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Resumo

O estudo objetiva estudar a otimizacdo da produ¢do homemade associada de enzimas amiloliticas e celuloliticas
por fermentacdo submersa. A produ¢do de enzimas foi realizada utilizando bagaco de cana-de-agucar e farinha de
triticale como substratos do meio fermentativo, utilizando bactérias isoladas de residuos agroindustriais. Os extratos
enzimaticos foram avaliados quanto a atividade amilolitica e celulolitica. As varidveis significativas (p<0,05) sobre
a producdo amilolitica foram a bactéria e a fonte de nitrogénio, para producdo celulolitica foram a bactéria,
concentracdo e fonte de nitrogénio. Ademais, as atividades enzimaticas maximas foram obtidas no tempo de 120 h
para ambas as enzimas estudadas. Neste sentido, a fermentacdo poderia ser encerrada em 120 h devido a elevada
producio das enzimas de interesse (6,02 U/mL para atividade amilolitica e 5,52 U/mL para a atividade celulolitica).
Uma segunda fermentacdo submersa foi realizada, fixando as varidveis que ndo apresentaram significancia segundo
o delineamento Plackett-Burman e avaliando duas concentragdes de sulfato de amoénio (0,25 e 0,50%). A partir
disso, foi possivel determinar as condigdes otimizadas para a producdo homemade e associada de amilases e
celulases bacterianas, sendo a Bactéria B em meio de cultivo com suplementacio de 0,25% de sulfato de amo6nio
como fonte de nitrogénio.
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Abstract

The study aims to optimize the homemade production of amylolytic and cellulolytic enzymes by submerged
fermentation. Enzyme production was carried out using sugarcane bagasse and triticale flour as substrates for the
fermentation medium, using bacteria isolated from agro-industrial residues. Enzymatic extracts were evaluated for
amylolytic and cellulolytic activity. The significant variables (p<0.05) in the amylolytic production were the bacteria
and the nitrogen source, for cellulolytic production the bacteria, the nitrogen concentration, and the source.
Furthermore, the maximum enzymatic activities were obtained at 120h for both studied enzymes. In this sense,
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fermentation could be ended in 120 h due to the high production of the enzymes of interest (6.02 U/mL for
amylolytic activity and 5.52 U/mL for cellulolytic activity). A second submerged fermentation was carried out,
fixing the variables that did not show significance according to the Plackett-Burman design and evaluating two
concentrations of ammonium sulfate (0.25 and 0.50%). Enzyme production by bacteria A and B showed no statistical
difference (p>0.05) between the experiments, demonstrating that using 0.25% ammonium sulfate is preferable.
This allowed for determining the optimized conditions for producing and combining bacterial amylases and
cellulases at home, using Bacteria B in a culture medium supplemented with 0.25% ammonium sulfate as the
nitrogen source.

Keywords

Enzyme production e Bioprocesses ® Bacteria ¢ Hydrolytic enzymes

1 Introducao

As enzimas sdo biocatalisadores utilizados na biotecnologia, elas apresentam alta demanda no mercado mundial
devido a sua utilizacdo em diversos setores industriais e na pesquisa. A sua ampla utilizacdo é reflexo da
especificidade dessas biomoléculas com diferentes substratos, atuando na catalise de diversas reacoes [1]. Além
disso, atuam em condi¢des mais brandas que catalisadores quimicos e, geralmente, com maior seletividade [2].

As enzimas sdo produzidas para uma variedade de aplicagdes industriais, seja alimenticia, farmacéutica,
sucroalcooleira, polimeros, entre outras [3, 4]. Entre as enzimas produzidas estio as amilases, que sdo capazes de
degradar o amido em unidades de glicose [5]. Entre as enzimas amiloliticas estdo as a-amilases, endoenzimas que
atuam na hidrolise do amido em oligossacarideos, e as amiloglicosidases e 3-amilases que atuam nas extremidades
ndo redutoras, liberando glicose como produto [5, 6]. As celulases, por sua vez, sio um complexo enziméatico que
atuam de forma sinérgica na hidrolise da celulose em acucares simples, como celobiose e glicose [7]. As celulases
podem ser classificadas em trés complexos: as endoglucanases, as exoglucanases e as 3-glicosidases, baseadas no
estagio de despolimerizacdo da celulose em que atuam [7, 8].

