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RESUMO

O desenvolvimento dos bioprocessos permite 0 emprego de muitos micro-organismos
para o tratamento e/ou remediacdo de uma grande variedade de residuos industriais. Os
fungos e as bactérias sdo apontados como principais agentes nesses processos que
preconizam o tratamento e disposicdo final de residuos e/ou o restabelecimento de areas
afetadas pela acdo do homem. O residuo p6 de tabaco (RPT) apresenta-se como
subproduto do processamento do tabaco e, portanto, regionalmente simboliza uma
preocupacdo especialmente na disposicdo final. Assim, o objetivo desse trabalho foi
utilizar o residuo p6 de tabaco no desenvolvimento de bioprocessos que permitam a sua
valoracdo ambiental, através da producdo de enzimas e reducdo de volume. A
metodologia de trabalho deste estudo consiste em (i) mapeamento bibliométrico sobre os
residuos de biomassa lignocelulésica e seu principais empregos (ii) caracterizagdo fisico-
quimica dos residuos p6 de tabaco e da farinha da casca de mandioca (FCM) (iii)
screening, isolamento e avaliacdo do potencial de microrganismos no uso do substrato
residual, (iv) conducéo de cultivos em fase submersa (CFSm) e em fase sélida (CFS); (v)
otimizacdo do processo fermentativo de producdo de celulases, através da determinacao
da FPase e (vi) determinagcdo percentual da reducdo do volume de substrato pela
determinacéo do teor de ergosterol. As concentracdes de metais presentes, valor de pH,
proteinas, lipideos e carboidratos diferem daquelas encontradas em outros trabalhos
devido a natureza mista do RPT. Para a FCM, os valores encontrados assemelharam-se
aos de outros trabalhos relatados pela literatura. Foram isoladas do residuo po de tabaco
6 diferentes col6nias bacterianas (JB) e apds a realizacdo dos testes enzimaticos, foi
selecionado o isolado que apresentou maior atividade de celulase, nomeado como JB5, e
que foi identificado como Bacillus subtilis. A analise quimica do residuo p6 de tabaco
demonstrou que este apresenta potencial para ser utilizado como substrato para a obtencao
de enzimas a partir do cultivo de bactérias, no CFSm, e do fungo P. sanguineus, no CFS.
A producao de celulases total (FPAse) foi avaliada através da foi otimizada atraves de um
planejamento experimental cujas variaveis de temperatura, pH, concentracdo de residuo,
velocidade de agitacdo, concentragdo de NaCl e de surfactante foram avaliadas. A
otimizacdo dos processos promoveu 0 aumento nos indices da atividade FPase, entretanto
quando ocorreu aumento de escala (em biorreator STR), os valores obtidos foram
inferiores daqueles preditos pelo modelo. O CFS foi conduzido empregando-se uma cepa
de Pycnoporus sanguineus, e a determinacdo do teor de ergosterol foi feita pela validacéo
de uma nova metodologia a partir da cromatografia liquida de alta eficiéncia. As
condicdes de producdo de celulases microbianas otimizadas neste trabalho podem servir
de orientacdo para investigacfes posteriores, permitindo que o emprego do RPT seja
atrativo industrialmente, a0 mesmo tempo em que permitirdo servir de alternativa
ambientalmente adequada para a sua remediacdo. O CFS além de garantir o cultivo do P.
sanguineus, demonstrou que esse bioprocesso pode minimizar os impactos associados a
atividade industrial.

Palavras-chave: Bacillus subtilis. Bioprocessos. P6 de tabaco. Otimizagdo. Pycnoporus
sanguineus.



ABSTRACT

The development of bioprocesses allows the use of many microorganisms for the
treatment or remediation of a wide variety of industrial waste. Fungi and bacteria are
identified as the main agents in these processes that advocate the treatment and final
disposal of waste and / or the restoration of areas affected by human action. The tobacco
powder residue (TPR) is presented as a bioproduct of tobacco processing and, therefore,
regionally symbolizes a concern especially in the final disposal. Thus, the objective this
work was using the TPR as an alternative substrate for prospecting and growing enzyme-
producing microorganisms could be characterized as an alternative for adding value and
environmental remediation. The working methodology applied in this work consisted of
(1) bibliometric mapping of lignocellulosic biomass residues and their main uses (ii)
physical-chemical characterization of TPR, (iii) screening, isolation and evaluation of the
potential of microorganisms in use the residual substrate, (iv) conduction of microbial
cultivation in submerged fermentation (SmF) and solid phase (SSF); (v) optimization of
the fermentation process of cellulases production, by determining the FPase and (vi)
determining the ergosterol content in the residual substrate of the SSF. The concentrations
of metals present, pH value, proteins, lipids and carbohydrates differ from those found in
other studies due to the heterogeneous source of TPR. For FCM, the values found were
similar to those of other studies reported in the literature. Six different bacterial colonies
(JB) were isolated from the TPR and after performing the enzymatic tests, the isolate with
the greatest cellulase activity was selected, named JB5, and which was identified as
Bacillus subtilis. The chemical analysis of the TPR showed that it has the potential to be
used as a substrate for obtaining enzymes from the cultivation of bacteria, in CFSm, and
the fungus P. sanguineus, in CFS. The production of total cellulases (FPAse) was
evaluated through was optimized through an experimental design whose variables of
temperature, pH, residue concentration, agitation speed, concentration of NaCl and
surfactant were evaluated. The optimization of the processes promoted an increase in the
FPase activity indices, however when there was an increase in scale (in STR bioreactor),
the values obtained were lower than those predicted by the model. The CFS was
conducted using a strain of Pycnoporus sanguineus, and the determination of the
ergosterol content was performed by validating a new methodology using high
performance liquid chromatography. The conditions of production of microbial cellulases
optimized in this work can serve as a guide for further investigations, allowing the use of
RPT to be industrially attractive, while allowing it to serve as an environmentally
adequate alternative for its remediation. Besides guaranteeing the cultivation of P.
sanguineus, the CFS demonstrated that this bioprocess can minimize the impacts
associated with industrial activity.

Keywords: Bacillus subtilis. Bioprocess. Tobacco powder. Optimization. Pycnoporus
sanguineus.
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1 INTRODUCAO

Recentemente novas metodologias e politicas para o tratamento de residuos através da
reciclagem, reutilizacdo e bioconversdo de seus constituintes em bioprodutos tem sido
desenvolvidas, permitindo assim a valorizacdo desses materiais. A producdo mais limpa pode
ser inserida no ramo agroindustrial como instrumento estratégico para a fabricacdo de
bioprodutos em diversos ramos, pela otimizagao e melhoria da eficiéncia das etapas produtivas,
assim como a reducdo e emprego do residuo em tecnologias ambientalmente apropriadas
(NAYAK; BHUSHAN, 2019).

Estudos que envolvem a recuperacdo e valoracdo de residuos estdo concentrados
principalmente em subprodutos agricolas e de processamento de alimentos (GALANAKIS,
2012). Em funcédo da grande diversidade de residuos lignocelulosicos gerados nos processos
agroindustriais, diferentes solucdes, sob medida, precisam ser estudadas para a producéo de
diferentes produtos quimicos, combustiveis e energia, que devem ser avaliadas conforme a
disponibilidade local desses materiais (FERREIRA-LEITAO et al., 2010; NAYAK;
BHUSHAN, 2019)

A preocupacdo ambiental associada aos residuos lignocelulosicos é derivada da alta
geracdo, e em muitos casos, da lenta degradabilidade, que pode também originar subprodutos
cumulativos e recalcitrantes. De modo geral, pouca preocupacéo tem sido observada nos setores
agricolas e agroindustriais geradores de residuos, passiveis de poluicdo ambiental se nédo
tratados e destinados adequadamente (SCHNEIDER et al., 2012).

Em geral, os residuos lignoceluldsicos gerados como subprodutos das atividades
industriais e agricolas sdo empregados diretamente na agricultura, mesmo que de modo néo
intencional, através da deposicdo direta no solo, através de sua incorporacdo no solo via
biodegradacdo (SCHNEIDER et al., 2012) e também em processos de queima para obtencéo
de energia termica (GONCALVES et al., 2005) e racdo animal (FREITAS et al., 2013;
KHOLIF et al., 2017).

Em termos de disponibilidade, os residuos de biomassa sdo dificeis de quantificar, pois
sdo dependentes da espécie cultivada e de sua finalidade, fertilidade do solo, condi¢bes
climaticas e outros fatores (SCHNEIDER et al., 2012). Estima-se que os residuos de biomassa
representam cerca de 30% da cadeia produtiva (DO NASCIMENTO FILHO; FRANCO, 2015).
Algumas culturas agricolas podem produzir anualmente ate 2,4 toneladas de biomassa para cada
hectare e pode se tornar um problema ambiental regional-local (DEMIRBAS, 2001; DOS
SANTOS et al., 2006).



