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RESUMO

BISPO, A. S. da R. Bioprospeccao de actinomicetos isolados de solos no
estado da Bahia e seu potencial biotecnolégico na producao de enzimas
lignoceluloliticas

Os actinomicetos sdo bactérias Gram positivas com crescimento filamentoso,
habitualmente encontrado em diversos ambientes, incluindo, 4gua, ar, material
em compostagem, e outros, sendo o solo 0 seu reservatério mais comum. S&o
de grande interesse industrial devido a sua capacidade de produzir diferentes
antibioticos e uma variedade de enzimas capazes de hidrolisar substratos
contendo celulose, hemicelulose e lignina. Anualmente, a agricultura gera
grandes quantidades de residuos organicos, criando uma variedade de
problemas ambientais e sociais, e esta situacdo tém estimulado o uso de
tecnologias capazes de converter materiais lignocelulésicos em etanol. Diante
desse panorama, 0 presente trabalho teve por objetivo isolar e selecionar
actinomicetos de diferentes solos do estado da Bahia, produtores de enzimas
de interesse industrial e avaliar seu potencial biotecnolégico. Foram isolados
196 actinomicetos de 5 diferentes amostras de solo, sendo 111 celuloliticos e
97 xilanoliticos. A estirpe CDPA-01, identificada como Streptomyces sp. foi
selecionada como a mais promissora quanto a producdo de celulases. A
producdo da enzima foi conduzida em Fsm, utilizando trés diferentes fontes de
carbono (farelo de aveia, carboximetilcelulose e bagaco de cana de acucar)
sob concentracdes variadas e uma unica fonte de Nitrogénio (Milhocina),
através do delineamento central composto rotacional, DCCR (11 ensaios). A
maior producéo de celulase (0,740 U.mL™) foi observada quando se utilizou 1,6
% de bagaco de cana e 1,51 % de milhocina, no ensaio 8, ao final de 5 dias de
fermentacdo. Apés a validacdo, a melhor atividade dos extratos foi
caracterizada e a temperatura e pH 6timos foram 60 °C e 4,0, respectivamente,
a enzima se mostrou termoestavel a 50 °C e os ions testados ndo agiram como
co-fatores na atividade enzimatica . Assim, os resultados preliminares deste
trabalho indicam que o micro-organismo estudado bem como os substratos

empregados tem elevado potencial para producao de celulase.

Palavras-chave: celulases, biotecnologia, lignocelulose



ABSTRACT

BISPO, A. S.da R. Bioprospecting of actinomycetes isolated from soils in
the state of Bahia and its biotechnological potential production of

enzymes lignocellulolytic

Actinomycetes are Gram-positive bacteria with filamentous growth, usually
found in diverse environments, including water, air, composting material, and
others, and soil your shell more common. The major industrial interest due to its
ability to produce different antibiotics and a variety of enzymes capable of
hydrolyzing substrates containing cellulose, hemicellulose and lignin. Annually,
farming generates large amounts of organic residues, creating a variety of
environmental and social problems, and this situation has encouraged the use
of technologies capable of converting lignocellulosic materials into ethanol.
Against this backdrop, this study aimed to isolate and select actinomycetes in
different soils of Bahia, producing enzymes of industrial interest and evaluate
their biotechnological potential. 196 actinomycetes were isolated from five
different soil samples, and 111 cellulolytic and 97 xylanolytic strains. The
CDPA-01 strain, identified as Streptomyces sp. was selected as the most
promising as the production of cellulases. The enzyme production was
conducted in Submerged Fermentation, using three different carbon sources
(oat bran, carboxymethylcellulose and sugarcane bagasse) under varying
concentrations and a single source of nitrogen (Milhocina) by central composite
design, CCRD (11 trials). The higher production of cellulase (0.740 U.mL™) was
observed when using 1.6% (w/v) sugarcane bagasse and 1.51% (w/v) of corn
steep liquor, 8 in the test, after 5 days of fermentation. After validation, the best
activity of the extracts was characterized and the optimum temperature and pH
were 60 °C and 4.0, respectively, the enzyme proved to be thermostable at 50
°C and the ions tested did not act as cofactors in enzymatic activity. Thus, the
preliminary results of this study indicate that the micro-organism studied and the

substrate used has a high potential for production of cellulase.

Keywords: cellulase, biotechnology, lignocellulose



INTRODUCAO

Atualmente os processos biotecnoldgicos tém conquistado um lugar de
destaque no desenvolvimento tecnoldégico mundial, exibindo caracteristicas
econdmicas e operacionais que conferem vantagens em relacdo aos processos
guimicos convencionais. O uso desses processos possibilita a producédo de um
grande numero de metabdlitos de interesse industrial, incluindo enzimas, as
quais podem ser obtidas a partir do reaproveitamento de recursos naturais e de
residuos da agroindustria que podem ser encontrados em abundancia no
Brasil, contribuindo assim, para a reducdo de problemas ambientais. Um
bioprocesso que vém sendo muito aplicado para obtencdo de enzimas € o
cultivo submerso, com agitagcdo ou nao. Este processo apresenta vantagens
como facilidade no controle de variaveis fisico-quimicas e maior eficiéncia de
absorcéo de nutrientes.

As enzimas tém atraido uma crescente atencéo devido ao seu potencial
para o uso em diversas aplicagdes. Desta forma, estudar a producédo de
celulases, objetivando a minimizacdo dos custos de processo e visando sua
comercializacdo é de grande valia para o mercado mundial de enzimas. Varios
trabalhos vém sendo realizados com estas enzimas no ambito industrial,
ambiental e agricola, em especial na industria de papel e celulose, téxtil,
detergentes, biocombustivel, aproveitamento de residuos agro-industriais e
promocdo de crescimento em culturas agricolas de importancia econémico-
social para a regido. Um grupo de enzimas presentes nas mais diversas
aplicacdes sao as celulases, que degradam a celulose, o carboidrato mais
abundante sintetizado pelos vegetais. As enzimas celuloliticas sdo produzidas
por uma gama de micro-organismos, principalmente os actinomicetos. Estes
sao importantes no processo de bioconversao, pois sdo capazes de colonizar
diferentes substratos complexos e hidrolisar varios polimeros.

No primeiro capitulo deste trabalho, apresenta-se a importancia de
realizar a bioprospecc¢éo de actinomicetos em diferentes ambientes brasileiros,
e avaliar o potencial biotecnoldgico com relacdo a producdo de enzimas de

interesse industrial e ambiental como as celulases e xilanases. Foram isoladas



196 diferentes estirpes de actinomicetos, sendo 111 produtores de celulases e
97 de xilanases.

No capitulo 2, dando continuidade ao observado no capitulo 1, foi
selecionada a estirpe mais promissora e investigada a produgéo de celulases
utilizando diferentes substratos em fermentagcdo submersa através do
planejamento fatorial completo 22, com duas varidveis. Em seguida, foi feito a
otimizacdo do processo de producdo enzimatica para conduzir ao processo de
caracterizagdo enzimética obtendo, assim, as melhores condi¢des de atividade

da enzima, com relagdo a temperatura e pH.

Objetivo Geral:

Isolar, selecionar e caracterizar actinomicetos produtores de enzimas de
interesse ambiental e industrial, visando a aplicacdo no aproveitamento de

residuos agro-industriais para producédo de enzimas.
Objetivos Especificos:

- Isolar estirpes de actinomicetos de diferentes solos e ambientes do

estado da Bahia.

- Selecionar as estirpes promissoras quanto a producdo de celulases e

xilanases.
- Quantificar as atividades de celulases da estirpe mais promissora.

- Através do planejamento fatorial completo com duas variaveis,
investigar o efeito de diferentes substratos de baixo custo, em diferentes

concentracdes, para producao de enzimas.

- Determinar as melhores condicbes de temperatura e pH para as
atividades enzimaticas no extrato bruto, bem como sua termoestabilidade e

efeito de ions metalicos.

- Identificar a estirpe promissora em nivel de género.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Os Actinomicetos e sua Importancia Biotecnolégica

Os actinomicetos sao bactérias filamentosas Gram-positivas, que
apresentam DNA rico em guanina e citosina (G+C > 72%, no género
Streptomyces e G+C de 64 a 72% no género Nocardia) possuindo a
capacidade de formar hifas em algum estadgio de seu desenvolvimento e
apresentando grande diversidade de -caracteristicas morfologicas (Fig. 1)
(LEBLOND e DECARIS, 1994). As colonias de actinomicetos sao formadas por
uma massa de hifas, constituindo o micélio. Essa massa é formada a partir do
desenvolvimento inicial de esporos, esporangios ou fragmentos de hifas em
meio solido, constituindo primeiramente o micélio vegetativo, de carater
hidrofilico. Crescendo verticalmente, algumas estirpes de actinomicetos
diferenciam seu micélio vegetativo em micélio aéreo, de carater hidrofobico, o
que provoca uma alteracdo nas caracteristicas morfogenéticas, fisioldgicas e
ultraestruturais (VOBIS, 1997).

Esses micro-organismos estdo amplamente distribuidos em ambientes
naturais, como por exemplo, nos rios, nos mares e na atmosfera, porém o solo
€ 0 seu reservatério mais comum (COELHO e NASCIMENTO et al., 2008).
Eles tém sido descritos como 0s principais produtores de antibidticos no solo, e
também como um dos principais grupos microbianos produtores de enzimas de
interesse comercial, incluindo importantes enzimas industriais envolvidas na
degradacdo lignocelulésica (JANG e CHEN, 2003; GRIGOREVSKI-LIMA et. al.,
2005).

A instabilidade genética € uma caracteristica bastante encontrada nos
actinomicetos, podendo a frequéncia de mutacédo chegar a pelo menos 1 em
cada 10° células no género Streptomyces. Assim sendo, a maioria das
caracteristicas fenotipicas relacionadas a diferenciagdo e metabolismo
secundario sdo geneticamente instaveis, tais como: formacgéo de micélio aéreo,
pigmentacdo, esporulacdo, resisténcia a agentes genotoxicos e resisténcia
e/ou produgéo de antibioticos e enzimas (LEBLOND e DECARIS, 1994).



Células em forma de bastdo

Anaerdbios

Actinomycetales

Aerdbios

Esporos em cadeias

Esporosisolados em
hastes

Miaomonospora

Figura 1- Classificacdo dos actinomicetos.
Fonte: Hopwood, 2007.

A heterogeneidade bioguimica dos actinomicetos, sua diversidade
ecologica e sua capacidade para a producdo de metabdlitos secundarios os
fazem um bom alvo para a producdo de enzimas, desempenhando novas
atividades e/ou especificidades (GOODFELLOW et al.,, 1988). As enzimas
produzidas pelos actinomicetos sao capazes de degradar compostos
nitrogenados organicos, carboidratos, varios esteréides como colesterol, uma
variedade de compostos aromaticos, acetileno e muitos outros. Estudos
recentes vém apontando o0s actinomicetos como fontes emergentes
promissoras de uma ampla faixa de importantes enzimas de interesse industrial
e ambiental, como aquelas envolvidas na degradacdo de materiais
lignocelulésicos (GOODFELLOW et al.,, 1988; FLORES et al., 1997). A

decomposicdo dos residuos lignocelulosicos pelos actinomicetos os fazem



potenciais fontes para a bioconversao de residuos em substancias quimicas de
interesse industrial (PIRET e DEMAIN, 1988). Os actinomicetos isolados de
solo tém sido descritos como fonte de importantes enzimas de interesse
comercial e ambiental. Essas enzimas sdo as vezes favorecidas, quando
comparadas a outras fontes microbianas ou vegetais, pelo fato de possuirem
uma estabilidade maior a altas temperaturas e diferentes valores de pH. Entre
as enzimas de alto interesse comercial estdo as glicosidases como, por
exemplo, amilases, celulases, xilanases e quitinases, todas importantes na
degradacéo da biomassa (NASCIMENTO et al., 2002; SEMEDO et al., 2004).
Os actinomicetos estdo adaptados a se desenvolverem em substratos
sélidos. Suas fontes primarias de carbono no solo sdo de baixa solubilidade e
poliméricos, necessitando da secrecdo de uma série de enzimas
extracelulares, quando ocorre a colonizagdo do substrato pelas hifas (PIRET e
DEMAIN, 1988). As celulases, por exemplo, sdo capazes de degradar a
celulose, podendo ser Uteis nas industrias téxteis e de detergentes, mas
também possuem aplicagBes na area ambiental, auxiliando no tratamento de
efluentes da industria de papel e celulose. Podemos citar ainda as xilanases
gue sao responsaveis pela degradacéo das xilanas, utilizadas em industrias de
alimento e papeleira, para a fabricacdo de produtos dietéticos e clareamento de
polpas de papel, respectivamente (STUTZENBERGER e BODINE, 1992;
BRECCIA et al., 1995). Além disso, estas desempenham um papel importante
na decomposicdo de hemicelulose em solos e na recuperacdo de acucares
fermentaveis a partir de hemiceluloses (BELFAQUIH e PENNINCKX, 2000;
STUZENBERGER e BODINE, 1998). Temos ainda as quitinases, que s&o
responsaveis pela degradacéo da quitina, o polimero aminado mais abundante
na natureza, e encontrado em crustaceos, fungos e insetos. Estas enzimas
vém sendo utilizadas como controle biolégico no combate a fungos
fitopatogénicos (GUPTA et al., 1995). JA4 as proteases, que apresentam
variadas classes, em especial, metalo e serina proteinases, agem sobre uma
gama de substratos protéicos, sendo aplicadas na inddstria do couro,
tratamento de efluentes e varios processos de biorremediacdo (BOCKLE et al.,
1995; MOHAMEDIN, 1999). Dentre os actinomicetos, as espécies termofilicas

Thermonospora e Thermoactinomyces e a mesofilica Streptomyces,



correspondem a parte importante da comunidade microbiana responséavel pela
degradacéo lignocelulésica, sendo a atuacdo de suas enzimas semelhante as
celulases fungicas (LYND et al., 2002).

2. Biomassa lignoceluldsica

A biomassa lignocelulésica é o principal recurso renovavel disponivel no
meio ambiente (SANCHEZ e CARDONA, 2008). A lignocelulose forma a
parede celular dos vegetais e é constituida de celulose (polimero de glicose -
cerca de 44 % da biomassa lignocelulésica), hemicelulose (heteropolimero
formado por pentoses, correspondendo cerca de 30 % da biomassa
lignocelulésica) e lignina (macromolécula de origem fendlica, correspondendo a
cerca de 15 % da biomassa lignocelulésica) (BASTOS, 2007), como pode ser
observado na Tabela 1. As propriedades quimicas dos componentes da
lignocelulose fazem deste substrato um composto de um enorme valor
biotecnologico (MALHERBE e CLOETE, 2003), o que tem incetivado seu uso

como fontes promissoras na producéo de enzimas.

Tabela 1- Contetdo lignocelulésico de residuos agricolas e residuos comuns.

Material Lignocelulésico % Celulose % Hemicelulose % Lignina
Madeira “Hardwood” 40-55 24-40 18-25
Madeira “Softwood” 40-50 25-35 25-35
Sabugo de Milho 45 35 15
Palha de Trigo 30 50 15
Palha de Arroz 32.1 24 18
Semente de Algodao 80-95 5-20 0
Residuo de Papel de 60-70 10-20 5-10
Polpas Quimicas
Gramineas 25-40 25-50 10-30

Fonte: HOWARD et.al. (2003).



A celulose € muito rigida e podem ser encontrados em sua estrutura
cerca de 8000-12000 moléculas de glicose conectadas por ligacdes f-1,4
(ARISTIDOU e PENTTILA, 2000; SAHA et al., 2004). As hemiceluloses s&o
polissacarideos néo-celulésicos que sdo encontrados em tecidos vegetais,
compostos de polimeros complexos de carboidrato, onde as xilanas e as
glucomananas sdo os principais componentes (SUNNA e ANTRANIKIAN,
1997). Os polimeros de carboidratos que fazem parte das hemiceluloses sao
compostos principalmente pelos acucares D-glicose, D-xilose, D-manose, D-
galactose, D-arabinose e D-&cido glicurénico (ROWELL et. al., 2005).

A lignina € um polimero altamente ramificado, composta basicamente de
unidades de fenilpropano, acoplados de forma irregular, formando assim uma
molécula tridimensional e amorfa. Esta estrutura cobre a celulose e
hemicelulose (Fig. 2), dando origem a uma barreira fisica que previne a
penetracdo de solucdes e enzimas (HOWARD et al., 2003).

o[° o, o
OH OH OH
o oL, ¥ CH,OH CH,OH
|

Xilana
(Hemicelulose)

OH OH
Celulose n

Microfibrilas
de celulose

Fibras de
celulose

OMe

OH

Figura 2- Representacdo das fibras e seus componentes, microfibrilas de celulose,
hemicellulose, e lignina (Adaptado de Graminha et al., 2007).

Quantidades significativas destes "residuos” lignoceluldsicos (Tabela 2)

sdo gerados através de praticas agro-florestais e industriais, como as industrias



de papel e celulose, industrias da madeira e muitas outras agroindustrias que
representam um problema de poluicdo ambiental (HOWARD et al., 2003).

Tabela 2- Tipos de materiais lignoceluldsicos e sua atual utilizacéo.

Material Lignocelulésico Residuos Uso Corrente
Colheita de Graos alimentacao animal,
) Palha, sabugo, talos e : :
(Trigo, Arroz, Cevada e gueima para energia,
) cascas
Milho) compostagem
Graos Processados < o : . .
) . : Aguas residuais, farelo alimentacao animal
(Milho, Trigo, Arroz, Soja)
. alimentacéo animal,

Colheita de Frutas e nacao

. Sementes, cascas, talos extracao de oOleos de
Vegetais

sementes
Sementes, cascas, aguas alimentacao animal,

Processamento de Frutas e . . S ~ .

. residuais, talos, rejeitos extracdo de oOleos de
Vegetais

de frutas e sucos sementes

Produtos de Cana de Bagaco ueima para energia
Aclcar gac 9 b 9
Residuos Animais Estrume, outros residuos  condicionadores de solo
Gramineas Restos de gramineas gueima

Fonte: HOWARD et.al. (2003).

2.1. Celulose

A celulose é um polimero linear de unidades de glicose unidas por
ligacBes B-1,4-glicosidicas, sendo um dos principais componentes encontrados
na biomassa da planta (SOHAIL, 2009).