As amilases e celulases tém um papel importante em aplicacdes biotecnologicas visto que a hidrolise enzimética
de polissacarideos como amido e celulose sdo de interesse para a producdo de oligossacarideos e biocombustiveis
[5,9].E esperado que o mercado mundial de enzimas atinja a marca de 7 bilhdes de d6lares em 2023, com 20% desse
valor representado pelo mercado de celulases e 30% pelo mercado de amilases [6, 10-13].

A produgdo de enzimas pode ser realizada utilizando técnicas de fermentacio, seja em cultivos submersos ou
em estado sélido. A fermentacdo submersa é aquela em que microrganismos sdo inoculados em um meio
fermentativo liquido, em que os nutrientes para seu desenvolvimento ficam solubilizados ou em suspensao [2],
[14]. A fermentagdo submersa é o principal processo para a producdo enzimatica a nivel industrial devido ao
controle de parametros como temperatura, pH, oxigena¢ido e homogeneidade do meio de cultura e maior facilidade
na recuperac¢do das enzimas extracelulares [15, 17]. Entretanto, o custo de producio dessas enzimas ¢ um gargalo
para sua aplicacdo. Com isso, pesquisas estdo em andamento para reduzir o custo através da utilizacio de substratos
alternativos para a fermentacdo [1]. A producdo enzimatica depende das condicoes do processo de fermentacio,
juntamente com a necessidade da otimizacdo dessas condi¢des a fim de reduzir o custo e aumentar o rendimento
de produgao [7].

Neste contexto, a utilizacdo de subprodutos agroindustriais como nutrientes é uma alternativa para a reducio
de custos envolvendo esses bioprocessos [18, 19]. Devido a esses residuos apresentarem baixo valor comercial, sdo
recursos com grande potencial para a utilizacdo em processos biotecnologicos gerando produtos de alto valor
agregado [14, 19]. Os residuos agroindustriais sio compostos por nutrientes como proteinas, acticares e minerais,
propiciando o crescimento microbiano em fermentagdes submersas ou em estado solido [12] Alguns residuos ja
estudados para com esse objetivo incluem farelo de arroz [20], farelo de trigo [21] e bagaco de cana [22]. Outro
substrato alternativo € o triticale, um cereal amilaceo de baixo consumo e alta atividade amilolitica [23]. Essas
biomassas sdo compostas de lignocelulose ou amido, que representam os polissacarideos mais abundantes na
natureza [5].

A fracdo lignoceluldsica é uma rede complexa e resistente composta por celulose, hemicelulose e lignina. Essas
estruturas formam macrofibras responsaveis pela estabilidade e alta rigidez da parede celular, sendo a celulose a
fracdo mais rigida [5, 12]. Devido as estruturas complexas, os microrganismos inoculados sdo induzidos a excretar
enzimas hidroliticas para utilizacdo do substrato como fonte energética [24].
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Baseando-se nesse cendrio, este trabalho busca estudar a otimizacdo da producdo homemade de enzimas
amiloliticas e celuloliticas por fermentacdo submersa utilizando bactérias e substratos alternativos como bagaco de
cana-de-acucar e farinha de triticale.

2  Materiais e Métodos

2.1 Delineamento Experimental

A otimizacdo das condigdes de producdo de amilases e celulases foi estudada a partir de um delineamento
experimental Plackett-Burman, a fim de se avaliar a influéncia de sete variaveis sobre a producdo de amilases e
celulases, totalizando 12 experimentos. Foram estudadas as varidveis microrganismo, pH, fonte e concentracdo das
fontes de nitrogénio, concentragio de glicose, a concentracio da solugdo de micronutrientes e o pré-tratamento dos
substratos da fermentacao. A fonte e a concentrag@o de nitrogénio foram estudadas no mesmo delineamento para
explorar as interacdes complexas e efeitos combinados sobre a atividade enzimatica, além da possivel redugio de
experimentos. As Tabelas 1 e 2 apresentam as variaveis estudadas, bem como os niveis reais e codificados para cada
varidvel independente estudada.

