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Resumo

Marcella Novaes Franco

PRODUQAO DE CELULASES POR ACTINOMICETOS EM RESIDUOS AGRO-
INDUSTRIAIS, VISANDO A OBTENQAO DE BIOETANOL
Orientadores: Rosalie Reed Rodrigues Coelho

Andrew Macrae

As estirpes de actinomiceto Streptomyces sp. M23 e Streptomyces drozdowiczii M7A,
isoladas de solo de Mata Atlantica, e a estirpe SCPE 09, ainda ndo identificada, isolada de solo de
canavial, foram selecionadas anteriormente como promissoras para a producdo de celulases. No
presente trabalho estas estirpes foram testadas quanto a sua capacidade de producdo de celulases
em residuos de baixo custo, bagaco de cana de acUcar ou farelo de trigo como fonte de carbono e
milhocina como fonte de nitrogénio. Os resultados mostraram que o meio com farelo de trigo
proporcionou a maior producéo de celulases (CMCase e FPase), e a estirpe Streptomyces sp. M23 foi
a mais eficiente tanto em relacéo a producdo de CMCase ( maximo de 552,0 U/L no terceiro dia de
fermentacao) quanto a producao de FPase (maximo de cerca de 34,5 U/L também apds o terceiro dia
de cultivo). Para otimizacéo da atividade enzimatica foram testados os sobrenadantes obtidos a partir
do cultivo de Streptomyces sp. M23 em bagaco de cana e farelo de trigo por trés dias. Os perfis de
pH e temperatura demonstraram atividade 6tima em pH 5,0 e 60° C para CMCase, e em pH 6,0 e 50°
C para FPase, para ambos os sobrenadantes. A termoestabilidade dos extratos enzimaticos foi
testada a 50°C e 60°C. A 50°C as endoglucanases ap resentaram maior tolerancia térmica que as
FPases, retendo mais de 85% da atividade inicial mesmo apés 8 horas de incubagéo. Os zimogramas
realizados com ambos os sobrenadantes mostraram a presenca de duas bandas, uma banda comum
de massa molecular aparente de 42 kDa, e uma banda de 70 kDa, para o sobrenadante do farelo de
trigo e outra de 100 kDa, para o sobrenadante do bagac¢o de cana. A estirpe Streptomyces sp. M23
ndo apresentou producéo significativa de B-glucosidases, nas condi¢des experimentais utilizadas. Os
resultados obtidos indicam que as trés estirpes sao promissoras para aplicacdes biotecnoldgicas,

capazes de produzir celulases (CMCases e FPases) em residuos de baixo custo.

Palavras-chave: Actinomicetos, Streptomyces, celulases, endoglucanases, bioetanol, bagaco de cana

de acucar, farelo de trigo.

Rio de Janeiro
Fevereiro de 2009
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Summary

Marcella Novaes Franco

ACTINOMYCETES CELLULASE PRODUCTION USING AGRO-INDUSTRIAL
RESIDUES AIMING AT BIOETHANOL PRODUCTION
Orientadores: Rosalie Reed Rodrigues Coelho

Andrew Macrae

Streptomyces strain M23, S. drozdowiczii M7A, isolated from Brazilian Mata Atlantica soil, and an
unidentified actinomycete strain SCPE 09, isolated from Brazilian sugarcane plantation soil, were
evaluated for cellulase production using sugarcane bagasse and wheat bran, as low cost carbon
sources and corn steep liquor as a nitrogen source. Strains grown in media containing wheat bran
provided better cellulase production (CMCase and FPase), and of the three strains investigated
Streptomyces sp. M23 strain was most productive, not only in relation to CMCase activity
(maximum of 552,0 U/L, after third day cultivation), but also in relation to FPase activity (maximum
of 34,5 U/L, also after the third day). Streptomyces strain M23 was selected for detailed study.
Supernatants obtained after three days cultivation in sugarcane bagasse and wheat bran were
used for enzymatic activity optimization. Temperature and pH profiles showed best CMCase
activity at 60° C and pH 5,0, whereas maximum FPase activity occurred at 50° C and pH 6,0, in
supernatants from both media. CMCase and FPase thermostability were accessed at 50 and 60°
C. The endoglucanase was more thermotolerant than the FPase at 50°C, retaining more than 85%
of its activity after 8 hours. Zymograms of both supernatants detected the presence of two bands in
each supernatant, one in common, with an apparent molecular weigh of 42 kDa. The second band
with wheat bran is 70 kDa, and the second band form the sugarcane bagasse 100 kDa.
Streptomyces sp M23 did not show significant levels of B-glucosidase production, under the
experimental conditions. Three strains have been tested and are capable of producing cellulases
(CMCase and FPase) from low cost residues. They are promising for biotechnological applications
in particular Streptomyces strain M23

Key-words: actinomycete, Streptomyces, cellulases, endoglucanases,

bioethanol, sugarcane bagasse, wheat bran.