As cadeias de celulose formam numerosas ligacdes de hidrogénio intra e
intermolecular, o que conta para a formacgao de microfibrilas rigidas e insolluveis
(BEGUIN e AUBERT, 1994). Estas apresentam regides com elevado grau de
cristalinidade, com cadeias de glicana fortemente ligadas em paralelo. Estas
regides sdo denominadas regifes cristalinas. A celulose apresenta também
regides com menor grau de ordenacdo, denominadas regides amorfas. Essas
propriedades estruturais resultam em uma elevada resisténcia a hidrolise acida
ou enzimatica (BON, GIRIO e PEREIRA JUNIOR, 2008), protegendo a célula
vegetal contra a acio da pressdo osmética e estresses mecanicos (BEGUIN e
AUBERT, 1994).



A decomposicdo da celulose parece depender da habilidade das
enzimas responsaveis em penetrar entre as cadeias adjacentes da fibra. A
hidrolise das fibras de celulose é realizada pelos micro-organismos celuloliticos
por intermédio das celulases, que agem em sitios onde a estrutura do substrato
€ mais acessivel, ou seja, onde a fibra perdeu seu aspecto cristalino, em
proveito de um aspecto mais frouxo e amorfo (BAYER e LAMED, 1992;
BEGUIN e AUBERT, 1994). Sendo utilizada por séculos pelo homem, seu
enorme potencial como fonte de energia renovavel somente foi reconhecido
apos identificacdo das enzimas que degradam a celulose, as celulases (BHAT
e BHAT, 1997).

2.2. Hemiceluloses

As hemiceluloses séo heteropolissacarideos, nos quais as xilanas e as
glucomananas sao 0s principais componentes. Em paredes celulares de
plantas terrestres, a xilana € o polissacarideo hemicelulésico mais comum,
representando de 25-35% da biomassa lignocelulésica (KUMAR et.al., 2008),
sendo depois da celulose, o polissacarideo renovavel mais abundante na
natureza com um alto potencial para a degradacdo em produto final utilizavel
(BEGUIN e AUBERT, 1994; SUNNA e ANTRANIKIAN, 1997).

A hemicelulose é ligada fortemente a celulose por pontes de hidrogénio
e ligacbes covalentes e ndo covalentes com lignina, celulose e outros
polimeros essenciais a parede celular (POLIZELI et al., 2005).

Existem varias enzimas responsaveis pela degradacdo da hemicelulose.
Na degradacdo da xilana, por exemplo, a -1,4 endoxilanase, (B-xilosidase, a-
glucuronidase, a-L-arabinofuranosidase e acetilxilana esterase, todos atuam
sobre os diferentes heteropolimeros disponiveis na natureza (KUMAR et al.,
2008).

A heterogeneidade e complexidade estrutural das xilanas resultam numa
abundancia de enzimas xilanoliticas com variacdes na especificidade, nas
sequéncias primarias e tamanho, além das limitacbes destas enzimas pela

especificidade ao substrato (COLLINS et al., 2005).
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A presenca de compostos fendlicos nas ligagdes cruzadas entre xilanas,
e entre xilanas e outros polissacarideos também tem sido sugerida.
Associacdes ndo-covalentes entre as xilanas e outros carboidratos também
podem ocorrer. As xilanas tendem a se adsorver na celulose e agregados por
meio de ligagBes de hidrogénio, bem como também a outros componentes
hemicelulosicos (THOMSON, 1993).

A xilana € um polissacarideo formado por unidades residuais de B-D-
xilopiranosil integrados entre si por ligagbes p-1,4, sendo o principal
componente hemicelulésico depositado durante a fase de diferenciacdo do
xilema (FLORES et al.,, 1997; GREGORY et al. , 1998; NASCIMENTO et al.,
2002). Os constituintes mais comuns encontrados na cadeia principal da xilana
sdo residuos de acetil, arabinofuranosil e/ou glucuronil (SUNNA e
ANTRANIKIAN, 1997). Baseado nos substituintes comuns encontrados na
cadeia principal, as xilanas s&o categorizadas como homoxilana linear,
arabinoxilana, glucuroxilana e glucuroarabinoxilana. Entretanto, em cada
categoria delas existe uma heterogeneidade com respeito ao grau e natureza
da ramificacdo. A cadeia principal da xilana esta demonstrada na Figura 3.
(KULKARNI et al., 1999).

3. Enzimas Lignoceluloliticas

Nos dultimos anos, tém-se observado um crescente interesse em
sistemas enzimaticos microbianos que degradam o principal componente
hemicelulésico em vegetais, a xilana. Os organismos procariotos
hemiceluloliticos tém um papel fundamental na decomposicdo de materiais de
origem vegetal, em especial as bactérias do género Bacillus, que tém sido
frequentemente isoladas de solos, feno e adubos, dentre outros (DAHLBERG,
et. al., 1993). Além disso, tanto bactérias aerébicas quanto anaerdbicas podem
degradar hemiceluloses presentes em efluentes de industrias de papel e de
celulose (CHEN et.al., 1997).

Os fungos e actinomicetos produzem, em sua grande parte, xilanases

extracelulares, o que diminui 0 custo com sua recuperacao em processamentos
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utilizando fermentadores para aplicacao industrial ou mesmo em processos de
purificacdo. Este € o caso dos actinomicetos mesofilicos, Streptomyces
cyaneus (WANG et. al., 1993) e Streptomyces malaysiensis (NASCIMENTO et
al.,, 2003), dos actinomicetos termofilicos Thermomonospora sp. e
Saccharomonospora sp. (CUROTTO et. al., 1994) e dos fungos termofilicos
Penicillium janthinelum, Humicola grisea var. thermoidea e Thermomyces
lanuginosus (DAMASO, 2000). No entanto, a maior parte das informagdes
sobre enzimas xilanoliticas tem sido encontrada em publicacdes sobre a
aplicacdo de xilanases de estreptomicetos mesofilicos, no tratamento de polpas
na industria do papel (STUTZENBERGER e BODINE, 1998). As xilanases e
celulases de actinomicetos sdo enzimas extracelulares induzidas, que sao

freqientemente produzidas simultaneamente (NASCIMENTO et al., 2002).

3.1. Celulases: Mecanismo de acao

A degradacdo da celulose pelos micro-organismos depende da
capacidade de producdo de uma mistura complexa de enzimas: celulases.
Estas enzimas, que coletivamente apresentam especificidade para as ligacdes
glicosidicas B-1,4, sdo necessarias para a solubilizacdo completa da celulose,
mesmo das regides cristalinas, existindo sinergismo na sua forma de atuar
(BON, GIRIO e PEREIRA Jr., 2008).

O complexo enzimatico celulolitico consiste de trés classes de enzimas
gue atuam sinergisticamente na hidrolise da celulose: B-1,4- endoglucanases
(EC 3.2.1.4), B-1,4-exoglucanases (EC 3.2.1.91) e celobiases (EC 3.2.1.21)
(JUHASZ et al., 2005; CHEN, et.al., 2007).

As endoglucanases ou carboximetilcelulases hidrolisam aleatoriamente
(Fig. 3) as cadeias de celulose e liberam celo-oligossacarideos (JUHASZ et al.,
2005). Atuam somente na por¢gdo amorfa da celulose, sendo que sua atividade
diminui com o encurtamento da cadeia de celulose. Seu substrato natural é a
celulose e a xiloglicana (BHAT e BHAT, 1997; LYND et.al., 2002; ZHANG et.al.,
2006).

As exoglucanases ou celobiohidrolases hidrolizam o polimero nos

terminais nao-redutores, liberando glicose ou celobiose como produtos
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principais (ARISTIDOU e PENTTILA, 2000), este Ultimo, pode agir como fator
de inibicdo das celobiohidrolases, necessitando da acéo de outras enzimas do
complexo celulolitico, as B-glicosidases (BON, GIRIO e PEREIRA JUNIOR,
2008). As exoglucanases possuem acao limitada sobre substratos como o
carboximetilcelulose (CMC) (SINGH e HAYASHI, 1995).

As B-glicosidases sédo responsaveis pela hidrolise dos oligossacarideos

de cadeia curta e converséo da celobiose em glicose (JUHASZ et al., 2005).

endoglucanase

celobiohidrolase

B glicosidase

Figura 3- Estrutura molecular da celulose e os sitios de acdo da endoglucanase,
celobiohidrolase e B-glicosidase.
Fonte: KUMAR et al., 2008.

3.2. Xilanases: Mecanismo de Acao

A heterogeneidade e complexidade estrutural das xilanas resultam numa
abundancia de enzimas xilanoliticas com variagbes na especificidade, nas
sequéncias priméarias e tamanho, além das limitacdes destas enzimas pela
especificidade ao substrato (COLLINS et al., 2005). Dentre as enzimas do
complexo enzimatico destacamos as f-1,4-endoxilanases (p-1,4-D-xilana
xilanohidrolase; EC 3.2.1.8), que despolimerizam a xilana pela hidrolise
randémica do esqueleto principal e as p-xilosidases (B-1,4-D-xilosidase
xilohidrolase; EC 3.2.1.37), que quebram pequenos oligossacarideos. Os
grupamentos laterais presentes na xilana séo liberados pela acdo das o-L-

arabinofuranosidases, a-glucuronidases e acetilxilana esterases. Todas estas
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enzimas agem cooperativamente, de modo a converter a xilana em seus
acucares constituintes (Fig. 4). A presenca de tais sistemas xilanoliticos
multifuncionais € comum em bactérias e fungos (SUNNA e ANTRANIKIAN,
1997; BELFAQUIH e PENNINCKX, 2000; SUBRAMANIYAN e PREMA, 2002).

As B-1,4-endoxilanases podem ser encontradas tanto em vegetais como
em micro-organismos (NASCIMENTO et al., 2003). A hidrélise enzimatica de
heteroxilanas vegetais envolve a acdo de uma série de enzimas, na qual a p-
1,4- endoxilanase € a enzima crucial para a despolimerizacdo completa da
xilana (BIELY et al., 1992).

B-endoxilanase

Ry
S

HA O G e arabinofuransidase
— H .|| 1) ]
" (IH T ]
B-xilosidase

Figura 4- Estrutura quimica da hemicelulose e metas das enzimas hidroliticas
envolvidas na sua degradagéo.
Fonte: KUMAR et al., (2000).

4. Micro-organismos celuloliticos

As celulases sédo produzidas por um espectro de fungos e bactérias,
aerébios e anaerébios, mesofilos e termdfilos. Contudo, poucos fungos e
bactérias sdo capazes de produzir celulases em quantidades suficientes para
solubilizar a celulose cristalina (BHAT e BHAT, 1997).

A capacidade dos micro-organismos em degradar polissacarideos como

a celulose é uma caracteristica de consideravel interesse, tanto em termos de
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ecologia microbiana como do ponto de vista da microbiologia industrial
(THEATER e WOOD, 1982).

De acordo com Bon et.al. (2008), o micro-organismo a ser considerado
ideal para um processo de producdo enzimatica, deve apresentar as seguintes
caracteristicas:

- Ser seguro sob o ponto de vista bioldgico, ou seja, ndo ser patogénico

- Apresentar elevada capacidade de sintese e excrecao da enzima;

- Suportar condi¢des ambientais adversas, relacionadas com a pressao
osmotica e a temperatura;

- Ser tolerante a presenca de substancias téxicas, que podem ser
geradas no processo de tratamento da matéria-prima ou pelo proprio
metabolismo celular.

Varios micro-organismos sao avaliados quanto a sua capacidade de
degradar substratos celul6sicos em mondémeros de glicose, porém, S840 poucos
0S que apresentam potencial quanto a producdo de celulases (DAS et.al.,
2007; YU et.al., 2007). Apenas 0s organismos que produzem adequados niveis
de endoglucanase, exoglucanase e [-glicosidase, seriam eficientes
degradantes da lignocelulose (KUMAR et al., 2008).

Os fungos Sclerotium rolfsii, Phanerochaete chrysosporium e espécies
deTrichoderma, Aspergillus, Schizophyllum e Penicillium s&o uns dos mais
citados na literatura (PRASAD, SINGH e JOSHI, 2007). As celulases do fungo
filamentoso Trichoderma reesei, por exemplo, tém sido estudadas ha mais de
50 anos e sdo as mais utilizadas na producéo de bioetanol, tanto em escala de
bancada quanto em escala piloto (GRAY e ZHAO, 2006).

O T. reesei RUT C-30 é capaz de produzir grandes quantidades de
celulases extracelulares, uma vez que apresenta todo o conjunto de enzimas
celuloliticas (endoglucanases, celobiohidrolases e B-glicosidases), necessarias
para atuar sinergicamente na completa degradacdo da celulose (SZIJARTO
et.al., 2004).

Aparentemente, os fungos parecem ser 0S mais promissores na
producdo de celulases (JECU, 2000). Na verdade a maioria das celulases
comerciais € produzida por fungos, principalmente os pertencentes aos

géneros Trichoderma, Aspergillus, Fusarium e grupos de Penicillium.
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Celulases bacterianas também tém sido bastante estudadas
(MAWADZA et.al, 2000), porém muitas bactérias ainda sdo caraterizadas por
apresentar producéo de celulases em quantidades relativamente baixas e isto
tem sido explicado pela falta de celobiohidrolases no sistema enzimatico
(MAWADZA et.al., 2000).

Dentre os géneros de bactérias mais estudados estdo: Acetovibrio,
Bacterdides, Butyrivibrio, Caldocellum, Clostridium, Erwinia, Eubacterium,
Pseudonocardia, Ruminococcus, Thermoanaerobacter, Acidothermus, Bacillus,
Celvibrio, Pseudomonas, Staphylococcus, Streptomyces e Xanthomonas.
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2002; ZHANG et. al, 2006).

Atualmente, a demanda por enzimas mais estaveis em aplicacdes
industriais esta crescendo rapidamente. Com isso, se faz necessario a busca
de enzimas microbianas que apresentem estabilidade em faixas elevadas de
pH e temperatura. As celulases que apresentam estabilidade em altas
temperaturas sdo mais vantajosas, pois podem ser utilizadas em processos de
sacarificacdo em temperaturas elevadas, que sdo favoraveis por proteger o
substrato e o produto da deteriorizacdo e contaminac¢do microbiana (KHALIL,
2002). Da mesma forma, as celulases alcalofilicas tém a vantagem de
manterem sua atividade em valores de pH elevados, muitas vezes necessarios
para determinados processos biotecnoldgicos. Neste sentido, algumas estirpes
de actinomicetos do género Streptomyces com caracteristicas alcalofilicas tém
sido isoladas e celulases termoestaveis produzidas por Streptomyces
transformantes tém sido recuperadas.

Alani, Anderson e Moo-Young (2008) conseguiram isolar uma estirpe de
Streptomyces produtora de celulases termoalcalofilicas. Outra estirpe de
Streptomyces, a M23, isolada no Japao, produz um tipo de exoglucanase que
apresenta termoestabilidade a 100 °C. Essa celulase pode ser a enzima de
maior estabilidade dentre as produzidas pelo género Streptomyces.

Streptomyces lividans, S.albaduncus, S. reticuli, Streptomyces sp. M7a
M7b e Streptomyces sp. F2621, Streptomyces malaysiensis AMT-3 isolados de
solo ja foram relatados como produtores de endoglucanases extracelular de

forma significativa nos meios de cultura otimizados usando celulose purificada
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ou outra fonte de carbono, sob agitacdo (CHELLAPANDI e HIMANSHU, 2008;
NASCIMENTO et al., 2009).

Apesar das caracteristicas promissoras de celulases produzidas por
estes actinomicetos, ainda sdo poucas as referéncias que recomendam a

comercializacao destas enzimas.

5. Aplicacdes Biotecnoldgicas das Enzimas

5.1. Celulases

Hoje, as enzimas sdo comumente usadas em muitas aplicacGes
industriais e a demanda por enzimas mais estaveis, altamente ativas e
especificas estdo crescendo rapidamente.

A utilizacao biotecnoldgica de celulases e hemicelulases comecou em
1980, primeiro na industria de racdo animal seguido de aplicacdes na industria
alimenticia. Posteriormente, estas enzimas foram utilizadas nas industrias
téxteis e lavandaria. Outras areas incluem a industria de papel e celulose,
gestdo de residuos e industria médico-farmacéutica (BHAT e BHAT, 1997).
Hoje, estas enzimas sdo responsaveis por aproximadamente 20% do mercado
mundial de enzimas principalmente as produzidas pelos géneros Trichoderma
e Aspergillus (BHAT, 2000).

As celulases podem ser utilizadas nas industrias alimenticias em
conjunto com as hemicelulases e pectinases, na extracdo e clarificacdo de
sucos de fruta e vegetais. Apds 0 prensamento, centrifugacdo e filtracdo das
frutas, essas enzimas sdo utilizadas para clarear o suco e aumentar a
liqguefacdo através da degradacdo da fase sélida que € gerada. O
processamento enzimatico aumenta o rendimento do suco, reduz o tempo de
processamento e melhora a qualidade do produto (BHAT, 2000).

Também tem sido utilizada no processo para obtencdo de ragao animal.
O tratamento de silagem com essas enzimas é benéfico, pois aumenta a sua
digestibilidade (BEGUIN e AUBERT, 1994). A utilizag&o de celulases na racéo
melhora a sua qualidade nutricional e favorece a digestdo de ruminantes e
monogastricos (BHAT, 2000).
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Na industria téxtil, as celulases tém alcancado um sucesso mundial,
devido sua capacidade de modificar fibras celulésicas em um ambiente
controlado e de forma desejada, melhorando a qualidade dos tecidos (BHAT,
2000). Elas atuam eliminando microfibrilas superficiais, deixando os tecidos
mais lisos, evitam a formacéo de pilling e atuam desbotando jeans, para que
obtenham um aspecto de tecido usado (ANDREAUS e CAVACO-PAULO,
2008).Processos como bioestonagem e biopolimento sdo os mais conhecidos
neste setor industrial (VYAS et. al., 2006). As celulases, também estdo sendo
utilizadas em produtos de lavagens, auxiliando na remocédo da sujeira,
melhorando a aparéncia, brilho e cor dos tecidos (CAVACO-
PAULO, 1998). Sobretudo, as celulases utilizadas com este fim, devem ser
estaveis em valores extremos de pH e temperatura (GEORGE et.al., 2001).
Atualmente, esse setor representa o maior mercado dessas enzimas em todo o
mundo.