Tabela 1: Niveis reais e codificados das varidveis independentes estudadas na otimizac¢do da produc¢do enzimatica.

Nivel codificado

Fatores Simbolo
-1 +1
Microrganismo X1 Bactéria A Bactéria B
pH X2 5,0 6,0
Fonte de N X3 NaNO; (NH,4),SO,
Concentracio da fonte de N (m/v) X4 0,25% 1,0%
Concentracio de glicose (m/v) X5 0% 0,5%
Solu¢io de micronutrientes (m/v) X6 5% 10%
Pré-tratamento do substrato X7 Nao Sim

Tabela 2: Matriz do delineamento experimental utilizado para a avaliagdo da producéo de celulases e amilases por
bactérias via fermentacdo submersa.

Experimentos X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7
1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1
2 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1
3 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
4 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1
5 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1
6 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1
7 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1
8 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1
9 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
10 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1
11 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
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2.2 Fermentacao Submersa
2.2.1 Preparo do pré-indculo das bactérias

Foram estudadas bactérias isoladas de mix de frutas (Bactéria A) e de residuos de bagaco de cana-de-agucar
(Bactéria B) visando a producdo de amilases e celulases. As bactérias foram inoculadas em meio Plate Count (PC)
composto por 5 g.L'! de triptona, 2,5 g.L'! de extrato de levedura e 1 g.L! de glicose, a partir das cepas isoladas em
meio PCA. Aproximadamente 50 mL do meio PC foram adicionados em biorreatores do tipo Erlenmeyer (250 mL),
sendo inoculadas duas al¢cadas da col6nia de cada bactéria com posterior incubacdo a 30 °C por 48 h.

2.2.2 Preparo do meio de cultivo para a fermentaciao submersa

Foram empregados o bagaco de cana-de-actcar (BCA) e farinha de triticale (FT) como substratos da fermentacdo
submersa, de acordo com a metodologia de Rodrigues [14], com adaptacdes. A proporc¢do entre os substratos foi
80% de FT e 20% de BCA (m/m), escolhida a partir de testes preliminares realizados pelo grupo de pesquisa. O
bagaco de cana-de-agucar foi submetido a secagem em estufa com circulagio de ar a 50 °C durante 72 h. Ap¢s, foi
triturado em liquidificador industrial e peneirado a fim de diminuir sua granulometria. Os graos de triticale também
foram triturados em liquidificador industrial para reducio do tamanho de particula.

Os meios de cultivo foram preparados através da adicdo de 80 g de FT e 20 g de BCA em 1 L de 4gua destilada.
Essa suspensdo foi submetida, conforme a necessidade prevista no delineamento experimental apresentado na
Tabela 1, & sonicacdo por 600 segundos, com ciclos de 30 segundos de sonicacdo (150 W) e 10 segundos de repouso.
A temperatura da suspensdo foi controlada com o auxilio de um béquer com gelo. Ap0és, a suspensio foi mantida
em repouso durante 2 h e conduzido a coc¢do durante 30 minutos a 90+2 °C. Posteriormente, o meio foi filtrado
para a remogdo dos sélidos e foi adicionada a solugdo de micronutrientes, composta de 2 g.L* de KH,PO,, 1 g.L'* de
MgS0O,, 0,225 g de CaCl, e 10 mL.L! de solugéo trago (0,63 mg.L! de FeSO,.7H,0, 0,01 mg.L"! de MnSQy, e 0,62
mg.L* de ZnSO,).

De acordo com o delineamento experimental, foi adicionada a fonte de carbono simples (glicose) e a fonte
suplementar de nitrogénio (NaNO; ou (NH,4),SO4). O pH do meio foi medido em pHmetro digital e ajustado
conforme necessidade através da adi¢do de NaOH 1 mol.L* e CH;COOH 1 mol.L'%. Ao final, o meio foi esterilizado
em autoclave a 121 °C por 20 minutos e resfriado a temperatura ambiente para utilizacao.

2.2.3 Conducio das fermentacdes submersas

Ap6s o preparo do meio de cultivo esterilizado, foi inoculado 10% da suspensio do pré-indculo das bactérias com
absorbancia de 0,8 em comprimento de onda de 610 nm (A610 = 0,800).