Contextualizando a realidade brasileira, em funcdo de sua grande diversidade produtiva
agricola e consequentemente, a disponibilidade desses residuos, agregar valor a esse "problema
ambiental” simboliza interesse econdmico e ambiental para as industrias, que buscam
incansavelmente a consolidacdo de um perfil mais sustentavel. No entanto, para atingir esse
objetivo, torna-se fundamental a investigacdo cientifica que permita a conversdo segura,
eficiente e ecomicamente vidvel de residuos em bioprodutos (DO NASCIMENTO FILHO;
FRANCO, 2015).

Muitos municipios do sul do Brasil sdo impulsionados pela cultura do tabaco, e portanto,
regionalmente é grande a producdo de residuos associados a essa atividade. Isso é confirmado
pela expansdo das areas cultivadas na regido sul do pais, especificamente no estado do Rio
Grande do Sul a partir da década de 90 (DUTRA; HILSINGER, 2013).

A cultura do tabaco € atualmente gerida por empresas multinacionais estando o maior
complexo de processamento do tabaco localizado nos municipios de Santa Cruz do Sul e
Venancio Aires (DUTRA; HILSINGER, 2013; SINDITABACOS, 2019). A maior producéo
esta localizada no entorno das industrias de transformacao e beneficiamento, tais como a regido
do Vale do Rio Pardo que é a maior produtora do estado.

De acordo com Souza Cruz (2018), o processamento industrial do tabaco envolve a
separacdo mecanica da lamina e do talo realizada pelos separadores e debulhadores. Um
processo de secagem € adicionado para manter o nivel de umidade do tabaco uniforme. Ao final
do processamento cerca de 90% da folha de tabaco € utilizada, restando principalmente o pé de
tabaco e os talos, considerados os principais residuos da industria fumageira. O po6 de tabaco
representa 95% do total dos residuos produzidos (TEDESCO et al., 2011).

A casca representa um dos residuos gerados no processamento da mandioca e que
apresenta elevado teor de amido. Na regido sul do pais, se destaca grande produtividade
(elevado rendimento) e pelas agroindustrias de beneficiamento, que geram quantidades

significativas de residuo (CONAB, 2018).

1.1 Caracterizacdo quimica da lignocelulose

A lignocelulose é formada por trés componentes poliméricos majoritarios: a lignina,
celulose e hemicelulose, unidos entre si, por ligacbes covalentes, formando uma estrutura
extremamente complexa, recalcitrante e, portanto, resistente ao ataque microbiano (CASTRO;
PEREIRA JR, 2010; VALENCIA; CHAMBERGO, 2013). Existe uma variabilidade nas

porgdes de cada uma dessas substancias macromoleculares nos materiais lignoceluldsicos, mas
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de forma geral, a celulose encontra-se em maiores fragfes, seguida da hemicelulose e lignina
(CASTRO; PEREIRA JR, 2010).

Além da celulose, hemicelulose e lignina, existe ainda uma pequena porcao outros de
compostos quimicos, chamados de extrativos, que ndo fazem parte da estrutura da parede
celular e podem estar associados a Oleos essenciais, resinas, taninos e pigmentos. Esses
compostos apresentam baixo peso molecular, solubilidade em &gua e também em solventes
orgénicos neutros e sdo considerados constituintes secundarios organicos dos materiais
lignocelul6sicos (MORAIS; NASCIMENTO; MELO, 2005). J4 as cinzas, representam o
material inorganico de baixo peso molecular presente no material lignocelulésico (KLOCK;
ANDRADE, 2013).

A celulose é um polissacarideo formado por uma cadeia longa de unidades monoméricas
de B-D-glicose unidas por ligagdes glicosidicas B (1-4), relativamente simples de serem
rompidas por agéo enzimatica de micro-organismos. A hemicelulose é formada por uma classe
de componentes poliméricos, como a Xxilose, arabinose, galactose, manose e glicose,
representando de 10 a 40% da matéria seca dos residuos lignocelulosicos (SINGHANIA et al.,
2017; SPADOTTO; RIBEIRO, 2006). Sua funcdo esta associada a propriedades estruturais
alem de regulacdo e desenvolvimento das plantas (FERREIRA; DA ROCHA; DA SILVA
2010).

A cadeia polissacaridica de glicose situa-se envolvida pela lignina, um polimero
aromatico heterogéneo formado por unidade de fenilpropano substituidas unidadas por ligac6es
éter estaveis (CASTRO; PEREIRA JR, 2010; DE SOUZA, 2013), conferindo elevada
resisténcia a ataques biolégicos e quimicos, e por esse motivo, apresenta relativa importancia
na parede celular (MUSSATTO; TEIXEIRA, 2010; VALENCIA; CHAMBERGO, 2013).
Durante o desenvolvimento celular, essas estruturas penetram pelas fibrilas, fortalecendo e
enrijecendo a parede celular (KLOCK; ANDRADE, 2013).

Devido a sua conformacéo estrutural, esses residuos necessitam de pré-tratamentos que
facilitam seu posterior processamento. 1sso é garantido pela remocdao da lignina e rompimento
da estrutura cristalina da celulose (MOSIER et al., 2005; RAVINDRAN; JAISWAL, 2016). Os
pré-tratamentos alteram o tamanho, estrutura e composi¢cdo quimica da biomassa, permitindo
que a hidrolise da biomassa seja realizada mais rapidamente e com melhor eficiéncia (DA
SILVA et al., 2010a; SINDHU; BINOD; PANDEY, 2016). Eles podem ser categorizados
conforme seu modo de a¢do em pré-tratamentos fisicos, quimicos e biolégicos (RAVINDRAN;
JAISWAL, 2016).
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Em geral, os pré-tratamentos fisicos e quimicos que utilizam acido, alcali, micro-ondas,
exploséo a vapor, radiacdo ionizante ou processos combinados necessitam de instrumentagdo
especial e que por consequéncia, consomem muita energia e geram inibidores que afetardo a
hidrélise enzimética e a fermentacdo (MOSIER et al., 2005; RAVINDRAN; JAISWAL, 2016).
Por sua vez, os pre-tratamentos biol6gicos utilizam metabdlitos de micro-organismos a partir
da biomassa e atualmente sdo encarados como tecnologia promissora devido a fatores
ambientais, econdémicos além de aumentar a taxa de sacarificacdo enzimatica (SINDHU;
BINOD; PANDEY, 2016).

A eficiéncia do processamento biolégico da biomassa é devido aos mecanismos
celulares desenvolvidos pelos micro-organismos em extrair energia a partir da lignocelulose via
secrecdo de enzimas. Essas enzimas degradam a parede celular da planta e liberam monémeros
de acucares utilizados como substratos no metabolismo microbiano. Essa habilidade de
hidrolise enzimética é distribuida especialmente entre os fungos e bactérias (DE SOUZA,
2013).

1.2 Potencialidades dos residuos lignoceluldsicos e seu emprego em bioprocessos

Em funcdo da tecnologia empregada para a conversdo da lignocelulose, diferentes
bioprodutos poderdo ser obtidos, citando-se as enzimas (LEE et al., 2017; NOVELLI;
BARROS; FLEURI, 2016; SHAJAHAN et al., 2017; WYMAN et al., 2018), biocombustiveis
(GUERRERO; BALLESTEROS; BALLESTEROS, 2018; LEE et al.., 2017; SWAIN, 2017;
WYMAN et al., 2018), polimeros de agucar (JAGTAP et al., 2017), acidos organicos (DESSIE
et al., 2018), bioplasticos (MOSTAFA et al., 2015) e furfural (CHEN et al., 2017). Esse
aproveitamento ambientalmente adequado dos residuos de biomassa em sua totalidade, remete
ao conceito de biorrefinaria, cujo principal objetivo, é transformar os residuos de biomassa em
produtos que possam ser empregados pelas industrias através de uma combinacdo de
tecnologias e processos biotecnolégicos (FREITAS et al., 2013; POGGI-VARALDO et al.,
2014; SANTOS; BORSCHIVER; COUTO, 2012).

Em relacdo as enzimas, estima-se que 0s custos oriundos da sua obtencdo estejam
associados ao valor do material utilizado como substrato o que impulsiona a utilizacdo de
residuos agroindustriais como materia-prima para esse fim (DE SIQUEIRA et al., 2010). A
preocupacdo ambiental atrelada ao residuos lignocelulésicos tem impulsionado diversos
estudos que priorizam o emprego de enzimas para o reaproveitamento dos residuos e ndo apenas

em etapas do processamento da matéria prima, bem como, a reducdo do potencial poluidor
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agregadado aos materiais organicos quando indevidamente dispersos nas matrizes ambientais
(FERREIRA-LEITAO et al., 2010).

