DESVAUX, 2005).

3.2.2 Caracteristicas da parede celular e transporte de proteinas de bactérias
celuloliticas

Muitas bactérias sdo utilizadas para a expressdo de celulases. Nelas,
encontram-se diferencas na estrutura da parede celular, nos compartimentos
subcelulares que direcionam as proteinas bem como na forma de excre¢éo proteica
(LAMBERTZ et al., 2014). Além destas disparidades, as bactérias séo classificadas

como Gram-positivas e Gram-negativas, que apresentam caracteristicas especificas
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a nivel de parede celular. Sabe-se até a presenta data, que as bactérias Gram-
positiva operam o mecanismo de secrecdo de proteinas integrando os caminhos do
transportador de arginina e secrecdo, instrumento envolvido na excrecdo de
proteinas através da membrana citoplasmatica (DESVAUX et al., 2009). Por outro
lado, as bactérias Gram-negativas possuem uma membrana acessoéria que limita o
transporte extracelular de proteinas. Logo, as bactérias gram-negativas lidam com
uma diversidade de rotas para a secrecdo de celulases (YAN; WU, 2013). Estas

diferencas encontram-se ilustradas na Figura 7.

Figura 7 — Expressdo de celulases e celulossomas em bactérias Gram-positiva e
Gram-negativas
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Fonte: Adaptado de (LAMBERTZ et al., 2014)

Conforme se observa na Figura 7, as celulases expressas sao direcionadas

para o citoplasma bacteriano onde serdo armazenadas ou encaminhadas ao
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periplasma através dos transportadores especificos de proteinas. Como mencionado
anteriormente, as bactérias Gram-negativas possuem uma membrana externa, esta
sendo espessa, restringe o transporte de proteinas extracelulares, sendo assim, a
secrecdo de proteinas acontece por intermédio de um transportador de proteina
especifico, denominado permeabilizacdo da membrana. Nas células bacterianas
Gram-positivas, a secre¢cdo € mais eficiente, as enzimas sdo secretadas
prontamente, quer seja individual ou sob a forma de celulossoma, ou ainda,
ancoradas na superficie da célula (LAMBERTZ et al., 2014).

3.2.3 Estrutura e func¢des das celulases

As principais enzimas celuloliticas investigadas para a hidrélise da celulose
sdo as endoglucanases (PDB: 3.2.1.4), exoglucanases (PDB: 3.2.1.176) e p-
glicosidades (PDB: 3.2.1.21). As conformacdes tridimensionais destas proteinas

podem ser visualizadas na Figura 8.

Figura 8 - Principais enzimas do complexo enzimético celulolitico. Onde: A) mostra a
estrutura cristal de um tri-modular GH5 (subfamilia 4) de endo-B-1,4-glucanase. B)
exoglucanase e C) B-glicosidade

Exoglucanase

Fonte: Liberato et al., 2016; Hot ) ) ) SV
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As endoglucanases clivam as ligacGes glicosidicas da regido amorfa da
celulose gerando oligbmeros de cadeia longa de extremidade n&o redutora e
redutora. Em seguida, estes oligbmeros serdo alvo de ataque de outras enzimas
denominadas exoglucanases (também conhecidas por celobiohidrolases), estas por
sua vez irdo clivar a celulose gerando pequenas cadeias de oligossacarideos, o que
dard origem a inumeras estruturas de celobiose. Logo depois, as unidades de
celobiose serdo hidrolisadas a glicose pela enzima B-glicosidade, estagio final que
completa a hidrélise enzimatica (JUTURU; WU, 2014). Esta cascata de reacdes

enzimaticas pode ser visualizada na Figura 9.

Figura 9 — Esquema do mecanismo da biodegradac¢éo da celulose.
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Fonte: Adaptado de Watanabe; Tokuda, 2010b.

As exoglucanases [1,4-B-D-glucano celobiohidrolases (PDB: 3.2.1.91) ou 1,4-
B-D-glucano glucohidrolases (PDB: 3.2.1.74) ], agem nos terminais nao redutores e
redutores das regides amorfas da celulose, causando sua hidrdlise e liberacdo de
celobioses ou glicose, respectivamente. Mais a frente, as B-glicosidases (1-4-B-D-
glicosidases ou celobiases) hidrolisam a celobiose (ou celo-oligbmeros) gerando

mondmeros de glicose a partir das regibes nao redutoras. A partir das
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exoglucanases é formada a celobiose, embora a maioria das endoglucanases
também a produzam, assim como pequenas quantidades de glicose e celotriose
(JUTURU; WU, 2014; WATANABE; TOKUDA, 2010b).

3.2.3.1 Diferengas entre exoglucanases e endoglucanases

Tratando-se da performance, as duas enzimas possuem a mesma funcéo,
que é a hidrolise das ligacdes glicosidicas da cadeia de celulose. Estruturalmente, o
local de ligacéo da celulose com a enzima acontece na regido de loop. No entanto,
para as exoglucanases essa regido é mais longa e o tinel que se forma finalizam os
residuos cataliticos. Normalmente, os substratos alcancam o sitio catalitico apds
contato com o tunel. As endoglucanase possuem regifes de loop mais curta e isto
faz com que a fenda de ligacdo seja mais aberta facilitando o acesso do substrato ao
sitio catalitico (UBHAYASEKERA et al., 2005).

3.2.3.2 Reacdes de retencao e inversao na hidrélise da celulose

Dependendo da forma estrutural, as enzimas celuloliticas podem gerar
reacOes de retencdo e inversdo na hidrélise da celulose. Dois grupos carboxilicos
presentes no centro catalitico destas enzimas sd@o responsaveis por hidrolisar as
ligacdes (B-1,4 das cadeias de celulose. Na enzima que catalisa reacéo de inversao,
um grupo carboxilico doa um préton ao terminal C4 no local da hidrélise. No outro
grupo carboxilico, ocorre atracdo e assim ganha H® da molécula de agua, em
seguida, o ion hidroxila produzido é doado para o terminal C1l. Esta cascata de
reacOes enzimaticas altera a conformacéo do novo carbono anomérico (terminal C4)

a partir da conformacéao da ligagao -1,4 mesmo antes da hidrdlise (Figura 10).
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Figura 10 — Reacdo de inverséo na hidrdlise da celulose por celulases
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Fonte: Adaptado de Watanabe; Tokuda (2010b).

Quando a enzima realiza catélise de retencdo, o grupo carboxilico doa um H*
ao terminal C4 produzindo um ion hidroxilico formado a partir de uma molécula de
agua, e agora fard parte do terminal C1. O outro grupo carboxilico do lado oposto,
tende a ser ionizado e atrai protons para o C1 no local de corte. No final desta
reacdo, tem-se um carbono anomeérico no terminal C4 mantendo a conformacao
original, conforme pode ser visto na Figura 11 (ZECHEL; WITHERS, 2000; WHITE;
ROSE, 1997).

Figura 11 — Reacao de retencdo na hidrolise da celulose por celulases
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3.3 Desafios e perspectivas na producéo de celulases bacterianas

A busca por celulases tem aumentado significativamente, e este efeito é
consequéncia das instabilidades do cenario politico que resulta em aumento no
preco do petroleo e seus derivados. Devido a isto, a producdo de biocombustiveis a
partir de biomassa lignocelulésica ganha cada vez mais espaco, principalmente em
paises desenvolvidos que priorizam as questbes ambientais. Outro fato bastante
importante que deve ser considerado, € o cenario comercial, que tem apoiado
veementemente as empresas produtoras de enzimas tais como Genecor e
Novozymes. Estas empresas se consolidam fortemente com pesquisas inovadoras
para fornecer ao mercado internacional coquetéis enzimaticos do complexo
hemicelulosico para degradacdo da biomassa vegetal. Entretanto, os custos da
tecnologia ainda se encontram onerosos o bastante para impedir a competicao, por
exemplo, do bioetanol celulésico com o bioetanol da cana-de-acUcar. Por esse
motivo, torna-se cada vez mais urgente a bioprospeccdo de microrganismos
produtores de novas celulases (KUHAD et al., 2016).

Os sistemas de expressdo recombinante de celulases em bactérias
mostraram-se dificeis ao ponto de expor uma série de desafios a serem superados
(GARVEY et al., 2013). Embora existam estes entraves, observa-se que com o0
passar do tempo, houve progresso na expressdo e manipulagdo de enzimas
celuloliticas e do celulossoma bacteriano. Portanto, ha relatos de que um conjunto
homélogo de celulases de Bacillus subtilis foi complementado através da introducao
de uma sequéncia heterdloga para codificacdo de celulase (MANABE et al., 2013;
PAYNE et al., 2013; LIU; DU, 2012).

Outro avanco positivo foi relatado quando bactérias nao-celuloliticas foram
manipuladas geneticamente passando a produzir celulases, a saber, Escherichia coli
e Zymomonas mobilis, e outros metabdlitos secundarios a partir da inducéo por
substratos celulésicos como fonte de carbono (YAMADA; HASUNUMA; KONDO,
2013; BOKINSKY et al., 2011). Mesmo que esses mecanismos ainda ndo estejam
consolidados, a possibilidade de manipular bactérias transformando-as em
microrganismos celuloliticos, parece ser uma das perspectivas para o futuro (LA
GRANGE; DEN HAAN; VAN ZYL, 2010).

A producdo de proteinas recombinantes em hospedeiros heterélogos é
restrita a miligramas e gramas por litro. Por isso, se faz necessario a adocdo de

outros métodos como a otimizagcao de codons, selecédo de cepas com altos niveis de
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expressao, co-expressao de proteinas auxiliares, engenharia de organelas celulares
e avaliacdo dos niveis de producdo enzimatica para incrementar a produtividade.
Visto que quantidades suficientes de enzimas, producdo em larga escala, reciclagem
e reutilizacdo de celulases, bem como a modelagem de celulases para aplicacbes
industriais séo essenciais (JUTURU; WU, 2014).

Por isto, é crucial para o futuro da biotecnologia da producdo de celulases, a
identificacdo de sistemas efetivos para expressao de celulase recombinante, uma
vez que a producado destas enzimas ainda € um fator critico na validacdo econbmica,
que serve de obstaculo ao estabelecimento de um sistema a nivel industrial. O que
se sabe, é que os pesquisadores estdo usando abordagens da biologia molecular
para superar as dificuldades na expressdo heteréloga destas proteinas, como, por
exemplo, o uso de diferentes promotores ou otimizacdo de sequéncias para
aumentar a producdo de proteinas, assim como 0 uso de bactérias que fornecem
modificagcdo pés-tradugéo, permitindo maiores rendimentos. Outro fator importante, é
a expressdo de celulase de um uUnico dominio para expressdo de proteinas com
altos rendimentos, que remove o problema dos baixos rendimentos devido ao

dobramento incorreto ou em processamento (LAMBERTZ et al., 2014).

3.4 Aplicagdes industriais de celulase microbiana

Complexos enzimaticos formulados a base de celulase ou coquetéis mistos
compostos de celulases e hemicelulases e outras enzimas sao utilizados por
diversas industrias, incluindo as de biocombustiveis, alimentos, bebidas, papel,
téxteis, farmacéutica e agricola. A hidrélise da celulose mediada por essas enzimas
resulta na disponibilizacdo de acglUcares que servem como substrato para producéo
de varios produtos de valor agregado com potencial comercial, como o bioetanol,
acidos organicos, acucares e alimentos para animais (SINGH et al., 2016;
SREEDHARAN et al., 2016).

3.4.1 Industria de alimentos

Os coquetéis celuloliticos e a combinacdo destes com outras enzimas sao
amplamente utilizados nas industrias de alimentos. Como, por exemplo, na
preparacao de sucos de frutas e legumes, e producao de ragéo animal (MENENDEZ
et al., 2015; SINGH et al.,2016). Na industria de alimentos, celulases, hemicelulases

e pectinases sao utilizadas combinadas para promover o maceramento, melhorar o
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desempenho do processo e reduzir a viscosidade dos néctares e purés de frutas
como damasco, péssego, ameixa e mamao. Visto que facilita a extracdo e
clarificacdo de sucos de frutas e verduras (MINUSSI et al., 2002; DE CARVALHO et
al., 2008; KUHAD et al., 2011). Outras aplicacdes nas industrias de alimentos
também incluem a extracdo de compostos fendlicos do bagaco de uva (MEYER et
al., 1998; MENENDEZ et al., 2015), reducdo do amargor de frutas citricas para
formulacdo de sucos com sabor e aroma melhorados (KUHAD et al., 2011,
SREEDHARAN et al.,, 2016), bem como melhorar a textura, sabor e outras
propriedades sensoriais de frutas e vegetais (MEYER et al.,, 1998; MENENDEZ et
al., 2015).