As celulases e hemicelulases tém sido utilizados na industria de papel e
celulose para os diferentes finalidades. Porém, a mistura de enzimas ou
enzimas purificadas devem ser bem caracterizada no que diz respeito a
especificidade do substrato e seu modo de acdo, antes de utilizar para uma
determinada aplicacdo na industria de celulose e papel. A utilizacdo de
celulases na polpa de celulose atua nas propriedades das fibras, permitindo
seu desenxague, aumentando a velocidade de fabricagdo do papel (BHAT,
2000). E na fabricacdo de papel reciclado, a acdo enzimatica promove a
despigmentacdo da matriz celuldsica formando folhas de papel com o minimo
de brilho exigido para impressao e escrita (PELACH et al., 2003).

Outra importante area € a de tratamento de residuos lignocelulésicos,
gque podem ser utilizados como matéria-prima para a producdo de etanol,
preparo de substrato para o cultivo de cogumelos comestiveis e diretamente na
alimentacdo animal (SANCHEZ, 2009). A bioconversdo destes por acdo de
enzimas tem sido mais utilizada para conversdo em glicose e posterior
fermentacdo na producdo de combustiveis (HOWARD et.al.,, 2003). Muitas
pesquisas tém sido feito na busca de um combustivel alternativo que utiliza

métodos bioldgicos por causa dos seus beneficios ambientais.
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5.2. Xilanases

Durante as Ultimas décadas, o0 potencial das aplicacoes
biotecnoldgicas de xilanas e xilanases tem recebido um particular interesse
pelos pesquisadores. Atualmente, os principais produtos finais da xilana, que
sao considerados importantes séao o furfural e o xilitol. A producao de furfural é
derivada principalmente de residuos agro-industriais, enquanto que o xilitol &
obtido de residuos de madeira. Os produtos de hidrélise da xilana (xilose e
xilooligossacarideos) tém possiveis aplicagdes na industria alimenticia como
espessantes, ou como substituintes de gordura ou como um aditivo alimentar
anticongelante, e podem ser subsequentemente convertidos a combustiveis
liquidos, “single-cell protein”, solventes e adogante artificial de baixa caloria
(WONG e SADDLER, 1993; KULKARNI et. al., 1999).

A Dbiotecnologia, através da utilizacdo de enzimas altamente
selecionadas, surge como uma estratégia para substituir 0s processos
tradicionalmente utilizados, ou ao menos otimiza-los, de modo a reduzir a carga
toxica liberada ao meio ambiente. As enzimas envolvidas na degradacao de
lignocelulose, tais como endoxilanases, peroxidases e celulases, podem ter
aplicacdes em biotecnologia como uma alternativa aos tratamentos quimicos.
Apresentam como vantagem a elevada especificidade e condi¢bes de reacdes
suaves, ndo produzindo inibidores toxicos como aqueles presentes na hidrélise
guimica (vanilina e furaldeido) e ndo provocando a perda de substrato devido
as possiveis modificacbes quimicas (TUNCER et al.,, 1999). Em alguns
processos se faz necessario a utilizacdo de enzimas purificadas. Por outro
lado, em outras aplicacdes, a presenca de enzimas com atividade adicional é
necessaria. As principais aplicacbes comerciais sugeridas para xilanases
envolvem a conversao da xilana em xilose, a qual esta presente em efluentes
de industrias alimenticias e agricolas (SUNNA e ANTRANIKIAN, 1997).

6. Mercado Mundial de Enzimas

Historicamente, a demanda por enzimas tem-se concentrado em

mercados mais desenvolvidos devido ao alto valor agregado das enzimas e
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aos recursos técnicos significativos necessarios para a producéo,
desenvolvimento e aplicacdo das enzimas. No entanto, nota-se que existem
mercados emergentes em paises em desenvolvimento, que poderdo
apresentar as maiores taxas de crescimento (FREEDONIA, 2005).

O mercado mundial de enzimas industriais esta dividido em dois grandes
segmentos: enzimas (enzimas técnicas, enzimas para industria de alimentos e
enzimas para racdo animal) e enzimas especiais (enzimas terapéuticas,
enzimas para diagnéstico, enzimas para quimica quiral e enzimas para
pesquisa). Em termos percentuais, as enzimas de uso industrial representam
mais de 60 % do mercado mundial de enzimas (BON, et.al., 2008).

No que diz respeito ao mercado de enzimas, a demanda global
aumentara 6,3 % ao ano, ou seja, chegard a US$ 7 bilhes em 2013,
impulsionado pela forte demanda no segmento de enzimas especiais, além de
um bom crescimento na alimentacdo animal e nos mercados de producéao de
etanol. (FREEDONIA, 2009). Tal montante justifica-se pelo interesse gerado
por processos que envolvem tecnologias de baixo custo energético, com baixo
impacto ambiental e que utilizam matérias-primas renovaveis, adequando-se
ao reaproveitamento de subprodutos da agroindustria (FREEDONIA, 2005).

A demanda mundial por enzimas cresceu a um ritmo de quase dois
digitos de 2003 para 2008, auxiliada em grande parte, pelo aumento rapido dos
precos mundiais de energia (produzida por processos enzimaticos e produtos
relacionados com melhor custo-beneficio e facilitou a legislacdo de uma rapida
expansdo do mercado de etanol combustivel, sobretudo nos Estados Unidos) e
0 sucesso do lancamento de véarios produtos farmacéuticos que contém
enzimas. O mercado de enzimas tem se tornado muito mais desafiador, desde
entdo, e o crescimento sera significativamente moderado daqui para frente.
(FREEDONIA, 2009).

6.1. Enzimas industriais
As enzimas industriais sdo grandes representantes dos processos

biotecnoldgicos. O setor de produgdo de enzimas apresenta muitas iniciativas

de pesquisa e desenvolvimento, resultando na producao de diversos produtos
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novos e no melhoramento dos processos e do desempenho dos produtos ja
existentes no mercado (BCC, 2005). No entanto, o custo de uma enzima é um
dos principais fatores que determinam sua producdo. Reduzir os custos de
producdo por otimizacdo do meio fermentativo e do processo € o objetivo da
pesquisa béasica para aplica¢c6es industriais (PARK et al., 2002).

O mercado de enzimas industriais esta dividido em: enzimas técnicas,
destinadas principalmente aos setores de produtos de limpeza, téxtil, de
couros, de alcool como combustivel e de papel e celulose; enzimas para
alimentos e bebidas; e enzimas para ragcdo animal. As principais enzimas
industriais séo: proteases, amilases, lipases, celulases, xilanases e fitases
(BON et.al., 2008).

Entre os mercados de enzimas industriais, alimentos para animais e a
producéo de etanol irdo atingir avancos acima da média (FREEDONIA, 2009).
Isso ocorre devido ao grande interesse dos criadores de aves e suinos em
aumentar o valor nutricional da racédo e facilitar sua digestibilidade, visando
maximizar o ganho de peso de seus animais (BON, et.al., 2008). No entanto,
os alimentos e o mercado de bebidas vdo crescer a um ritmo favoravel. Da
mesma forma, o crescimento de produtos de limpeza e outros mercados
industriais estardo acima da média até 2013 (FREEDONIA, 2009).

7. Estratégias de Producédo de Celulases

O cultivo industrial de micro-organismos com a finalidade de obter
enzimas, resultantes do seu metabolismo, € uma atividade biotecnoldgica em
ampla expansao. Existem dois tipos de processos fermentativos que sao
utilizados para a producdo de enzimas: Fermentacdo submersa (FSm) e
Fermentacéo no estado solido (FES).

As principais diferencas entre os dois tipos de fermentacdo podem ser

visualizadas no Quadro 1.
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Quadro 1- Principais diferencas entre Fermentacdo em Estado Sélido (FES) e
Fermentacdo Submersa (FSm)

FATOR FES FSm
Polimeros insollveis ou pouco Compostos geralmente sollUveis em
sollveis agua
Geralmente fornece todos os Cada composto tem uma funcéo
Substratos nutrientes diferencial
. : O micro-organismo encontra-se
O micro-organismo cresce o )
, . distribuido uniformemente no
firmemente aderido ao substrato .
sistema
Assepsia Trabalha-se com baixos niveis de | O sistema é esterilizado com calor
(Escala assepsia ou ha tratamento termico | ou filtragdo. E necesséario um estrito
Industrial) do sistema controle de contaminag&o
~ Relacdo inéculo/meio geralmente é | Relacdo indculo/meio geralmente é
Inoculagao alta baixa

Controles de

Controle de temperatura é
complexo devido a baixa
condutividade térmica do substrato

Controle de temperatura simples
devido as caracteristicas do sitema

O pH geralmente ndo é controlado

e recuperacao
de produtos

simples. Altamente concentrados
(100-300g.L™)

processo e, quando é, utiliza-se solucao Controle de pH é facil devido as
tampao ou o proprio substrato j4 é caracteristicas do sistema
tamponante
A fase gasosa ocupa 0s espagos O oxigénio é transferido
Aeracéo entre as particulas, fornecendo continuamente ao meio por injecado
oxigénio ao sistema de ar
Concentracéo Recuperacao relativamente

Recuperacao pode ser complexa.
Baixa concentragéo (30-80 g.L-1)

Contaminacao

Baixa devido a baixa umidade no
sitema

Grande. As condic¢des de cultivo
precisam ser estritamente
controladas

Dependendo do processo, 0s

Geracao de residuos S50 DOUCOS € A Geracao de grandes volumes com
efluentes : poucos € a alta capacidade poluente
capacidade poluente é minima
Agitacao Evita-se Geralmente

Fonte: Adaptado de Raimbault, 1998.

Os processos de fermentacdo submersa tém sido bastante estudados e

aplicados industrialmente. Em relacdo a fermentacdo em estado sélido, a

fermentacdo submersa tem como vantagens a possibilidade de ter melhor

racionalizacdo e padronizacdo do processo (HOLKER e LENZ, 2005), além de

permitir um sistema de cultivo homogéneo, com facilidade de controle das

variaveis fisico-quimicas do processo e maior eficiéncia de adsorcdo e

excrecdo de metabolitos secundarios pela célula, diminuindo o tempo de

processo e, conseqientemente, a ganho de produtividade (BON et al., 2008).
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7.1. Fatores que influenciam a producéao de celulases

A producdo de celulases por actinomicetos mesofilicos e termofilicos
apresenta caracteristicas bioquimicas diferentes das produzidas por fungos.
Isto porque, estudos tem relatado celulases de actinomicetos com grande
estabilidade e alta atividade em condi¢des de pH e temperatura mais extrema
(COELHO e NASCIMENTO, 2008).

O efeito da temperatura na atividade enzimatica é bastante importante. A
grande maioria dos actinomicetos apresenta valores 6timos de atividade na
faixa de 40 a 60 °C (GRIGOREVSKI-LIMA et al., 2005; JANG e CHEN, 2003),
podendo chegar a valores entre 60 e 70 °C, como é o caso das celulases de
Thermomonospora. Da mesma forma, celulases produzidas por actinomicetos
apresentam um Otimo de atividade numa faixa de pH entre 4,0 e 8,0,
(GRIGOREVSKI-LIMA., 2005) o que é consideravelmente vantajoso do ponto
de vista biotecnologico.

O substrato utilizado no meio também é considerado um fator limitante,
por isso, sua escolha deve ser adequada. O substrato considerado ideal é
aguele que fornece tanto a fonte de carbono (energia) como a fonte de
nitrogénio para o micro-organismo (PANDEY et al.,, 1999). Em relacdo a
principal fonte de carbono utilizada pelos micro-organismos, 0s substratos
podem ser divididos dentro de 3 (trés) principais grupos: amilaceos, compostos
por celulose ou lignocelulose e aqueles que possuem acgUcares solluveis
(PANDEY et al., 2000).

Outros fatores afetam a producdo enzimatica e pesquisas tém sido
realizadas na busca de estratégias para a otimizacdo dos processos de
producdo. A escolha do melhor substrato indutor de celulase e do micro-
organismo, o efeito das fontes de carbono e nitrogénio sobre a producéo da
enzima, a concentracdo do indculo, a influéncia da agitacdo e aeracdo nos
sistemas séo as principais varidveis que influenciam na producdo da enzima

por FSm .
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8. Otimizagédo e Desenho Experimental

O método de desenho experimental pode ser amplamente encontrado
em diversas areas, sendo uma ferramenta criticamente importante na
engenharia para aumentar o desempenho de processos de producao
(MONTGOMERY, 1997). A pronta aplicacdo de técnicas de desenho
experimental pode resultar em: (i) aumento do rendimento do processo; (ii)
reducdo do tempo de desenvolvimento; (iii) reducdo dos custos totais; (iv)
variabilidade reduzida e conformidade mais proxima do requerimento alvo
(MONTGOMERY, 1997).

Em um experimento de caracterizagdo, usualmente determina-se as
variaveis do processo que afetam a resposta. A etapa mais logica a seguir sera
a otimizacdo, para a qual é necessario determinar a regido de importancia em
que os fatores podem dar uma melhor resposta (RODRIGUES e IEMMA,
2005). A otimizacdo pode ser dividida em estagios que caracterizam-se por: (i)
definicdo da funcdo objetivo (resposta), podendo ser observado um ou mais
critérios; (ii) selecdo das variaveis (fatores) que apresentam influéncias
significativas sobre a resposta que deseja-se otimizar; (iii) otimizac&o
propriamente dita, isto €, procurar a combinacdo dos valores dos fatores
selecionados que resultem na melhor resposta (maximizacdo ou minimizacao).

Um procedimento criterioso para a otimizacdo deve envolver as
seguintes etapas de: (i) realizacdo de experimentos de varredura para
caracterizar as variaveis do sistema, usando um planejamento fatorial; (ii)
localizacédo da regido 6tima ou ideal; (iii) certificacdo e/ou ajuste fino da regido
Otima, usando planejamento fatorial e/ou superficie de respostas, dependendo
de quédo apurados se desejam os resultados (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

Muitos experimentos envolvem o estudo de efeitos de 2 ou mais fatores.
Geralmente, os desenhos fatoriais sdo mais eficientes para este tipo de
experimento. O planejamento fatorial tem sido muito aplicado em pesquisas
basicas e tecnoldgicas e é classificado como um método do tipo simultaneo, no
qual as variaveis de interesse que realmente apresentam influéncias

significativas na resposta sao avaliadas ao mesmo tempo. Para realizar um
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planejamento fatorial, escolnem-se as variaveis a serem estudadas e efetuam-
se experimentos em diferentes valores destes fatores (MONTGOMERY, 1997).

De um modo geral, o planejamento fatorial pode ser representado por
b® no qual "a" é o nimero de fatores e o0 "b" é o nimero de niveis escolhidos.
Em funcdo do numero de fatores e de niveis, o planejamento fatorial pode ser
indicado como sendo 23, quando sdo estudados 3 variaveis, sugerindo que o
namero de experimentos diferentes sejam 8.

Em geral, os planejamentos fatoriais do tipo 22 sao os mais comuns. Um
dos aspectos favoraveis deste tipo de planejamento € a realizacdo de poucos
experimentos. Entretanto, a utilizacdo de um numero reduzido de niveis ndo
permite explorar de maneira completa uma grande regido no espaco das
variaveis. Entretanto podemos observar tendéncias importantes para a
realizacdo de investigacOes posteriores. Contudo, alguns cuidados devem ser
observados para que se possa obter o maximo de informacao na realizacdo do
planejamento fatorial. As replicatas devem ser repeticdes auténticas, devendo
representar adequadamente o espaco experimental no qual o planejamento
fatorial foi desenvolvido. Outro cuidado a ser observado refere-se a realizacao
dos experimentos. E importante que todos 0s ensaios e replicatas previstos no
desenvolvimento do fatorial sejam realizados de forma aleatoria. Estes
cuidados visam evitar distorcbes estatisticas que possam comprometer a
qualidade dos resultados obtidos e dos efeitos calculados para as variaveis
estudadas.

Nos planejamentos experimentais em que as variaveis sdo exploradas
em 2 niveis € comum codificd-los usando os sinais (+) e (-). A atribuicdo destes
sinais aos niveis superiores ou inferiores é feita de forma arbitraria e néo
interfere na realizacdo dos experimentos ou interpretacdo dos resultados, além
de permitir esquematizar o planejamento na forma de matrizes. Os efeitos sdo
definidos como "a mudanca ocorrida na resposta quando se move do nivel
baixo (-) para o nivel alto (+)" e podem ser classificadas em duas categorias:
efeitos principais e efeitos de interacdo. Para o célculo dos efeitos, além da
codificac@o das variaveis utilizando os sinais (+) e (-), € necessario incluir mais
colunas na matriz de planejamento. O contetddo das novas colunas representa

o efeito de interacdo entre as variaveis e € obtido levando-se em consideracéo


http://www.chemkeys.com/bra/md/peeo_6/mdoeq_1/mdpf_3/mdpf_3.htm##
http://www.chemkeys.com/bra/md/peeo_6/mdoeq_1/mdpf_3/mdpf_3.htm##
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0s sinais ja atribuidos as variaveis envolvidas, como se fosse uma operagao
matematica de multiplicacao.

O planejamento fatorial ndo determina valores 6timos em uma Unica
etapa, porém este procedimento indica satisfatoriamente o caminho a ser

tomado para que se possa atingir o objetivo proposto.
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CAPITULO 1

Isolamento e selecéo de actinomicetos produtores de celulases e
xilanases isolados de diferentes solos daregido do semi-arido

baiano
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RESUMO

Bispo, A. S. da R. Isolamento e selecdo de actinomicetos produtores de
celulases e xilanases isolados de diferentes solos da regido do semi-arido

baiano.