Nesse sentido, as celulases representam papel importante na conversdo do material
lignocelulésico em glicose, atuando especificamente sobre as celulose (KESHK, 2016; LEE et
al., 2017; SINGHANIA et al., 2017). Elas sdo caracterizadas por uma mistura complexa de
enzimas que atuam sobre o substrato de modo sinérgico, onde celulases, xilanases e beta-
glucosidades atuam conjuntamente. Esse complexo multi-enzimas inclui trés componentes
principais: as endoglucanases ou endo-1,4-B-D-Glucanase (EC 3.2.1.4), as exoglucanases ou
exo-celobiohidrolases (EC 3.2.1.91) e as p-glucosidases (EC 3.2.1.21) (KESHK, 2016;
SINGHANIA et al., 2017).

Essas enzimas celuloliticas sdo capazes de hidrolisar completamente o polimero de
celulose. Em termos de importancia no processo de hidrolise do residuo lignocelulésico, as
endoglucanases sdo responsaveis pela reducdo do grau de polimerizacdo da celulose atuando
randomicamente. As exoglucanases promovem a ruptura fisica do substrato, acarretando em
desestratificagéo das fibras do substrato, tornando as regides cristalinas do polimero em amorfas
(CASTRO; PEREIRA JR, 2010; KESHK, 2016; SINGHANIA et al., 2017), permitindo uma
melhor atuacdo do complexo enzimatico.

Assim como os fungos, muitas estirpes bacterianas podem ser empregadas para a
producdo de enzimas e para isso, a producdo de enzimas microbianas pode ser viabilizada por
dois processos: Cultivo em Fase Submersa (CFSm) e Cultivo em Fase Sélida (CFS). Nos CFS
as condicdes microbiologicas sdo muito similares aos encontradas em processos naturais de
compostagem. O material ndo sollvel empregado no CFS atua como suporte para 0 micro-
organismo que o utiliza também como fonte de nutrientes. A agua, em geral, encontra-se
complexada na matriz sélida do substrato, se observando a auséncia ou quase auséncia de agua
livre, condicdo que limita a atuacdo de um pequeno numero de micro-organismos, em sua
maioria fungos. Cabe salientar da importancia do teor de umidade e tamanho da particula
quando os residuos agroindustriais sdo utilizados, pois esses fatores podem ser limitantes
quando se trata da CFS (COUTO; SANROMAN, 2006; ORLANDELLI et al., 2012).

Em contrapartida, no CFSm o teor de agua ultrapassa 0s 95% e por esse motivo, se
permite um maior controle de temperatura e reducdo de perdas de bioprodutos (enzimas com
baixa estabilidade térmica). Entretanto os CFSm estdo mais suceptiveis as contaminacées
devido ao elevado teor de agua livre (CASTRO; PEREIRA JR, 2010; ORLANDELLI et al.,
2012).



13

Para qualquer processo escolhido, os meios empregados poderdo ser os subprodutos
agroindustriais, tais como o pd de tabaco e a farinha da casca de mandioca, que servem como
fonte de nutrientes. Entre os nutrientes essenciais para 0 crescimento microbiano estdo o
carbono, nitrogénio, fatores de crescimento e micronutrientes (NOVELLI; BARROS; FLEURI,
2016).
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APENDICE A — Screenning e isolamento de micro-organismos do RPT

Screenning

Para encontrar isolados com potencial de biorremediar o residuo pé de tabaco foi
adotado a técnica de screening da amostra de residuo pé de tabaco para o isolamento e
identificacdo preliminar dos micro-organismos com potencial de producdo enzimética.

Pesou-se 25 g do residuo, assepticamente, diluiu-se em 225 mL de dgua peptonada 0,1%
estéril e homogeneizou-se por agitagdo em BagMixer® durante 1 minuto (diluicdo 10-1). Apds,
o0 sobrenadante foi disposto em erlenmeyer procedendo-se com a dilui¢do seriada (até diluicdo
10-7). O volume de 0,1 mL de cada diluicdo foi semeado em superficie de &gar Nutriente — AN
(Extrato de carne 0,3%, peptona bacteriologica 0,5% e agar bacteriolégico 1,5%), para
isolamento de bactérias, e agar Sabouraud- AS (Dextrose 40%, peptona 10%, é&gar
bacteriolégico 20%) para isolamento de fungos. As placas contendo meio AN, foram incubadas
a 30°C por 3 dias e aquelas contendo o meio AS, incubadas a 25°C por 3-5 dias.

Os micro-organismos isolados foram identificados a partir de suas caracteristicas
morfologicas macroscopicas e pela forma, arranjo e reacdo tintorial das células (caracteristicas
microscopicas).

Para isolamento em cultura pura os micro-organismos foram individualmente estriados
por esgotamento em placas de AN ou AS. Os isolados foram cultivados e armazenados sob
refrigeracdo (4°C), com repliques mensais para manutencdo da cultura. Para 0 armazenamento
do isolado bacteriano, 0,8 mL da amostra crescida em caldo Brain Heart Infusion — BHI (Infuso
cérebro coracdo 17,5%, peptona 10%, dextrose 2%, cloreto de sodio 5%, fosfato dissodico
2,5%), foi adicionada em 0,2 mL de glicerol e mantidas a temperatura de -20°C (BALTZ et al.,
2010).

A partir dos diferentes micro-organismos isolados, foi feita a inoculacdo em placas de
Petri contendo os meios AS para os fungos e AN para as bactérias e incubadas por 5 dias a 25°C
e 30°C, respectivamente. Ap0s esse periodo, as coldnias foram repicadas para o centro de placas
de Petri contendo o meio sélido indicativo para atividade enzimatica especifica. Foram
analisadas qualitativamente as atividades enzimaticas, em triplicata, por meio das seguintes
provas enzimaticas:

(i) Pectinase: Os isolados foram semeados por picada em Agar Pectina e incubados até

crescimento das colbnias. A revelacdo do halo de hidrélise se deu através da adigcdo sobre a

BALTZ, R. H.; DEMAIN, A. L.; DAVIES, J. E. Manual of industrial microbiology and
biotechnology. American Society for Microbiology Press, 2010.



colénia de uma solugdo de iodo-iodeto de potassio (1,0 g iodo; 5,0 g iodeto de potéssio; 330
mL &gua) por 5 minutos (SOARES et al., 1999).

(i) Amilase: Os isolados foram semeados por picada em Agar Amido como indutor e
indicador de atividade. A revelacdo da atividade enzimatica foi realizada através da adicdo
sobre as col6nias uma solucdo de iodo (lugol) durante 5 minutos.

(iii) Protease: Os isolados foram semeados por picada em Agar Leite Desnatado — ALD
e incubadas até o crescimento das colénias. A expressdo metabolica foi evidenciada pela
formacdo de um halo transparente ao redor da col6nia, decorrente do metabolismo microbiano
sobre as proteinas existentes no meio.

(iv) Celulase: Os isolados foram semeados por picada em Agar Endoglucanase
(carboximetilcelulose 10%; extrato de levedura 0,6%; sulfato de magnésio hepta-hidratado
0,25%; fosfato monobasico de potassio 0,7%; fosfato dibasico de potassio 0,2%; sulfato de
amonio 1%; agar bacteriologico 20%). As placas foram incubadas até crescimento das colonias.
A revelacdo da atividade enzimatica pelas endoglucanases foi realizada através da adicao sobre
as colbnias uma solucdo de Vermelho Congo 1,4% + Tampéo Tris HCI 0,1 M durante 30
minutos e em seguida, 0 excesso da solucao foi removida com adicdo de NaCl 0,2 M, e lavagens
sucessivas com agua destilada.

As coldnias foram avaliadas pela sua capacidade de hidrolise dos respectivos substratos
através do indice enzimatico (IE), um parametro semiquantitativo que correlaciona o halo de
degradacéo do substrato e o didmetro médio da col6nia (STAMFORD et al., 1998).

Os resultados dos calculos dos IE, para os isolados sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- indice Enzimético para os isolados bacterianos para os substratos pectina, amido,
celulase e protease

Isolado Pectir]age Ami I,as_e Celu [as_e Prote,as_e
IE (média) IE (média) IE (média) IE (média)

JB1 2,267+0,274 1,094+0,088 4,180+0,489 1,046+0,017
JB2 1,199+0,071 0,000 2,178+0,402 5,233+0,243
JB3 2,265+0,485 1,010+0,036 5,181+0,272 1,096+0,020
JB4 1,889+0,435 1,022+0,013 3,389+0,417 1,049+0,008
JB5 3,492+0,449 1,350+0,076 5,472+0,488 1,661+0,239
JB6 1,584+0,503 0,000 5,059+0,625 0,000

SOARES, M. M.; SILVA, R. D.; GOMES, E. Screening of bacterial strains for pectinolytic
activity: characterization of the polygalacturonase produced by Bacillus sp. Revista de
Microbiologia, v. 30, n. 4, p. 299-303, 1999.