A primeira fermentacio submersa foi conduzida ao longo de 7 dias em Erlenmeyers de 250 mL com 150 mL de
meio de cultivo, com as condicdes definidas no delineamento experimental de Plackett-Burman. Os biorreatores
foram mantidos em incubadora a 30 °C com agitacdo de 100 rpm. Foram realizadas amostragens de 30 mL nos
tempos 0, 24, 72, 120 e 168 h as quais foram filtradas em algoddo para a remocdo de s6lidos particulados e obtencio
dos extratos enzimaticos, submetidos & determinacdo das atividades amilolitica e celulolitica. Todas as
determinacdes analiticas foram realizadas em duplicata.

Apés a avaliacdo da cinética de producdo de amilases e celulases e dos efeitos obtidos para as sete variaveis
estudadas no delineamento experimental, foi realizada a segunda fermentacido submersa, a fim de definir a
concentracdo 6tima da fonte de nitrogénio e a bactéria para maior produ¢do enzimatica. As varidveis que ndo
apresentaram significancia segundo a anédlise estatistica da primeira fermentacdo foram fixadas. Os experimentos
realizados estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Condicdes dos experimentos realizados na segunda fermentacéo.

Experimentos Bactéria Concentracio de sulfato de amoénio
1 -1(A) -1(0,25%)
2 -1(A) +1 (0,50%)
3 +1(B) -1(0,25%)
4 +1(B) +1 (0,50%)
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2.3 Determinacoes Analiticas
2.3.1 Determinacio da atividade enzimatica

A atividade amilolitica foi determinada a partir da quantificacdo de acucares redutores liberados durante a
sacarificacdo enzimatica do amido, utilizando o acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) [25]. Para tal, 1 mL do extrato
enzimatico foi adicionado em 4 mL de solu¢io de amido a 1% (m/v) em tampdo fosfato de sédio 0,2 mol.L' em pH
7,0. A mistura foi incubada em banho termostatico por 30 minutos a 37 °C. Apds, foi realizada a inativacdo das
enzimas com adi¢do de 1 mL de NaOH 1 mol.L! e aquecimento a 100 °C por 1 minuto.

A atividade celulolitica foi determinada a partir da quantificagdo de agucares redutores liberados durante a
sacarificacdo enzimatica de carboximetilcelulose (CMC). Assim, 1 mL do extrato enzimatico foi adicionado em 1
mL de CMC a 1% (m/v) em tampao citrato 50 mM em pH 4,8. A mistura foi incubada em banho termostatico por
30 minutos a 50 °C. Ao final, a reacdo de hidrolise foi paralisada com a adi¢do de 1 mL de NaOH 1 mol.L! e
aquecimento a 100 °C por 1 minuto.

A determinacdo dos acgucares redutores liberados durante a sacarificagdo enzimdatica do amido e CMC foi
realizada a partir da adicdo de 1 mL de reagente DNS e 1 mL de NaOH 1 mol.L"! em 1 mL do hidrolisado. Essa
mistura foi mantida em banho termostatico a 100 °C por 5 min e posteriormente resfriada em banho de gelo por 5
min. Os tubos foram avolumados para um total de 10 mL com agua destilada e a absorbincia das amostras foi
determinada em espectrofotémetro a 546 nm. Os dados foram quantificados utilizando uma curva analitica pré-
estabelecida para glicose anidra, com concentragdes variando de 0 a 2 g/L, representada pela equaco (y = 0,5626x
- 0,0049), com um coeficiente de determinacgio (R2) de 0,9893.

Para ambas as determinacdes de atividade enzimatica, uma unidade de atividade enzimatica foi considerada
como a quantidade de agticares redutores (AR) liberados por mL do extrato enzimatico a cada minuto (caracterizado
como U=umolAR.mL'.min), sob as condi¢cdes dos métodos propostos. As atividades amiloliticas e celuloliticas
foram calculadas através da Eq. (1) [26]:

_ _[AR]
AE = MM x t @

Sendo:
AE: a atividade enzimaética;
[AR]: a concentracdo de agucares redutores (mg.mL1);
MM: a massa molar da glicose (mg.umol™!);
t: o tempo de reagdo (min).