Na industria de alimentacdo animal, as celulases sdo muito empregadas para
formulacdo de dietas monogastrica, uma vez que melhoram a digestibilidade dos
alimentos a base de cereais e consequentemente seu valor nutritivo pela
incorporagao dos carboidratos das fibras dos vegetais (HIMMEL et al.,, 1999;
DHIMAN et al., 2002; BEAUCHEMIN et al., 2003). A exemplo disto, o Bacillus subtilis
€ utilizado para producdo de celulases para degradacdo da casca da soja com
intuito de enriquecer seu valor nutricional para alimentacdo monogastrica de animais
(WONGPUTTISIN et al., 2014; MENENDEZ et al., 2015). Nas industrias de bebidas,
tais como cerveja e vinho, as celulases sdo empregadas durante o0 processo de
fermentacdo para melhorar a qualidade e rendimento das bebidas. Essas enzimas,
sao responsaveis por reduzir a viscosidade do mosto para uma melhor filtrabilidade.

Além de melhorar a propriedade sensorial (KUHAD et al., 2011).

3.4.2 Industrias téxtil

Nesse segmento industrial, as celulases sdo empregadas para proporcionar
limpeza, polimento e acabamento do tecido. O meio como essas enzimas agem esté
relacionado com a remocao das impurezas do algodao cru, visto que essas enzimas
participam diretamente da hidrélise dos componentes celulésicos de superficie,
promovendo maior superficie de contato para outras enzimas atuarem nos
componentes nao celuldsicos, tais como pectinases, proteases e lipases (SHAH,
2013; SINGH et al., 2016).

A utilizacdo destas enzimas nos processos de producdo téxtil é importante

para reducdo das emissfes de CO,, além de economizar aproximadamente 20. 000
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litros de agua por tonelada de tecido produzido. Assim como diminui os danos aos
tecidos provenientes de tratamentos quimicos e polui¢cdo das aguas (SHAH, 2013).

Ademais, as aplicagcbes de celulases sao vantajosas para melhoria da
qualidade e cuidados com o tecido (KUHAD et al., 2011). Celulases microbianas séo
atualmente eficientes para remocao de corante em excesso, degradar extremidades
de fibras salientes do tecido para estabelecer um acabamento melhorado e
suavidade e aparéncia desbotada ao jeans (GALANTE; FORMANTICI, 2013;
SREEDHARAN et al., 2016).

3.4.3 Industrias de papel

A reciclagem de papéis é de extrema importancia para reducéo dos residuos
sélidos gerados durante o consumo de inUmeras atividades. Por outro lado, é
intrinsecamente necessario para frear o desmatamento de florestas para fabricacao
de novos produtos de papel (JEFFRIES et al., 1994; LEE et al., 2007; IBARRA ET
AL., 2012). A aplicacao de celulases na producéo de papel além de prevenir efeitos
adversos no meio ambiente, proporciona a fabricacdo de papel biodegradavel, bem
como papel higiénico e cartdes. Ademais, torna o0 processo econdmico, por que
promove economia energética e reduz o uso de consumo de aditivos
branqueadores, como o cloro (KUHAD et al., 2011; SHWETA, 2012).
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos seguintes laboratérios: Laboratério de
Biotecnologia e Enzimologia (LBE); Laboratério de Tecnologia de Bebidas e
Alimentos (LTBA); Laboratorio de Genética de Microrganismos (LabGeM). Todos
pertencentes a Universidade Federal de Alagoas — UFAL.

As etapas experimentais envolvidas no isolamento e identificagdo das
bactérias celuloliticas, caracterizacdo da biomassa, producdo e purificacdo de

celulase podem ser visualizadas na Figura 12.

Figura 12 — Resumo gréfico das etapas experimentais

Isolamento e identificagéo de bactérias celuloliticas Caracterizagdo quimica e morfolégica
Producéo e purificagédo de celulase da biomassa
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Fonte: Autor, 2019.
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4.1 Caracterizagdo quimica do bagaco da cana-de-acUcar ndo tratado e pré-
tratado
4.1.1 Hidrélise do bagaco da cana-de-acucar com acido sulfarico

Amostras de 2 g do bagaco da cana-de-agucar (cedidos pela usina Coruripe —
AL) ndo-tratado e pré-tratado por explosdo de vapor foram pesadas com precisdo
0,1 mg e transferidas para béqueres de 100 mL e tratadas com 10 mL de &cido
sulftrico 72% vl/v, sob constante agitacdo em banho termostatizado a 45 °C por 7
minutos. Em seguida, as amostras foram transferidas quantitativamente para
erlenmeyers de 500 mL, onde teve-se o volume de 275 mL completado com agua
destilada. Os tubos foram fechados com papel aluminio e autoclavados por 30
minutos a 121 °C. Passado o tempo de reacdo, realizou-se a descompressao da
autoclave e esperou-se atingir a temperatura ambiente. Apos filtracdo com papel de
filtro, a frag&o liquida foi transferida para baldo volumétrico de 500 mL, o qual teve
seu volume completado com agua destilada. A solucdo foi utilizada para
guantificacdo de carboidratos, acidos organicos, furfural, HMF e lignina solavel. A
fracdo sélida foi seca em estufa a 45 °C para determinacdo da lignina insolavel
(GOUVEIA et al., 2009).

4.1.1.1 Pré-tratamento do bagaco da cana-de-acucar

O pré-tratamento do bagaco da cana-de-acucar foi realizado sob o método de
explosdo de vapor (EV) em reator autoclave. Foram pesadas 10 gramas da
biomassa, que foi suspensa em 90 mL de &4gua destilada dentro de Erlenmeyers de
250 mL e posteriormente vedados com papel aluminio. Em seguida, os frascos
foram colocados no reator autoclave por 45 minutos a 121°C em 1 atm.
Transcorridos os 45 minutos de reacdo, desligou-se o reator e despressurizou-se
imediatamente a vélvula para retirada dos frascos. Por ultimo, o material pré-tratado
teve suas fracOGes liquidas e sdlidas separadas por filtracdo em papel de filtro
qualitativo. A fracao sélida foi lavada com agua destilada até que a agua de lavagem
atingisse pH 7 (SHARMA et al., 2007). Ap6s lavagem, o bagaco pré-tratado foi
acondicionado em estufa e mantido por 24 horas a 60°C (FAN; LEE; BEARDMORE,
1980). Depois disto, usado para caracterizacao quimica e hidrélise enzimatica.
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4.1.1.2 Determinacao de lignina insoluvel na fracéo sélida
A determinacéo de lignina insoluvel foi conduzida de acordo com o método de
Klasson modificado por Rocha et al. (1997). A fracdo solida retida no papel filtro
conforme descrita na sessao 4.1.1 foi lavada com 1500 mL de agua destilada,
transferida para pesa-filtros com secagem em estufa a 100 °C até massa constante.
A percentagem de lignina insoluvel foi calculada em relagdo & massa das amostras
secas conforme a Equacédo 1 .
My —

—X__"Cx100 (1)

% L = M,

Onde: Lk = Lignina Klasson insoltvel; Mg = Massa de lignina insolUvel seca; Mc =

massa de cinzas; Ma = massa da amostra seca.

4.1.1.3 Determinacéo de lignina soltvel na fracdo liquida

A quantidade de lignina soluvel foi determinada pela medida de absorbancia a
280 nm em espectrofotdmetro. O calculo da lignina soluvel foi determinado conforme
a Equacao 2 (ROCHA et al., 1997).

Ciig = 4.187 1072 (Ag_ Apg) — 3.279 * 107* (2)

Onde: C;y = concentracdo de lignina solavel, em g/L; Ar = absorbancia da solucéo
de lignina junto com os produtos de degradagéo, em 280 nm; Apg = (C1 €1 + C2 €2) —
absorbancia, em 280 nm, dos produtos de decomposicado dos acucares (furfural e
HMF), cujas concentracdes c; e c, foram determinadas previamente por CLAE
(cromatografia liquida de alta eficiéncia) €; e &, sdo as absortividades e valem,

respectivamente, 146,85 e 114,00 L/g.cm.

4.1.1.4 Determinacdo de carboidratos, acidos organicos, furfural e HMF

A determinacdo de carboidratos e de acidos organicos foi realizada em
cromatografo liquido de alta eficiéncia, o hidrolisado foi aplicado em cartuchos de
extracdo em fase solida Sep-Pak C18 (Phenomenex). A construcdo das curvas de
calibragdo dos carboidratos foi realizada a partir de solugbes padrbes contendo

celobiose, glicose, xilose e arabinose. A construgédo das curvas de calibragdo dos
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acidos organicos foi realizada através da injecédo de solugbes contendo 4cido acético
e acido férmico. As condi¢des das analises foram: coluna Aminex HPX 87H (300 x
7,8 mm, Bio-Rad); fase movel: H,SO, 0,005 mol/L; vazdo de 0,6 mL/min;
temperatura do forno: 45 °C; em cromatégrafo Shimadzu modelo LC-10AD,
empregando um detector de indice de refracdo Shimadzu modelo RID-6A. A
determinacdo das concentracbes de hidroximetilfurfural (HMF) e furfural no
cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) foi realizado baseado em curvas de
calibracdo de furfural e hidroximetilfurfural determinadas por injecbes de solucdes
padroes destes dois compostos. As amostras dos hidrolisados foram filtradas em

membrana de 0,45 um e analisadas.

4.1.1.5 Determinacéo de proteinas

Para a determinacao de proteina, aplicou-se a digestdo da matéria orgéanica,
que consistiu em pesar 2 g de amostra e transferir para um tubo de Kjeldahl
adicionando-se 2 g de mistura catalitica (sulfato de sédio, sulfato de cobre e dioxido
de selénio na propor¢ao 100:1:0,8 misturados e triturados em almofariz e pistilo). Na
capela, adicionou-se ao tubo 10 mL de &cido sulfarico concentrado. Em seguida, o
tubo foi acoplado ao digestor de Kjeldahl. A cada 15 min a temperatura foi elevada a
50 °C até que a mesma chegasse a 350 °C. Apds as amostras apresentarem
coloracao incolor, desligou-se o aguecedor e aguardou-se 30 min para retirada dos
tubos.

Na etapa de destilac@o do nitrogénio foram transferidos 25 mL de acido bérico
4% para um Erlenmeyer de 250 mL e adicionou-se 2 gotas de indicador vermelho de
metila (0,25%) e 2 gotas de indicador verde de bromocresol (0,2%). O destilador de
Kjeldahl foi preparado, mergulhando a saida do condensador no Erlenmeyer, na
solucdo de &cido borico. Em seguida, adicionou-se ao tubo de Kjeldahl, contendo a
amostra digerida, agua destilada até metade do tubo e 3 gotas de fenolftaleina 1%.
O tubo foi acoplado ao destilador de Buchi. Apés a solucao estar aquecida, desligou-
se 0 aquecimento e adicionou-se, lentamente, NaOH 40% até pH. A destilagéo foi
feita até recolher 100 mL do destilado.

Na terceira e Ultima etapa do procedimento realizou-se titulacdo do nitrogénio,
que consistiu em titular a solugdo do Erlenmeyer utilizando o acido cloridrico 0,1 N
padronizado, até que surgisse o aparecimento da coloracdo avermelhada. O teor de

proteina foi determinado pela Equagéo 3 (AOAC, 2012).
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Proteina total (g/100g) =

\ A NHCl * F* 1,4 3
5 3)

4.1.1.6 Determinagao de cinzas totais

Na determinagéo de cinzas, inicialmente colocou-se o cadinho de porcelana
em mufla a 550°C durante 1 hora para obtencéo da tara (peso do cadinho sem sua
carga) . Em seguida, o cadinho foi transferido para o dessecador por 30 minutos e
pesado em balanca analitica. Pesou-se 2 g da amostra neste recipiente previamente
tarado. Por conseguinte, a amostra foi incinerada em mufla a 550°C durante 4 horas.
Em seguida, a amostra foi retirada da mufla, transferida para o dessecador e
esperou-se esfriar por 30 minutos. Pesou-se a amostra e calculou-se o teor de

cinzas conforme a Equacéo 4 (AOAC, 2012).