Identificacdo dos isolados empregados nos cultivos

Os micro-organismos isolados da amostra de po de tabaco foram identificados através
de suas caracteristicas macro e microscopicas. Inicialmente a técnica de coloracéo de Gram foi
empregada para a diferenciacdo de grupos de bactérias e a descricdo morfolégica das col6nias.

Provas metabdlicas também foram utilizadas para investigacdo do metabolismo
bacteriano, utilizando-se para tanto, o meio diferencial agar MacConkey (identificacdo
bactérias Gram negativas fermentadoras de lactose), agar Cetrimida (seletivo para
Pseudomonas aeruginosa) e agar NYDA (Nutrient Yeast Dextrose Agar) semi-seletivo para
isolamento de fitopatdgenos (Quadrol).

Quadro 1 - Testes metabolicos aplicados ao isolado bacteriana selecionada

Teste Tipo de Semeadura Incubacéo
Carboidratos (GI.'COSE’ Lactose Inoculacdo com alca de platina | 18-24 ha 37°C
e Dulcitol)
Utilizagdo do Citrato de Sodio | oV 1@ central sobre o biselcom 1\ - a7
alca de platina
« . i Inoculacdo em picada com
Inzgci(::uﬁ/lagti?iedfdzs éug:dglf?\h ) agulha de platina ndo 24 ha37°C
gar .1 M. ultrapassando 2/3 da coluna
Producéo de Urease Inoculacéo com alca de platina 24 ha35°C
Descarboxilacao da lisina Inoculacdo com alca de platina | 18-24 ha 35°C
o . Inoculacdo em plicada~com 714 dias a 28-
Hidrolise da gelatina agulha de platina ndo .
30°C
ultrapassando 2/3 da coluna
Protedlise do leite Inoculacéo com alca de platina 24 ha35°C
Descarboxﬂagaq do aminoacido ) . 714 dias 4 28-
lisina Inoculacdo com alca de platina .
30°C
Teste Vermelho de Metila (VM) « . o
e Voges Proskauer (VP) Inoculacdo com alca de platina 24 ha35°C

A Figura 1 demostra alguns dos resultados obtidos através das provas metabolicas
(Quadro 2) aplicadas ao isolado JB5. Pela identificacdo metabdlica, reacdo tintorial e aspectos
morfoldgicos do isolado observados através de microscopia, refere-se a uma bactéria do género
Bacillus sp. Em relacdo a identificacdo molecular do isolado, os resultados demostraram-se
inconclusivos, havendo, portanto, a necessidade de encaminhamento externo para a realizacdo

dessa analise.



Figura 1 - Resultado dos testes metabdlicos aplicados ao isolado JB5 (A, B, e C- Hidrélise do
dulcitol, lactose e glicose, respectivamente, em D- Hidrélise da gelatina, e em E- Hidrolise de
ureia)

Quadro 2 - Resultados das provas metabdlicas aplicadas ao isolado JB5

Prova metabolica Resultado obtido para o Resultado conforme
isolado JB5 literatura
Fermentacdo de Positiva sem producdo de Dulcitol (+)?, Lactose
carboidratos (Glicose, , (variavel) !, Glicose (+)!
Lactose, Dulcitol) gas
Utilizacao de Citrato Negativo Positivo?
Urease Negativo Negativo!
Producéo de H>S Negativo Negativo!
Indol Negativo Negativo!
Motilidade Negativo Positival
Protedlise do Leite Negativo -
Hidrolise da Gelatina Positiva Positival
Descarboxilacao da lisina Negativo Negativa®
Crescimento em meio McConkey (negativo)?,
MacConkey, Cetrimida, Negativo Cetrimida (negativo)?,
NYDA NYDA (-)
Vermelho de Metila e Negativo VM (negativo)! e VP
Voges Proskauer (VP) (positivo)?
Fenilalanina desaminase Negativo Negativo!

Legenda: 1- Aryal (2016), 2- Biopaddles™, 3- Lowbury e Collins (1955)

Ao comparar esses resultados com aqueles conferidos a espécie B. subtilis por
Biopaddles™; Lowbury e Collins (1955); Gordon et al. (1973) e Aryal (2016) verifica-se
grande similaridade de informagdes. Salienta-se que os resultados ditos positivos para as provas
metabdlicas, sdo representativos para 85-100% os isolados testados (Gordon et al., 1973), 0 que



poderia justificar os resultados diferenciados, ou mesmo erro de interpretacdo frente aos
resultados obtidos experimentalmente.

LOWBURY, E. J. L., COLLINS A. G. 1955. The use of a new cetrimide product in a

selective medium for Pseudomonas aeruginosa. J. Clin. Pathol. 8:47.
GORDON, R. E.; HAYNES, W.; PANG, C. H.-N. The genus bacillus. US Department of

Agriculture handbook, n. 427, p. 109-26, 1973.
ARYAL, S. Biochemical Test and Identification of Bacillus subtilis. 2016.
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ABSTRACT:

The development of bioprocesses allows the use of many microorganisms for the treatment
and/or remediation of a wide variety of industrial residues, such as tobacco powder (Nicotiana
tabacum L.). Tobacco powder, resulting from the processing of tobacco, is an abundant residue
in southern Brazil and large quantities are deposited directly in the crops leading to
accumulationt of substances often harmful to the environment. The objective of this work was
to search for alternatives to the use of tobacco powder through the isolation of bacteria and to
evaluate the potential of the isolates in the production of enzymes of industrial interest. The
centesimal composition of the residue was performed according to the Adolfo Lutz Institute.
The bacterial prospection was conducted by serial dilution in Nutrient Agar. After incubation,
at 30°C for 72 h, bacteria were isolated according to their distinct morphological characteristics
and pre-characterized by the form and tinctorial reactions of the cells. The enzymatic activity
of cellulase, protease, amylase and pectinase of the isolates was determined by the ratio between
the mean diameter of the degradation halo and the mean colony diameter expressed as Enzyme
Index (EI), spiked in specific media, incubated at 30°C for up to 5 days. The isolate with higher
El was identified through biochemical tests. The residue had the following centesimal
composition: moisture content: 13.75 £ 0.19; Proteins: 18.12 + 0.38; Ashes: 12.46 + 0.18;
Lipids: 4.14 + 0.22; Carbohydrates: 6.24 + 2.30. A total of six different bacterial colonies were
isolated from the tobacco powder. After the enzymatic tests, the isolate with the highest and
most extensive enzymatic activity was selected, with El-pectinase = 3,492 + 0,449; El-cellulase
= 5.472 £+ 0.488; El-amylase = 1,350 + 0,076; El-protease = 1.661 + 0.239. The isolate was
identified as a Gram positive rod, glucose and lactose fermenter and gelatin hydrolysis positive.
The results for urease, lysine decarboxylase, phenylalanine deaminase, VP (Voges Proskauer),
MV (methyl red) and citrate use were negative. The partial identification suggests a bacterium
of the genus Bacillus. In the liquid phase fermentation studies, the selected bacterium has shown
similar metabolic behavior in both the BHI commercial medium and in the tobacco powder
medium. The tested isolate showed, until now, a good potential for the bioconversion of the
tobacco powder in enzymes with industrial application.

Keywords: tobacco powder, enzymatic activity, bioprocess
Financial support: CAPES, FAPERGS
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PROSPECCAO DE ESPECIES BACTERIANAS PRODUTORAS DE ENZIMA EM
MEIO ALTERNATIVO PO DE FUMO

Ana Paula Miiller, Joyce Cristina Gongalvez Roth, Michele Hoeltz, Lisianne Brittes Benitez
Resumo