2.4 Tratamento De Dados

Os resultados de atividade amilolitica e atividade celulolitica ao longo do tempo de fermentacio foram subtraidos
dos valores apresentados no tempo inicial (0 h). As atividades enzimdaticas méximas foram avaliadas
estatisticamente através da andlise de varidncia (ANOVA), sendo calculados os efeitos estimados para as sete
variaveis estudadas.

3  Resultados e Discussio

3.1 Avaliacdo da Condicdo Otima de Producio de Amilases e Celulases

O acompanhamento da cinética de producdo de enzimas amiloliticas e celuloliticas foi realizado nos tempos 24, 72,
120 e 168 h. A atividade enzimadtica amilolitica est4 apresentada na Fig. 1.
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- 24h m72h W 120h = 168 h

I|“I‘|
5 8

6 7
Experimentos

S = N W Bk~ N
T

Atividade amilolitica (U/mL)

1 2 4 9 10 11 12

Resultados expressos como média+desvio padrdo

Figura 1: Atividade amilolitica avaliada ao longo da fermentacido submersa.

Conforme observado, houve uma tendéncia de aumento da atividade amilolitica (AA) ao longo do tempo de
fermentagdo, sendo os menores resultados no tempo inicial e um pico de AA em 120 h para os experimentos 1 a 8
e 168 h para os experimentos 9 a 12. Essa tendéncia de aumento na producdo enzimaética ao longo do tempo foi
verificada em trabalhos anteriores [27-29], e é relacionada com o crescimento microbiano. Nos tempos iniciais,
ocorre a fase de laténcia, com baixa produ¢@o enzimatica, visto a adapta¢@o inicial do microrganismo ao meio de
cultivo, com posterior aumento da atividade enzimatica durante a fase de crescimento exponencial. Nos tempos
finais, a redugdo de AA observada nos experimentos 1 a 8 pode estar relacionada com o esgotamento de nutrientes
ou sintese de inibidores enzimaticos [14, 29]. Destaca-se os experimentos 4 € 6, que, entre 0s ensaios, apresentaram
as maiores atividades enzimaticas no tempo de 120 h (respectivamente 5,00 U/mL e 6,08 U/mL) e 0s experimentos
10, 11 e 12, com maiores atividades em 168 h (5,01 U/mL, 3,89 U/mL e 3,94 U/mL, respectivamente).

A producgdo de enzimas é induzida pela presenca de nutrientes e do substrato utilizado no processo fermentativo
[14]. Dessa forma, a presenca de farinha de triticale visa a inducdo da excre¢do de enzimas degradantes do amido
pelas bactérias estudadas. Assim, o elevado teor de amido presente na farinha de triticale, entre 66 e 73% [30], pode
ser considerado um indutor para a produgdo dessas enzimas. Além disso, é relatado que as fibras afetam
positivamente o crescimento microbiano e a sintese enzimatica [29]. Sendo o bagaco de cana-de-agticar composto
de, em média, 11 a 13% de fibras, pode-se levantar a hipdtese de que este substrato é igualmente promissor como
substrato para a producio de enzimas.

Os resultados da atividade enzimética celulolitica para os experimentos realizados estdo apresentados na Fig. 2.
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24h m72h W 120h = 168 h

N W A N
T

Atividade celulolitica (U/mL)

Gl 0L Al s
. I I I g
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Experimentos

Resultados expressos como média+desvio padréo.

Figura 2: Atividade celulolitica avaliada durante a fermentacio submersa.