Rio de Janeiro
Fevereiro 2009.
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Introducao

1. Introducéo

1.1. Etanol

O etanol (C,HsOH) pertence a classe dos alcoois, cujas moléculas contém um
grupamento hidroxila ligado a um atomo de carbono, sendo obtido por fermentacao
ou sintese. No processo fermentativo é produzido com base na cana de agucar, na
beterraba ou no amido de cereais, como o milho e outros graos (BASTOS, 2007). O
etanol é o biocombustivel liquido mais utilizado no mundo e grande parte da sua
producdo comercial é realizada a partir de acucar de cana ou de beterraba

(DEMIRBAS, 2007).

1.1.1. Historico da utilizagdo do etanol no Brasil

O etanol é utilizado no Brasil como combustivel desde a primeira metade do
século 20. A sua utilizacdo como fonte renovavel de energia se iniciou através do
estimulo de politicas publicas. A partir de 1931 foi dado inicio & primeira politica
publica nacional visando a mistura do alcool anidro a gasolina (PUPPIM DE
OLIVEIRA, 2002), mas sua utilizagdo em larga escala teve inicio bem mais tarde, em
1975, quando o governo brasileiro criou o Programa Nacional do Alcool (Proélcool),
havendo entdo uma intensificacdo do uso da mistura do etanol a gasolina. O objetivo
principal do Prodlcool consistia na substituicdo do uso da gasolina pelo &lcool, obtido
de biomassas como cana de agucar e mandioca, diminuindo assim a dependéncia
do Brasil ao petréleo estrangeiro. O governo passou, entdo, a investir nas destilarias,
visando o aumento na producdo deste combustivel (ROSILLO-CALLE & CORTEZ,

1998).




Introducao

No Brasil, o etanol foi amplamente utilizado como combustivel até 1990. Em
1985 a venda de automdveis movidos a etanol chegou a representar 96% do
mercado, no entanto, a partir dai, varios fatores levaram a um decréscimo nas
vendas dos mesmos. Entre eles, o aumento do preco do alcool no mercado e o
inicio da produgdo em massa de carros populares, que nédo poderiam ser facilmente
adaptados ao alcool combustivel sem um aumento no seu preco final. Como
consequUéncia, as vendas de carros que utilizavam apenas o etanol puro como
combustivel cairam vertiginosamente, culminando com o abandono das politicas
governamentais de incentivo (MOREIRA & GOLDENBERG, 1999).

Atualmente o percentual de etanol anidro misturado a gasolina é de 25%, e o
consumo de etanol como combustivel voltou a crescer em decorréncia da
comercializagéo de carros com motor “flex”. Estes carros possuem motores capazes
de funcionar com gasolina misturada ao alcool em qualquer propor¢do, bem como
com 100% de &lcool puro. Nos ultimos anos, cerca de 60% do total de veiculos
produzidos no Brasil possuem o motor “flex” (GRAD, 2006). Segundo a Associacao
Nacional dos Fabricantes de Veiculos Automotores (ANFAVEA), 87,2% do total de
vendas ao longo de 2008 foram de veiculos modelo bicombustivel “flex” (MOREIRA,
20009).

No Brasil, estudos indicam que em 2013, a demanda de etanol ser4 em torno
de 32 bilhdes de litros, o que representa o dobro da producdo atual. A
implementacdo da mistura do etanol ao Oleo diesel também contribuird para o
aumento do consumo desse alcool. E provavel que a colheita de cana de agtcar no
mesmo periodo ndo seja suficiente para suprir as necessidades do mercado
consumidor, o que torna imprescindivel a adocdo de praticas alternativas de

producéo (BON, GIRIO & PEREIRA JUNIOR, 2008).
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Além do fato de que os estoques de petrdleo, uma fonte de energia nao
renovavel, deverdo acabar num futuro ndo muito remoto, nos dias atuais um outro
fator tem auxiliado para a retomada da utilizagdo do etanol como combustivel - a
preocupacdo com o0 meio ambiente. A queima de combustiveis fésseis tem
contribuido ao longo dos anos para o efeito estufa, tendo em vista a grande
guantidade de gases emitidos na atmosfera. O CO, é 0 gas que mais contribui para
0 aquecimento global, e sua permanéncia na atmosfera pode durar décadas. Com
isso, torna-se muito importante a utilizagdo de fontes alternativas de energia,
produzidas a partir de materiais renovaveis (BON, GIRIO & PEREIRA JUNIOR,

2008).