Em virtude das quantidades e de certas caracteristicas das substancias poluidoras, como
persisténcia e toxicidade, a poluicdo ambiental representa um perigo para a salde humana, de
animais e de plantas, além de comprometer a habilidade ambiental para sustentacdo da vida.
Deste modo, reduzir e/ou remediar estes poluentes é extremamente necessario a melhoria da
qualidade ambiental. O objetivo desse trabalho é a prospeccdo de microrganismos produtores
de enzimas, cultivados em meio contendo o residuo industrial po de fumo, como alternativa em
etapas de tratamento de efluentes da inddstria fumageira. Para isso, a triagem de bactérias
presentes no residuo foi realizada pela técnica de diluicdo seriada e semeadura em Agar
Nutriente. Ap0s incubacdo a 30°C por 72 h as bactérias foram isoladas de acordo com as
caracteristicas macroscépicas das distintas colonias e pré-identificadas pela forma, arranjo e
reacao tintorial das células. Para verificacdo do potencial enzimatico, os isolados foram
repicados para meios de cultura especificos (celulase, protease, amilase e pectinase) e incubados
a 30°C. As bactérias foram avaliadas pela sua capacidade de hidrolise dos respectivos substratos
através do indice enzimatico (IE). O residuo po6 de fumo foi encaminhado a Central Analitica
da UNISC e caracterizado conforme a presenca de metais, aléem do teor de cinzas. Analises
complementares de nitrogénio (método Kjeldahl), fosforo (colorimetria) e verificagcdo de
principios ativos de agrotdxicos por meio da Cromatografia Gasosa com detector de
Espectrometria de Massas (CG-EM) serdo realizadas na sequéncia do estudo. O isolado com
maior IE foi submetido a identificacdo por provas metabdlicas. Foram isoladas do residuo pé
de fumo 6 diferentes colbnias bacterianas, submetidas a coloracdo de gram. Apds 0s testes
enzimaticos, foi selecionado o isolado que apresentou maior e mais ampla atividade enzimatica,
sendo IEpectinase=  3,492+0,449; IEcelulase=5,472+0,488; IEamilase=1,350+0,076;
IEprotease= 1,661+0,239. O isolado, nomeado como PF1, apresentou resultados positivos para
a fermentacdo de carboidratos (glicose, lactose e dulcitol) sem a formacao de gés, hidrélise da
gelatina, e resultados negativos para a hidrolise de ureia, e crescimento em agar cetrimina, VP
(Voges Proskauer) e VM (vermelho de metila), citrato, lisina descarboxilase e fenilalanina
desaminase. O residuo apresentou 40,31+1,59 % de cinzas, destacando-se na analise de metais
os teores médios de Ca (296,43 mg mL™), K (305,70 mg mL?), Al (94,69 mg mL™) e Mg
(71,17mg mL™). As concentracOes de metais presentes diferem das concentragdes encontradas
em outros trabalhos, devido a sua natureza mista. O p6 de fumo pode conter residuos em
proporcoes distintas de talo e folha, que poderiam contribuir para essa diferenciacdo. O isolado
testado mostrou, até o momento, excelente potencial para a bioconversdao do residuo em
enzimas com aplicacdo industrial, demonstrando através da curva de crescimento a adaptacéo
de PF1 ao p6 de fumo como substrato alternativo para crescimento.
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PRODUCAO DE CELULASES POR Bacillus sp. UTILIZANDO O RESIDUO PO DE
TABACO COMO SUBSTRATO ALTERNATIVO

Aline Otto Pfeifer, Joyce Cristina Gongalvez Roth, Cleiciane dos Reis Rosa, Rosana de Cdssia de
Souza Schneider, Michele Hoeltz, Lisianne Brittes Benitez

Resumo

Os residuos gerados durante os processos agroindustriais representam desperdicio e podem
gerar graves problemas de poluicdo ao ambiente. Na regido sul do Brasil a producao de residuos
associados a indastria do fumo é significativa, destacando-se o0 po de tabaco. Este residuo
lignocelulésico tem sido depositado diretamente no solo como fertilizante, entretanto ainda néo
se conhece os efeitos desta deposicdo a longo prazo. A producdo de biocompostos a partir de
residuos agroindustriais € uma alternativa que além de agregar valor ao residuo pode reduzir
seu volume impactando positivamente na qualidade do ambiente. Desse modo, 0 objetivo desse
estudo foi avaliar a producéo de enzimas celulases pela bactéria Bacillus sp. quando cultivada
em meio contendo o residuo industrial pé de tabaco. A metodologia proposta utilizou o cultivo
em fase submersa, testando trés diferentes temperaturas (27, 33 e 37°C), para promover 0
crescimento do microrganismo e a consequente producéo de celulases. Para isso, dois diferentes
meios foram utilizados, o meio Caldo Padrdo (CP) composto de BHI (Brain Heart Infusion)
acrescido de 2% de Carboximetilcelulose (CMC) e o0 meio Caldo Pé de Tabaco (CPT) (10g L-
1), obtido através da infusdo do residuo em éagua fervente e posterior filtragdo. Aos caldos
estéreis adicionou-se um volume de 10% de um pré-indculo da bactéria, preparado a partir da
inoculacdo do microrganismo em 20 mL de caldo BHI esteéril, mantida a 35°C overnight sob
agitacdo (150 rpm). A fermentacdo foi conduzida nas trés diferentes temperaturas propostas
(27, 33 e 37°C), sob agitacdo de 150 rpm e pH inicial de 7, durante 288 horas. Para a
determinacdo da atividade enzimatica foram retiradas aliquotas de ambos os caldos em
intervalos regulares de 24 horas. Para a extracdo das enzimas em meio liquido, as aliquotas
foram centrifugadas (5000 rpm, por 20 minutos), e o sobrenadante utilizado para a analise da
atividade enzimatica. Para cada complexo enzimatico uma metodologia diferenciada foi
adotada. Todas as atividades enzimaticas foram determinadas em espectrofotometro UV-visivel
em comprimento de onda de 540 nm, acompanhadas por controles. As atividades enzimaticas
das celulases produzidas pela bactéria Bacillus sp. resultaram em diferentes valores para cada
temperatura testada. No Caldo Padrdo (CP) as atividades foram maiores se comparadas ao
Caldo P6 de Tabaco (CPT). A atividade da CMCase (endoglucanases) atingiu valor maximo
para o CP apds 48 horas de atividade a 37°C (4,770Ul/mL), e em CPT se observou uma elevacgéo
da atividade no Gltimo tempo de observacao, correspondente a 288 horas de cultivo. A atividade
de exoglucanase (Avicelase) teve sua maior atividade em CP na temperatura de 28°C (4,184
Ul/mL) e em CPT em 37°C (1,947 Ul/mL), igualmente em 288h de cultivo. Os valores para a
atividade celulolitica total (FPase) foram semelhantes para todas as temperaturas testadas, tanto



em CPT quanto em CP. Considerando os maiores valores de atividade enzimatica encontrados
para cada meio é possivel observar que ndo houveram diferengas que possam ser consideradas
significativas. A atividade de beta-glicosidase teve seu valor maximo atingido apos 288 horas
de atividade a 28°C (1,433 Ul/mL) para o CP e a 33°C (1,147 Ul/mL) para o CPT. Concluiu-
se que embora o caldo padréo tenha apresentando os maiores indices de atividade enzimética o
po de tabaco como substrato alternativo mostrou-se eficiente para aplicagdo na obtencéo de
celulases pela bactéria Bacillus sp.
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OTIMIZACAO NA PRODUCAO DE CELULASES DE BACILLUS SP. POR CULTIVO EM
FASE SUBMERSA A PARTIR DO RESIDUO PO DE TABACO

Renata Luiza Scherer, JOYCE CRISTINA GONCALVEZ ROTH, Elton Mateus Kipper Schuch,
Michele Hoeltz, Lisianne Brittes Benitez

Resumo

Os processos que geram produtos biotecnoldgicos tém obtido cada vez mais importancia no
desenvolvimento da tecnologia ao redor do mundo. A destinacdo dos residuos produzidos pelas
agroindustrias para a producdo de biocompostos tem sido uma alternativa utilizada para
agregacao de valor aos residuos. Enzimas microbianas, como as celulases, s&o um dos
principais produtos obtidos através de processos biotecnologicos como o cultivo em fase
submersa. O rendimento produtivo de enzimas depende de avaliagdes da inter-relagdo de uma
variedade de fatores abioticos que contribuem para a otimizagdo da producdo de celulases.
Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar os melhores fatores abioticos para condugdo de um
cultivo submerso utilizando-se uma bactéria do género Bacillus sp., isolada do residuo pé de
tabaco, através do planejamento experimental de Composto Central (CC) e analise de superficie
de resposta visando otimizar a producéo de celulases totais (FPase). O design de CC avaliou 5
fatores, e 3 pontos centrais, totalizando 29 ensaios, nos quais foi medida a atividade enzimatica
total (FPase) em Ul mL™. Os fatores foram avaliados em 5 diferentes niveis (-a, -1, 0, +1, +a)
e incluiram: temperatura (°C); velocidade de agitacdo (rpm); concentracdo do residuo (g/L);
quantidade de indculo bacteriano (%); e concentracdo de Tween 80 (%). O pH foi fixado em 5
durante os experimentos. A matriz de planejamento e a avaliacdo das respostas foram obtidas
através do software Statistica. O caldo de cultivo foi obtido através de uma infusdo com o
residuo de po de tabaco em diferentes concentracdes. O inoculo foi preparado em caldo BHI
estéril, mantido a 35°C, overnight sob agitacdo (150 rpm), com concentracdo inicial
determinada através da densidade dptica (0,9 a 1). Os resultados na producdo de FPase, em 48
horas de fermentagéo, variaram de 0,8647 até 5,2933 Ul mL?, reforcando a importancia de
avaliar-se a influéncia da variacdo dos diferentes fatores na producdo de celulases durante o
processo fermentativo. Os fatores considerados significativos (p=0,01) foram a temperatura,
velocidade de agitacdo e concentracdo de indculo, permitindo a obtencdo da equacdo de
regressdo linear de segunda ordem Y=-23,613+0,444T+0.113A-0.0025T2-0.0002A2-0.039212
com R2=0.87287. A falta de ajuste (Lack of fit) ndo foi significativa, demostrando que o0 modelo
proposto é adequado. A analise da superficie de resposta demostrou que condicBes otimizadas
para a validacdo do modelo predito pelo software deverdo ocorrer em: temperatura de 70°C,
velocidade de agitacdo de 180 rpm, 55 g/L de pé de tabaco, 8% de indculo, 4% de Tween 80.
A conducdo dessa validacdo vem sendo realizada pelo grupo de pesquisa a partir de um
processo de cultivo em fase submersa em um biorreator de 5 L. Concluiu-se que os resultados
de otimizacdo do processo fermentativo sdo bastante promissores considerando que o pé de
tabaco, produzido em grandes quantidades pela industria do tabaco, ao ser utilizado como
indutor da producéo de celulases pode otimizar a eficiéncia do agronegocio, além de reduzir os
impactos negativos ao meio ambiente.
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“CONTRIBUICAO PARA GESTAO DE RESIDUOS NA INDUSTRIA DO FUMO
PELA OBTENCAO DE CELULASES A PARTIR DO PO DE TABACO”