, 100. N
Cinzas (%) = —5 (4)

Onde: N = massa de cinzas (massa final da amostra menos a tara do cadinho); P =

massa tomada da amostra

4.2 Caracterizacdo morfolégica do bagaco da cana-de-aclUcar néo tratado e
pré-tratado
4.2.1 Espectroscopia na regido do infravermelho médio por Transformada de Fourier
Os espectros infravermelhos foram obtidos em um espectrofotometro Varian
660-IR, por meio de um disco de KBr contendo 3% de amostras de bagaco da cana-
de-acucar (BCA) finamente trituradas. Incialmente as amostras de BCA e o KBr
foram pesados, para confeccdo das pastilhas. Foram utilizados os seguintes
parametros operacionais: faixa espectral de 400 a 4000 cm™, a uma resolucéo de 4

cm'l, 65 scans em modo de transmitancia.

4.2.2 Difracao de Raios-X (DRX)
A cristalinidade das fibras de celulose do bagaco da cana-de-agucar foi
avaliada por difragéo de raios-X por meio de um difractdmetro Shimadzu XRD-6000
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e radiacdo de CuK a com voltagem de 30 KV e corrente de 30 mA, com uma
velocidade de cerca de 2 graus por minuto e escaneando em um angulo (26) na
faixa de 2°- 80°. Foi utilizado o método de pé para realizagdo deste procedimento. O
detector foi configurado para coletar dados de 2° por minutos com incremente de
0,02° (PROVENCHER, 1982).

4.3 Obtencdo das larvas de Diatraea saccharalis, isolamento de bactérias

celuloliticas e producéo de celulases
4.3.1 Larvas de Diatraea saccharalis

Foram utilizadas neste trabalho larvas de Diatraea saccharalis adquiridas dos
cultivares de cana-de-acucar da estacdo agroindustrial da Usina Coruripe — Fazenda
Triunfo — Zona Rural, Municipio de Coruripe, pertencente ao Estado de Alagoas,

Brasil.

4.3.2 Preparo do indculo para selecdo de microrganismos celuloliticos

ApoOs coleta as larvas foram encaminhadas ao LTBA onde passaram por
lavagem com &gua destilada estéril para remocao dos fragmentos de residuos
lignocelulésicos de cana-de-acUcar. Em seguida, foram esterilizadas com éalcool a
70% e dessecadas assepticamente tendo seus intestinos retirados e triturados com
laminas de bisturi. Apds obtencdo do intestino em pequenos fragmentos, os
mesmos foram homogeneizados em solucédo salina isotonica (9.9 mL), sendo a
fracdo liquida desta solugdo inoculada em meio 4gar salino minimo suplementado
com glicose e bagaco da cana-de-agucar finamente moido como Unica fonte de
carbono, conforme descrito na Tabela 2. Em seguida, as placas foram incubadas em
estufa microbiolégica a 37 °C por 3 dias (DANTUR et al., 2015).
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Tabela 2 — Composicdo do meio de cultura agar salino minimo para isolamento de
bactérias capazes de crescer com restri¢cdo de fonte de carbono

Nutriente Quantidade
Na,HPO, 1g.L™
KH,PO4 1g.L*
MgSO, 0.05g.L™"
NaCl 3g.L?
CaCl, 0.05g.L™"
(NH,),S0, 2g.L"
Agar 20g.L"
Glicose 5¢9.L"
Bagaco de cana-de-acUcar 5¢g.L"
Agua destilada (q.s.p) 1000 mL

Fonte: Dantur et al., 2015.

4.3.3 Isolamento de bactérias celuloliticas do intestino de larvas Diatraea
Saccharalis

As colbnias de bactérias capazes de crescer em celulose como fonte de
carbono (sessdo 4.3.2 — preparo do in6culo) foram isoladas em meio &gar salino
minimo suplementado com carboximetilcelulose (CMC) por 4 dias a 30 °C (Tabela

3), para confirmacao da habilidade em degradar celulose (DANTUR et al., 2015).

Tabela 3 — Composicdo do meio de cultura agar salino minimo suplementado com

CMC
Nutriente Quantidade
Na,HPO, 1g.L™
KH,PO4 1g.L*
MgSO, 0.05g.L™
NaCl Dec3g.L™
CaCl, 0.05g.L™"
(NH,),SO, 2g.L"?
Agar 20g.L"
CMC 5¢9.L"
Agua destilada (g.s.p) 1000 mL

Fonte: Dantur et al., 2015.

Transcorridos os 4 dias de incubacédo, as placas contendo as colénias de

bactérias foram tratadas com solugdo aquosa vermelho do Congo 0,1% (w/v),
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indicador especifico da hidrélise da celulose, para identificar a zona de halo claro
quando a CMC é degradada (TEATHER; WOOD, 1982).

4.4 Determinacdo da atividade total de celulase

Os isolados de bactérias com habilidade em degradar CMC foram
adicionados em frascos de Erlenmeyer de 100 mL contendo 25 mL de meio liquido
Luria-Bertani — LB (pH 7,0) suplementado com 5% de CMC (p/v) (Tabela 4) em

incubadora shaker a 30 °C, 150 rpm, durante a noite.

Tabela 4 — Composicédo do meio de cultura LB suplementado com CMC

Nutriente Quantidade
NaCl 10 g.L-1
Triptona 10g.L-1
Extrato de levedura 59.L-1
CMC 59.L-1
Agua destilada (g.s.p) 1000 mL

Fonte: Adaptado de Ddbereiner johana, 1999.

Apés 18 horas, 20 pL da suspensao de bactérias adaptadas em meio LB-
CMC foram adicionados em dropes (3 cm) realizados em placas contendo meio agar
salino minimo descrito previamente na sessdo 4.3.2 (preparo do indculo), e
incubadas a 30 °C durante 14 dias. Apds este periodo, as placas foram coradas com
vermelho do Congo 0,1% (p/v) para determinar a degradacdo da celulose. As
colénias de bactérias inoculadas nas placas que apresentaram uma zona clara ao
redor dos dropes apoés tratamento com vermelho do Congo, foram selecionadas para
os ensaios de atividade extracelular de CMCase (modificado de DOBEREINER
JOHANA, 1999).

4.4.1 Determinagao da atividade extracelular CMCase

Da suspenséao de bactérias crescidas em meio LB-CMC foram retirados 20 pL
e adicionados em dropes de placas contendo meio agar salino minimo
suplementando com 0,1% de glicose e 0,5% de CMC (p/v), conforme descrito na
Tabela 5.
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Tabela 5 — Composicdo do meio de cultura salino minimo para atividade extracelular

CMCase
Nutriente Quantidade

Na,HPO, 1g.L*
KH,PO4 1g.L*

MgSO, 0.05g.L™"
NaCl 3g.L?

CaCl, 0.05g.L™
(NH4)2S04 2g.L"t
Agar 20g.L"
Glicose 1g.L*
CMC 5g.L"

Agua destilada (g.s.p) 1000 mL

Fonte: Adaptado de Dantur et al., 2015.

As placas foram incubadas em estufa microbiolégica a 30 °C por 10 dias.
Apos o periodo de incubacéo, foram coradas com vermelho de Congo 0,1% (p/v),
para visualizacdo da atividade extracelular de endoglucanases e determinacdo do
indice de atividade enzimética — EIA (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1977; HUANG,;
SHENG; ZHANG, 2012; DANTUR et al., 2015).

4.4.1.1 Desenvolvimento do in6culo para atividade enzimética em meio liquido

Culturas puras foram individualmente conservadas em meio agar salino
minimo suplementado com CMC (Tabela 5) e mantidas refrigeradas até 0 momento
de uso. Para quantificacdo da atividade enzimatica, as culturas puras foram
previamente inoculadas em caldo minimo (Tabela 6) e incubadas por 24 horas. Apés
incubacéo, o caldo de cultivo foi centrifugado a 8000 rpm por 20 minutos a 28 °C.
Das células vegetativas remanescentes, foram retiradas 5 alcadas de 10 pL e
usadas como fonte de in6culo para os ensaios de producdo de celulases (IRE;
EZEBUIRO; OGUGBUE, 2016).
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Tabela 6 — Composicdo do caldo minimo — preparacdo do inéculo para producao de

celulases
Nutriente Quantidade
K,HPO, 79l
KH,PO4 2g.L"
MgSO, 0.1g.L"
Extrato de levedura 1g.L*
Citrato de sédio 05g.L™
Glicose 10g.L"
CMC 5¢9.L"
Agua destilada (q.s.p) 1000 MI

Fonte: Adaptado de Ire; Ezebuiro; Ogugbue, 2016.

4.4.1.1.1 Quantificacdo da atividade de celulase produzida em meio liquido

As células bacterianas adaptadas foram inoculadas em Erlenmeyers contendo
250 mL de meio salino minimo médio com diferentes fontes de carbono (CMC,
celulose e bagaco da cana-de-acucar) e incubados durante 14 dias em shaker a 150
rom a 30 °C, com retirada de diferentes amostras (5, 10 e 14 dias apds inoculacéo).
As aliquotas foram centrifugadas primeiro a 5000 rpm por 15 minutos e depois por
20 minutos a 12000 rpm.

A guantificacdo da atividade da enzima endocelulolitica foi mensurada usando
o reagente &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) proposto por Miller (1959). A reacédo
constituiu da mistura de 500 pL de CMC 2% (p/v) em tampéo acetato de sodio 100
mM (pH 5.0), ao qual foi adicionado anteriormente 500 pL do extrato enzimético. A
mistura foi incubada em banho termostatico a 40 °C por 20 minutos. Em seguida, 0s
tubos da reacéo foram transferidos para banho termostatico a 50 °C por diferentes
pontos de tempo (2, 4, 6, 8, 10 minutos). Para parar a reacao, foi adicionado 1000
mL do reagente DNS e a mistura foi aquecida a 100 °C por 10 minutos. Em seguida,
os tubos da reacdo foram colocados em banho de gelo por 5 minutos, depois,
deixou-se a temperatura ambiente. As absorbancias foram mensuradas em
espectrofotometro a 540 nm. Uma unidade de atividade enzimatica € definida como
a quantidade de enzima necessaria para libertar 1 pmol de acucares redutores

(medido como glicose) por mL/min durante a reacdo (DANTUR et al., 2015).
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4.5 Efeito de diferentes parametros na producao de celulase
4.5.1 Efeito de diferentes pH na producao de celulase

Para determinacdo do pH otimo (pH que melhor induz o crescimento e
producdo enzimatica), o ind6culo bacteriano (sessdo 4.3.6) foi adicionado em
Erlenmeyers contendo 250 mL de meio salino minimo médio com diferentes fontes
de carbono (CMC, celulose e bagaco da cana-de-acucar) e diferentes faixa de pH: 6,
7, 8 e 9 ajustados com HCI 0.1 M e NaOH 0.1 M. Os frascos foram incubados por 14
dias em shaker a 150 rpm a 30 °C, com retirada de diferentes amostras (5, 10 e 14
dias apds inoculacdo). As aliquotas foram centrifugadas e a quantificacdo da
atividade enzimatica foi realizada conforme o item 4.3.7 (IRE; EZEBUIRO;
OGUGBUE, 20186).

4.5.2 Efeito da concentracao de substrato na producao de celulose

A produgdo Otima de celulase bacteriana foi determinada variando as
concentracbes de substrato no meio de cultura. Os meios de cultivos foram
desenvolvidos em Erlenmeyers contendo 250 mL de meio salino minimo médio e
BCA nas concentracbes 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, e 6% (p/v), suplementado com extrato de
levedura 2% e triptona 2% (p/v). Aos frascos com caldo de cultivo foram inoculados
posteriormente as bactérias obtidas a partir do caldo médio por 24 horas. O meio
indutor de celulases foi mantido sob incubacdo a 32 °C em 150 rpm por 14 dias.
Aliguotas foram retiradas em 5, 10 e 14 dias para determinacdo da atividade de
celulase e quantificacdo de acucares redutores (IRE; EZEBUIRO; OGUGBUE,
2016).

4.6 Taxa de crescimento celular em diferentes concentracdes de etanol

Colbnias puras de bactérias celuloliticas foram inoculadas em Erlenmeyer
contendo 100 mL de meio LB e incubadas em shaker sob agitacdo de 150 rpm a 37
°C por 24 horas. Apoés este periodo, foi retirado 100 pL de amostra e adicionado a
tubos de vidro contendo 9.9 mL de meio LB e etanol em diferentes concentragdes: 2,
4, 6, 8, 10% (v/v), os quais foram incubados por 24 e 48 horas. As leituras de
absorbancias foram determinadas em espectrofotometro a 600 nm, utilizando 100 pL
de agua em 9.9 mL de meio LB para zerar o aparelho (IRE; EZEBUIRO; OGUGBUE,
2016).
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4.7 Etapas de purificacéo
4.7.1 Precipitagao salina

Foi adicionado sulfato de aménio em quantidade proporcional ao
fracionamento de 0-80%. O sal foi adicionado lentamente na amostra em banho de
gelo até a solubilizacéo, seguido de agitacdo em banho de gelo por 3 horas. Durante
20 minutos a amostra foi centrifugada a 8.000 rpm e temperatura de 4°C. O
precipitado foi diluido em 2 mL de tampéao Tris HCI 20 mM pH 7,5 e o sobrenadante
(fracdo sobrenadante 80%) foi armazenado. A fracdo 0-80% foi inserida na
membrana de didlise, a amostra foi dialisada em 1,5 litros de tampé&o de suspenséo.
O tampao foi trocado duas vezes a cada 4 horas e a Ultima troca foi mantido
overnight.