Os actinomicetos tém sido bastante usados como produtores de diferentes
substancias de interesse econOmico, tais como: enzimas, antibioticos,
vitaminas, aminoacidos e esterdides. Dentre as enzimas secretadas por estes
micro-organismos, estdo as xilanases e celulases, que tém sido bastante
estudadas devido ao seu potencial biotecnolégico. O presente trabalho teve
como obijetivo isolar e selecionar actinomicetos oriundos de diferentes solos do
semi-arido baiano, com potencial de producdo de xilanases e celulases. A
atividade enzimética foi verificada em meio de cultura especifico, com xilana
oat spelts, ou carboximetilcelulose de baixa viscosidade como Unicas fontes de
carbono, constatado pelo método de coloracdo Vermelho Congo, através da
presenca de zona de hidrdlise. Foram isoladas 196 estirpes de actinomicetos.
Destas, 111 apresentaram zonas de hidrélise ao redor do crescimento em meio
de carboximetilcelulose, e 97 em meio com xilana. A selecdo também revelou
um grupo de 67 actinomicetos que ndo apresentaram zona de degradacdo. A
maior zona ao redor da colonia foi apresentada pela estirpe CDPA-01, igual a
3,2 cm, para producdo de celulase. Na analise do potencial xilanolitico, a
estirpe CDCI-21 destacou-se das demais com halo igual a 2,5 cm. A
descoberta de novas linhagens de micro-organismos potencialmente
produtores de enzimas podera criar novas solu¢des biotecnoldgicas e contribuir

com novas perspectivas para problemas ambientais.

Palavras-chave: selecao, xilanoliticos, celuloliticos
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ABSTRACT

BISPO, A. S. R. Isolation and screening of actinomycetes producing
cellulases and xylanases isolated from different soils from the Bahia

semi-arid region.

Actinomycetes have been widely used as producers of different substances of
economic interest, such as enzymes, antibiotics, vitamins, amino acids and
steroids. Among the enzymes secreted by these microorganisms are xylanases
and cellulases, which have been extensively studied because of their
biotechnological potential. This study aimed to isolate and select actinomycetes
from different soils in semi-arid region of Bahia, with potential production of
cellulases and xylanases. The enzyme activity was observed in specific culture
medium with xylan oat spelts or low viscosity carboxymethylcellulose as the
sole source of carbon, determined by Congo red staining method, through the
presence of zone of hydrolysis. We isolated 196 strains of actinomycetes. Of
these, 111 presented hydrolysis zones around the growth medium of
carboxymethylcellulose, and 97 in medium with xylan. The selection also
revealed a group of 67 actinomycetes that showed no degradation zone. The
larger zone around the colony was presented by the CDPA-01 strain, equal to
3.2 cm for production of cellulase. Analysis of the potential xylanolytic strain the
CDCI-21 stood out from the others with a halo of 2.5 cm. The discovery of new
strains of micro-organisms potentially producing enzymes may create new
biotechnological solutions and bring new perspectives to environmental

problems.

Keywords: screening, xylanolytic, cellulolytic
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INTRODUCAO

Dentre o0s principais produtos representantes dos processos
biotecnolégicos estdo as enzimas, as quais sdo produzidas comercialmente
principalmente a partir de micro-organismos, devido a sua diversidade,
facilidade de controle operacional e maior rendimento em relacdo aos
processos com tecidos animais e vegetais. Investimentos em pesquisa e no
desenvolvimento de novas aplicacdes e de bioprocessos no setor industrial de
producdo de enzimas tém sido realizados recentemente.

Os actinomicetos isolados de solo tém sido descritos como fontes
importantes de fatores bioativos, de alto valor comercial, tais como inibidores
imunodepressivos, agentes anti-tumorais e substancias antimicrobianas, bem
como varias enzimas de interesse comercial e ambiental. Dentre as enzimas
secretadas por estes micro-organismos estdo as xilanases e celulases, que
tém sido bastante estudadas devido ao seu potencial biotecnolégico e
importancia na degradacao da biomassa.

Os solos tropicais, em particular os solos brasileiros como os da Mata
Atlantica sob vegetacdo de floresta, e 0s solos sob vegetacdo de cerrado, sdo
habitats bastante peculiares, com caracteristicas proprias e Unicas, cuja
atividade biologica é extremamente rica (COELHO e NASCIMENTO, 2008).
Estes solos possuem uma ampla biodiversidade e os actinomicetos e 0s
fungos, que englobam varios géneros com diferentes caracteristicas
morfofisioldgicas, podem ser isolados (SAID et al., 2004).

Trabalhos realizados comprovam a abundancia destes micro-
organismos no solo e, a partir de entdo, surgiu a idéia de isolar e selecionar
estirpes com potencial para producdo de celulases e xilanases, visando
aplicacdes biotecnoldgicas. A utilizacdo destas enzimas em diversas areas da
industria faz com que 0s micro-organismos sejam estudados e suas enzimas

caracterizadas.
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MATERIAL E METODOS

1. Isolamento e manutencao dos micro-organismos

Os actinomicetos foram isolados de diferentes solos do estado da Bahia:
Rampa do Caim e Poco azul na regido da Chapada Diamantina, Lage do
Batata, Ourolandia e Tiquara na caatinga, especificamente na regiao sisaleira.

Foram coletadas 4 amostras de solo, abaixo de 10 cm da superficie em uma
area de 4 m? na Rampa do Caim. No solo de Poco Azul foi coletada uma
amostra de solo depositado sob uma pedra dentro da caverna, em uma fenda
de aproximadamente 20 cm de altura por 60 cm de largura e 50 cm de
profundidade. O solo da Caatinga foi coletado na regido do horizonte A de
areas virgens, a cerca de 15 cm de profundidade e peneirados em malha de
2mm.

O isolamento dos actinomicetos das amostras de solo da Chapada
Diamantina e Caatinga foi realizado através da técnica convencional das
diluicbes seriadas em placas, onde 10 g de amostra de solo foram
homogeneizadas em 90 mL de solugéo salina (0,85 % NacCl) estéril em frascos
de Erlenmeyer de 250 mL (diluicdo 10™). A suspensdo foi misturada em
agitador rotatério, a 150 rpm por 30 minutos, a temperatura ambiente. A
segunda diluicdo (107?) foi realizada transferindo-se 1 mL da diluicdo 10 para
tubo de ensaio contendo 9 mL de solugdo salina (0,85 % NaCl), e assim
sucessivamente até a diluicdo 10°. As amostras foram plaqueadas em trés
diferentes meios de cultivo, (i) Agar-Amido-Caseina (AAC), (i) “Actinomycete
Isolation Agar” (ambos seletivos para actinomicetos) e (iii) Glicerol-Peptona,
todos contendo 150 mg.L™ do antifingico Fluconazol.

As diluicdes 1072, 102 e 10 foram utilizadas para andlise do perfil de
actinomicetos, sendo retirada uma aliqguota de 0,1 mL de cada diluicdo e
inoculada em triplicata na superficie do meio solidificado, espalhando-se
homogeneamente com auxilio da alca de Drigalsky. As placas foram incubadas
em BOD a 28°C, por 10 dias. As colonias com caracteristicas morfologicas de
actinomicetos foram transferidas para o meio de manutencdo Agar-extrato de

malte-extrato de levedura (ISP-2), pH 7.0, pela técnica de esgotamento por
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estrias em placa para posterior obtengdo das culturas puras. As estirpes
purificadas foram mantidas na forma de suspensdo de células/esporos em
glicerol 20 %, a temperatura de - 20 °C (HOPWOOD et. al, 1985).

Selecédo dos actinomicetos Celuloliticos e Xilanoliticos

Para selecdo de estirpes celuloliticas e xilanoliticas, os actinomicetos
foram cultivados em meio de sais minerais (BRECCIA et.al., 1995) modificado
(NaNOs, 1,2 g.L™; KH,PO4, 3,0 g.L ™% KoHPO,, 6,0 g.LY MgS04.7H,0, 0,2 g.L Y
CaCl,.2H,0, 0,05 g.L™; ZnS0,.7H,0O, 0,001 g.L™; MnS0,.7H,0, 0,01 g.L™%
Agar, 15,0 g.L™") suplementado com 1 % (p/v) de carboximetilcelulose sal
sédico de baixa viscosidade ou 1 % (p/v) de xilana oat spelts, respectivamente.
As estirpes foram inoculadas sob forma de spots, trés por placa, com auxilio de
uma alga de platina. A incubagéo foi conduzida a 28 °C durante 12 dias. Apés
este periodo, para a visualizacdo da formacdo de zonas de hidrélise, foi
adicionado a superficie das placas, solu¢cdo Vermelho Congo 0,1 % (p/v),
permanecendo em contato com o meio por 10 minutos. Apds este periodo,
foram realizadas lavagens sucessivas com solu¢do NaCl 1M até a visualizacao
de zonas de hidrdlise circunscrevendo o crescimento das colbnias.

A medida das zonas de hidrdlise e da colbnia foi realizada com auxilio

de um paquimetro, e os resultados expressos em cm.

Identificacdo da estirpe promissora

Em colaboracdo com o Laboratério de Biotecnologia de Actinomicetos,
no Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gées, na UFRJ, as estirpes
promissoras CDPA-01 e CDCI-21 foram identificadas como pertencente ao
género Streptomyces sp., através da analise do seqienciamento do RNA16S.
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RESULTADOS

Isolamento e selecdo dos actinomicetos

Os procedimentos utilizados foram eficientes para isolamento dos
actinomicetos (Fig. 1). Ao todo, foram isoladas 196 estirpes de actinomicetos,

destas 116 foram da Regido da Chapada Diamantina e 80 da Caatinga.

Figura 1- Isolamento e Purificacdo de Actinomicetos do solo (detalhe da estirpe
CDPA-01) através da Técnica de esgotamento.
Fotos: Rodrigo Pires do Nascimento.

Através da andlise dos resultados foi verificado que a maioria dos
isolados da Chapada Diamantina, representando 60 % (69) dos actinomicetos
foram obtidos quando se utilizou o meio especifico para crescimento de
actinomicetos (AIA) e 40 % (47) quando se utilizou o meio Agar-Amido-Caseina
(AAC). Ja da Caatinga, 86 % (69) dos isolados foram obtidos no meio Glicerol
Peptona (GP), representatividade muito maior do que quando se utilizou o meio
AAC, com 14 %, ou seja, 11 isolados (Fig. 2). Provavelmente, estes resultados
subestimam a populacdo total daqueles micro-organismos, em termos de
diversidade, uma vez que somente foram selecionadas as bactérias capazes

de se desenvolverem nos meios de cultura utilizados.
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Figura 2— Numero de isolados de actinomicetos da Chapada Diamantina e Caatinga
em relagdo aos meios de cultivo utilizados.

Todos os isolados foram examinados quanto a capacidade em degradar

polimeros vegetais, como celulose e xilana em meio de sais minerais (Tabela

1).

Tabela 1- Selecdo dos actinomicetos em relagdo ao seu potencial quanto & produgéo

de celulases e xilanases.

Locais Amostra de Solo
Caverna (Poco Azul)
Chapada
Diamantina campestre (Rampa do
Caim)
Lage do Batata

Caatinga Ourolandia
Tiquara
TOTAL

N° de isolados

84

32

64
10
6
196

Celuloliticos Xilanoliticos

& =606 69

28 61 2 39 48 18

54 9 10 °2 38 17

Zona de hidrdlise: (-) negativo, (+) diametro do halo = 1,0 cm até 1,9 cm, (++) didmetro

do halo 22,0 cm.
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Destes, 73 % (85) representando a diversidade da Chapada
Diamantina, apresentaram zonas de hidrolise ao redor do crescimento em meio
de carboximetilcelulose (Fig. 3A), sendo positivos para producdo de celulases,
enquanto que 63 % (73) apresentaram zonas de hidrolise ao redor do
crescimento em meio de xilana (Fig. 3B), ou seja, positivos para producao de
xilanases. Enquanto que na regido da Caatinga, 33 % (26) foram

caracterizados como celuloliticos e 30 % (24), como sendo xilanoliticos.

A) CELULASE B) XILANASE

A
/a

/4
/4 -

/4 S

"
e ¥

)

. .
CDPA-01 ’

Figura 3— Selecéo de actinomicetos celuloliticos (A) e xilanoliticos (B), apds revelacao
com solugédo Vermelho Congo 0,1 %.
Fonte: Rodrigo Pires do Nascimento

Foi observado que 34 % (67) dos isolados ndo apresentaram zonas de
hidrolise tanto para deteccdo da atividade xilanolitica como para celulolitica,
nas condi¢cdes estudadas, sendo a maioria (42) oriundo do solo de caatinga.

No intuito de visualizar micro-organismos capazes de degradar xilana e
carboximetilcelulose dos 116 isolados da Chapada Diamantina, 63 % (73)
produziram zona de hidrélise circunscrevendo a colbnia, mostrando-se
eficientes na producéo das duas enzimas. Dentre os 80 isolados da regiao da
Caatinga, apenas 20 % (16), apresentaram esta capacidade.

Com relacdo aos locais de coleta do solo, se destaca o solo
caracteristico de caverna (Poco Azul), de onde se obteve a maior populagéo

dos actinomicetos encontrados, dos quais 72 % (60) foram capazes de
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hidrolisar a xilana do meio de cultivo, com formacgao de halos claros ao redor da
colénia, e 81 % (68) foram capazes de hidrolisar o substrato CMC presente no
meio. Do solo campestre (Rampa do Caim), 32 isolados foram obtidos, sendo
41 % (13) capazes de produzir xilanases e 53 % (17) celulases, de acordo com
formacao das zonas de hidrélise circunscrevendo a col6nia.

Na regido so solo de caatinga, a maior diversidade, 80 % (64) dos
actinomicetos foram obtidos do solo de Lage do Batata, e a minoria, 7 % (6)
foram encontrados no solo de Tiquara, enquanto, do solo de Ourolandia,
obteve-se 13 % (10) dos isolados, como pode ser observado na figura 4.

A) B)
13%
28% Qurolandia
(Rampa do 7% =

Caim) Tiquara

80 %
Lagedo
Batata

72 %
(PocoAzul)

Figura 4 — Diversidade de actinomicetos isolados de diferentes solos da Chapada (A)
e Caatinga (B).

Apesar de 2 cepas se mostrarem como promissoras (halo = 2,0 cm), nos
dois substratos entre os 111 actinomicetos que exibiram zonas de hidrélise
para producdo de celulase, a estirpe CDPA-01 foi escolhida devido a seu
melhor crescimento e esporulagdo mais abundante e rapida, destacando-se
com halo igual a 2,7 cm. Este micro-organismo foi isolado de um solo de
Caverna, coletado na Chapada Diamantina (Bahia, Brasil) e identificado pela
técnica do sequenciamento rRNA 16S, como pertencente ao género

Streptomyces sp.
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DISCUSSAO

KULKARNI (1999) enfatiza que, apesar da producdo comercial das
celulases e xilanases se concentrar principalmente nos fungos Aspergillus sp. e
Trichoderma sp., novos micro-organismos estao sendo alvo de estudos devido
a demanda por cepas produtoras de enzimas com maior rendimento, alta
estabilidade em condi¢des extremas de temperatura e pH.

Actinomicetos sdo bactérias conhecidas por constituir grande parte da
microbiota da rizosfera. Eles sdo importantes produtores de compostos
bioativos e sdo também encontrados nos mais diversos ambientes. Por seu
crescimento semelhante aos de fungos filamentosos, estes micro-organismos
possuem uma vantagem no que diz respeito ao aumento da area de contato
com o substrato juntamente com sua capacidade de degradar estes materiais.

As estirpes foram selecionadas como xilanoliticas e celuloliticas, apos
observacéo de zonas de hidrdlise circunscrevendo o seu crescimento, em meio
sélido contendo xilana oat spelts (Sigma) e carboximetilcelulose (Sigma). Neste
trabalho, de todas as estirpes testadas, 50 % foram capazes de produzir
xilanases e 57 % celulases.

Segundo Basilio et al. (2003), os géneros de actinomicetos mais
comumente encontrados no solo séo Streptomyces e Micromonospora. Apesar
de trés estirpes serem promissoras para producdo de celulases e xilanases,
somente uma estirpe, produtora de celulases, foi escolhida para estudos
posteriores. A estirpe selecionada, CDPA-01, foi isolada de solo de caverna,
coletado na regido da Chapada Diamantina, Poco Azul, Bahia, pela técnica
convencional das diluicdes seriadas em placas, e foi identificada como
pertencente ao género Streptomyces através da técnica de seqienciamento do
rRNA 16S. De acordo com Xu et al. 1996, este género no solo desempenha as
fungbes ecoldgicas mais importantes, representando mais de 90 % do total de
actinomicetos.

NASCIMENTO et al. (2003) isolou trés actinomicetos promissores para
producdo de xilanases, entre os trinta actinomicetos que exibiram zonas de

hidrolise, e a estirpe AMT-3 (identificada como Streptomyces malaysiensis) foi
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escolhida devido & seu melhor crescimento e caracteristicas de esporulacdo, o
mesmo critério utilizado para escolha da CDPA-01, deste trabalho.

Resultados relevantes foram encontrados por Ramirez e Coha (2003),
onde 92 % dos actinomicetos testados foram capazes de apresentar atividade
celulolitica na presenca de CMC.

A metodologia descrita por Breccia e colaboradores (1995) utilizada para
a selecao de micro-organismos xilanoliticos e celuloliticos, é adequada, de facil
e rapida utilizacdo, e ndo toxica ao micro-organismo. A soluc¢do age formando
zonas claras em forma de halos, indicando a acdo enzimética da celulase ou
xilanase, enquanto que a parte ndo afetada pela enzima cora-se de vermelho
(MULLINGS, 1985).

A demonstragdo de que a solugcdo Vermelho Congo mostra uma forte
interagdo com polissacarideos que contém ligagées glicosidicas (-1,4
proporciona uma nova base para 0s ensaios de atividades endoglucanase,
utilizando substratos néo sollveis em uma sistema de difusdo de agar em
placa (TEATHER e WOOD, 1983). As vantagens potenciais deste sistema,
enumerar e caracterizar micro-organismos celuloliticos e xilanoliticos, derivam
em grande parte da cor intensa do complexo, que permite 0 uso de
concentracfes muito baixas do substrato e uma correspondente diminuicdo do
tempo necessario para detectar pequenos niveis de atividade enzimatica,
sendo caracterizado como um método facilmente adaptavel a qualquer micro-
organismo viavel (TEATHER e WOOD,1983).

A natureza dos testes aplicados neste estudo impede qualquer
comparagcdo quantitativa da atividade enzimatica. Variagbes na taxa de
crescimento entre as cepas, oS meios de cultivo utilizados e, no caso da
técnica em placas, torna possiveis as variacbes na taxa de producdo da
enzima (THEATER e WOOD,1982). No entanto, o tamanho do halo produzido
no teste qualitativo, ou o indice enzimético, pode nao corresponder,
necessariamente a maior producéo da enzima em fermentagao, provavelmente
porque as condic¢des utilizadas para a fermentacdo podem néo ser as melhores
para todas as cepas (temperatura, tempo, nutrientes, etc.). De uma forma
geral, o teste qualitativo auxilia na escolha das cepas que produzem a enzima

de interesse, e dentre os que produzem os maiores halos, poderdo ser
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encontrados aqueles que produzem as maiores quantidades de enzima (TEN
et al., 2004).