Lisianne BRITTES BENITEZ lisianne@unisc.br
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Michele Hoeltz hoeltz@unisc.br
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Os residuos representam materia-prima ndo utilizada e, portanto, a¢des que busquem o seu
reaproveitamento/reciclagem s@o essenciais na busca da sustentabilidade. A disponibilidade
desses materiais € dependente diretamente do processamento da matéria prima e podera variar
conforme a realidade regional-local. O objetivo deste estudo foi demostrar uma alternativa para
a destinacéo final dos residuos solidos gerados pela industria do fumo na regido sul do Brasil.
O residuo po6 de tabaco, cedido por uma industria de processamento de tabaco localizada no
municipio de Santa Cruz do Sul-RS, foi utilizado como substrato alternativo para a producao
de celulases por uma cepa de Bacillus sp., isolada do proprio residuo, a partir da técnica de
Cultivo em Fase Submersa. Foram testadas as atividades das enzimas FPase, Celobiase,
Avicelase e CMCase em trés diferentes temperaturas, mantidas fixas as variaveis pH (7,0) e
velocidade de agitacdo (150 rpm) do meio. Para fins de comparacéo utilizou-se como controle
0 meio composto de BHI + 2% CMC. Como resultados preliminares observou-se que a
temperatura de 33°C foi a que apresentou maiores indices de atividade para a maioria das
enzimas, exceto para a avicelase (27°C), além disso, que a celobiase apresentou atividade
similar em ambos 0s meios testados. O isolado bacteriano testado mostrou, até 0 momento, boa
adaptacdo de CBJB5 ao po de tabaco como substrato alternativo para crescimento. O residuo
po de tabaco permitiu o desenvolvimento da bactéria através da producdo de enzimas do
complexo celulolitico, entretanto salienta-se que as melhores condi¢cdes para maximizacao
dessa producdo, ainda serdo melhor exploradas. Palavras-chave: residuo industrial, P6 de
tabaco, celulases, Cultivo em Fase Submersa
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Caracterizacao quimica do residuo p6 de tabaco para emprego em bioprocessos

Joyce Cristina Gongalvez Roth!, L. B. Benitez?, M. Hoeltz?
1 Universidade de Santa Cruz do Sul - Unisc

Resumo: Uma gestéo eficiente dos residuos dos diversos processos produtivos € uma premissa
obrigatoria de acordo com a legislacdo ambiental vigente e é de responsabilidade das inddstrias
geradoras desenvolver/modificar processos ou buscar solucgdes sustentaveis para essa questéo.
Este trabalho teve como objetivo analisar as propriedades quimicas do p6 de tabaco procurando
identificar seu potencial de uso em bioprocessos. A amostra do residuo po de tabaco foi cedida
por uma industria fumageira, do municipio de Santa Cruz do Sul/RS. O teor de umidade,
proteinas, cinzas, lipideos e metais foram determinados por métodos classicos. A determinacédo
dos acucares foi feita atraves da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) (Shimadzu)
com detector RID-20A, e a interpretacdo dos dados analiticos, atraves do software RealTime
Analyses (GPC-System). O teor de lignina presente na amostra, foi determinado através da
filtracdo a vacuo do conteudo presente no interior do frasco Schott, e secagem do material retido
no filtro em estufa a 45°C até peso constante. Um perfil cromatografico dos compostos
presentes na amostra foi obtido a partir do infravermelho (4.000 a 600 cm-1). Em relacdo aos
principais metais, a amostra apresentou os teores (mg/mL) de Ca, K, Al, Fe, Mn e Zn
equivalentes a 296,43; 305,70; 94,69; 40,80; 5,76 e 0,96 respectivamente, pH 7,17, teor de
humidade inferior a 1%, ~ 60% de cinzas e valores percentuais (%) de lipideos, proteinas,
celulose e lignina equivalentes a 3,215 + 0,088; 20,125 + 0,195; 30.184 + 2.284 e 38.751 +
7.137, respectivamente. As concentracGes de metais, valor de pH e demais analises diferem
daquelas encontradas em outros trabalhos. Isso pode ser justificado pela natureza mista do
residuo p6 de tabaco, com proporgdes distintas de talo e folha, o que contribui para essa
diferenciacdo. Conclui-se que o residuo pode ser utilizado como substrato para o crescimento
microbiano, devido a presenca de acucares fermentesciveis e auséncia de metais em niveis
potencialmente nocivos ao desenvolvimento biotico.

Palavras-chave: Bioprocessos, Propriedade Quimica, P6 de Tabaco
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ABSTRACT:

The residue of tobacco powder is a by-product of tobacco processing and symbolizes a concern
at the level of final disposal. Their conversion into bioproducts may represent an alternative
from the economic and environmental point of view. The productive yield of enzymes depends
on evaluations of the interrelationship of a variety of abiotic factors that contribute to the
optimization of cellulase production. Thus, it is justified to evaluate the best abiotic factors for
conduction of the submerged culture using an isolate of the genus Bacillus sp. through the
Plackett-Burman experimental design (PB), to the enzymatic production FPase. The PB design
evaluated N + 1 experiments, and 3 central points, thus totaling 15 trials considering variables
described as significant. The nutritional medium was obtained by infusing the tobacco powder
residue in different concentrations. The inoculum was prepared in sterile BHI broth, maintained
at 35 ° C, overnight under agitation (160 rpm), with initial concentration determined by optical
density (0.9 to 1). The planning matrix and the evaluation of the responses were obtained
through Chemoface software v1.61. The factors were evaluated in the high (+) and low (-) levels
and included: temperature (65 and 45 ° C); agitation (200 and 120 rpm); pH (5 and 9); residue
(45 and 15%); inoculum (10 and 2%); NaCl (5 and 0%) and Tween80 (5 and 0%). The results
in the production of FPase, in 48 hours of fermentation showed a wide variation of enzyme
production, 3.4914 to 1.89 1U ml-1, emphasizing the importance of variation of various factors
studied. All factors were considered significant (p<0.05), and pH and NaCl concentration
showed a negative effect on the production response of FPase. Industrially the wide range pH
range found for the production of cellulases may be an important feature due to the stability
conferred to the enzyme. The next step of the research will be to define the optimum levels for
cellulolytic enzymatic production and their interactions through Central Compound (CC)
planning using the variables considered significant in the PB planning (Temperature, agitation,
residue concentration, inoculum and Tween). The NaCl concentration and pH will be
maintained at the low level (-1) due to its negative effect on FPase production.

Keywords: Bacillus, Experimental design, FPase.
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Capitulo de Livro Publicado. Sustentabilidade e Responsabilidade em Foco — Volume
13, 2019. Editora Poisson (ISBN: 978-7042-068-3)

“Contribuicdo para Gestao de Residuos na Industria do fumo pela obtencéo de celulases
a partir do p6 de tabaco™

1. Introdugéo

A adequada Gestdo dos Residuos possibilita melhoria no cenério econdémico e ambiental das
empresas gque buscam atender as novas exigéncias de um mercado consumidor cada vez mais sensivel
as mudancas ambientais a0 mesmo tempo em que garante economia em termos de consumo de matéria
prima e de tratamento de residuos. A Gestdo Ambiental é definida como as diretrizes e atividades
administrativas e operacionais aplicadas no intuito de obter efeitos positivos sobre o meio ambiente,
reduzindo ou eliminando os danos e problemas causados pelas a¢fes humanas ou também evitando que
0s mesmos surjam (BARBIERI, 2016).