4.7.1.1 Purificacdo da endoglucanase

A fracdo com maior atividade endoglucandsica (200 pL) foi aplicada no
sistema AKTA Prime Plus (GE Healthcare, Uppsala) equipado com uma coluna de
Gel de filtracdo, Sephacryl S-100 (60 x 0,5 cm), pré-equilibrada com acetato de
sédio (0,1 M, pH, 5). A cromatografia foi realizada com tampéo idéntico ao de
equilibrio a um fluxo de 0,1 mL/min. Recolheram-se fracGes de 2 mL e analisou-se a

atividade enzimatica individualmente (SILVA et al., 2018).

4.7.1.1.1 Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo de proteina foi determinada segundo método de Bradford
(1976). No preparo do reagente, dissolveu-se 102,4 mg de Coomassie Brilliant Blue
G-250 em 50 mL de etanol 95%, a solucédo foi agitada durante 60 minutos, seguido
de adicdo de 100 mL de é&cido fosforico 85%. A solugdo obtida foi completada para 1
L com &gua deionizada e manteve-se sobre agitacdo durante 10 minutos. Apds duas
filtracBes em papel de filtro, o reagente de Bradford foi armazenado protegido da luz.
A curva de calibracdo de proteinas foi construida empregando-se albumina de soro
bovino (1mg/mL) como padrdo na faixa de concentracdo de 5 ug/100 pL a 55 ug/100
ML. Adicionou-se 2500 uL de reagente de Bradford em cubeta de 3 mL, seguido de
100 pyL de solugcdo padrédo de albumina, incubando por 5 minutos. A leitura de
absorbancia a 595 nm foi determinada em espectrofotébmetro, utilizando 100 yL 4gua

em lugar de solugéo padrdo para referéncia.
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4.7.1.1.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-
PAGE)

O SDS-PAGE foi realizado de acordo com Champasri; Champasri; Woranam,
(2015) com algumas modificacdes, utilizando o gel separador na concentracdo de
15% (Tabela 7). 15 pL das amostras de proteinas foram misturadas com 5 pL do
tampé&o de amostra contendo Tris HCI pH 6.8 a 62.5 M, SDS 2%, glicerol 10%, [3-
mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol 0,001% e aquecidas por 5 minutos antes
de serem levadas ao gel. A eletroforese foi realizada com tampé&o de corrida (Tris
0,025 M, glicina 0,192 M, SDS 0,1%) a 90 V até o final do gel separador. Em
seguida, o gel foi mergulhado na solucdo corante contendo 0,15% Azul de
Coomassie Brilhante R-250 em 50% de etanol e 10% de &cido acético (p/v)
overnight. No dia seguinte, o gel foi descorado com solu¢cdo descorante contendo
10% de acido acético e 50% de metanol (v/v). E a posicdo da proteina foi

determinada.

Tabela 7 — Composic¢éo do gel de resolucéo 15%

Solugdes do Gel Gel de 15% (g.s.p) Solugdes do Gel
Inferior Superior
Bis-Acrilamida 30% 2.500 pL Bis-Acrilamida 30% 800 pl
Tris-HCI 2M, pH 8.8 937.5 uL Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8 1000 pl
SDS 1% 500 pL SDS 1% 400 pl
Persulfato de Amoénia 250 puL Persulfato de Amoénia 200 ul
TEMED 1% 250 pL TEMED 1% 200 pl
Agua deionizada 562.5 L Agua deionizada 1.400 pl
Total 5mL Total 4 mL

Fonte: SILVA et al., 2015

4.7.1.1.3 Eletroforese nativa em gel de poliacrilamida

A eletroforese nativa foi realizada de acordo com Champasri; Champasri;
Woranam (2015). 15 pL das amostras de proteinas foram misturadas com 5 uL do
tampao da amostra, exceto alguns componentes, como, SDS e (B-mercaptoetanol.
As amostras sem aquecimento foram carregadas em gel de separagdo na
concentracéo de 8% (Tabela 8). A eletroforese foi realizada em 4 °C com tampéo de
corrida (Tris 0,025 M, glicina 0,192 M, SDS 0,1%) a 30 V até o final do gel

separador. Em seguida, o gel nativo foi mergulhado em tampéo acetato de sédio 100
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mM pH 5.2 por 1 hora. Transcorrido este tempo, o gel nativo foi corado com Azul de
Coomassie Brilhante R-250 overnight e descorado conforme descrito anteriormente
(sessdo 4.5.3). E a posicdo da proteina no gel nativo de poliacrilamida foi

monitorada.

Tabela 8 - Composicéo do gel de resolucdo 8%

Solucdes do Gel Gel de 8% (g.s.p) Solucdes do Gel
Inferior Superior
Bis-Acrilamida 30% 1.333 uL Bis-Acrilamida 30% 800 pl
Tris-HCI 2M, pH 8.8 937.5 uL Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8 1000 pl
SDS 1% 500 pL SDS 1% 400 pl
Persulfato de Aménia 250 pL Persulfato de Amonia 200 pl
TEMED 1% 250 pL TEMED 1% 200 pl
Agua deionizada 1.730 pL Agua deionizada 1.400 pl
Total 5mL Total 4 mL

Fonte: SILVA et al., 2015

4.7.1.1.4 Analise zimografica-CMC

A eletroforese do gel zimograma foi realizada de acordo com Champasri;
Champasri; Woranam, (2015) com modificagbes. 15 pL das amostras de proteinas
foram misturadas com 5 pL do tampé&o da amostra descrito anteriormente (sesséo
5.3.8.3). As amostras sem aquecimento foram carregadas em gel de separacdo na
concentracdo de 8% contendo 0,1 % de CMC (p/v). A eletroforese foi realizada em 4
°C com tampao de corrida (Tris 0,025 M, glicina 0,192 M, SDS 0,1%) a 50 V até o
final do gel separador. Em seguida, o gel do zimograma foi mergulhado em tampé&o
acetato de sodio 100 mM pH 5.2 por 1 hora. Transcorrido este tempo, o gel foi
corado com vermelho do Congo 0,2% (p/v) overnight. O gel foi descorado com
solucéo de NaCl 2 M até uma zona clara ser observada. A posi¢do da proteina no

gel zimograma foi monitorada.

4.8 Analise molecular das bactérias celuloliticas
4.8.1 Extragcdo do DNA das bactérias celuloliticas

Culturas bacterianas com atividade celulolitica foram desenvolvidas em tubos
do tipo Falcon®, contendo 10 mL do meio de cultura nutriente liquido (Tabela 9), por

24 horas, a 37 °C, sobre agitagcéo constante de 150 rpm.
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Tabela 9 — Composicdo do meio de cultura nutriente liquido para multiplicacdo da
massa celular bacteriana

Nutriente Quantidade
Extrato de carne 1g.L™
Extrato de levedura 2g.L"
Peptona 5g.L"
NaCl 5g.L"
Glicose 5g.L"
Agua destilada (g.s.p) 1000 mL

Fonte: Dias Rosa, 2008

Transcorrido o tempo, as culturas foram centrifugadas a 5000 rpm por 30
minutos, descartando-se o0 sobrenadante até obter um precipitado de massa celular,
o qual foi ressuspendido em 1 mL de tampao de extragcdo em tubos de eppendorf
(Tris 20 mM pH 7.5, EDTA 2,5 mM, NaCl 75 mM e 1/10 de volume do Docedil
Sulfato de Sodio (SDS) a 10%) (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). Em
seguida, foi adicionado a suspensao bacterina 0,2 g de carbonato de silicio estéril. O
microtubo contendo tampado, massa celular e carbonato de silicio foi agitado em
aparelho tipo “vortex” a 2000 rpm por 2 minutos, para romper a parede celular.

ApoOs agitacao, os tubos foram incubados a 50°C por 30 minutos. Em seguida,
acrescentou-se 2/3 do volume de NaCl 5M, e incubou-se a 4°C por 30 minutos. Apos
este periodo, centrifugou-se por 10 minutos a 10.000 rpm, e transferiu-se o
sobrenadante para novos microtubos e adicionou-se 1 volume igual de cloroférmio,
homogeneizou-se vagarosamente e centrifugou-se por 10 minutos em 10.000 rpm. A
fracdo aquosa foi transferida para outro microtubo e adicionou-se um volume igual
de isopropanol, incubou-se em temperatura ambiente por 5 minutos seguido de
centrifugacdo por 10 minutos a 10.000 rpm. Logo depois, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado (DNA) foi seco a temperatura ambiente por 5 minutos.
Por ultimo, adicionou-se 40 pL de TE pH: 8.0 contendo RNAse (10 mg/mL) e
incubou-se a 37°C por 60 minutos (DIAS ROSA, 2008). As amostras foram
armazenadas em freezer (-20 °C) até o momento de uso nas andlises de

eletroforese e PCR.
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4.8.1.1 Eletroforese do DNA extraido

Apébs extracao realizou-se um gel de agarose 0,8% (p/v) a fim de verificar a
qualidade do DNA extraido. A esse gel foram aplicadas aliquotas de uma solucéo
contendo 2 puL de DNA, 3 pL de agua Milli-Q e 1 uL do corante azul de bromofenol.
Utilizou-se como padrdo de comparacado marcador invitrogen na concentracao de 1
ug/pl. Apés 2 horas de eletroforese a 90 volts o gel foi visualizado em um aparelho
Transluminador com luz UV (DIAS ROSA, 2008).

4.8.1.1.1 Reacéo de polimerase em cadeia (PCR)

ApGs avaliagdo da qualidade do DNA, foi realizado o PCR do gene ribossomal
16S dos DNAs extraidos, o qual foi amplificado utilizando-se oligonucleotideos
universais 27F 5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3 e 1492R %
TACCTTGTTACGACTT 3' (FRANK et al., 2008). A PCR foi realizada utilizando-se
1,0 pL de DNA, 10,0 pmol de cada oligonucleotideo, 10 mM de dNTPs, 25 mM de
MgCl,, 2,5 uL de PCR Buffer 10x e 1U de Tag DNA Polimerase para um volume final
de 25 ul. A PCR foi submetida as seguintes condi¢cdes reacionais: aquecimento
inicial a 95 °C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturacao a 95 °C por 30 segundos,
anelamento do oligonucleotideo a 57 °C por 30 segundos, e alongamento a 72 °C
por 1 minuto. Um alongamento final de 5 minutos apods os ciclos. Os produtos
amplificados foram examinados por eletroforese em gel de agarose a 1% com 5
volts/cm, por 40 minutos. Em seguida, o gel foi visualizado em um aparelho
transluminador com luz UV (DIAS ROSA, 2008).

4.9 Analise estatistica
Todas os ensaios foram realizados utilizando trés réplicas para cada a
amostra. Os dados foram expressos como média + e desvio padrdo. Para a andlise

estatistica utilizou-se o software Origin versédo 8.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizagdo quimica do bagaco da cana-de-agucar

Os resultados da composicdo quimica do bagaco da cana-de-acUcar nao
tratado e pré-tratado em termo de acucares, bem como os componentes inibitorios

s&o mostrados nas Tabelas 10 e 11, respectivamente.