As enzimas celuloliticas tém sido estudadas devido o seu potencial em
biotecnologia, incluindo uso em alimentos e bebidas, detergente, industria téxtil,
polpa e papel.
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CAPITULO 2

Producdao e caracterizacao de celulases em residuos agro-

industriais
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RESUMO

Bispo, A. S. da R. Producéo e Caracterizacdo de Celulases em Residuos

Agro-Industriais.

As celulases sdo enzimas de grande potencial biotecnoldgico, podendo ser
aplicadas em uma ampla variedade de processos industriais, sendo o0s
actinomicetos e fungos os grandes produtores. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o potencial de residuos agro-industriais para producédo e caracterizacao
de endoglucanases por Streptomyces sp.CDPA-01, em fermentagéo submersa,
utilizando diferentes concentragcdes de bagaco de cana, farelo de aveia e
carboximetilcelulose (CMC), como fontes de carbono e milhocina, como fonte
de nitrogénio, utilizando a matriz do planejamento fatorial DCCR (Delineamento
Composto Central Rotacional). A estirpe foi cultivada em frascos Erlenmeyer
(250 mL) contendo 50 mL do meio de sais, suplementado com diferentes
combinagdes entre as fontes, sendo inoculada com 50 pL de suspenséo de
esporos padronizada (1,27x10*° UFC.mL™) e os extratos enzimaticos coletados
em intervalos de 24 horas durante 5 dias, foram centrifugados, filtrados e
congelados. A medida da atividade enzimatica foi determinada através do
método DNS. A maior producéo de celulases (0,740 U.mL™) foi observada para
bagaco de cana, apds 5 dias. Contudo, valores proximos de atividade de
CMCase (0,680 U.mL™ e 0,620 U.mL™) foram observadas para CMC e farelo
de aveia, respectivamente apés 4 dias de cultivo. A caracterizacdo enziméatica
foi conduzida nas diferentes fontes de carbono, sendo a condicao étima de 60
°C e pH 4.0 para bagaco de cana, 50 °C e pH 3.0 e 8.0, para CMC e farelo de
aveia, respectivamente. As enzimas do extrato obtido de bagaco de cana e
farelo de aveia se mostraram estaveis a 50 °C, ao passo que do extrato de
CMC foi inferior a 50 % apds 4 horas. O efeito dos ions metélicos foi negativo
para o extrato de bagaco de cana e positivo para os extratos de farelo de aveia
e CMC. De acordo com os dados obtidos, as caracteristicas bioquimicas da

enzima sédo adequadas para uso industrial.

Palavras-chave: Streptomyces, bioprocessos, residuos lignoceluldsicos,
CMCases, fermentacédo submersa
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ABSTRACT

Bispo, A. S. da R. Production and Characterization of cellulases in agro-
industrial residues.

Cellulases are enzymes of great biotechnological potential, can be applied in a
wide variety of industrial processes and actinomycetes and fungi are major
producers. The aim of this study was to evaluate the potential of agro-industrial
residues for production and characterization of endoglucanases by
Streptomyces sp.CDPA-01 in submerged fermentation wusing different
concentrations of sugarcane bagasse (SCB), oat bran (OB) or
carboxymethylcellulose (CMC), as sources carbon and corn steep liquor as
nitrogen source, using the matrix of the factorial design CCRD (Central
Composite Rotational Design). The strain was grown in Erlenmeyer flasks (250
mL) containing 50 mL medium of salts, supplemented with different
combinations of sources, and inoculated with 50 pyL of standardized spore
suspension (1.27x10*° UFC.mL™) and enzyme extract collected every 24 hours
for 5 days were centrifuged, filtered and frozen. The measurement of enzyme
activity was determined by DNS method. The higher production of cellulase
(0.740 U.mL™) was observed for SCB, after 5 days. However, close values of
CMCase activity (0.680 U.mL™* and 0.620 U.mL™) were observed for CMC and
OB, respectively after 4 days of cultivation. The enzymatic characterization was
carried out at different carbon sources, and the optimum condition of 60 °C and
pH 4.0 for SCB, 50 °C and pH 3.0 and 8.0, and CMC for OB, respectively. The
enzyme extract obtained from SCB and oat bran were stable at 50 °C, while the
extract of CMC was less than 50 % after 4 hours. The effect of metal ions was
negative for the extract of SCB and positive for the extracts of OB and CMC.
According to the data, the biochemical characteristics of the enzyme are

suitable for industrial use.

Keywords: Streptomyces, bioprocesses, lignocellulosic residues, CMCase,
submerged fermentation
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INTRODUCAO

Cada vez mais existe a necessidade de utilizar matérias primas
renovaveis, bem como criar um uso adequado para a utilizacdo de residuos
agroindustriais, derivados de milho, cana, trigo, arroz e outros cereais, bem
como os residuos da industria de papel e celulose, fontes consideradas Uteis
para conversdo de lignocelulose em acucares fermentaveis, (HERNANDEZ-
SALAS et.al.,, 2009). Devido a dificuldade de degradacdo de celulose em
condi¢cdes ambientais, residuos celulésicos se acumulam o que os torna um
transtorno para o meio ambiente. Estima-se que aproximadamente 4 x 10°
toneladas de celulose sdo geradas anualmente e que sdo degradadas no
ambiente pela acdo de micro-organismos (ARO et al.,, 2005). Alguns dos
residuos agroindustriais possuem uma proporcdo de celulose e hemicelulose
superior a 75 % em seu contetdo, o que justifica 0 uso deste material na
producdo de celulases (ADSUL et al., 2004), ou bioconversdo em metabdlitos
de alto valor agregado, como etanol.

As enzimas celuloliticas sdo produzidas por uma gama de micro-
organismos, principalmente 0s actinomicetos, pertencentes ao género
Streptomyces. Estes micro-organismos sdo muito importantes no processo de
bioconverséao, pois sdo capazes de colonizar substratos complexos e hidrolisar
varios polimeros, além de crescerem em temperaturas elevadas e serem
habitantes naturais do solo. O meio de cultivo deve atender a demanda
nutricional do micro-organismo produtor, aos objetivos do processo e a escala
de operacdo. Sua selecdo depende, para a maioria dos processos em larga
escala, do custo, disponibilidade e caracteristicas dos seus componentes. Os
substratos que compdem os meios devem conter fontes de carbono e energia,
fontes de nitrogénio, substancias minerais e fatores de crescimento. As fontes
de carbono, especialmente carboidratos, podem ser: glicose (pura ou de amido
hidrolisado), lactose (pura, soro de leite ou de queijo), amido ou fécula de
cevada, centeio, trigo, aveia, farinhas e farelos diversos, soja, amendoim,
algodao, batata, batata-doce, mandioca, sorgo e sacarose (melacgo de cana, de

beterraba ou acucar refinado).
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As fontes nitrogenadas podem ser: cevada, melaco de beterraba, 4gua
de maceracao de milho (milhocina), farinha de aveia, farinha de centeio, farelo
de soja e soro de leite. Os sais minerais sdo adicionados, especialmente como
fontes suplementares de nitrogénio, fésforo, enxofre ou calcio.

Sendo assim, este trabalho objetivou estudar a producéo de celulases,
por Streptomyces sp.CDPA-01 em diferentes substratos lignocelul6sicos sob
fermentacdo submersa, devido a possibilidade de ter melhor racionalizacao e
padronizacdo do processo, 0 que é fundamental para a indlstria, além de
permitir um sistema de cultura homogéneo. Em seguida, caracterizar a enzima
guanto a melhor atividade no perfil 6timo de temperatura e pH, determinacao
da termoestabilidade e influéncia de ions metalicos.

A caracterizacdo do perfil bioquimico da enzima é importante, pois a
producdo das celulases com caracteristicas bioguimicas adequadas a
aplicacao industrial representa objeto de estudo relevante, cujo enfoque no
desenvolvimento e aprimoramento de tecnologias visando aumento de

produtividade, de escala e reducéo de custos torna-se de extrema importancia.
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MATERIAL E METODOS

Manutenc&o do Micro-organismo

A estirpe celulolitica Streptomyces sp.CDPA-01, isolada de solo de
caverna na Regido da Chapada Diamantina, no Estado da Bahia, foi mantida
em glicerol 20 % a -20 °C.

Preparo para obtencéo do in6culo

Para realizar a suspensdo de esporos, o micro-organismo foi inoculado
em cinco placas de Petri contendo o meio Agar-extrato de malte-extrato de
levedura (ISP-2), e incubado a 30 °C por 12 dias (formacdo do micélio aéreo),
em BOD. Apds este periodo, pequenos fragmentos do meio com crescimento
de biomassa celular, foram inoculados em frascos Erlenmeyers de 250 mL
contendo 50 g de arroz parbolizado e autoclavado (120 °C por 55 minutos),
segundo Soares et al, (2007).

Os frascos Erlenmeyers foram incubados em B.O.D a temperatura de 30
°C por aproximadamente 8 dias, até que todo o arroz estivesse coberto com
crescimento celular. Decorrido este periodo, adicionou-se 75 mL de solugéo
salina 0,85 % nos frascos, sob agitacdo orbital, por aproximadamente 10
minutos. Apds a homogeneizacao, procedeu-se a filtragem com gaze estéril. O
filtrado foi transferido para Tubos de 50 mL (Falcon) (Separacao de esporos do
micélio), e centrifugado (CIENTEC-CT 4000) a 3000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o “pellet” formado (esporos) foi ressuspendido
em 4 mL de glicerol 20 % e agitado em Vortex (BIOMIXER, QL-901), por
aproximadamente, 2 minutos. Em seguida, determinou-se a concentracéo
através do método de diluicBes seriadas, onde retirou-se 1 mL da suspenséo e
adicionou em 9 mL de solucéo salina 0,85 %, repetindo-se este procedimento
até perfazer 8 diluicbes (10®). O plagueamento foi feito em meio Agar-extrato
de malte-extrato de levedura (ISP-2) das diluicdes 10 a 108, em triplicata. As
placas foram incubadas a 30 °C durante 5 dias, para posterior contagem das
colénias (HOPWOOD et.al., 1985).
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A diluicdo escolhida para contagem das colénias baseou-se no critério
das placas que continham entre 20 a 200 colbénias. E o calculo para
padronizacdo do inéculo, foi feito segundo a equacdo abaixo, e o resultado

expresso em UFC.mL™,

C = Contagem em UFC.mL™*

C=MCXFCPxFD < FD = Fator de diluicéo (titulagéao)

FCP = Fator de correcao do plaqueamento (10)

MC = Média da contagem das colbnias

Producdao de celulases em Fermentacdo submersa

Os seguintes substratos foram testados:
- Farelo de aveia, fornecido pela industria de cereais Jasmine (rico em

glucanas);
- Carboximetilcelulose de baixa viscosidade (Sigma)

- Bagaco de cana de acucar (fornecido por uma Usina Sucro-alcooleira da
regido de Jussiape, BA) — a fibra foi triturada, lavada e seca a 50° C por 48

horas.

- Milhocina (“Corn Steep Liquor” — SIGMA)

Para a producdo de CMCases em fermentacdo submersa, as células
foram cultivadas em meio de sais mineirais (BRECCIA et al., 1995) modificado
contendo (g.L™): 2,0 NaCl; 3,0 KH,POy4; 6,0 KoHPO,; 0,2 MgS0,.7H,0; 0,02
CaCl,.2H,0 e 1 mL de Solucéo de Elementos tracos (0,64 g CuS04.5H,0; 0,15
g ZnS04.7H,0; 0,11 g FeS0O,4.7H,0; 0,79 g MnCl,.4H,O em 100 mL de agua
destilada), suplementado com diferentes concentracdes de fontes de carbono
(farelo de aveia, carboximetilcelulose e bagaco de cana de agucar) e fonte de
nitrogénio organica (milhocina), de acordo delineamento composto central

rotacional, como descrito na Tabela 1.
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Tabela 1- Valores codificados e reais utilizados no Delineamento Composto Central
Rotacional 2° para producéo de celulases.

Niveis
Variaveis Independentes -1,41 -1 0 +1 +1,41
Fonte de Carbono (%) 0,47 0,8 1,6 2,4 2,73
Fonte de Nitrogénio (%) 0,1 0,3 0,8 1,3 1,51

A estirpe Streptomyces sp. CDPA-01 foi cultivada em frascos

Erlenmeyers (250 mL) contendo 50 mL do meio descrito previamente (pH 7,0),

sendo inoculada com 50 pL de suspensdo de esporos padronizada (1,27><1Olo
UFC.mL™). Os frascos foram incubados em agitador orbital (Fig. 1), a 150 rpm
durante 6 dias a 30 °C, sendo retirado um frasco em intervalos de 24 horas
(Fig. 2). Os sobrenadantes brutos foram obtidos através da centrifugacdo a
3000 rpm/15 minutos, foram filtrados em filtro de vidro sinterizado e aferido os
valores de pH pelo método potenciométrico segundo as Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (1985). Em seguida, foram congelados (-20°C) para

determinacao da atividade enzimatica.

Figura 1- Fermentacdo submersa Figura 2- Frascos retirados a cada 24 h
utilizando erlenmeyers de 250 mL em para coleta do extrato enzimatico bruto.
agitador orbital.
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Delineamento Composto Central Rotacional- DCCR

A otimizacédo das condicbes de producdo de CMCase, foi realizada por
um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), ou seja, um 22
incluindo 4 ensaios nas condi¢cbes axiais e 3 repeticdes no ponto central,
totalizando 11 ensaios, como mostra a Tabela 2, segundo Rodrigues e lemma,
2005. A variavel dependente selecionada para este estudo foi a atividade
enzimatica, expressa em U.mL™, enquanto que as variaveis independentes
foram a concentracdo das fontes de carbono e nitrogénio.

Como fontes de carbono, foram utlizados farelo de aveia,
carboximeticelulose e bagaco de cana de acucar, enquanto que a fonte de
nitrogénio utilizada foi a milhocina. O sistema foi conduzido em frascos de
Erlenmeyers (250 mL), por fermentagdo submersa, e a melhor combinagéo
entre as fontes de cada experimento e também o melhor dia de producéo,
foram analisados no intuito de definir faixas mais adequadas para cada

resposta.

Tabela 2- Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional (valores reais e
codificados) para determinacdo da atividade enziméatica

Fonte de C Fontede N

ENSAIO Niveis

(%) (%)
1 -1 -1 0,8 0,3
2 +1 -1 2,4 0,3
3 -1 +1 0,8 1,3
4 +1 +1 2,4 1,3
5 -1,41 0 0,47 0,8
6 +1,41 0 2,73 0,8
7 0 -1,41 1,6 0,1
8 0 +1,41 1,6 1,51
9 0 0 1,6 0,8
10 0 0 1,6 0,8
11 0 0 1,6 0,8
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As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software
STATISTICA 7.0® (StatSoft).

Ensaios Analiticos

Medida da atividade enzimatica

A determinagdo da atividade CMCase foi conduzida através da
quantificacdo dos acucares redutores gerados na presenca de
carboximetilcelulose 2 % (p/v) em tampao citrato de sédio, 50 mM, pH 4.8, pelo
método DNS (MILLER, 1959), como descrito por Ghose (1987). O sistema
enzimatico foi incubado a 50°C por 20 minutos e a leitura foi feita em
espectrofotometro (BIOSPECTRO SP-220) a 540 nm.

Uma unidade de atividade CMCase (U) corresponde a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1 umol de glicose por minuto nas condicfes do

ensaio.

Determinacao do perfil 6timo de temperatura

O estudo foi realizado sob as mesmas condi¢cdes descritas no item
anterior. As temperaturas de incubacdo variaram de 20 a 100 °C. A mistura
reacional foi incubada em banho-maria a pH 4,8, nas respectivas temperaturas
segundo GRIGOREVSKI-LIMA et. al. (2005), e apds o tempo de reacéo de 20
minutos, a atividade foi interrompida em banho de gelo. A dosagem dos
acucares redutores produzidos ap6s atividade enziméatica foi determinado pelo
método DNS (MILLER, 1959).

Determinacdo do perfil 6timo de pH

Para o estudo do efeito do pH, a atividade CMCase foi determinada na
temperatura 6tima obtida a partir do item anterior. A mistura reacional foi
incubada em banho-maria, com as faixas de pH variando de 2,0 a 10,0,

utilizando como tampdes: Glicina-HClI 50mM (pH 2,0-3,0), Citrato de soédio
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50mM (pH 3,0-6,0), Fosfato 50mM (pH 6,0-8,0), Tris-HCI 50mM (pH 8,0-9,0) e
Glicina-NaOH (pH 9,0-10,0). Os tampdes foram preparados de acordo com 0s
procedimentos descritos por Colowick & Kaplan (1955). A mistura reacional foi
incubada em banho-maria, nos respectivos pH e apés o tempo de reacéo de 20
minutos, a atividade foi interrompida em banho de gelo. A dosagem dos
acucares redutores produzidos apos atividade enzimatica foi determinada pelo
método DNS (MILLER, 1959).

Termoestabilidade

O estudo foi realizado através da incubacao do extrato enzimético bruto
na temperatura de 50 °C. O extrato enzimatico foi incubado por 8 horas, sendo
as atividades determinadas ap6s 0,5, 1, 2, 4, 6 e 8 horas, nos 6timos de

temperatura e pH.

Influéncia de ions metalicos e Outros aditivos

O efeito de diferentes ions metalicos na atividade celulolitica foi
estudado a partir da determinacdo da atividade enzimatica na presenca da
solucédo do respectivo sal na concentracdo de 10mM na mistura reacional. O
ensaio enzimatico foi realizado na presenca dos seguintes sais: magnésio
(MgSOQ,), zinco (ZnS0O,), cobre (CuSO,), sodio (NaCl), potassio (KCI), cobalto
(CoCly), calcio (CaCly), manganés (MnCl,), ferro Il (FeCl3) e Béario (BaCly).
Também foi estudado o efeito do EDTA na atividade celuldsica. A quantidade
de acUcares redutores produzidos durante a incubacao de 0,6 mL de amostra,
0,3 mL de solucédo de ions (80 mM) com 0,3 mL de carboximetilcelulose 2%
(p/v) nas condicBes Otimas de temperatura e pH, durante 20 minutos, foi
medida pelo método do DNS a 540nm (MILLER, 1959), apés interrupcao da

reacao enzimatica por imersao em gelo.
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RESULTADOS

Producéao de celulases por fermentacdo submersa

Para padronizacdo do inéculo, a diluicdo 107 foi escolhida por estar
dentro da faixa de 20 a 200 colénias como € recomendado por muitos autores.
A média das placas foi de 127 colbnias, e ap6s o célculo de obtencédo do
in6culo padrdo, as fermentacdes foram realizadas inoculando 50 pl da

suspensao de esporos (1,27 x 10'° UFC.mI™) em cada frasco Erlenmeyer.