Semelhante a produgdo de enzimas amiloliticas, os resultados de atividade celulolitica apresentaram uma
tendéncia de aumento ao longo do tempo, com pico em 120 h. Da mesma forma, este comportamento é
caracteristico de uma curva de crescimento microbiano, com a fase de laténcia/adaptacdo e baixa producio
enzimadtica, sucedida por uma fase exponencial de crescimento com maior producédo de enzimas. Por fim, o declinio
da atividade enzimatica pode ser atribuido a formacdo de metabdlitos inibidores e/ou esgotamento nutricional [14].
Entretanto, a atividade enzimaética celulolitica foi menor em comparacio a atividade amilolitica para os mesmos
ensaios. O experimento 6 apresentou a maior atividade celulolitica tanto em 120 h (5,52 U/mL), quanto no tempo
de 168 h (4,03 U/mL) entre todos os experimentos. A composicido hemicelulésica do bagaco de cana-de-agticar pode
favorecer a producgio enzimatica, visto que, por ser uma estrutura bastante complexa, ha a inducdo na excregio de
enzimas degradantes desse substrato a fim de tornar um nutriente assimilavel pelo microrganismo [24]. Ademais,
h4 a presenca de celulose e hemicelulose nas cascas dos gréos de triticale, o que também favorece a secrecdo dessas
enzimas [29].

O crescimento de microrganismos e a secrecdo de enzimas sdo afetados por fatores como temperatura, pH,
composicdo e disponibilidade nutricional do meio de fermentacio. Portanto, o meio de fermentacio e as condicoes
de crescimento precisam ser otimizados a fim de se obter uma maior producdo de enzimas de interesse. Para isso,
foram avaliados os efeitos estimados das varidveis estudadas neste trabalho, a partir da andlise dos resultados das
atividades enzimaticas apresentadas em 120 h subtraidas da atividade enzimatica inicial. Os efeitos das variaveis
para a producdo de enzimas amiloliticas estdo apresentados na Tabela 4. A Tabela 5 mostra os efeitos estimados
para a producdo de enzimas celuloliticas, avaliados a partir da atividade celulolitica maxima.

Tabela 4 - Efeitos estimados das variaveis estudadas no delineamento experimental para a producdo de enzimas

amiloliticas.

Variével Efeitos estimados Nivel de significancia (p)
Bactéria (X1) 1,094 0,005
pH (X2) -0,086 0,801
Fonte N (X3) 0,925 0,014
N% (X4) -0,214 0,532
Glicose (X5) 0,338 0,328
Micronutrientes (X6) 0,377 0,275
Pré-tratamento (X7) -0,315 0,361
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Tabela 5 - Efeitos estimados das varidveis estudadas no delineamento experimental para a producdo de enzimas

celuloliticas.

Variével Efeitos estimados Nivel de significancia (p)
Bactéria (X1) 1,080 0,003
pH (X2) -0,117 0,705
Fonte N (X3) 0,945 0,007
NY% (X4) -0,778 0,021
Glicose (X5) 0,258 0,410
Micronutrientes (X6) 0,533 0,099
Pré-tratamento (X7) 0,020 0,949

A Fig. 3 apresenta o diagrama de Pareto com o valor absoluto dos efeitos estimados das varidveis estudadas na
producdo amilolitica. Os resultados obtidos a partir do desenvolvimento do delineamento de Plackett-Burman
indicaram as variaveis bactéria (X1) e fonte de nitrogénio (X3) como fatores significantes para a producio de
enzimas amiloliticas (p<0,05). A Tabela 6 e a Fig. 6 mostram que ambos os fatores apresentaram efeito positivo,
indicando que as maiores producdes amiloliticas foram obtidas no nivel superior, sendo a bactéria B como
microrganismo e sulfato de amoénio como fonte de nitrogénio. Sabe-se que o tipo de microrganismo e a
suplementagdo de nitrogénio sdo alguns dos parametros que influenciam na sintese de enzimas, o que corrobora
com os resultados obtidos [2, 31]. Em relagdo ao sulfato de amonio apresentar influéncia significativa para a
producdo amilolitica em comparag¢do ao nitrato de soédio, pode-se discutir sobre a concentracdo molar de nitrogénio
nesses sais. A molécula de sulfato de amodnio possui dois mols de nitrogénio ((NH,4),SO,), em comparagido a
molécula de nitrato de s6dio (NaNOs), que possui apenas um mol de nitrogénio. Como a suplementacédo da fonte
de nitrogénio foi realizada em porcentagem, verifica-se que a suplementacdo utilizando sulfato de aménio foi
maior, o que pode ter influenciado positivamente para a maior producio enzimatica. A utilizagdo da fonte de
nitrogénio apropriada ¢é crucial para o processo fermentativo, visto que esse nutriente favorece diretamente o
crescimento celular e ¢ um dos principais constituintes enzimaticos [32]. Assim como nesse estudo, foi observado
que a adigdo de sulfato de amonio favoreceu a sintese de enzimas lipoliticas [33] e ja foram obtidas maiores
atividades proteoliticas a partir da suplementagdo de (NH,4),SO,, demonstrando ser uma fonte de nitrogénio
adequada para a producio de enzimas [34]. Além disso, a utilizacio de sulfato de amonio é eficaz para a sintese de
enzimas devido ao sulfato ser necessario para a sintese de aminoacidos, tendo atividade direta na sintese de
proteinas [35].
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(1)Bactéria 3,261848