Tabela 10 - Composicdo quimica do BCA nao tratado e preé-tratado por
exploséo a vapor em autoclave a 120 °C

%, base seca

BCA ndo tratado BCA pré-tratado

Celulose 37,51+2,03 30,82+1,11
Hemicelulose 21,32+0,93 17,14+0,46
Lignina de Klasson 30,30£3,91 24,30+0,64
Lignina soluvel 8,98+0,29 9,06+1,03
Lignina total 39,27+3,98 33,23+1,58
Proteina 1,47+0,01 e
Cinzas totais 5,40+0,54 4,03+0,81
Total 104,97 85,22

Fonte: Autor, 2019

Conforme mostra a Tabela 10, o teor de lignina diminuiu no BCA pré-tratado
em comparacdo ao BCA nédo-tratado, indicando que houve ruptura na estrutura do
bagaco da cana-de-acucar, degradacdo da hemicelulose e transformacéo da lignina.
Ademais, sabe-se que este polimero trata-se de um suporte estrutural das plantas, e
gue nao possui carboidratos em sua composicao (BADGER, 2002). Sendo assim,
Chin et al., (2011) discutem que altos teores de lignina dificultam o processo de
hidrolise da biomassa vegetal. No Brasil, os processos envolvendo deslignificacéo
da biomassa vegetal baseiam-se na utilizagdo de hidréxido de sédio e sulfureto de
soédio. No entanto, estes processos geram residuos poluentes (VALIM et al., 2017).
Por esta razdo, o método empregado neste estudo parece ser uma alternativa
interessante.

As fragcbes de carboidratos C6 e C5, celulose e hemicelulose,

respectivamente, também diminuiram apds o pré-tratamento, sugerindo perda de
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carboidratos e formacao de outros produtos como furfural, HMF, &cido acético e
acido formico. Ademais, a taxa de hemicelulose € menor para os dois tipos de
bagaco, se comparados com a fracdo celulose. A respeito disto, Farhat et al., (2017)
discorreram que nos materiais lignocelulésicos, a hemicelulose € o segundo
componente renovavel mais abundante ap0s a celulose. Os autores também
realizaram um estudo de extracdo e caracterizacdo de hemicelulose e observaram
comportamento similar ao deste estudo, uma vez que no pré-tratamento quando a
temperatura foi elevada de 160 a 200 °C, os rendimentos solidos correspondentes
diminuiram de 86,16 a 62,60%.

Sendo assim, estes resultados encontram-se de acordo com a literatura. Em
adicao, observa-se que a fracdo hemiceluldsica do BCA pré-tratado teve diminuicdo
de 19,60% em relacdo ao BCA ndo tratado. Estes resultados vao ao encontro com
Hongdan; Shaohua; Shubin, (2013) que relatam que a agua quente liquida é
amplamente empregada para remover a hemicelulose e romper a estrutura intacta
da biomassa lignocelulésica.

Conforme pode ser visto na Tabela 10, o aumento da temperatura do pré-
tratamento diminuiu o balangco massico do BCA de 104,97 para 85,22%. Quanto a
celulose, os resultados mostram que a condicdo de pré-tratamento causou mais
decomposicdo na celulose do que na hemicelulose. Este efeito € desvantajoso ao
processo, pois, a quantidade de celulose significa o potencial de conversdo em
glicose dos residuos lignoceluldsicos.

Por outro lado, o BCA nao-tratado liberou uma quantidade maior de agucares
como glicose e xilose, o BCA pré-tratado conservou as fracbes de carboidratos

celobiose e arabinose, conforme se observa na Tabela 11.
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Tabela 11 — Componentes liberados na fracdo liquida da caracterizacdo quimica
do BCA ndéo-tratado e pré-tratado

Anélise de aclcares (g.L™) Andlise de écidcl)s organicos
(9.L7)
Glicose Xilose  Arabinose Celobiose Ac. Ac. Furfural HMF

Acético Férmico

BCA
N&o- 1,40 0,82 L L 0,084 0,05 0,02 0,01
tratado +0,04 +0,02 +0,01 +0,00 +0,00 +0,00
BCA 1,19 0,65 L L 0,063 0,031 0,02
Pré- +0,04 +0,02 +0,00 +0,00 +0,00
tratado

Fonte: Autor, 2019

Os acucares glicose e xilose foram os principais produtos da fracéo liquida da
caracterizagcdo quimica, com rendimentos de 84,45 e 79,66%, respectivamente.
Estes rendimentos foram obtidos da biomassa do bagaco da cana-de-agUcar preé-
tratado a 120 °C e 45 minutos. Além disto, na Tabela 11, é possivel observar que os
rendimentos de arabinose e celobiose para os dois tipos de BCA nao tiveram
diferencas importantes, o que pode indicar que, para se obter arabinose da
hemicelulose é mais dificil do que a xilose, e que este carboidrato se encontra em
menores quantidades na hemicelulose.

A diminuicédo de glicose no bagaco pré-tratado pode estar relacionada com a
degradacdo da glicose em HMF, assim como da xilose em acidos acético, férmico e
furfural como uma condicdo de pré-tratamento severo assim como relataram
Hongdan; Shaohua; Shubin (2013). Segundo um estudo sobre inibidores e
mecanismos inibitérios de Palmqgvist; Hahn-Hagerdal (2000), durante o pré-
tratamento os acUcares se degradam em furfural e HMF, enquanto o grupo acetil da
hemicelulose se degrada em &cido acético por causa da condicdo acida fraca.
Conforme mostra a Tabela 11, o acido acético esteve presente em maior
concentragdo em comparagao aos demais inibidores.

Segundo Hongdan; Shaohua; Shubin, (2013), os derivados de furanos, assim
como furfural e HMF sdo obtidos pela desidratacdo da pentose e hexose,

respectivamente. O resultado deste estudo revelou que os inibidores (Tabela 11)
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estiveram praticamente nas mesmas concentracoes para as duas formas do bagaco

caracterizado.

5.1.1 Caracterizacdo morfologica
5.1.1.1 Espectroscopia infravermelha de transformacao de Fourier (FTIR)

Para entender as mudancas na estrutura quimica apos o pré-tratamento do
bagaco da cana-de-acucar, foram obtidos espectros infravermelhos (Figura 13) da
amostra ndo tratada (linha azul) e amostra pré-tratada (linha verde). As intensidades

relativas das bandas de absorcao foram atribuidas na Tabela 12.

Tabela 12 - Intensidade relativa das bandas no espectro infravermelho de diferentes
grupos na amostra de BCA néo tratado e pré-tratado

AtribuicBes da absorc¢édo FTIR do bagaco Absorcao relativa de diferentes grupos
da cana-de-agucar em amostras de bagaco (n° de ondas)
Vs O-H 3435
Vs O-H 3153
C-H (deformacéo axial) 2930
C-H (deformacéo angular) 1396
C-O (deformacéo angular) 1160
Piranose 1039
B-glicosidicas-glicana 898

Fonte: Autor, 2019.

Através da analise comparativa dos espectros, observa-se a existéncia de
bandas atribuidas aos grupos hidroxilicos (estiramento O-H celulésico) em 3435 cm™
e 3153 cm™, respectivamente, deformacdo axial dos grupos C-H em 2930 cm™,
deformac&o angular dos grupos C-H em 1396 cm™, deformacado angular de ligacées
C-O de &lcoois primarios em 1160 cm™, banda de absorcao das ligacdes C-O-C, que
representa a vibracdo do anel de piranose em 1039 cm™ e ligacdes B-glicosidicas
entre unidades de glicana em 898 cm™, caracteristicas de celulose. Pode-se
observar a semelhanca entre os espectros dos materiais nao tratado e pré-tratado,
evidenciando, qualitativamente, que o pré-tratamento foi capaz de remover parte da
hemicelulose e lignina produzindo celulose comparavel a celulose comercial (Figura
13).
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Figura 13 - Espectros FTIR para o BCA néo tratado e BCA pré-tratado por exploséo a
vapor a 120 °C.

Pré-tratado
2930 1 1039
2435 3153 1660 1396
Nao-tratado
1160
898 Y506
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3435 3153
T T T T T T T T T T T T T T
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Fonte: Autor, 2019

Segundo Phinichka; Kaenthong (2016), a espectroscopia FTIR € um método
ndo destrutivo usado para obter informac6es importantes sobre a estrutura quimica
e a cristalinidade de uma fibra celulésica. Os espectros sdo separados em diferentes
regides, e deste modo, supde-se que a banda 1660 cm™ esteja relacionada com a
agua adsorvida em celulose e hemicelulose (POLETTO; PISTOR; ZATTERA, 2013).

A mudancga ocasionada na estrutura cristalina da celulose altera as vibragdes
das ligacOes através de uma reducédo de intensidade ou mesmo do desaparecimento
das bandas caracteristicas dos dominios cristalinos (DE FIGUEIREDO; FERREIRA,
2014). Por esta razao, na Figura 13, o BCA pré-tratado reporta menos energia
absorvida. Portanto, esta diminuicdo de intensidade reflete em alteracéo do grau de
cristalinidade da celulose no bagaco da cana-de-agucar pré-tratado em explosédo a
vapor. Por outro lado, os espectros das amostras pré-tratada e nédo tratada néo
mostraram diferencas importantes, o que sugere pouca mudanga na biomassa, uma
vez que reportou pequenas diferencas nas bandas espectrais nas duas fragbes do
bagaco da cana-de-acucar.

Para Zhao; Zhang; Liu (2012), a celulose cristalina € mais recalcitrante a

digestdo microbiana e enzimatica, em comparagdo com a celulose amorfa. E para
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aferir a recalcitrancia de um determinado material lignocelulésico, frequentemente se
utiliza o indice de cristalinidade, o qual pode ser obtido através de varias técnicas
que incluem DRX, FTIR e Raman (PARK et al., 2010).

5.1.1.2 Difrag&o de raio-X

No difratograma do BCA pré-tratado apresentado na Figura 14, observa-se
dois picos na regido dos angulos de Bragg de intensidade do sinal em 26 igual a
15,6 e 15,7 ° atribuido as regides amorfas, e outro pico em 26 igual a 22,1 e 21,3°
atribuido as regides cristalinas. No difratograma da celulose do BCA o pico na regiao
de intensidade do sinal em 206=21,3° é atribuido a regibes cristalinas (LlI;
RENNECKAR, 2011). Apresenta-se também um pico em 286 igual a 37,7° e outro
em 43,9° mostrados no difratograma, onde tais eventos séo atribuidos a fracdo da
celulose. A observagdo destes dois picos revela a remocdo de lignina e
hemicelulose do bagaco da cana-de-acucar. De forma similar, o pico de difracdo em
21,3° € mais evidente e estreito na celulose do BCA néao tratado em relacdo ao BCA

pré-tratado (pouco perceptivel), indicando a remocéao de lignina e hemicelulose.

Figura 14 - Difratogramas das amostras de bagac¢o da cana-de-acucar: (A) pré-tratado
com agua a 120 °C, (B) néo tratado
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Fonte: Autor, 2019
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Em um estudo de caracterizacdo das fibras de Sisal, Lima et al., (2013)
reportam picos de planos cristalinos caracteristicos de celulose de materiais
lignocelulésicos em 23 e 34°, resultados estes proximos dos encontrados neste
estudo. Os autores ressaltam que hemicelulose e lignina sdo macromoléculas
amorfas e que a celulose distribui-se aleatoriamente, formando ligagbes de
hidrogénio intra e intermolecular. Kapoor et al., (2017) estudaram o efeito do pré-
tratamento da radiacdo gama sob o bagaco da cana-de-aclUcar em relacdo as suas
propriedades morfolégicas e estruturais. Estes descreveram padrbes de DRX de
celulose amorfa entre 16-20° e celulose cristalina em torno de 20-25°. Enquanto os
deste estudo foram 15,6-17° e 21,3-22,1°, respectivamente. Deste modo, a
proximidade dos difratogramas leva a considerar a acuracia do método empregado
bem como a viabilidade do pré-tratamento adotado. Outros estudos também
apontam picos de aproximadamente 22° sendo estrutura cristalina tipica de celulose
(SANTOS et al., 2013; ZAINI et al., 2013; KARGARZADEH et al., 2012; ROSA et al.,
2012; YU et al., 2012).

ApoOs o pré-tratamento do bagaco da cana-de-acucar, Ledo et al., (2017)
observaram aumento do indice de cristalinidade. Isto pode estar relacionado com a
clivagem e a perda de hemicelulose e de lignina por dissolugéo, aumentando assim
a cristalinidade, conforme apontam (ZAINI et al., 2013).

O calculo do indice de cristalinidade (ICr) € mostrado na Tabela 13. Pode-se
perceber que ambas as amostras apresentaram ICr semelhantes. O ICr do BCA nao
tratado é de 73,23%. J4 o BCA pré-tratado possui ICr de 73,70%. Diante destes
achados, é possivel observar que o tempo de pré-tratamento de explosdo a vapor na

autoclave a 120 °C néo produziu efeito significativo no aumento da cristalinidade.