A andlise dos sobrenadantes obtidos com o crescimento da estirpe
Streptomyces sp. CDPA-01 ao longo do tempo permitiu-nos determinar o
melhor sistema, o melhor tempo, e o melhor substrato para producdo da

enzima.

- Estudo da producéo de celulase em meio contendo farelo de aveia
(FA) e milhocina (CSL)

A Figura 2 mostra a cinética de producdo de endoglucanases pela
estirpe Streptomyces sp. CDPA-01 em fermentacdo submersa, utilizando
diferentes combinacbes de farelo de aveia (FA) como fonte de carbono e
milhocina (CSL), como fonte de nitrogénio. A atividade enzimatica maxima
obtida nessas condi¢des foi de 0.620 U.mL™, no ensaio 8, quando se utilizou
1,6 % (p/v) da fonte de carbono e a concentracdo maxima da fonte de
nitrogénio [1,51 % (p/v)], ap6s 4 dias de crescimento. Entretanto, quando a
mesma concentracdo da fonte de carbono foi utilizado com a concentracao
minima [0,1 % (p/v)] da fonte de nitrogénio (CSL), no ensaio 7, a atividade
méxima foi de 0,280 U.mL™, ao fim de 4 dias, diminuindo para 0,070 U.mL™
apos 6 dias de fermentacdo, demonstrando assim o efeito significativo da fonte
de nitrogénio.

De acordo com os resultados obtidos, o tempo 4, que determinou a
melhor atividade, foi escolhido para construcdo da superficie de resposta e
através desta analise foi possivel determinar as condigbes otimizadas,

conhecendo a significancia estatistica da resposta.
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Figura 2- Cinética da producdo de CMCases por Streptomyces sp. CDPA-01
em fermentagdo submersa, utilizando farelo de aveia como fonte de carbono e
milhocina como fonte de nitrogénio.

- Estudo da producdo de celulase em meio contendo

carboximetilcelulose (CMC) e milhocina (CSL)

A maior atividade celulasica (0,680 U.mL™) ocorreu no 4° dia de
fermentacdo, quando a maior concentracdo [2,73% (p/v)] da fonte de carbono
(CMC) foi utilizada juntamente com 0,8 % (p/v) da fonte de nitrogénio (CSL), no
ensaio 6 (Fig. 3). Este pico de atividade se destacou dos demais ensaios,
devido a ligeira queda (0,150 U.mL™) na producéo apds este periodo.

No ensaio 7, onde a concentracao [0,1% (p/v)] de milhocina € minima,
pode-se observar que a producdo se manteve baixa ao longo da fermentacéo,
enquanto que o ensaio 9 [1,6 % (p/v) de CMC e 0,8 % (p/v) de CSL] mostrou
uma boa producéo de celulases (0,370 U.mL™) no 2° dia de fermentacéo (Fig.
3). Contudo, o tempo 4 foi escolhido para construgdo da superficie de resposta

do planejamento fatorial utilizando estes substratos.
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Figura 3- Cinética da producdo de CMCases por Streptomyces sp. CDPA-01
em fermentagdo submersa, utilizando carboximetilcelulose como fonte de carbono e
milhocina como fonte de nitrogénio.

- Estudo da producédo de celulase em meio contendo bagaco de

cana de acucar (BC) e milhocina (CSL)

A maior atividade enzimatica celulasica (0,740 U.mL™) quando se
utilizou 1,6 % (p/v) de BC como fonte de carbono e 1,51 % (p/v) de CSL como
fonte de nitrogénio ocorreu apds 5 dias de fermentacdo, no ensaio 8, como
mostra a Figura 4.

O ensaio 4 apresentou uma queda acentuada na producéo (0,030 U.mL"
Y no terceiro dia de crescimento, quando se utilizou a concentragéo de 2,4 %
(p/v) da fonte de carbono, ao contrario do ensaio 2, que com a mesma
concentracao teve sua atividade elevada para 0,340 U.mL™, ou seja, aumentou
em 90 % a producéo de celulases, fato que pode ser explicado pelo aumento
da concentragdo de milhocina de 0,3 % (ensaio 2) para 1,3 % (ensaio 4).

Diante destes resultados, o tempo 5 foi selecionado para construcao do
grafico de superficie de resposta para posterior analise das condi¢cdes

otimizadas de producéo.
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Figura 4- Cinética da produgédo de CMCases por Streptomyces sp. CDPA-01
em fermentacdo submersa, utilizando bagaco de cana de acucar como fonte de
carbono e milhocina como fonte de nitrogénio.

Com relagéo aos valores de pH, quando se utilizou CSL como fonte de
nitrogénio, tanto com CMC, como com BC, ndo houve muita alteracao,
mantendo-se entre 6,8 e 7,2. Por outro lado, quando se utilizou FA como fonte
de carbono, a faixa de variacdo de pH foi maior, de 6,8 a 7,7 nos ensaios 2 e
4, quando se utilizou uma alta concentracdo [2,4 % (p/v)] da fonte de carbono.
Ao final de cada fermentacao foi possivel observar que o aumento do valor de
pH coincide com a queda na producdo da enzima provavelmente devido a
morte celular.

Respeitando a cinética do processo, para cada um dos 11 ensaios do
DCCR foram retiradas amostras em funcdo do tempo para determinacdo da
atividade de celulase. A tabela 3 apresenta os niveis estudados do
delineamento experimental e os resultados foram analisados utilizando o
Statistica ® 7.0, StatSoft. A atividade da enzima quando utilizou-se FA como
fonte de carbono e CSL como fonte de nitrogénio, variou de 0,140 U.mL*
(ensaio 1) para 0,620 U.mL™ (ensaio 8), de 0,030 U.mL™ (ensaio 7) para 0,680

U.mL™? (ensaio 6) quando se utilizou CMC e CSL, enquanto que para o BC e
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CSL, a producéo variou de 0,190 U.mL™ (ensaio 7) para 0,740 U.mL™ (ensaio
8).

Segundo os dados apresentados na Tabela 3, é relevante citar que os
valores obtidos nas condi¢cfes dos pontos centrais (ensaios 9, 10 e 11) houve
pouca variagdo nos valores da atividade celuldsica obtida, indicando assim, a
reprodutibilidade dos dados. No experimento com BC e CSL, por exemplo, &
possivel observar a qualidade da repetibilidade dos experimentos com uma
menor variabilidade do processo, onde os valores obtidos estdo muito proximos
do predito pelo modelo, podendo indicar uma maior homogeneidade do
processo, enquanto que com a utilizacdo de CMC, a variabilidade aumentou, e
isto pode ser devido ao ensaio 10, onde a atividade enzimatica aumentou

rapidamente.
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Tabela 3- Matriz do DCCR (valores reais e codificados) com resultados obtidos e preditos no melhor sistema para cada substrato utilizado.

Ensaios % Fontede C % Fontede N Atividade Atividade Atividade Atividade Atividade Atividade
Experimental Predita Experimental Predita Experimental Predita
(U.mL™h (U.mL™h (U.mL™ (U.mL™ (UmL™ (U.mL™

Farelo de Aveia + Milhocina  Carboximetilcelulose + Milhocina  Bagaco de cana de agucar + Milhocina

1 0,8 (-1) 0,3 (-1) 0,140 0,180 0,040 0,023 0,350 0,290

2 2,4 (+1) 0,3 (-1) 0,400 0,260 0,170 0,278 0,390 0,410

3 0,8 (-1) 1,3 (+1) 0,450 0,400 0,130 0,158 0,600 0,630

4 2,4 (+1) 1,3 (+1) 0,490 0,480 0,270 0,423 0,710 0,750

5 0,47 (-1,41) 0,8 (0) 0,190 0,183 0,140 0,156 0,440 0,485

6 2,73 (+1,41) 0,8 (0) 0,230 0,297 0,680 0,524 0,700 0,655

7 1,6 (0) 0,1(-1,41) 0,280 0,264 0,030 0,001 0,190 0,230

8 1,6 (0) 1,51 (+1,41) 0,620 0,576 0,280 0,199 0,740 0,710

9 1,6 (0) 0,8 (0) 0,390 0,420 0,120 0,160 0,670 0,690

10 1,6 (0) 0,8 (0) 0,390 0,420 0,200 0,160 0,710 0,690

11 1,6 (0) 0,8 (0) 0,370 0,420 0,150 0,160 0,680 0,690
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No entanto, de acordo com a andlise estatistica dos resultados, foi
possivel determinar os coeficientes de regressdo, a analise de variancia e os
graficos de superficie de resposta para atividade CMCase nos diferentes

substratos utilizados, como ser&o apresentados a seguir.

Vale ressaltar que todos os parametros estudados foram considerados
com p - valores menores que 5 % (p<0,05), e que nas tabelas de coeficientes
de regresséo (4, 6 e 8) os termos lineares estdo associados a letra L e os

termos quadraticos com a letra Q.

Farelo de Aveia e Milhocina

Através dos resultados obtidos foi possivel determinar os coeficientes de
regressao que estdo apresentados na tabela 4. Com excec¢éo da interacdo (p =
0,0720) e do termo quadratico da concentracdo da fonte de nitrogénio (p =
0,0864), todos os parametros do modelo foram significativos, podendo-se

elaborar um modelo com as variaveis codificadas: Equacao 1
Equacdo 1: Y = 0,38 + 0,04x; — 0,08x,? +0,11x, + 0,04 x,°-0,05 X1 X»

De acordo com a analise de variancia (ANOVA), como mostra a tabela 5,
verificamos que o F calculado (19) foi cerca de 4 vezes maior que o F tabelado
(5,05), mostrando que o modelo € significativo e o coeficiente de determinacao
(R?), foi de 95 %. Esses resultados indicam uma boa concordancia entre os
valores experimentais e previstos pelo modelo, expressos na tabela 3.

Tabela 4- Coeficientes de regressao para a resposta atividade CMCase (4 dias de
fermentacgdo), utilizando farelo de aveia e milhocina como substratos.

Coeficientes

Lim.de

Erro Lim.de
Fatores de ) Padrio t(6) p-valor conf.- conf +95%
regressao 95%

Média 0,38 0,03 13,7 0,0000 0,31 0,46
Fonte de C (L) 0,04 0,02 2,6 0,0478 0,00 0,09
Fonte de C (Q) -0,08 0,02 -3,8 0,0131 -0,13 -0,02
Fonte de N (L) 0,11 0,02 6,4 0,0013 0,07 0,15
Fonte de N (Q) 0,04 0,02 2,1 0,0864 -0,01 0,10

CXN -0,06 0,02 -2,3 0,0720 -0,12 0,01
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Tabela 5- ANOVA para atividade CMCase no quarto dia de fermentacdo com Farelo
de aveia e milhocina

Fontes de SO GL OM  Fc  Ftab
variacao
Regresséo 0,19 5 0,038
Residuos 0,01 5 0,002 19 5,05
Total 0,20 10 0,020

% variacdo explicada (R) = 95 %; Fs.s.0,05 = 5,05

Carboximetilcelulose e Milhocina

Neste estudo foram considerados todos os parametros, mas somente 0
termo linear da concentracdo de CMC (p=0,0278) foi estatisticamente
significativo (p< 0,05). Isto significa que o aumento da concentragdo de
carbono proporcionou um aumento na producéo de celulase. Por outro lado, a
concentracdo de milhocina ndo apresentou valores significativos, mostrando
que essa variavel ndo interferiu na producdo da celulase na faixa estudada
(Tabela 6).

A analise da variancia (ANOVA), apresentada na tabela 7, foi utilizada
para avaliacdo de significancia do modelo. Baseado no teste F, o modelo é
capaz de predizer a atividade enzimatica em relacdo as variaveis
independentes. O valor F calculado (3,43) foi menor que o F tabelado (5,05),
mostrando que o modelo gerado, Equacdo 2, nao foi estatisticamente

significativo para o nivel de 95 % de confianca.
Equacdo 2: Y= 0,16 + 0,13x; + 0,09x3% + 0,07x -0,03%,> +0,0025x1.X>

O valor de R? de 77,5 % pode ser considerado razoavel para este tipo de

processo, em comparacao aos demais substratos.
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Tabela 6- Coeficientes de regressdo para a resposta atividade CMCase (4 dias de
fermentagéo), utilizando carboximetilcelulose e milhocina como substratos.

Lim.de

Fatores Coeficiente~s Errcl t(6) p-valor conf.- Lim.de
de regressédo Padrao 95% conf.+95%

Média 0,16 0,07 2,28 0,0716 -0,02 0,33
Fonte de C (L) 0,13 0,04 3,07 0,0278 0,02 0,24
Fonte de C (Q) 0,09 0,05 1,88 0,1189 -0,03 0,22
Fonte de N (L) 0,07 0,04 1,61 0,1674 -0,04 0,18
Fonte de N (Q) -0,03 0,05 -0,67 0,5353 -0,16 0,10
CXN 0,00 0,06 0,04 0,9681 -0,15 0,16

Tabela 7- ANOVA para atividade CMCase no quarto dia de fermentacdo com CMC e
milhocina

Fontes de SQ GL QM Fc Ftab

variagcao

Regressao 0,24 5 0,048

Residuos 0,07 5 0,014 3,43 5,05
Total 0,31 10 0,031

% variacdo explicada (R%) = 77,5 %; Fs.0,05 = 5,05

Bagacgo de cana de agucar e Milhocina

Observando a tabela 8 é possivel perceber que todos os termos dos
coeficientes de regressdo obtidos foram estatisticamente significativos a 95 %
de confianca, exceto a de interagcdo C e N, sendo que este foi incorporado a

falta de ajuste para célculo da ANOVA que esta apresentada na tabela 9.
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Tabela 8- Coeficientes de regressdo para a resposta atividade CMCase (5 dias de
fermentacéo), utilizando bagago de cana de agucar e milhocina como substratos.

Coeficientes

Fatores de Errg t(6) p-valor Lim.de Lim.de
. Padrao conf.-95% conf.+95%
regressao

Média 0,69 0,03 25,11 0,0000 0,62 0,75
Fonte de C (L) 0,06 0,02 3,86 0,0083 0,02 0,11
Fonte de C (Q) -0,06 0,02 -2,99 0,0244 -0,11 -0,01
Fonte de N (L) 0,17 0,02 10,06 0,0001 0,13 0,21
Fonte de N (Q) -0,11 0,02 -5,62 0,0014 -0,16 -0,06
CXN 0,02 0,02 0,71 0,5109 -0,05 0,08

Tabela 9- ANOVA para atividade CMCase no quinto dia de fermentacdo com bagaco
de cana de acucar e milhocina

Fontes de sQ GL QM Fc  Ftab

variacao

Regresséao 0,34 4 0,085

Residuos 0,01 6 0,001 85 4,53
Total 0,35 10 0,035

% variag&o explicada (R?) = 97 %; Fy005 = 4,53

O coeficiente de determinacéo foi igual a 97 %. O teste F foi altamente
significativo, sendo o modelo adequado para descrever os resultados através
de superficie de resposta. O parametro estatisticamente nao significativo
(interacéo) foi eliminado do modelo e adicionado aos residuos.

O modelo codificado foi utilizado para gerar a Equacao 3, que prediz a

atividade de CMCase em funcao das variaveis independentes:

Equacdo 3: Y= 0,69 + 0,06x; - 0,06x;,% + 0,17X, -0,11x,°

A partir dos modelos obtidos foi entdo possivel obter as superficies de
resposta e curvas de contorno para analisar as melhores condi¢cdes da
utilizacdo das fontes de carbono e nitrogénio para producao de celulases que
levam a um maior valor de atividade celulolitica.

Através da superficie de resposta obtida para otimizacdo da producéo de
celulases em diferentes concentracdes de farelo de aveia e milhocina, figura 5
(A e B), pode-se obter as condigOes favoraveis que resultem em maior valor de

atividade. E possivel verificar através da superficie e curvas de contorno que a
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faixa mais baixa estudada na fonte de nitrogénio (0,1 a 0,8 %) minimiza a
producdo de celulases. Nesta faixa a fonte de carbono (0,47 a 2,74 %) nao
afeta esta resposta. Entretanto, para maximizar a atividade € necessario
aumentar a concentragéo da fonte de nitrogénio dentro da faixa central da fonte
de carbono, uma vez que esta dentro da faixa considerada Otima para
atividade.

Para otimizacdo do processo em diferentes concentracoes de CMC e
milhocina, a superficie de resposta e curvas de contorno, apresentadas na
figura 6 (A e B) mostram que a faixa estudada (0,47 a 2,4 %) da fonte de
carbono nédo teve efeito significativo na atividade enzimética, porém o termo
linear da fonte de carbono (p = 0,0278) foi significativo, indicando que o
aumento de CMC podera resultar em maior valor de atividade. Entretanto, a
fonte de nitrogénio n&o afeta esta resposta dentro das faixas estudadas. Diante
disso, podemos observar que as concentracdes utilizadas nos ensaios 4 e 6
foram as que mais se aproximaram da regido 6tima para otimizacdo do uso
das fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente, sendo aconselhavel fixar
a milhocina em 1,3 % e aumentar a concentracado do CMC.