(3)Fonte N 2,760324

(6)Micronutrientes 1,129347

(5)[GIi] 1,008428

(7)Pré-tratamento -,9403

(4)[N%] -,63843

(2)pH -,255995

Figura 3: Diagrama de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) para a atividade amilolitica méaxima.

A Fig. 4 apresenta o Diagrama de Pareto com o valor absoluto dos efeitos estimados para a producao celulolitica.

Pode-se verificar que, assim como para a produ¢do amilolitica, as varidveis bactéria e fonte de nitrogénio foram
significativas (p<0,05) para a sintese de enzimas celuloliticas, com efeito positivo, demonstrando que a bactéria B
e a suplementacio de sulfato de amoénio influenciaram positivamente a producio enzimatica, corroborando com
os resultados anteriores. Sabe-se que os ambientes dos quais os microrganismos sdo isolados desempenham um
papel critico nas caracteristicas que expressam [36]. A bactéria B utilizada neste estudo foi isolada de bagaco de
cana-de-acucar, o que pode ter conferido os melhores resultados em relagio a producio celulolitica, ja que os genes
responsaveis pela excrecdo de celulases sao influenciados pelo ambiente em que a cepa foi isolada [36].
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(1)Bactéria 3,549705

(3)Fonte N 3,106011

(4)[N%] -2,55505

(6)Micronutrientes 1,752823

(9)[Gli] ,8468754

(2)pH -, 385907

(7)Pré-tratamento ,0644357

Figura 4: Diagrama de Pareto com os efeitos estimados (valor absoluto) para a atividade celulolitica maxima.

Além disso, a concentracdo da fonte de nitrogénio também apresentou influéncia significativa (p<0,05), porém
com efeito negativo, indicando que o nivel baixo dessa variavel (0,25%) foi mais eficaz. Corroborando com esses
resultados, o experimento 6, que apresentou os maiores valores de AC durante a fermentacio, apresentava esses
trés fatores em seus niveis 6timos. A avaliacdo da utilizacdo do bagago de cana-de-agicar em estudos anteriores
demonstrou que o pré-tratamento adequado, seja quimico, fisico ou bioldgico, desse substrato pode contribuir para
a maior exposicao da celulose, apresentando maior rendimento na producéo de celulases [37, 38]. A composi¢io do
material lignoceluldsico pode variar entre as matérias-primas, afetando a producdo enzimatica e que a eficiéncia
de producgido depende da composi¢io quimica do substrato [36]. No entanto, a producido enzimdtica também
depende da digestibilidade da fonte de carbono, que por sua vez estd relacionada ao método de pré-tratamento
empregado. A principal finalidade do pré-tratamento ¢ aumentar a acessibilidade e digestibilidade da fonte de
carbono pelos microrganismos [29]. Entretanto, ndo foi observada influéncia significativa no pré-tratamento
escolhido, o que pode estar relacionado a ineficiéncia das condicdes utilizadas, sendo necessario novos estudos em
relacdo ao tempo e frequéncia de ultrassom durante o pré-tratamento.

Por fim, apo6s a avaliacdo dos efeitos dos fatores na producdo de amilases e celulases, as varidveis glicose,
micronutrientes e pré-tratamento foram fixadas em seu nivel baixo e o pH em seu nivel alto.