Tabela 13 — indice Cristalino do bagago da cana-de-aglicar n&o tratado e pré-tratado

Amostras indice Cristalino (%)
BCA néo tratado 73,23+ 0,04
BCA pré-tratado 73,70 £ 0,01

Fonte: Autor, 2019
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Espera-se que através do pré-tratamento ocorra aumento do indice de
cristalinidade, no entanto, os resultados registrados nesse estudo revelaram ICr
muito proximo nas duas condicbes do BCA. Corrales et al., (2012b) defendem a
hipétese de que o aumento do ICr de amostras pré-tratadas se relacione com a
remogéo parcial da fragdo de hemicelulose. Os autores ainda discutem que a
quantidade de glicose liberada a partir da celulose da regido amorfa, ndo se faz
relevante para o pré-tratamento. Quanto ao efeito do pré-tratamento, Pereira Ramos
(2003) retrata que o vapor da alta presséo é responsavel por modificar a estrutura da
parede celular vegetal produzindo um material marrom escuro, onde a hemicelulose
parcialmente hidrolisada € recuperada através de lavagem, resultando em uma
fracdo insolivel em agua, sendo esta composta por celulose, hemicelulose residual

e lignina quimicamente modificada.

5.2 Isolamento e caracterizacdo de bactérias celuloliticas
5.2.1 Isolamento de bactérias celuloliticas da flora intestinal das larvas de Diatraeae
saccharalis

A partir das placas iniciais de selecdo de bactérias simbidticas com atividade
celulolitica, 4 colbnias bacterianas sob condi¢cdes aerdbicas foram selecionadas por
apresentarem capacidade de crescimento em meio salino minimo suplementado
com bagaco da cana-de-acucar como fonte de carbono. As mesmas foram
nomeadas por INTB1, INTB2, INTB3 e INTB4.

INTB1 é uma bactéria com morfologia de bacilo aos pares, encapsulado e
Gram-positiva. O isolado INTB2 mostrou ser uma bactéria do tipo cocobacilo e
Gram-negativa. O isolado INTB3 € uma bactéria do tipo diplococos Gram-negativa e
sua morfologia é arredondada e convexa. A cepa INTB4 € uma bactéria em forma de

bacilo Gram-negativa (Figura 15).
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Figura 15- Coloragdo de Gram das bactérias celuloliticas isoladas do intestino das
larvas de Diatraeae saccharalis INTB1, INTB2, INTB3, INTB4

Fonte: Autor, 2019

A atividade de degradacdo da CMC deduzida através da formacdo de uma
zona clara ao redor do inoculo, revelado apés coloracdo com vermelho de Congo, €
mostrada na Figura 16.

A atividade de endoglucanase extracelular foi avaliada através das placas de
Petri (Figura 16) contendo os isolados bacterianos, e mostraram maior atividade de
celulase extracelular para INTB2, INTB3 e INTB4. O isolado INTB1 foi o que
apresentou menor area de degradacdo da CMC. Dantur et al., (2015) relatam para o
mesmo teste diametros de halos acima de 5.0 cm para os géneros de Klebsiella e

Bacillus.
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Figura 16 - Figura 16 — Atividade celulolitica das bactérias simbidticas em meio salino
minimo suplementado com CMC, incubados a 30 °C por 10 dias

Fonte: Autor, 2019

Para testar a hipotese de que insetos herbivoros dependem dos
microrganismos presentes em seu trato intestinal para hidrolisar a celulose em
mondmeros de acucares menores, Rinke et al., (2011), investigaram a atividade
celulolitica de bactérias pertencentes ao intestino de Sphenophorus levis, uma
populacdo generalizada de praga da cana-de-agucar. O isolamento, analise do gene
16S e os testes de atividade celulolitica revelaram cinco géneros de bactérias
capazes de degradar a CMC, das quais: Paenibacillus, Bacillus, Enterobacter,
Klebsiella e Paenibacillus foram os identificados.

Insetos Bombyx mori L. foram domesticados e alimentados com folhas de
amoreira por Anand et al., (2010) para isolamento de bactérias celuloliticas. Onze
isolados do trato digestivo foram identificados, dos quais, Proteus vulgaris, Klebsiella
pneumoniae e Aeromonas sp. eram celuloliticos e xilanoliticos. Estas bactérias



71

foram também descritas pela capacidade de degradar polissacarideos em pH
alcalino.

O consoércio microbiano do trato intestinal das larvas de Lepidoptera,
Coleoptera e adultos de Isoptera também foram investigados para selecdo de
bactérias celuloliticas. Ao total, 45 cepas foram identificadas como degradadoras de
celulose, sendo o género Bacillus spp. o mais frequente. Em relacdo as bactérias
Gram-negativas, o género mais representado foi Pseudomonas spp (MANFREDI;
PEROTTI; MARTINEZ, 2015).

Conforme se observa na Figura 17, as bactérias isoladas apresentaram
atividade extracelular quando incubadas em meio suplementado com CMC. Os 4
isolados reportaram padrbes semelhantes de excre¢cdo de endoglucanase. No
entanto, em termos de produtividade, o isolado INTB4 foi o que reportou menor
atividade extracelular, apesar dessa diferenca nao ser significativa em comparacao a
INTB1, INTB2 e INTB3. Estes resultados mostraram-se compativeis com os padrdes

de crescimento e os perfis de hidrélise enzimatica da CMC nas placas de Petri.

Figura 17 - Medicdo da atividade de endoglucanase extracelular dos isolados
bacterianos
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Fonte: Autor, 2019

Anagnostakis; Hankin (1975) foram os primeiros pesquisadores a relacionar o
indice de atividade enzimética extracelular, que é a presenca do halo na regido de
in6culo de microrganismos celuloliticos com a degradacéo do substrato. Os autores
indicaram que bactérias com indice de atividade enzimatica acima de 2,5 cm seriam

consideradas como produtoras de enzimas celuloliticas. Deste modo, os 4 isolados
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bacterianos descritos neste estudo estdo de acordo com os dados relatados na
literatura, uma vez que INTB1, INTB2, INTB3 e INTB4 reportaram atividade de
CMCase de 3,3, 3,47, 3,5, 3,0 um, respectivamente.

5.3 Avaliagéo da producao de celulases pelos microrganismos isolados
5.3.1 Efeito da producéo de celulase em meio liquido sob diferentes pH

Dados ilustrados na Figura 18 mostram claramente que 0s maiores niveis de
atividade enzimatica alcancados pelo isolado INTB2 foram determinados em pH 6,0
e 9,0 em 5, 10 e 14 dias de experimento. Sendo estes 4,17 e 4,48 U/mL™ para 0 5° e
14° dias, respectivamente, e, 4,47 e 4,86 U/mL™ para 0 10° e 14° dias, nesta ordem.
Ja os menores valores de atividade enzimatica foram reportados para os pH 7,0 e
8,0.

Figura 18 — Efeito de diferentes pH na producéo de celulase por INTB2
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Fonte: Autor, 2019

Os resultados ilustrados nas Figuras 18 e 19 mostram que a producdo de
celulase através de INTB2 e INTB4, expressada como atividade enzimatica,
aumentou consideravelmente a medida em que o pH passa de 8,0 para 9,0. Com
excecdo do inoculo correspondente a 5 dias de cultivo Aléem disso, O periodo de

incubacéo de 14 dias foi positivo apenas para os isolados INTB2 e INTB4.



Figura 19 — Efeito de diferentes pH na producéo de celulase por INTB4
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Os resultados de producédo de celulase através do isolado INTB3 mostraram-

se mais estaveis em comparacao aos demais isolados INTB1, INTB2, INTB4. Como

se observa na Figura 20, houve pouco declinio da atividade enzimatica entre as

diferentes faixas de pH estudadas, exceto para o pH 9,0, que reportou acentuado

declinio nos dias 5 e 14 de cultivo. Dada a estabilidade na producéo de celulase sob

estes parametros, a cepa INTB3 mostrou ser uma célula mais eficiente em

comparacao aos demais isolados em termos de produtividade enzimatica. Haja vista

gue a mesma mostrou-se mais resistente a mudanca de pH.
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Figura 20 — Efeito de diferentes pH na producéo de celulase por INTB3
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Fonte: Autor, 2019

Como mostra o isolado INTB1 (Figura 21), a maior atividade de celulase foi
obtida para a degradacdo do bagaco da cana-de-actucar em pH 8,0 para ambas as
amostragens, sendo esses valores expressos em 3,83, 4,81 e 4,33 U/mL™ para o 5°,
10° e 14° dias, respectivamente. Nota-se também que a atividade enzimatica reduz
drasticamente a medida que o pH passa a ser mais alcalino ( pH 9,0), reportando
atividade enzimatica de 2,19 e 2,07 U/mL™, para o 5° e 14° dias de incubacéo,

respectivamente.
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Figura 21 — Efeito de diferentes pH na producéo de celulase por INTB1
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Fonte: Autor, 2019

Outros estudos relatam resultados diferentes do nosso, visto que reportaram
maior atividade de celulase em pH 7,0 que foram registrados com cepas de
Streptomyces sp. F2621 (TUNCER et al.,, 2004), Streptomyces BRC1l e BRC2
(CHELLAPANDI; JANI, 2008), Anoxybacillus flavithermus (SALAH; IBRAHIM; EL-
DIWANY, 2007) e Streptomyces griseorubens (PRASAD; SINGH; BEDI, 2013).

Investigando a otimizacdo da producdo de celulases através de
Pseudomonas sp. e Bacillus sp., Arusha et al., (2016), verificaram que a producao
maxima de celulose foi encontrada para uma temperatura de 30 °C em pH 5,0. A
celulase parcialmente purificada mostrou alta atividade celulolitica para a estirpe
Pseudomonas sp.

Pourramezan et al., (2012) isolaram e caracterizaram bactérias celuloliticas
do intestino de térmita (Microcerotermes diversus), e mostraram que trés géneros de
bactérias apresentaram atividade celulolitica. Sendo estes Acinetobacter,
Pseudomonas e Staphylococcus. Os autores descreveram também que quatro
bactérias degradantes de celulose pertenciam as familias Enterobacteriaceae e
Bacillaceae. As estirpes de Bacillus B5B e Acinetobacter L9B foram as que
reportaram hidrélise da celulose mais rapida do que os outros isolados, sendo a
atividade de CMCase de 1,47 U/mL e 1,22 U/mL, respectivamente. Além disto,

segundo os autores, a estabilidade da CMCase produzida por Bacillus B5B em uma
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ampla faixa de pH e elevada temperatura, indicaram que a enzima pode ter um
otimo valor comercial.

Existe uma grande dificuldade em comparar as taxas de atividade enzimatica
entre um mesmo grupo de microrganismo, dadas as suas proprias caracteristicas
biolégicas. Assim como, a influéncia exercida sobre o tipo de substrato a ser
degradado. Heck; Hertz; Ayub, (2002) mencionam que as celulases procaridticas
podem apresentar acbes muito diferentes daquelas produzidas por fungos, bem

como o pH pode variar entre estes microrganismos para a producao destas enzimas.