1. 2. Aproveitamento de residuos lignoceluldsicos p ara a producéo de etanol

O etanol produzido convencionalmente a partir de matérias-primas sacarineas
ou amilaceas é denominado etanol de primeira geracdo. Neste caso a producéo
ocorre a partir da fermentacao, principalmente de sacarose de caldo de cana, ou
glicose da hidrolise de amido, por leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae.
Porém quando este combustivel é produzido a partir de biomassa lignocelulésica é
denominado etanol de segunda geragao, e neste caso a degradacdo da mesma
pode ocorrer por métodos fisicos ou quimicos, mas principalmente através da
utilizacéo de enzimas — as hidrolases (BON, GIRIO & PEREIRA JUNIOR, 2008).

A necessidade de um aumento de matérias primas para a producéo de etanol,
sem a interferéncia nas areas reservadas para plantacdo de alimentos, fez surgir no
mundo o interesse por novas tecnologias, dando origem ao etanol de segunda
geracdo. O etanol de segunda geracdo pode ser produzido a partir de residuos

agricolas, agroindustriais e florestais, bem como matérias-primas provenientes de
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sobras e residuos de produtos naturais como bagaco e palha da cana de agucar, o
sabugo e a palha de milho, as palhas de trigo e arroz, restos de madeira
processada, e residuos municipais baseados em papel (BASTOS, 2007).

Os materiais lignocelulésicos sdo 0s compostos organicos mais abundantes
na biosfera e participam com aproximadamente 50% da biomassa terrestre. A
lignocelulose forma a parede celular dos vegetais e é constituida de celulose
(polimero de glicose — cerca de 44% da biomassa lignoceluldsica), hemicelulose
(heteropolimero formado por pentoses, correspondendo cerca de 30% da biomassa
lignocelulésica) e lignina (macromolécula de origem fendlica). Tanto a celulose
guanto a hemicelulose podem ser convertidas em acglcares fermentaveis para a
producéo de bioetanol (BASTOS, 2007).

A composicdo dos residuos lignoceluldsicos apresenta variagbes, de acordo
com sua origem. Na tabela podemos observar a composicao de diversos destes
materiais, e verificar que podem ser considerados uma fonte barata, renovavel e
abundante para a obtencdo de glicose e outros agucares fermentaveis. Gracas a
isso tem recebido grande atencdo nas Ultimas décadas, representando uma
importante rota alternativa para a producdo de etanol (CHEN, XIA & XUE, 2007), j&
que contribui ndo s6 para a redugdo do consumo de petréleo como também para a

reducéo da poluicdo ambiental (DEMIRBAS, 2007).
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Tabela 1. Composicdo de diferentes materiais lignocelulésicos (BON, GIRIO &

PEREIRA JUNIOR, 2008).

Componente | Sabugo | Palha | Palha | Bagaco | Semente | Jornal | Residuos
% de de de de de urbanos
milho trigo | arroz Cana | algodéo
Glicose 39,0 36,6 | 41,0 38,1 20,0 64,4 40,0
Manose 0,3 0,8 1,8 - 2,1 16,6 8,0
Galactose 0,8 2,4 0,4 1,1 0,1 - -
Xilose 14,8 19,2 | 14,8 23,3 4,6 4,6 13,0
Arabinose 3,2 2,4 4,5 2,5 2,3 0,5 2,0
Lignina 15,1 14,5 9,9 18,4 17,6 21,0 20,0
Cinzas 4,3 9,6 2,4 2,8 14,8 0,4 1,0
Proteina 4,0 3,0 - 3,0 3,0 - -

1.2.1. Projeto Bioetanol

Visando o aproveitamento de biomassa de cana de agUcar para producdo de
bioetanol foi criado, no Brasil, um projeto denominado Bioetanol, financiado pela
FINEP. O projeto Bioetanol conta com a participacdo de cerca de 150
pesquisadores, 14 universidades e 15 institutos de pesquisa. Este projeto visa o
desenvolvimento de uma tecnologia brasileira para a conversao de bagaco e palha
de cana de acucar em etanol. A hidrélise da biomassa da cana de acucar para a
producdo de acucares fermentdveis estd sendo efetuada utilizando as enzimas
celulases. Neste projeto, processos de pré-tratamento da biomassa de cana de
acucar sdo desenvolvidos, bem como a caracterizagdo da biomassa antes e apos o
seu pré-tratamento. A producdo de enzimas, hidrélise enzimatica, caracterizacao
dos xaropes, fermentacdo para a producdo de etanol e otimizacdo energética séo
areas que também estédo sendo abordadas.