No estudo com bagaco de cana e milhocina, o modelo foi altamente
significativo, e segundo a analise da superficie de resposta e curvas de
contorno (figura 7 A e B) geradas, pode-se obter as melhores condi¢cdes para
otimizacao da producédo de celulases. Verificou-se que para a fonte de carbono
a faixa 6tima é de 1,6 a 2,4 % e para a fonte de nitrogénio entre 1,0 e 1,3 %,
porém, o ensaio 4 estd dentro da condi¢do 6tima para producédo de celulases,
e como a porcentagem utilizada de milhocina ndo esta associada a maiores
valores de atividade, é aconselhavel fixar a fonte de nitrogénio em 1,3 % e
variar a fonte de carbono de modo a melhorar a producdo com economia de

substrato.
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Figura 5- Analise de Superficie de resposta para a otimizacdo da produgédo de
CMCases pela estirpe Streptomyces sp. CDPA-01 em diferentes concentragdes de
Farelo de aveia (CARB) e Milhocina (NIT), ap0s 4 dias de fermentacéo.
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Figura 6- Analise de Superficie de resposta para a otimizacdo da produgédo de
CMCases pela estirpe Streptomyces sp. CDPA-01 em diferentes concentragdes de
CMC (CARB) e Milhocina (NIT), apés 4 dias de fermentagéo.
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Figura 7- Analise de Superficie de resposta para a otimizacdo da producdo de
CMCases pela estirpe Streptomyces sp. CDPA-01 em diferentes concentragdes de
bagaco de cana de acucar (CARB) e Milhocina (NIT), ap6s 5 dias de fermentacao.

Essas observacdes podem ser reforcadas pelos diagramas de Pareto
(Figura 8), que fornece o efeito quantitativo estimado que cada uma das
variaveis [A) FA e CSL; B) CMC e CSL; C) BC e CSL] possui sobre a atividade
celulasica, estabelecendo quais destes efeitos encontram-se dentro do grau de
confianca estabelecido para a analise estatistica (95%), ou seja, p = 0,05.

Cabe destacar que os fatores correspondentes ao efeito linear das
variaveis fontes de carbono e nitrogénio (figura 8 A e C), mostraram
significAncia estatistica, enquanto que na figura 8B, apenas o termo linear da
fonte de carbono foi significativo para producdo de celulases. Do mesmo modo,
o efeito quadréatico da fonte de carbono foi significativo nas concentracdes de
farelo de aveia e bagaco de cana (figura 8 A e C), enquanto que na figura 8B
nenhuma das fontes teve efeito significativo. Em todos os casos, pode-se

observar que a interagdo com as variaveis nao apresentaram significancia
estatistica.

B)
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Figura 8- Diagramas de Pareto (efeitos estimados) para atividade celuldsica produzida
pela estirpe Streptomyces sp.CDPA-01 em fermentagcdo submersa, mostrando as
variaveis significativas com p 2 0,05. A) FAe CSL, B) CMC e CSL e C) BC e CSL.

Confirmagao experimental das condi¢gdes otimizadas

No planejamento experimental, € muito interessante realizar alguns
ensaios na condicdo otimizada, para verificar a dinamica de producao da
enzima, validando experimentalmente as condi¢des estabelecidas pela analise
de superficie de resposta. Assim, foram realizados ensaios em triplicata com o
meio otimizado (tabelas 10, 11 e 12), e posteriormente foi feita a caracterizagao

enzimatica com o0s extratos brutos obtidos.
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Tabela 10- Validacdo dos resultados obtidos na producdo de celulases por
Streptomyces sp. CDPA-01, utilizando farelo de aveia e milhocina em fermentacdo
submersa, apés 4 dias de cultivo.

Ensaio Fonte de C Fonte de N Ativida_&ie
(%) (%) U.mL™)

1 2,0 1,50 0,842

2 2,0 1,65 1,039

3 2,0 1,80 0,749

Tabela 11- Validacdo dos resultados obtidos na producdo de celulases por
Streptomyces sp. CDPA-01, utilizando -carboximetilcelulose e milhocina em
fermentacdo submersa, apés 4 dias de cultivo.

Ensaio Fonte de C Fonte de N Ativida_(ile
(%) (%) (U.mL™)

1 2,80 1,3 1,325

2 2,95 1,3 1,544

3 3,10 1,3 1,351

Tabela 12- Validacdo dos resultados obtidos na produgdo de celulases por
Streptomyces sp. CDPA-01, utilizando bagaco de cana de acglcar e milhocina em
fermentagdo submersa, apos 5 dias de cultivo.

Ensaio Fonte de C Fonte de N Ativida_(ile
(%) (%) (U.mL™)

1 2,4 1,3 1,180

2 2,3 1,3 1,177

3 2,2 1,3 1,167

De acordo com os resultados obtidos a partir da média das triplicatas, a
maxima atividade foi de 1,039 U.mL™ (para FA e CSL), 1,544 U.mL™" (para
CMC e CSL) e 1,180 U.mL™ (para BC e CSL), nos ensaios 2, 2 e 1,
respectivamente. Estes extratos foram utilizados para determinar o perfil de

temperatura, pH, termoestabilidade e influéncia de ions metalicos na atividade

celulasica produzida.
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Caracterizacdo Enzimética
Perfil 6timo de temperatura

Foi observado que a temperatura 6tima para as atividades enziméticas
de celulases foi de 50 °C (Figuras 9 e 10), quando se utilizou farelo de aveia e
carboximetilcelulose como fontes de carbono, e 60 °C (figura 11), quando se
utilizou o bagaco de cana. Em todos os casos, foi possivel observar uma
significativa queda na atividade a partir do 6timo de atividade para cada
substrato utilizado. Porém, a atividade relativa em 40 e 60 °C, na utilizacdo de
CMC (figura 10), ficou em torno de 50 e 60 %, respectivamente, enquanto, que
com o bagaco de cana (figura 11), a atividade relativa em 40 e 50 °C foi de 80
e 95 %.
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Figura 9- Efeito da temperatura na atividade celuldsica produzida pela estirpe
Streptomyces sp. CDPA-01, utilizando farelo de aveia e milhocina em fermentacao
submersa, apds 4 dias de crescimento. A atividade relativa esta expressa como a
percentagem do maximo (100% de atividade = 1,039 U.mL™).
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Figura 10- Efeito da temperatura na atividade celuldsica produzida pela estirpe
utilizando carboximetilcelulose e milhocina em
fermentagcdo submersa, apés 4 dias de crescimento. A atividade relativa esta expressa
como a percentagem do méaximo (100% de atividade = 1,544 U.mL™).
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Figura 11- Efeito da temperatura na atividade celuldsica produzida pela estirpe
Streptomyces sp. CDPA-01, utilizando bagaco de cana e milhocina em fermentacéo
submersa, apds 5 dias de crescimento. A atividade relativa esta expressa como a

percentagem do maximo (100% de atividade = 1,585 U.mL™).
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Perfil 6timo de pH

Quanto ao pH, a atividade celulasica dos sobrenadantes obtidos a partir
da utilizacdo de FA, CMC e BC, como fontes de carbono, apresentaram um
otimo em pH 8,0 (Figura 12), pH 3,0 (Figura 13) e pH 4,0 (Figura 14),
respectivamente. Foi possivel observar na figura 12, que o maximo de
atividade foi mantida acima de 60 % na faixa de pH 5,0 - 9,0, ja na figura 13,
todos os pH (2,0 - 10,0) testados, mostraram atividade relativa superior a 70 %,
assim como mostra a figura 14, porém na faixa de pH 2,0 - 9,0. Estas
caracteristicas podem ser importantes quando se pensa em aplicacbes

industriais.
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Figura 12- Efeito do pH na atividade celulasica produzida pela estirpe Streptomyces
sp. CDPA-01, utilizando farelo de aveia e milhocina em fermentacao submersa, apos 4
dias de crescimento. A atividade relativa esta expressa como a percentagem do
méaximo (100% de atividade = 1,094 U.mL™).
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Figura 13- Efeito do pH na atividade celulasica produzida pela estirpe Streptomyces
sp. CDPA-01, utilizando carboximetilcelulose e milhocina em fermentagdo submersa,
apoés 4 dias de crescimento. A atividade relativa esta expressa como a percentagem
do méaximo (100% de atividade = 1,237 U.mL™).
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Figura 14- Efeito do pH na atividade celulasica produzida pela estirpe Streptomyces
sp. CDPA-01, utilizando bagago de cana e milhocina em fermentacédo submersa, apos
5 dias de crescimento. A atividade relativa estd expressa como a percentagem do
méaximo (100% de atividade = 1,674 U.mL™).
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Termoestabilidade

O estudo da termoestabilidade dos extratos enzimaticos demonstrou que
a atividade celulasica se manteve bastante estavel a 50 °C. Os sobrenadantes
obtidos do cultivo com farelo de aveia e bagaco de cana se apresentaram mais
estaveis, mantendo valores de atividade em torno de 68 % da inicial apds 8
horas de incubacao (Figuras 15 e 17). Tal aspecto nao foi observado para o
extrato obtido a partir do cultivo em carboximetilcelulose, onde verificou uma
gueda acima de 50 % da atividade apés 6 horas de incubacéo (Figura 16).

Quando o sobrenadante obtido a partir do cultivo em farelo de aveia
(Figura 15) foi incubado a 50° C manteve cerca de 82% de sua atividade inicial
por até duas horas. Entretanto, o sobrenadante obtido a partir do CMC (Figura
16), apds 1 hora de incubacéao ja havia perdido 35 % de sua atividade relativa.

E possivel observar (Figura 17) que ap6s 30 minutos de incubacdo do
sobrenadante obtido do bagaco de cana, houve uma perda de
aproximadamente 24 % na atividade enzimatica, sendo esta considerada

maior, em relacdo aos tempos estudados.

105 -

90 -

45 -

30 ~

Atividade Relativa (%)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tempo (h)

Figura 15- Estudo da termoestabilidade (temperatura de 50 °C) na atividade celulasica
produzida pela estirpe Streptomyces sp. CDPA-01, utilizando farelo de aveia e
milhocina em fermentacdo submersa, apés 4 dias de crescimento.
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Figura 16- Estudo da termoestabilidade (temperatura de 50 °C) na atividade celulasica
produzida pela estirpe Streptomyces sp. CDPA-01, utilizando carboximetilcelulose e

milhocina em fermentacdo submersa, apos 4 dias de crescimento.
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Figura 17- Estudo da termoestabilidade (temperatura de 50 °C) na atividade celulasica
produzida pela estirpe Streptomyces sp. CDPA-01, utilizando bagaco de cana e

milhocina em fermentacdo submersa, apos 5 dias de crescimento.
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Influéncia dos ions metalicos e outros aditivos

No que diz respeito aos ions metalicos (Tabela 13), a atividade de
celulasica ndo sofreu nenhum efeito de ativacdo quando a fonte de carbono
para obtencdo do sobrenadante foi o bagaco de cana. Entretanto, na presenca
de ions, como Fe (29,51 %), Ca (3,35 %), Cu (1,79 %), Mg (24,97 %) e o aditivo
EDTA (29,33%) ocorreu uma forte inibigdo (superior a 70%) da atividade. Vale
ressaltar que a inibicdo causada pelo Ca e Cu corresponde a 96,65 % e 98,21
%, respectivamente. A influéncia dos ions Zn (62,96 %) e Mn (61,17 %),
provocaram um fraco efeito inibitorio (inferior a aproximadamente 38 %).

Quando se utilizou farelo de aveia e carboximetilcelulose para obtencao
dos sobrenadantes, a atividade enzimatica na presenca de todos os ions
testados, exceto Cu (no sobrenadante obtido a partir de CMC, reducao de 35
%) tiveram efeito positivo, aumentando consideravelmente os valores de
atividade. Cabe ressaltar que o uso de Co e Ca, elevaram a atividade em mais
de 100 %, na atividade dos extratos com farelo de aveia e milhocina, enquanto
gue no extrato obtido do cultivo com CMC, o Mn que teve este mesmo efeito.
Estes resultados podem sugerir a presenca de mais de uma enzima com
atividade endoglucanase, contudo mais estudos sSao necessarios para

confirmar esta hipétese.
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Tabela 13- Efeito dos ions metdlicos na atividade celulasica produzida pela estirpe
Streptomyces sp. CDPA-01, utilizando diferentes substratos em fermentacéo
submersa. A atividade relativa esta expressa como a percentagem do maximo [100%
de atividade (FA) = 1,094 U.mL™?; (CMC) = 1,237 U.mL™ e (BC) = 1,674 U.mL™].

Atividade Relativa  Atividade Relativa Atividade Relativa

fons (%) (%) (%)
FA + CSL CMC + CSL BC + CSL

Controle 100,00 100,00 100,00
Zn*? 193,05 185,39 62,96
Ba*? 146,53 179,61 44,98
Fe™? 163,44 141,17 29,51
K* 159,60 172,12 33,87
Mn*? 160,79 211,58 61,17
Co*? 200,73 174,85 37,22
Na* 153,84 152,39 30,53

ca™ 254,66 166,00 3,35

Cu'*? 153,11 64,97 1,79
Mg *2 153,47 162,94 24,97

EDTA 158,50 143,55 29,33
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DISCUSSAO

Dentre o0s varios micro-organismos degradadores de materiais
lignoceluldsicos, os actinomicetos, um grupo de bactérias filamentosas Gram
positivas, sdo considerados grandes produtores de enzimas lignoceluloliticas
(WANG et al., 1993; GRIGOREVSKI-LIMA et al., 2005), sendo a atividade
celulolitica uma das mais importantes (NASCIMENTO et al., 2009). A grande
maioria dos representantes dos actinomicetos cresce em forma miceliar,
invasiva, semelhantemente aos fungos filamentosos. Esta caracteristica torna-
se vantajosa para 0 micro-organismo, pois aumenta a area de contato com o
substrato e consequentemente aumenta sua capacidade de degradacgéo. Por
habitarem o solo, os actinomicetos j4 estdo adaptados a colonizar residuos
sélidos, como restos vegetais e animais, participando ativamente da ciclagem
da matéria organica. No presente trabalho, a estirpe celulolitica Streptomyces
sp. CDPA-01, isolada do solo da Chapada Diamantina, foi utilizada em estudos
de otimizacdo da producdo de celulases utilizando residuos de baixo custo.
Outros estudos, visando a caracterizacdo da atividade celulolitica também
foram realizados.

A maioria das pesquisas referentes a producdo de enzimas de interesse
industrial vem utilizando cultura submersa, a qual permite maior controle do
grau de aeracao, pH e temperatura do meio, bem como o controle de outros
fatores ambientais requeridos para o crescimento 6timo do micro-organismo
(SOUZA et.al., 2001). Neste tipo de cultivo, o acimulo de acglcares redutores
tem sido relatado como um efeito negativo na producdo de celulases (BEGUIN
e AUBERT, 1994; LYND et al., 2002), ja que a presenca de acucares inibe a
producao da enzima.

As fontes de carbono e nitrogénio utilizadas no meio de producéo sao os
principais fatores que afetam a producdo de enzimas e seus niveis. Por outro
lado, parece Obvio que os custos de producdo sdo diretamente proporcionais
ao tempo de producédo, de modo que para minimizar os custos de producédo a
enzima deve ser produzida no menor tempo possivel. Como a celulose no meio
de producdo é uma macromolécula complexa, a producdo enzimatica requerida

para hidrolisar tal estrutura macromolecular pode atingir seu maximo somente
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apos a biomassa bacteriana ter atingido certo nivel de concentracao (SEYIS e
AKSOZ, 2005). Processos baseados em micro-organismos tém custos de
producdo especificos. Aproximadamente 30-40% do custo de producdo de
muitas enzimas € atribuido ao custo do substrato de crescimento (TECHAPUN
et al., 2003). Consequentemente espera-se reduzir os custos de producdo de
maneira significante com o uso de substratos de baixo custo para a producao
de enzimas industriais. Os altos custos do extrato de levedura como fonte de
nitrogénio (US$ 1,800.00/ton) impossibilita seu uso na producdo de enzimas
industriais. Certamente, os custos de producdo de celulases pela estirpe
Streptomyces sp. CDPA-01 podem sofrer grandes redugdes utilizando-se farelo
de aveia, bagaco de cana e milhocina como matérias-prima, se comparado
com alguns dos meios de fermentacdo contendo substrato comercial. Assim
sendo, residuos agro-industriais, como farelo de aveia, bagaco de cana, e a
carboximetilcelulose, como substrato comercial, foram utilizados como fontes
de carbono em diferentes concentracdes e suplementados com diferentes
concentracdes de milhocina, como fonte de nitrogénio para estudo da producgéo
de celulases por Streptomyces sp. CDPA-01.

A producdo maxima de celulase em residuos agro-industriais pela
estirpe Streptomyces sp. CDPA-01, especialmente em bagaco de cana e
milhocina, ao término de 5 dias de fermentacdo (0,740 U.mL™) foi superior
aquelas obtidas em farelo de aveia (0,620 U.mL™) e carboximetilcelulose
(0,680 U.mL™), ap6s 4 dias de fermentacéo. Quando se utilizou uma fonte de
carbono complexa (bagaco de cana) na concentracdo de 1,6 % (p/v) e uma
fonte organica e complexa de nitrogénio (milhocina) na concentracéao de 1,51 %
(p/v), obteve-se a melhor atividade (0,740 U.mL™). Estes resultados foram
superiores aos encontrados por Semédo et al.( 2000), onde Streptomyces sp.
M23, que apresentou um pico de atividade de CMCase de 0,552 U.mL™,
quando cultivada em farelo de trigo, e de 0,327 U.mL™, quando cultivada em
bagaco de cana de acucar.

Assim como nos resultados deste trabalho, Semédo et. al. (2000)
também observou que os substratos de baixo custo favoreceram uma maior
producdo de endoglucanases, em comparacdo com 0s niveis obtidos quando

esta mesma estirpe foi cultivada em um meio de cultura mais caro.
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A estirpe Streptomyces drozdowiczii M7A também apresentou resultados
favoraveis quando crescida em farelo de trigo, onde foi capaz de produzir 0,339
U.mL? de atividade de CMCase. Esta estirpe ja4 havia sido utilizada em
trabalhos anteriores visando a producgéo de celulases, utilizando meio contendo
celulose microcristalina (Sigma), extrato de levedura e proteose peptona e
nessas condicdes a atividade méxima de CMCase foi de 0,235 U.mL™
(SEMEDO et. al., 2000). Esta mesma estirpe, quando crescida em um meio
mais rico, contendo 0,3 % de extrato de levedura e 1,0 % de CMC, obteve os
melhores resultados, de 0,595 U.mL™. Porém, em meio contendo 1,0 % de
farelo de trigo e 0,3 % de milhocina a mesma apresentou pico de atividade
CMCase de 0,221 U.mL™, (GRIGOREVSKI-LIMA et al., 2005). Os resultados
agui mostrados indicam que as concentracdes de milhocina utilizadas no
presente trabalho (1,51% e 0,8%) favoreceram uma maior producao enziméatica
guando comparado aos resultados aqui discutidos, independente da fonte de
carbono utilizada.