5.3.2 Efeito da producgdo de celulase em meio liquido sob diferentes concentracfes
de substrato (p/v) em pH 6,0

Dados ilustrados na Figura 22, indicam que a atividade enzimatica aumentou
gradativamente com o aumento do substrato e as maiores atividades de celulase
foram mostradas com 4 e 6% de cargas de sélidos do substrato bagaco da cana-de-
acucar. A maior atividade de celulase para o isolado INTB2 foi de 5,38 U/mL™ com 5
dias de cultivo e de 544 U/mL' com 14 dias de cultivo. Indicando que a
concentracdo de substrato também é um fator importante que influencia o
rendimento na producdo de celulase. Outro estudo da producédo de celulase com
bagaco pré-tratado por vapor explodido, revelou que as condicbes da co-cultura
obteve melhor desempenho utilizando concentracdo do substrato a 4,0% p/v (IRE;
EZEBUIRO; OGUGBUE, 2016)
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Figura 22 - Efeito da concentracdo de substrato sobre a producao de celulase
do isolado INTB2
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Fonte: Autor, 2019

No presente estudo, a cepa INTB4 (Figura 23) obteve maior producdo de
enzima entre o 5° e 14° dias (6,70 e 6,25 U/mL™, respectivamente), ambos com
concentracdo de 6% do bagaco da cana-de-acucar. Periodo proximo a estes para a
producdo de celulase, foi alcangado com 8 dias de incubacao através da cepa de
Microbacterium sp. (SADHU et al., 2011). Outro estudo desenvolvido por Sadhu et
al., (2014), menciona que o tempo de incubacdo é um fator importante para se
conseguir uma producdo 6tima de enzimas. De tal modo, os autores investigaram a
producado de celulase através do Bacillus circulans sob diferentes fontes de carbono
e tempo de incubacgéo, que variou entre 2 e 10 dias. Os autores relataram maior

producao de celulase no 8° dia de crescimento da bactéria.
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Figura 23 - Efeito da concentracdo de substrato sobre a producédo de celulase do
isolado INTB4
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Fonte: Autor, 2019

Ao observar a Figura 24, verifica-se que o aumento da carga de soélidos eleva
gradativamente a sintese da celulase que atingiu a atividade maxima (5,65 U/mL™)
ao 14° dia com 6% do bagaco da cana-de-acucar. Thirumale; Swaroopa Rani; Nand,
(2001) mencionaram que a maioria das celulases microbianas sédo induzidas pela
presenca de celulose, embora ndo possa desencadear diretamente a sintese desta
enzima, por se tratar de um substrato insollvel, e que a presenca de glicose causa
sua inibicdo. Talvez a inibicdo causada na presenca de glicose esteja relacionada
com a facilidade que o microrganismo encontra para se alimentar utilizando
diretamente o carboidrato, poupando-se de gastar energia para excre¢ao enzimatica
para degradar complexos poliméricos de celulose em aclUcares menores. Os autores
ainda adicionam ao discurso que os sacarideos solluveis como celobiose, soforose,

lactose, trealose e galactose servem de indutores para a sintese de celulases.
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Figura 24 - Efeito da concentracdo de substrato sobre a producdo de celulase do
isolado INTB3
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Apébs observacgdo continua de 14 dias, a resposta do planejamento em que se
utilizou diferentes cargas de sélidos (Figura 25), mostrou que a producédo de celulase
é pouco afetada do 5° dia (7,25 U/mL™) para o 14° dia (7,48 U/mL™), uma vez que
nao houve incremento significativo na producao de celulase. Deste modo, para estes
experimentos, € possivel concluir que inducédo de celulase até 5 dias de incubacao
seria 0 suficiente para conseguir apropriadas concentracbes de atividade
enzimaticas.

A concentracdo de 0,5% de substrato (bagaco da cana-de-acucar) resultou
em aumento da atividade em INTB2 com 10 dias (1,71 U/mL™), INTB3 com 14 dias
(2,75 U/mL™), em INTB1 com 5 e 14 dias (2,39 e 2,03 U/mL™, respectivamente), e
em 1% de concentracdo de bagaco, o incremento da atividade enzimética foi
registrada basicamente para INTB4 (1,89 e 1,90 U/mL™) e INTB1 (1,75 e 1,95 U/mL"
1y com periodos de incubac&o 5 e 10 dias, respectivamente.

Prasad; Sethi (2013) discutiram que a diferenca na atividade das enzimas
celulases depende da variedade lignocelulésica somados a varios fatores, como
conteudo variavel da celulose em materiais lignoceluldsicos, heterogeneidade na
estrutura das fontes vegetais, assim como, nas habilidades dos organismos

celuloliticos em secretar tais enzimas.
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Figura 25 - Efeito da concentracdo de substrato sobre a producdo de celulase do
Isolado INTB1
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Fonte: Autor, 2019

Como esperado, as quatro cepas avaliadas apresentaram capacidade para
metabolizar o bagaco da cana-de-aclcar para seu crescimento e expressao de
celulases, conforme verificado através da atividade enzimatica. Isso mostra que o
bagaco atua como um indutor de celulase. Da mesma forma, Gaur; Tiwari (2015)
induziram a producdo de celulase por Bacillus vallismortis e relataram producao
méxima de celulase a partir do bagaco da cana-de-actcar (4105 U/mL™).

Em um estudo de otimizacdo do processo de producao de celulase a partir da
combinacéo de residuos de café e abacaxi utilizando Acinetobacter sp., Selvam et
al., (2014) relataram a atividade celulolitica de 888 U/mL™ como a maior producéo
de celulases ap6s 60 horas de cultivo, com carga de substrato de 3 g/L™. Afzal et al.,
(2012) isolaram bactérias celuloliticas do solo e verificaram que a atividade
celulolitica estava relacionada com Bacillus cereus. Os resultados de inducédo
enzimatica revelaram atividade maxima de celulase de 45,42 U/mg em 72 horas de
incubacdo. Em pH 6,0 foi encontrado 53,11 U/mg e avaliando a concentracdo do
substrato, verificou-se 71,69 U/mg em 3% de carga de solidos. Como pode-se
perceber, estes resultados apresentaram maior atividade em relacdo ao nosso

estudo.
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Os estudos de otimizacdo da producédo de celulases sdo importantes para se
conseguir concentragdes ideais tanto de substrato como de indculo para promover
maior excrecdo destas enzimas pelos microrganismos celuloliticos. Nessa
perspectiva, Mane et al., (2007) afirmam que a celulose é convertida em acucares
fermentesciveis pela enzima celulase, e que este processo traz ganhos positivos as
unidades industriais que integram 0s processos de conversao da biomassa em
biocombustiveis. Visto que, tratam-se de processos capazes de se utilizar uma vasta
diversidade de substratos lignocelulésicos menos onerosos para sintese enzimatica.

Contudo, o sucesso produtivo de celulase esta relacionado ao microrganismo
empregado. Deste modo, faz-se necessario a busca por novos microrganismos
potenciais, uma vez que a capacidade de degradar celulose tornou-se ao longo do
tempo uma caracteristica distribuida entre bactérias aerdbicas, aerobicas
facultativas e anaerdbicas (SREEJA et al., 2013).

Nesta perspectiva, muitos estudos da producdo de celulases estdo sendo
desenvolvidos com ampla cobertura de microrganismos, uma vez que as enzimas
celulases apresentam funcbes diferentes. Um exemplo disto pode ser visto no
estudo de Afzal et al., (2012), que reportaram o Bacillus cereus como uma cepa de
bactéria produtora de celulase do tipo endoglucanase. Assim como Cherry;
Fidantsef, (2003) mencionaram cepas de Bacillus thuringiensis como produtoras de

enzimas extracelular.

5.3.3 Teste de tolerancia a etanol
A capacidade de crescer em meio LB com diferentes concentragdes de etanol
dos quatro isolados bacterianos celuloliticos foi avaliada por 24 horas, assim como

mostrado na Figura 26.
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Figura 26 — Taxa de crescimento em adicdo de etanol
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Os resultados mostram que o desafio de crescer em meio suplementado com
diferentes concentracdes de etanol foi similar para todos os isolados. As cepas
INTB1, INTB2, INTB3 e INTB4 revelaram o&tima capacidade de crescer em
concentracbes de etanol a 2%. Apesar da similaridade entre os quatro isolados,
INTB4 foi 0 que reportou menor taxa de crescimento em 4% de etanol. Enquanto
gue, em concentracdes de 6% de etanol, INTB2 e INTB3 foram os isolados que
reportaram menor viabilidade de crescimento. Quando os isolados foram expostos
as concentracoes de 8 e 10% de etanol, a viabilidade de crescimento foi
drasticamente afetada. Os resultados mostram que as cepas INTB2, INTB3 e INTB1
poderiam realizar a hidrolise do bagacgo da cana-de-acucar em até 4% de etanol sem
comprometimento severo do rendimento da hidrdlise.
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5.4 Purificagao de celulase dos isolados bacterianos

Considerando os diferentes extratos enzimaticos (Tabela 14), o INTB1
apresentou a menor atividade enzimatica (total), sendo 2,16 Ul/mL, corroborando
com o resultado apresentado na Figura 16. O extrato INTB3 exibiu a maior atividade,
que foi 11,45 Ul/mL. Ja os valores intermediarios estiveram com INTB2 com
atividade de 4,35 Ul/mL e para INTB4 com 8,19 Ul/mL.

Tabela 14 — Precipitacdo do extrato proteico de celulase com (NH,),SO, a 80% de

saturacao
Extrato Volume total Volumedo  Atividade Proteina Atividade
proteico (mL) dialisado total (U) total (ug) especifica
(mL) (U/mgq)
INTB2 180 2,13 4,35+0,89 390+0,33 11,15+1,22
INTB4 180 2,22 8,19+0,66 410+0,11 19,97+0,91
INTB3 180 2,15 11,45+0,23 380+0,16 30,13+0,88
INTB1 180 2,25 2,16+0,67 390+0,47 5,53+0,44

Fonte: Autor, 2019

Na Tabela 14, verifica-se que a atividade especifica para o isolado INTB3 foi
de 30,13 U/mg, para INTB4 19,97, INTB2 11,15 e INTB1 5,53 U/mg. Os resultados
mostram também que apesar de se utilizar um volume consideravel de extrato
enzimatico, pouca quantidade de proteina é alcancada apds precipitacdo com
sulfato de amoénio. Fazendo-se necessario utilizar grandes volumes para se obter
uma maior concentracdo de celulase. ApGs a precipitacdo e dialise, a PAGE nativa

(Figura 27) e SDS-PAGE (Figura 28) revelaram algumas bandas de proteinas.

5.4.1 Determinacao de isoformas, estimativa do peso molecular usando SDS-PAGE,
PAGE NATIVA e atividade CMCase em Zimograma-CMC

Para determinar o peso molecular das proteinas, as amostras foram
investigadas usando dois tipos diferentes de PAGE: PAGE nativa e PAGE-SDS.
Conforme mostram as Figuras 27 e 28.

A PAGE nativa apresentou varias bandas correspondentes ao complexo
celulolitico. As trés bandas mais intensas foram denominadas complexos Cel I, Il e
[ll. O peso molecular aparente das Cel I, Il e Ill, com base nas suas mobilidades
relativas, foram ~ 89, 58 e 48 kDa, respectivamente (Figura 27, PAGE NATIVA).
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Figura 27 — PAGE nativa de proteinas dos isolados bacterianos de Diatraeae
saccharalis corados com Azul de Coomassie brilhante R-250. Coluna M: marcador de
peso molecular; Colunas 1, 2, 3 e 4: extrato enzimatico bruto INTB2, INTB4, INTB3,
INTB1, respectivamente; Colunas 5, 6, 7 e 8: proteinas precipitadas a 80% de
saturacao de sulfato de amodnio. As setas pretas indicam a posi¢do da enzima.
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Fonte: Autor, 2019.

E possivel observar através dos perfis de PAGE Nativa (Figura 27), que as
massas moleculares das bandas das proteinas sdo idénticas em todas as amostras
do extrato enzimético bruto e precipitado. SILVA et al., (2012) mencionam que este
fendbmeno pode estar relacionado a auséncia de segregacéo de proteinas. Uma vez
gue o azul de Coomassie € utilizado para prevenir a segregacdo de proteinas por
repulséo eletrostatica (SCHAGGER et al. 1994).

Segundo Ranoszek-Soliwoda et al., (2017), na PAGE nativa, a separacdo da
proteina ocorre com base nas mudancas na carga liquida e no peso molecular de
uma proteina, jA na SDS-PAGE a carga de uma proteina é arrastada por moléculas
de SDS que se ligam a superficie da proteina. Sendo assim, a separacdo baseia-se
apenas no peso molecular em vez da carga liquida. Baseado em um estudo sobre
separacao de oligbmeros de proteinas por eletroforese em gel nativo, Braz; Howard
(2009) descrevem que a migracdo de proteinas em condi¢des nativas é dependente
da massa molecular, pl, pH do tampao, tipo e porcentagem do gel. Além disso, na
presenca do corante Azul de Coomassie, a migracdo também depende da ligagcao
nao especifica do corante pela proteina para fornecer uma carga negativa liquida.

Os resultados do perfil eletroforético (SDS-PAGE) mostram que o extrato
enzimatico investigado (bruto e precipitado) refletem multiplas proteinas detectadas

no gel e revelaram que as enzimas apresentaram varias bandas (Figura 28).
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Figura 28 — SDS-PAGE de proteinas dos isolados bacterianos de Diatraeae
saccharalis em gel corado com Azul de Coomassie brilhante R-250. Coluna M:
marcador de peso molecular; colunas 1, 2, 3 e 4proteinas precipitadas a 80% de
saturacdo com sulfato de aménio dos isolados INTB2, INTB4, INTB3 e INTB1,
respectivamente; Colunas 5, 6, 7 e 8: extrato enzimético bruto das respectivas fracdes
na mesma ordem. Os tamanhos das proteinas sdo mostrados a esquerda. As setas
pretas indicam a posicao da enzima.
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Fonte: Autor, 2019.