Os residuos representam matéria-prima ndo utilizada e, portanto, acées que busquem o seu
reaproveitamento/reciclagem sdo essenciais na busca da sustentabilidade. O emprego de residuos
oriundos das agroindustrias se estende a bagacgos, cascas, farelos, tortas e pd. A disponibilidade desses
materiais é dependente diretamente do processamento da matéria prima e podera variar conforme a
realidade regional-local.

O residuo pd de tabaco tem sido depositado diretamente no solo com a finalidade de melhorar
a sua qualidade nutricional. Entretanto, ainda ndo se conhece os efeitos em longo prazo de sua deposicao.
Assim, buscar tecnologias de aprimoramento que visem reduzir e/ou remediar os residuos gerados nos
processos produtivos sdo extremamente necessarias para minimizacao do efeito danoso associado, e por
consequéncia, melhoria da qualidade ambiental.

O emprego dos bioprocessos, pela produgdo de enzimas utilizando os residuos lignocelul6sicos
gerados, atende a esta premissa, pois permite a industria aplicar principios norteadores da Gestéo
Ambiental de Residuos ao mesmo tempo em que atende aos requisitos ambientais para minimizag&o dos
impactos ambientais inerentes as suas atividades.

O objetivo desse trabalho foi demostrar uma alternativa para a destinagdo final dos residuos
sélidos gerados pela industria do fumo, que atenda aos preceitos ambientais, pela melhoria da qualidade,

e econdmicos, pela valorizagdo econémica do residuo po de tabaco e sua conversdo em bioprodutos.



2. Referencial tedrico

A Gestdo Ambiental visa obter ou assegurar a economia, 0 uso racional de matérias-primas e
insumos, dando destaque a responsabilidade ambiental das empresas, buscando permanente melhoria da
qualidade ambiental dos servicos, produtos e ambiente de trabalho de qualquer organizacdo publica ou
privada. Ela oferece meios eficientes para o0 uso dos recursos naturais, e ainda gerar lucro para as
organizacdes, além de aplicar medidas corretivas e preventivas, a fim de corrigir ou impedir a geracao
de impactos adversos (LUNKES, 2008; PHILIPPI et al. 2013).

Frente a crescente cobranca por uma postura responsavel e de comprometimento com o meio
ambiente, as empresas tém procurado estabelecer formas de gestdo com objetivos explicitos, de controle
da poluicéo e de redugéo das taxas de efluentes, controlando ou minimizando os impactos ambientais
como também otimizar o0 uso de recursos naturais — controle de uso da agua, energia, e outros insumos.
Empresas e indUstrias de varios setores estdo voltando suas a¢cGes em prol da gestdo ambiental aplicada
aos residuos (CHAN e WONG, 2006; TEIXEIRA e BESSA, 2009).

De modo geral, pouca preocupacdo tem sido observada nos setor agroindustriais geradores de
residuos, e a Producdo mais Limpa (P+L) pode ser inserida neste setor como instrumento estratégico
para a obtencdo de bioprodutos e pela melhoria da eficiéncia das etapas produtivas (LAUFENBERG et
al., 2003).

A producdo de residuos agroindustriais € significativa ao se contabilizar as suas diferentes
origens e formas, mas independente de sua origem, esses materiais gerados durante as processos
agroindustriais representam desperdicio e risco ambiental. Atualmente os principais destinos dados aos
residuos referem-se a sua aplicacdo direta no solo, seu incremento em objetos utilizados para a
construcdo (isolantes e painéis), queima direta como combustivel (forma sélida ou liquida através do
processo de pirdlise) e aquecimento (SPADOTTO e RIBEIRO, 2006; EL-HAGGAR, 2007). Esses
materiais, devido as suas caracteristicas quimicas, apresentam potencialidades que precisam ser melhor
exploradas.

Na regido sul do Brasil é grande a producdo de residuos associados a industria do fumo,
destacando-se o0 p6 de tabaco. De acordo com Sinditabacos (2017), em 2015 foram plantados cerca de
308 mil hectares de fumo na regido sul brasileira e uma producdo de aproximadamente 700 mil
toneladas. O processamento industrial do tabaco envolve a separagdo mecénica da lamina e do talo
realizada pelos separadores e debulhadores. Um processo de secagem é adicionado para manter o nivel
de umidade do tabaco uniforme. Ao final do processamento, 89% da matéria-prima é aproveitada. De
acordo com Tedesco et al (2011), o p6 de tabaco e os talos sdo considerados os principais residuos da
industria fumageira. O p6 de tabaco representa 95% do total dos residuos produzidos.

Os residuos lignocelulésicos sdo formados por trés componentes poliméricos majoritarios: a
lignina, celulose e hemicelulose, unidas entre si, por ligagdes covalentes, formando uma estrutura

extremamente complexa e resistente ao ataque microbiano (CASTRO e PEREIRA JR, 2010). Para



serem convertidas em bioprodutos, esses componentes precisam ser convertidos em aglcares
fermentesciveis (KUMAR et al. 2009; VALENCIA e CHAMBERGO, 2013).

O aproveitamento dos residuos agroindustrias exige etapas de preparacgao da biomassa residual,
incluindo um (i) pré-tratamento, para reducdo do tamanho da particula e da cristalinidade da fibra vegetal
e (i) hidrolise, que pode ser quimica ou enzimatica. Como as condi¢des ambientais para a atuacdo de
enzimas ocorrem de modo geral, e condi¢Bes brandas de temperatura, pressao e pH quando comparados
aos processos quimicos, a hidrolise enzimatica tem sido a escolha mais adequada. Estdo envolvidas na
catalise enzimatica diversas enzimas do complexo celulolitico, incluindo as endoglucanases,
exoglucanases e B-glucosidades (KUMAR et al, 2009; THOMAS et al, 2016).

3. Metodologia

3.1 Amostragem
O residuo pd de tabaco foi cedido por uma industria localizada no municipio de Santa Cruz do

Sul-RS, e mantido em frasco hermeticamente fechado.

3.2 Manutencéo da cultura e Cultivo em Fase Submersa

Para o cultivo em Fase Submersa (CFSm) a cepa bacteriana do género Bacillus sp., nomeada de
CBJB4, isolada do residuo p6 de tabaco, foi cultivada em placa contendo o meio 4gar nutriente- AN
(Extrato de carne 0,3%, peptona bacterioldgica 0,5% e &gar bacterioldgico 1,5%) e armazenada sob
refrigeracdo (4°C) com repiques mensais para a manutencdo da cultura.

Dois diferentes meios foram empregados no CFSm com a finalidade de analisar
comparativamente a taxa de producdo enzimatica com as diferentes fases de crescimento celular. Os
meios utilizados foram (i) Caldo Padrdo Brain Heart Infusion — BHI (CP) (Infuso cérebro coracéo
17,5%, peptona 10%, dextrose 2%, cloreto de sddio 5%, fosfato dissddico 2,5%) acrescido de 2% de
Carboximetilcelulase (CMC) e Caldo P6 de Tabaco (CPT) (10 g.L™), preparado a partir de uma infuséo
com po de tabaco e 4gua fervente, posteriormente filtrado. Aos caldos estéreis adicionou-se um preé-
indcuo, preparado a partir da inoculagéo do isolado em 20 mL de caldo BHI estéril, mantida a 35°C em
overnight sob agitacdo (150 rpm), em incubadora shaker SL — 222 SOLAB. O volume do pré-inéculo
utilizado para inoculacdo dos caldos foi equivalente a 10% do volume utilizado para a fermentacéo
liquida.

A fermentacéo foi conduzida em trés diferentes temperaturas (27, 33 e 37°C), sob rotacéo de

150 rpm e pH inicial 7, durante 216 horas.

3.3 Determinacédo das Atividades Celuloliticas
Para a determinacgdo da atividade enzimatica foram retiradas aliquotas de ambos os caldos em

intervalos regulares de 24 horas. Para a extracdo das enzimas em meio liquido, as aliquotas foram



centrifugadas (5000 rpm, por 20 minutos), e o sobrenadante utilizado para a analise da atividade
enzimatica. Para cada complexo enzimatico uma metodologia diferenciada foi adotada. Todas as
atividades enzimaticas foram determinadas em espectrofotdmetro UV-visivel em comprimento de 540
nm, acompanhadas por controles.