Nascimento et al. (2009), demonstraram em seu estudo com duas fontes
de nitrogénio, milhocina e extrato de levedura, para producao de celulase por
Streptomyces malaysiensis, que as maiores producdes da enzima foram nos
cultivos com milhocina, que é considerada um dos principais sub-produtos da
industria de beneficiamento do milho (PAREKH, 1999), capaz de substituir o
extrato de levedura como fonte rica de nutrientes. Este residuo tem sido
utilizado na producéo de diversas enzimas (DE AZEREDO et al., 2004; CHEN,
et. al., 2007), inclusive celulases (GRIGOREVSKI-LIMA et al., 2005;
NASCIMENTO et al., 2009)

Os resultados promissores obtidos com a utilizacdo da milhocina para
producdo de enzimas pode ser explicado pela sua composicdo rica em
nutrientes, principalmente aminoacidos e polipeptideos, 0s quais sao
excelentes fontes de nitrogénio para os micro-organismos. Além disso, estédo
presentes também vitaminas do complexo B e varios minerais como calcio,
ferro, magnésio, manganés, fésforo, potassio, enxofre, zinco, entre outros.

Embora varios relatos estejam disponiveis a respeito do rendimento da
producdo de CMCases, é dificil comparar os resultados obtidos, uma vez que

0S micro-organismos produtores das enzimas-alvo, as condi¢cdes de cultivo e
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producéo, o substrato testado, as condi¢ées dos ensaios enzimaticos e a forma
de definir as unidades sao bastante variaveis. Porém, de um modo geral, a
estirpe Streptomyces sp.CDPA-01 é uma excelente produtora de celulases,
fornecendo valores de atividade enzimética bem superiores ou comparaveis a
literatura, quando residuos agro-industriais sdo utilizados.

Dentre varias estirpes de actinomicetos pertencentes ao género
Streptomyces, a producdo de celulases por Streptomyces sp. 12CC2 e
Streptomyces sp. 8CMC2, crescidas em 1 % de CMC, variou de 1,01 a 2,49
U.mL™, respectivamente no trabalho realizado por Ramirez e Coha (2003).
Estes resultados sdo superiores aos obtidos no presente estudo, onde a
producdo com este mesmo substrato, na faixa de 0,47 % a 2,73 %, variou de
0,030 a 0,680 U.mL™, em seu melhor dia de produgao.

Varios outros trabalhos séo citados na literatura, mostrando a producéo
de endoglucanases por actinomicetos, em especial Streptomyces, em
diferentes substratos. Uma estirpe de Streptomyces T3-1, produziu 40,3 U.mL™
em 1,5 % de CMC e sulfato de aménio, uréia e peptona (JANG e CHEN, 2003),
porém a estirpe era transformante, e 0s nutrientes utlizados ndo eram
substratos de baixo custo.

ALANI e colaboradores (2008) isolaram do solo do Canada um
actinomiceto do género Streptomyces sp. que foi cultivada em uma solucéo de
sais de Mandel contendo peptona, tween 80 em 1,0% de celulose cristalina e
produziu 11,8 U.mL® de CMCase. Entretanto, Thermomonospora sp., um
actinomiceto alcalotermofilico (GEORGE et.al.,, 2001), quando cultivado em
meio contendo celulose de papel em po, extrato de levedura e Tween 80,
apresentou um pico de atividade de 23 U.mL™, enquanto que quando cultivada
em farelo de trigo a atividade foi de 8,5 U.mL™.

Altas concentracdes de fontes complexas de nitrogénio para bactérias
produtoras de hidrolases podem melhorar o crescimento em relacdo a
producdo da enzima, devido a presenca de acucares simples. Também, fontes
complexas como extrato de levedura, triptona e peptona podem liberar aménia,
0 que poderia estimular o crescimento e a0 mesmo tempo aumentar o

rendimento da producdo da enzima por causa de uma possivel inibicdo natural
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de peptidases que poderiam estar presentes no sobrenadante
(SUBRAMANIYAN et al., 2001).

Contudo, é possivel observar que valores bem mais elevados do que os
encontrados em nosso trabalho tem sido relatados com outras estirpes, outros
substratos, as vezes mais caros ou nao, porém vale ressaltar que utilizacdo de
residuos de baixo custo, como a milhocina, o farelo de aveia e o bagaco de
cana, utilizados neste estudo, sdo fontes importantes e promissoras para
producédo de endoglucanases por actinomicetos.

Outro fator que pode ajudar a otimizar a producdo de enzimas € a
aplicacao de ferramentas estatisticas. Geralmente, um conhecimento prévio de
procedimentos matematicos € necessario para que se desenvolva um modelo
estatistico. As trés etapas de um desenho experimental incluem fazer
experimentos estatisticamente desenhados, estimar o0s coeficientes em
modelos matematicos predizendo a resposta e checar a aplicabilidade do
modelo (TECHAPUN et al.,, 2002). Esta metodologia utilizada fornece uma
informacdo bem adequada pelo nimero de ensaios realizados. No entanto, o0s
resultados obtidos dentro da faixa 6tima das variaveis (fontes de carbono e
nitrogénio) é muito mais interessante do que apenas um valor pontual, pois ele
fornece informagao sobre a “robustez” do processo. Ou seja, qual a variagcéo
das fontes que pode ser admitida para a otimizacdo das condi¢cdes dos meios
de cultivo, com farelo de aveia, carboximetilcelulose e bagaco de cana, como
fontes de carbono, combinadas com a milhocina, como fonte de nitrogénio. De
acordo com a teoria da Superficie de Resposta, a atividade CMCase das
amostras estudadas pode ser descrita como uma funcdo das variaveis
selecionadas. A ANOVA é uma ferramenta muito util para verificar a
confiabilidade do modelo, mas é essencial para avaliar o seu poder de previsao
em condicdes que nado foram utilizadas no delineamento experimental, por isso
€ recomendado fazer a validacdo do experimento em triplicata, em diferentes
condicbes das utilizadas, garantindo a otimizacdo do processo através do
planejamento experimental.

No presente trabalho, as varidveis (fontes de carbono e nitrogénio)
foram estatisticamente otimizadas e a validagao foi realizada em condi¢Ges de

ensaios ao redor do 6timo de atividade celulolitica, nos tempos considerados
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otimos para producdo. Apos a validacdo, os valores de atividade CMCase
aumentaram em 40 % (0,620 U.mL™ para 1,039 U.mL™) no extrato obtido com
2,0 % de farelo de aveia e 1,65% de milhocina (ensaio 2), apos 4 dias de
fermentacdo, 56 % (0,680 U.mL™" para 1,544 U.mL™) foi obtido no ensaio 2, no
qual as concentragcbes de carboximetilcelulose e milhocina, foram utilizados
nos seus niveis médios (2,95 % e 1,3 %), respectivamente, apds 4 dias de
fermentacdo. Para o extrato obtido a partir do cultivo com 2,4 % de bagaco de
cana e 1,3 % de milhocina, no ensaio 1, a atividade aumentou em
aproximadamente 37 % (0,740 U.mL™ para 1,180 U.mL™), apés 5 dias de
fermentacao.

Assim, a partir da analise dos resultados encontrados com a
confirmagdo experimental das condigdes otimizadas, foi realizada a
caracterizacdo enzimatica (determinacdo da melhor temperatura, melhor pH,
termoestabilidade e influéncia de ions metalicos) dos sobrenadantes obtidos
em diferentes concentracdes de fontes de carbono e nitrogénio.

Diversos trabalhos tém reportado méaxima atividade de celulases a
temperatura de 50 °C a 60 °C (JANG e CHEN, 2003; GRIGOREVSKI-LIMA et
al., 2005). Os resultados obtidos neste trabalho para determinar a temperatura
ideal para atividade CMCase produzida por Streptomyces sp. CDPA-01 estéo
de acordo com outros encontrados na literatura. Jang e Chen (2003),
descreveram uma CMCase produzida por uma cepa de Streptomyces
termofilica T3-1 com temperatura 6tima de 50 °C, enquanto Grigorevski-Lima
et. al. (2005) citaram uma CMCase de Streptomyces drozdowiczii com étima
atividade entre de 50 °C a 60 °C. George et al. (2001) descreveram uma
endoglucanase de Thermomonospora com 6timo a 50 °C, semelhantemente a
Nascimento et. al. (2009) com a estirpe Streptomyces malaysiensis.

O perfil de pH apresentou atividade endoglucanasica acima de 70 % nos
valores de 3 a 8, sendo a atividade maxima obtida em pH 3,0, 4,0 e 8,0, para
0s sobrenadantes obtidos do cultivo com carboximetilcelulose, bagago de cana
e farelo de aveia, respectivamente, semelhantemente ao obtido por
Grigorevski-Lima et al. (2005) e Alani et al. (2008) para outras estirpes de
Streptomyces. Os resultados obtidos quando se utlizou bagaco de cana como

fonte de carbono corroboram com os encontrados por Nascimento et. al. (2009)
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que comprovaram o mesmo resultado de atividade 6tima em pH 4,0 na
producdo de celulases com bagaco de cana e milhocina, pela estirpe
Streptomyces malaysiensis.

Celulases produzidas por outros géneros de actinomicetos, como
Thermomonospora sp., apresentaram pH 5,0 como seu 6timo e uma tolerancia
em ampla faixa de pH (4,0-10,0) onde a enzima permanece com 80% da
atividade (GEORGE et. al., 2001). Da mesma maneira, as celulases produzidas
por duas estirpes de Streptomyces sp. BRC1 e BRC2, apresentaram uma
Otima atividade dentro desta faixa, com pico de atividade em pH 7,0 e 7,5,
respectivamente (CHELLAPANDI e HIMANSHU, 2008).

Muitas das celulases utilizadas na industria hoje em dia parecem ser de
origem mesofilica e/ou neutrofilica, ainda que enzimas de fontes extremofilicas
possam ser de grande utilidade em muitos processos biotecnoldgicos. Em
particular, enzimas que combinam um numero de caracteristicas extremofilicas
poderiam ser utilizadas em muitos processos tecnoldgicos (COLLINS et al,
2005). Em processos industriais, o tempo é fundamental e o estudo de
termoestabilidade enzimatica em diferentes tempos de incubagéo é importante
para determinar o quanto e por quanto tempo a preparacdo enzimatica pode
suportar as condicbes aplicadas a industria de interesse. Celulases
termoestaveis podem ser utilizadas na industria alimenticia, onde ocorrem
processos que requerem altas temperaturas como a pasteurizagdo. Outras
aplicacdes incluem as industrias de polpa e papel, tratamento de efluentes
industriais e processamento de materiais celulésicos (JANG e CHEN, 2003).

Sendo assim, as CMCases presentes nos extratos enzimaticos obtidos a
partir do cultivo da estirpe Streptomyces sp. CDPA-01 em bagaco de cana e
farelo de aveia foram estaveis a 50 °C, sendo possivel verificar uma atividade
relativa superior a 68 % mesmo apds 8 horas de incubacdo, embora a atividade
no extrato com CMC tinha perdido cerca de 50 % da sua atividade apos 4
horas de incubacdo. Estes resultados sdo semelhantes a varios outros
encontrados na literatura para outros actinomicetos, como € o0 caso de
Streptomyces T3-1 que produziu endoglucanases altamente termoestaveis a
40 °C e 50 °C (JANG e CHEN, 2003), Streptomyces drozdowiczii M7A, que foi
capaz de reter 100 % de sua atividade a 50 °C por uma hora (GRIGOREVSKI-
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LIMA et al., 2005) e uma estirpe de Termomonospora sp. que apresentou
endoglucanases com 100 % de estabilidade a 50 °C mesmo apés 72 horas de
incubacdo (GEORGE et. al., 2001). Assim, os resultados aqui apresentados da
nossa estirpe sugerem que a atividade enzimética apresenta um perfil amplo
em termos de temperatura, importante ferramenta quando se sugere uma
utilizacao para processos biotecnolégicos.

Uma das alternativas para identificar as enzimas, que sao termoestaveis
e ativas a pH alcalinos, € explorar fontes naturais em que se encontram
organismos alcalotermofilicos. Eles sdo conhecidos por produzirem enzimas
com maior termoestabilidade do que aqueles derivados das suas contrapartes
mesofilicas. A estabilidade da enzima também pode ser aumentada através de
modificacdo quimica, ligagbes cruzadas, imobilizacéo, tratamento com aditivos
e engenharia de proteina. A adicdo de pequenos compostos na solucédo de
proteinas e modificacdo de microambientes provém uma simples medida
pratica para aumentar a estabilidade da enzima (GEORGE et al. 2001).

De acordo com Querido et.al., (1987), aproximadamente um ter¢co das
enzimas conhecidas possuem metais como parte de suas estruturas. As
enzimas podem ser moduladas pela interacdo de céations com residuos de
aminoacidos presentes no seu sitio ativo. Tais interacdes podem aumentar
(modulacdo positiva) ou diminuir (modulacdo negativa) a atividade catalitica
(BRECCIA et al., 1998; GHANEM et al., 2000). Os dados referentes a inibicdo
ou estimulo de ions metélicos na atividade enzimatica de enzimas de interesse
industrial sdo de fundamental importancia, pois permite selecionarmos
previamente certas condicdes do processo, impedindo prejuizos futuros
guando se passa da escala laboratorial para a escala industrial. Assim sendo,
0os resultados obtidos no estudo do efeito dos ions metélicos nos
sobrenadantes obtidos a partir da fermentacdo com bagaco de cana e
milhocina, demonstraram que nenhum dos ions testados afetaram de forma
positiva a atividade da enzima. Todos os ions testados apresentaram efeito
inibitério na atividade enzimatica CMCase, variando de 98% (Cu®") até 37%
(Zn*"). No sobrenadante bruto de Streptomyces drozdowicizii, o Cu?* causou
perdas de 30% na atividade, enquanto os fons Mg*", Ba?**, Fe*", K*, Na’
estimularam a atividade enzimética (GRIGOREVSKI - LIMA et al., 2005).
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A forte inibicdo do cobre sobre a atividade de endoglucanases contrasta
com a purificacdo de uma endoglucanase do fungo Mucor circinelloides, que
nao sofreu efeitos em sua atividade na presenca de cobre (SAHA, 2004).
Contudo, o fon Cu®** causou perdas na atividade enzimatica de endoglucanases
purificadas de Gloeophyllum sepiarium e de Gloeophyllum trabeum
(MANSFIELD et al., 1998).

Quando se verificou a influéncia de ions na atividade dos sobrenadantes
obtidos a partir de farelo de aveia e carboximetilcelulose, como fontes de
carbono e milhocina, como fonte de nitrogénio, todos os ions testados
estimularam a atividade CMCase. Resultados semelhantes foram encontrados
por Saha (2004), quando todos os ions testados tiveram efeito positivo
satisfatorio na atividade endoglucanase, exceto o Mn. Porém, estes resultados
podem sugerir a presenca de mais de uma enzima com atividade
endoglucanasica, fazendo com que sejam necessarios mais estudos para
confirmar esta hipétese. O acréscimo de EDTA permitiu uma melhor atividade
de endoglucanases, o que ja foi relatado em M. circinelloides (SAHA, 2004). A
presenca de EDTA fez com que as atividades de exoglicanases e
endoglicanases purificadas A. nidulans de aumentassem (BAGGA et al, 1990).
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CONSIDERACOES FINAIS

Os actinomicetos s&o importantes micro-organismos produtores de
substancias bioativas, incluindo antibidticos e enzimas, sendo de grande
interesse a procura de novas fontes com potencial biotecnolégico, em especial
a producdo de enzimas para aplicacdo industrial. As celulases, por exemplo,
sdo enzimas que estabelecem um complexo capaz de atuar sobre materiais
lignocelulésicos, causando sua hidrdlise, e liberando agucares, como a glicose,
gue pode ser convertido em etanol de 22 geracdo. A producédo de enzimas a
baixo custo € muito importante para processo que requerem sua utilizagcdo em
larga escala, por isso, estudos tém sido realizados com substratos indutores

como fontes de energia barata.

Desta forma, no presente trabalho foram isolados 196 actinomicetos, e
todos selecionados quanto a producao de celulases e xilanases, e que hoje
compdem a colecdo de cultura do Laboratério de Biotecnologia Microbiana
(LABIOM) da UFRB. A patrtir desses resultados, selecionamos a estirpe CDPA-
01, pertencente ao género Streptomyces, para avaliar seu potencial de
producdo celulolitica em fermentacdo submersa em trés fontes de residuos
agroindustriais, farelo de aveia e bagaco de cana, como fontes de carbono, e
milhocina, como fonte de nitrogénio. O bagaco de cana se mostrou mais
eficiente em termos de produtividade, no entanto, todos os residuos avaliados
representaram um bom potencial para aplicacdo na producdo de enzimas por
fermentacdo submersa, requerendo estudos complementares para ajuste dos
parametros operacionais do processo fermentativo.

Posteriormente, foi feita a caracterizacdo enzimatica com todos os
substratos testados, e o0s resultados demonstraram que as atividades
enzimaticas maximas de celulases foram nas temperaturas de 50 e 60 °C. O
pH considerado 6timo foi 3,0, 4,0 e 8,0, quando se utilizou CMC, bagaco de
cana e farelo de aveia para obtencdo dos extratos brutos enzimaticos,
respectivamente. Quanto a termoestabilidade, a atividade celulasica dos
extratos obtidos de farelo de aveia e bagaco de cana se manteve estavel a 50
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°C, no periodo de oito horas de incubacdo, com atividade relativa em torno de
70 %. Enquanto que o extrato obtido do substrato industrial, CMC, em oito
horas de incubacéo, ja tinha perdido mais de 50 % de atividade. Para a
caracterizacdo frente a presenca de sais, os ions devem ser melhor
investigados.

Pesquisas futuras sdo indispensaveis para identificacdo da presenca de
mais de uma enzima nos extratos, o que pode ser explicado pelos dados
obtidos na analise da influéncia de ions metélicos na atividade enzimética.
Porém, considerando os resultados obtidos com a estirpe selecionada,
Streptomyces sp. CDPA-01, podemos dizer que esta, possui sob Varios

aspectos, um importante potencial para aplicacdes biotecnoldgicas.
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