Conforme se observa na Figura 28, as celulases desnaturadas foram
separadas pelo uso de SDS-PAGE, e, revelaram bandas de proteinas que variaram
entre 150 a 17 kDa tanto para as amostras precipitadas como para amostras do
extrato bruto. Isto sugere que as enzimas foram adequadamente separadas apos
eletroforese de gel SDS. O extrato bruto mostrou até sete bandas visiveis, enquanto
0 precipitado mostrou apenas quatro bandas. Isto significa dizer que ocorre perda de
proteinas com a precipitacdo de sulfato de aménio na purificacdo parcial.

Van Dyk et al., (2009) avaliaram o sistema celulolitico e hemicelulolitico de
Bacillus licheniformis SVD1, e verificaram que a SDS-PAGE revelou até oito bandas
visiveis, enquanto o zimograma apresentou duas bandas ativas de CMCase que
variaram de 25 a 30 kDa. Annamalai et al., (2013) estudaram a producéo de celulase
por Bacillus halodurans CAS1 induzidos com biomassa lignocelulosica, e a analise
da massa molar da celulase foi mostrada para um valor de 44 kDa. Zhang et al.,
(2016) reportaram pela primeira vez o isolamento e identificacdo funcional de
celulase por Pseudomonas mendocina. A analise eletroforética através da deteccao
da atividade enzimatica e o peso molecular da celulase produzida por P. mendocina
revelou duas bandas com 42,4 e 20,4 kDa, no SDS-PAGE.
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A cepa de Klebsiella ozeanae foi isolada de amostras de agua e sedimentos
para producgao de celulase por Kalaiselvi; Jayalakshmi, (2013), e verificaram que as
melhores condi¢cdes para producdo maxima de celulase esteve em 48 horas de
incubacédo e temperatura de 35 °C. Os resultados exibidos da purificacdo parcial da
celulase revelou um peso molecular de 32 kDa.

Bactérias produtoras de celulases foram isoladas de residuos da industria de
papel, tecido, lixo de cozinha, jardim e residuos de minhoca. A partir deste estudo,
treze isolados apresentaram atividade celulolitica, sendo destes, seis com atividade
maxima e treze com atividade minima de celulase. A cepa Klebsiella variicola
RBEB3 foi descrita a mais potencial para produgcéo de celulase, deste modo, foi
utilizada como inoculo para producdo de celulase. O resultado da purificacao
verificou que o peso molecular da enzima era de 45 kDa por meio do SDS-PAGE
(GOPINATH; SHAREEF; RANJIT, 2014).

O SDS PAGE (Figura 28) mostra que os complexos Cel I, Il e Il obtidos na
PAGE nativa (Figura 27), desintegraram-se em componentes menores, e desta
forma, € possivel presumir que ambos ndo se tratam de proteinas de alta massa
molecular, conforme visualizado no gel nativo.

A hidrélise enzimatica dos residuos lignocelulésicos da cana-de-agUcar
depende principalmente da agéo sinérgica das celulases e hemicelulases (SILVA et
al., 2012). Portanto, para identificar a atividade de CMCase da enzima celulase, o
zimograma-CMC foi combinado com a PAGE-NATIVA para estimar o tamanho

molecular das proteinas com atividade celulolitica (Figura 29).
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Figura 29 (a-b) - Andlise de zimograma da enzima celulase dos isolados INTB2, INTB4,
INTB3 e INTB1 do trato intestinal das larvas de Diatraea saccharalis. a) PAGE Nativa
corado com Azul de Coomassie brilhante R-250. b) Gel de poliacrilamida contendo 2%
de CMC corado com vermelho de Congo.
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Fonte: Autor, 2019

A analise do zimograma-CMC exibiu atividade celulolitica, sugerindo que as
enzimas conseguiram hidrolisar a carboximetilcelulose sédica e possuem pelo
menos dois tamanhos ~ 89 e 58 kDa, conforme mostrado na Figura 27 do gel nativo,
onde a zona clara indica atividade de CMCase. Sriariyanun et al., (2016) realizaram
o isolamento de Bacillus sp. a partir do substrato de arroz, uma potencial bactéria
produtora de celulase, e reportaram na analise de SDS-PAGE e zimograma-CMC
que a proteina parcialmente purificada apresentou banda com atividade significativa
de CMCase correspondente a 48 kDa. Sendo assim, a proteina de
aproximadamente 50 kDa mostrada neste estudo, esta de acordo com este e outros
estudos sobre investigagdo de CMCase bacteriana, que foram descritas por
possuirem tamanhos entre 35-57 kDa (JUTURU; WU, 2014; SADHU; MAITI, 2013).

E importante relatar que a analise zimografica detectou atividades celuloliticas
correspondentes a proteinas de diferentes massas moleculares e,
consequentemente, esses resultados indicam que a hidrolise do substrato ocorreu
através de pelo menos uma das proteinas obtidas na PAGE nativa (58 kDa), visto
que, na PAGE nativa ocorre a integridade estrutural e funcional dos complexos multi-

enzimaticos, conforme relataram Wittig; Schagger, (2008).
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Bashir et al.,, (2013) investigaram a producdo de celulases a partir de
bactérias do trato intestinal de trés artrépodes de diferentes nichos ecolégicos:
cupins, percevejos e broca de haste amarelo. Neste estudo, a producao de celulase
avaliada no zimograma demostrou zonas significativas de hidrolise da CMC. E a
maioria das celulases secretadas correspondiam ao peso molecular de 72 a 130
kDa, e algumas celulases segregadas em torno de 43-53 kDa.

Padilha et al., (2015) induziram a produgéo de celulase por Bacillus sp. em
fermentacdo submersa com bagaco da cana-de-acucar. A analise do zimograma de
CMCase produzida pela cepa mostrou massa molecular da enzima estimada em 55
kDa. Lee et al., (2008) induzindo a producdo de celulase por Bacillus
amyoliquefafaciens, relataram peso molecular da enzima purificada de 53kDa. Como
pode ser percebido, os pesos moleculares das celulases podem variar de acordo
com a espécie da bactéria, mesmo que esta esteja dentro do mesmo género. Outros
estudos também revelaram celulases de Bacillus com massa molecular de 24,4 e
185 kDa (RAWAT; TEWARI, 2012; QIAO et al., 2009).

Figura 30 — Isolamento da endoglucanase de isolado INTB3 através de cromatografia
por exclusdo de tamanho em Sephacryl S-100 (1 cm X 60 cm). A cromatografia foi
realizada em tampao acetato de sédio (0,1 M, pH 5) com um fluxo de 0,1 mL/min. A
amostra aplicada correspondeu a fragdo de 80 a 100% de precipitagdo com sulfato de
amoOnio. A concentracdo de proteinas foi estimada pela absorbancia a 280 nm
(triangulo) e a atividade enzimatica através da hidrélise do substrato CMC U/mL
(quadrado).
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Como por ser visto na Figura 30, o método aplicado para o isolamento da
celulase do isolado INTB3 apresentou um uUnico pico de atividade celulolitica (96,25
Ul/mL). A eficiéncia foi verificada utilizando o método de purificacdo através de SDS-
PAGE a 12%, em que apresentou 3 bandas proteicas em torno de 113, 76, 52 kDa
(Figura 31). As massas moleculares de celulases isoladas de outras espécies de
bactérias celuloliticas tem variado de entre 67 kDa (ISLAM; ROY, 2018), 43,7 kDa
(YIN et al., 2010), 80 kDa (GAUR; TIWARI, 2015), 54 kDa (BAJAJ et al., 2009).

Figura 31 - SDS-PAGE (corado com Azul de Coomassie brilhante R-250) a 12% da
endoglucanase purificada do isolado INTB3. Linha 1: peso molecular padrdo (kDa);
Linha 2 e 3: enzima (duplicata) purificada correspondente a fragdo de cromatografia
de excluséo de tamanho em Sephacryl S-100.
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Fonte: Autor, 2019

5.5 Analise molecular dos isolados celuloliticos

A analise da extracdo do DNA em gel de agarose 0,8% (Figura 32), reportou
gue a quantidade de quebra do DNA foi aceitavel, obtendo-se bandas visiveis com
boa quantidade extraida. Como pode-se perceber, apenas o isolado INTB2 mostrou
sinais de degradagdo do DNA bacteriano. As técnicas moleculares séo ferramentas
importantes que auxiliam na caracterizagdo dos novos microrganismos,
principalmente aqueles de interesse biotecnolégico, que envolve estudos
microbiolégicos, bioguimicos e moleculares (RATHNAN; JOHN; BALASARAVANAN,
2013). Portanto, o método de extracdo de DNA com carbonato de silicio mostrou-se

eficiente para romper a parede celular das bactérias envolvidas nos ensaios.
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Resultados satisfatérios através deste método também foram descritos por Dias
Rosa (2008), onde conseguiu extrair DNA bacteriano em menor tempo e

economicidade em relacdo aos métodos convencionais.

Figura 32 - Eletroforese em gel de agarose 0,8% do DNA extraido dos isolados
bacterianos em tampao TAE 1x e corado com SybrGreen adicionado no preparo da
amostra. Realizadas duplicatas para corrida eletroforética.
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Fonte: Autor, 2019

Através da analise genética dos isolados (Figura 33), é possivel observar uma
ampliacdo homologa nos tamanhos de fragmento, que foram de 300 pares de bases.
Sendo assim, os padrdes de amplificacdo ndo demonstraram variabilidade genética
entre os espécimes estudados. Além disso, a qualidade do DNA mostrada com 0s
oligonucleotideos amplificados na regido do 16S rDNA, revelou DNA integro e
confiavel para estudos subsequentes utilizando-se de PCR.

Analise molecular do gene 16S rDNA tem sido amplamente utilizada para
identificacdo de bactérias celuloliticas (LI et al., 2016; DANTUR et al., 2015). Muitos
destes estudos utilizaram os primers 27F e 1492R para amplificacdo do DNA através
do método de PCR (NYONYO; SHINKAI; MITSUMORI, 2014; PATAGUNDI,
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SHIVASARAN; KALIWAL, 2014; SAMSUDIN; WRIGHT; JASSIM, 2012; HUANG,;
SHENG; ZHANG, 2012).

Figura 33 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% para amplificacdo do DNA dos
isolados bacterianos por Reacdo em Cadeia de Polimerase em tampdo TAE 1x e
corado com SybrGreen adicionado no preparo da amostra. Linha M: Marcador 1 Kpb;
Linhas 1, 2, 3 e 4: Amplificacdo do DNA de INTB2, INTB4, INTB3 e INTB1, nessa
ordem.
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6 CONCLUSOES

A caracterizacdo quimica revelou diferencas entre a composicdo do bagaco
ndo-tratado e pré-tratado, que pode ser visto com a diminuicdo do percentual dos
polimeros de celulose, hemicelulose e lignina. Estes resultados contribuem para

caracterizacao de diferentes biomassas exploradas na producdo de biocombustivel.

As andlises por espectroscopia FTIR e DRX do bagaco da cana-de-agucar
pré-tratado a explosdo de vapor em 120 °C por 45 minutos mostrou diferencas na

complexidade da biomassa néo tratada e pré-tratada.

Quanto ao indice de cristalinidade, ndo foram observadas diferencas
importantes sob as duas condigcbes da biomassa do bagaco da cana-de-agUcar
aplicada neste estudo.

Os experimentos de otimizacdo da producdo de celulases mostraram-se
importantes para aumentar a produtividade, sendo necessario ampliar esses
resultados através de outros parametros, visando propor a selecdo da estirpe com
melhor desempenho para uso industrial. A indugdo enzimatica sob pH 6,0, em
concentracfes de 4 e 6% de substrato (p/v) e apos 5 dias revelaram-se as melhores
condicbes para o incremento da atividade enzimética, indicando que as cepas

isoladas toleram bem as condi¢des acidas do meio.

Os 4 isolados bacterianos INTB1, INTB2, INTB3, INTB4 foram capazes de
tolerar até 6% de etanol (v/v) e mostrar capacidade de crescimento. No entanto, as
condicBes mais favoraveis foram de até 4% de etanol sem perdas significativas da

taxa de crescimento.

Dos microrganismos isolados para producdo enzimatica, o INTB3 foi
identificado como o principal produtor de celulase, tendo a maior atividade especifica
apos purificacdo parcial que foi de 30,13 U/mg. O perfil eletroforético das celulases
dos quatro isolados mostra similaridade entre PAGE nativa, SDS-PAGE e
Zimograma-CMC.

A purificacdo da endoglucanase de INTB3 atraves da cromatografia por
exclusdo de tamanho triplicou (96,25 Ul/mL) a atividade especifica celulolitica.
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Mais distante, outros estudos tornam-se importantes para dar continuidade a
estes experimentos para obter alto rendimento de producao, purificacéo e aplicagao

de celulase.
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