3.2 Determinacio das Condicdes Otimas para a Producio de Enzimas

Apds a avaliacdo da cinética de producdo de amilases e celulases e dos efeitos obtidos para as sete variaveis
estudadas, realizou-se uma segunda fermentacdo submersa, a fim de definir a concentracdo 6tima da fonte de
nitrogénio e a bactéria para maior producdo enzimditica. A fermentacdo foi mantida durante 5 dias, com
amostragens nos tempos 0, 72 e 120 h. Na@o ocorreu a adicio de glicose, pré-tratamento do substrato, nem ajuste de
pH do meio de fermentacido. Como fonte de nitrogénio, utilizou-se 0,25% e 0,50% de sulfato de amo6nio. A produgdo
enzimdtica foi novamente avaliada pelas bactérias A e B, totalizando quatro experimentos. Os resultados para a
atividade amilolitica estdo presentes na Fig. 5 e para atividade celulolitica na Fig. 6.
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Experimento 1: bactéria A e 0,25% de sulfato de amonio. Experimento 2: bactéria A e 0,50% de sulfato de amonio.
Experimento 3: bactéria B e 0,25% de sulfato de amonio. Experimento 4: bactéria B e 0,50% de sulfato de aménio.
Resultados expressos como média+desvio padrio.

Figura 5: Atividade amilolitica da segunda fermentacao.
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Experimento 1: bactéria A e 0,25% de sulfato de amonio. Experimento 2: bactéria A e 0,50% de sulfato de amonio.
Experimento 3: bactéria B e 0,25% de sulfato de amonio. Experimento 4: bactéria B e 0,50% de sulfato de amonio.
Resultados expressos como média+desvio padrio.

Figura 6: Atividade celulolitica da segunda fermentacdo.

Através da andlise da cinética de producéo de amilases e celulases para a segunda fermentacio, verificou-se que
as concentracdes de (NH,),SO, estudadas (0,25 e 0,50%) ndo diferiram a um nivel de significancia de 95%. Dessa
forma, visando a diminuicido do uso de reagentes quimicos e consequentemente no custo de producio dessas
enzimas, é preferivel a utilizacdo de 0,25% de sulfato de amdénio. Além disso, novamente as maiores atividades
enzimaticas foram obtidas com a bactéria B como microrganismo da fermentacio. A partir dos resultados obtidos,
foi possivel determinar as condicoes 6timas de produgéo amilolitica e celulolitica.

4 Conclusao

Foi conduzida a fermentagdo submersa de farinha de triticale e bagago de cana-de-acucar a fim de se produzir
enzimas amiloliticas e celuloliticas. A combinacdo do bagaco de cana-de-actcar e da farinha de triticale mostra-se
uma estratégia interessante para a reducdo de custos com nutrientes na producio de enzimas por fermentacdo
submersa.
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Estudou-se a otimizacdo da producio enzimadtica através do planeamento experimental de Plackett-Burman.
Entre os experimentos que apresentaram os melhores resultados de atividade amilolitica, destaca-se o experimento
4 (5,00 U/mL) e 6 (6,08 U/mL). Além disso, o experimento 6 apresentou também a maior atividade celulolitica, com
um pico de 5,52 U/mL. As maximas atividades enziméticas foram obtidas no tempo de 120 h. Neste sentido, a
fermentacdo poderia ser encerrada nesse tempo com uma elevada produgdo de ambas as enzimas estudadas.

Observou-se que o pH, glicose, concentragdo da solucido de micronutrientes e pré-tratamento do substrato nio
apresentaram significancia na produgao de amilases e celulases (p>0,05). Dessa forma, essas variaveis foram fixadas
para conduzir uma nova fermentagdo submersa, avaliando novas concentracdes de sulfato de amoénio. Observou-
se que a adicdo de 0,25% ou 0,50% de (NH,4),SO, ndo apresentou diferenca na sintese enzimatica, sendo preferivel
a concentracdo de 0,25% de sulfato de amonio a fim de reduzir os custos do processo fermentativo. A bactéria B
apresentou a maior producio de enzimas em comparacio a bactéria A. A partir disso, foi possivel determinar as
condicdes otimizadas para a produ¢do homemade e associada de amilases e celulases bacterianas, sendo a Bactéria
B em meio de cultivo com suplementacéo de 0,25% de sulfato de amoénio como fonte de nitrogénio.
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