Uma curva padrao de glicose foi construida para permitir a determinagao dos agtcares redutores
formados em cada uma das atividades celuloliticas. Para constru¢cdo da curva padrdo de glicose,
diferentes concentracgdes de glicose (0,1 até 0,9 g L™) foram preparadas. 0,5 mL de cada uma das
solucdes de glicose foram adicionadas em 9 tubos de ensaio juntamente com 0,5 mL de uma solugéo 3,5
dinitro-salicilico (DNS). Os tubos foram submetidos a banho-maria a 100°C, por 15 min. Apds esse
tempo, aos tubos foram adicionados 5 mL de agua destilada e realizadas as leituras em espectrofotdmetro
a 540 nm (VASCONCELOS et al., 2013).

A unidade de atividade enzimatica (Ul) foi definida como a quantidade de enzima capaz de
liberar 1 pmol de agUcares redutores, por minuto a 50 °C. Os valores foram expressos em U/mL, onde
1 unidade representa 1 umol de agucar redutor correspondente produzido por minuto. A absorbancia foi
medida no espectrofotbmetro a 540 nm. Os ensaios de atividade enzimatica dos experimentos foram
realizados em triplicata.

Para a determinacdo da atividade ceulolitica total (endo+exoglucanases) (FPase) adotou-se o
método descrito por (GHOSE, 1987). Uma tira de papel Whatman n° 1 (1 cm x 6 cm, ~50 mg) enrolada
em formato espiral foi disposta dentro de tubos de ensaio de 9 cm contendo em cada tudo 1 mL de
solucdo tampao citrato de soédio 0,05 M pH 4,8. Em seguida, foram adicionados 0,5 mL do caldo
enzimatico, nos diferentes tempos, aos tudo de ensaio, que serdo entdo homogeneizados e mantidos em
banho-maria 50°C por 60 min. Os tubos serdo entdo resfriados a temperatura ambiente. Aos tubos foram
adicionados 3 mL do reagente DNS para interromper a reacdo e a solucdo resultante foi submetida ao
aquecimento em banho-maria 100 °C durante 5 min, e posterior leitura em espectrofotémetro.

A atividade de CMCase (endoglucanases), foi determinada pela adi¢do de 0,5 mL da solugéo
tampdo de citrato de sodio pH 4,8 0,05 M em 0,5 mL de solu¢do CMC 2% e 0,5 mL de extrato
enzimatico, seguida de banho-maria a 50 °C por 30 minutos. Apo6s, foi adicionado em cada tubo, 3 mL
de solucdo DNS para interromper a reacdo de hidrolise. Os tubos serdo submetidos a novo banho banho-
maria em agua fervente por 5 minutos, seguido de leitura em espectrofotémetro (Miller, 1959).

A atividade de exoglucanase foi determinada pelo método (Ghose, 1987), empregando Avicel
2% (celulase microcistalina) como substrato. O volume de 0,5 mL da solugdo tampéo de citrato de
sodio pH 4,8 0,05 M foi homogeneizada em 0,5 mL de solucdo Avicel 2%, com adi¢do de 0,5 mL de
extrato enzimatico, e posterior banho-maria a 50 °C por 30 minutos. Apds, foi adicionado em cada tubo,
3 mL de solugdo DNS e leitura em espectrofotometro.

A atividade de beta-glicosidase foi determinada pelo método recomendado pela IUPAC
(GHOSE, 1987), empregando celobiose 15 mM como substrato. Foram adicionados aos tubos de ensaio,

1 mL do extrato enzimético (para cada intervalo tempo) acrescidos em 1mL do tampdo Citrato 0,05M



pH 4,8 e 1 mL da solugdo de 15 Mm de Celobiose. Os tubos foram entdo incubados em banho-maria
por 30 minutos a 50°C. A reacéo foi entdo interrompida pela imersdo dos tubos em banho fervente por
5 minutos, seguido de um banho de agua fria. As leituras foram realizadas em espectrofotémetro a
540 nm.

4. Resultados e Discusséo
A evolucdo das atividades celuloliticas para os CP e CPT, ao longo das 168 horas estdo

demonstrados pelas Figuras 1, 2 e 3.

Figura 1- Variacdo das Atividades Celuloliticas utilizando Caldo Padrdo BHI (CP) e Caldo P6 de
Tabaco (CPT) na temperatura de 27°C
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Figura 2- Figura 1- Variacdo das Atividades Celuloliticas utilizando Caldo Padrdo BHI (CP) e Caldo
P6 de Tabaco (CPT) na temperatura de 33°C
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Figura 3- Figura 1- Variacdo das Atividades Celuloliticas utilizando Caldo Padrdo BHI (CP) e Caldo
P6 de Tabaco (CPT) na temperatura de 37°C
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O tempo de fermentacdo estabelecido em 216 horas é devido ao comportamento da fase de
crescimento da cepa testada em CP, onde fica evidenciado a fase de declinio. Além disso, demais
pesquisas envolvendo o género Bacillus, curvas de crescimento foram observadas. E o caso dos estudos
conduzidos por Ladeira et al (2015), em que a producdo de celulases (CMCase e Avicelase) pela cepa
Bacillus sp. SMIA-2 foi avaliada durante as primeiras 168 horas, onde se observou a fase de declinio
celular. Esse estudo demonstrou que a producdo de enzimas endo e exoglucanases entra em declinio
apos as 168 horas. A maxima atividade foi encontrada quando a temperatura de fermentacao foi mantida
em 50°C. Kuancha et al. (2017) encontrou melhor atividade CMCase e de Xxilanase, quando a
temperatura foi mantida em 60°C.

Apesar disso, dentro da faixa testada, a temperatura de 33°C apresentou de modo geral 0s
maiores picos de atividade para CPT. Para a avicelase, 0 maior pico de atividade foi observado no tempo
de 96 horas e 27°C. Sugere-se ampliar a faixa de temperatura para que seja possivel avaliacdo de
estabilidade térmica das enzimas, importante para futuros empregos industriais.

Observa-se que para a atividade de celobiase, os valores obtidos de atividade foram
proporcionalmente similares (CP/CPT préximo de 1) quando comparado o meio padrdo (CP) e
alternativo (CPT). Diferentemente para as demais atividades, onde foram observadas diferencas
significativas. A Tabela 1 mostra a relagdo proporcional média entre o CP e CPT para o nivel mais alto

de atividade enzimatica para diferentes temperaturas.



Tabela 1- Relagdo CP/CPT para as atividades enzimaticas testadas considerando o maior valor obtido
em cada faixa de temperatura testada

27°C  33°C  37°C  27°C  33°C  37°C  27°C  33°C  37°C
CPT CP CP/CPT

FPse | 0,480 0544 0444 3304 3686 3,440 6,890 6,776 7,753

Celobiase | 0,766 1,096 1,030 1,076 1,004 00991 1,405 0,916 0,962

Avicelase | 1,310 1,073 0,788 3,101 3,193 3,188 2,367 2,977 4,046

CMCase | 0,411 0932 0478 3,878 4,198 4296 9,437 4505 8,988

A partir dessa dos dados evidenciados nessa Tabela, percebe-se que o substrato alternativo po
de fumo apresenta capacidade de ser empregado para a obtencéo de enzimas celuloliticas, mas que novos
ensaios precisam ser realizados de forma a promover maior niveis de atividade que sejam atrativos
industrialmente. Liu et al. (2006) demonstrou que a adicdo de surfactantes como o0 Tween 80 podem
estimular a producdo de celulases e xilanases em processos fermentativos, e podem ser interessantes
quando o objetivo é a bioconversao ou biodegradacéo de residuos lignocelulésicos.

Nosso estudo mostra que a atividade Avicelase foi maior, para as diferentes faixas de
temperatura avaliadas, que a CMCase. Outros estudos ja demostraram que bactérias de género Bacillus
possuem altos niveis de exoglicanases (BEUKES e PLETSCHKE, 2006; LADEIRA et al, 2015), apesar
do género Bacillus apresentar em geral, elevadas atividades na presenca de carboximetilcelulose.

Como jéa era esperado, as atividades enzimaticas do CP sdo superiores ao do CPT. Nos estudos
conduzidos por Sadhu et al (2014), o tempo de incubacao foi essencial para a avaliacdo das atividades
enzimatica, avaliadas em tempos superiores a 216 horas. Assim, sugere-se ampliar a faixa de tempo de
fermentacdo para obter uma melhor avaliacdo das atividades celuloliticas utilizando-se o residuo p6 de

tabaco.

5. Conclusdes

O isolado bacteriano testado mostrou, até 0 momento, excelente potencial para a bioconversdo
do residuo em celulases, demostrando a adaptacéo de BCJBS5 ao po de tabaco como substrato alternativo
para crescimento.

Novos condicionantes deverao ser atribuidos ao CFSm para viabilizar o tratamento dos residuos
gerados durante esse estudo, bem como, sugerir uma alternativa viavel ambientalmente, para a reducéo
do volume dos residuos gerados pela indUstria fumageira e garantir uma aplicagdo biotecnoldgica ao

residuo pé de tabaco.
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