A estimativa da producdo nacional de cana de aglucar no segundo semestre

de 2008 destinada a industria sucro-alcooleira é de 558,72 milhdes de toneladas,

correspondendo a 11,4% a mais do que os 501,54 milhbes de toneladas
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processadas na safra passada (CONAB, 2008). No Brasil cerca de 16 milhdes de
toneladas de bagaco de cana de acucar (Figura 1) e 76 milhdes de toneladas de

palha sdo gerados anualmente (BON, GIRIO & PEREIRA JUNIOR, 2008).

Fonte:http://www.editoravalete.com.br/site_alcoolbras/edicoes/ed_95/ed_95a.html
Figura 1 — Bagaco de cana de acUcar

A biomassa de bagaco resultante da industria é utilizada para aquecer os
caldeirbes de fermentacdo para a producéo de bioetanol. Entretanto, parte dessa
biomassa pode ser utilizada para a obtencao de mais bioetanol.

O bagaco de cana de acucar possui uma estrutura complexa, sendo
composto por 50% de celulose, 25% de hemicelulose e 25% de lignina. Antes da
hidrolise enzimatica € submetido a um processo de pré-tratamento, visando
desestabilizar a estrutura lignocelulosica. Existem processos de pré-tratamento
fisicos, fisico-quimicos, quimicos ou biolégicos. A explosdo a vapor € um método
muito utilizado no pré-tratamento de materiais lignocelulésicos. Neste processo, a
hemicelulose é degradada e a lignina sofre transformacgéo devido a alta temperatura,

aumentando assim a eficiéncia da hidrolise da celulose (SUN & CHEN, 2002).
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1.3. Celulose

A celulose é o biopolimero renovavel mais abundante do globo terrestre e
possui importancia mundial como matéria-prima industrial e fonte de energia
renovavel (TEERI, 1997; JOSHI & MANSFIELD, 2007). A celulose € um polimero
linear formado por unidades de glicose ligadas entre si por ligacdes 8 — 1,4 (Figura
2). As cadeias de celulose se encontram organizadas em arranjos ordenados,
formando microfibrilas insollveis, estabilizadas através de ligacBes de hidrogénio
entre as cadeias (IGARASHI, WADA & SAMEJIMA, 2007). A celobiose, um dimero
de glicose, é a unidade repetitiva do polimero (ARISTIDOU & PENTILLA, 2000).

As microfibrilas apresentam regides com elevado grau de cristalinidade,
apresentando cadeias de glicana fortemente ligadas em paralelo. Estas regifes sao
denominadas regides cristalinas. A celulose apresenta também regiées com menor
grau de ordenacgdo, denominadas regides amorfas. Essas propriedades estruturais
resultam em uma elevada resisténcia a hidrolise acida ou enzimatica (BON, GIRIO &
PEREIRA JUNIOR, 2008). Diferentemente do amido, um polimero de reserva, a
celulose possui papel estrutural, protegendo a célula vegetal contra a acdo da

pressdo osmotica e estresses mecanicos (BEGUIN & ALBERT, 1994).

CELULOSE
5CH, OH $CH, OH CH, OH
L o\ /E—o —0,_OH
¢oH 'y © soH 1Y © ¢ OH 1#
3 2 B b‘ E B(1-4) 32
OH OH OH
GLICOSE GLICOSE GLICOSE

Figura 2 — Estrutura quimica da celulose.
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1.3.1. Degradacéo biolégica da celulose — as celula  ses

Nos ambientes naturais a celulose é digerida exclusivamente por
microrganismos, distribuidos entre o grupo das eubactérias e dos fungos. A
degradacdo microbiana da celulose é realizada através da atuacdo de um complexo
enzimatico, as celulases (Figura 3). Essas enzimas fazem parte da familia das
glicosil-hidrolases, que hidrolisam oligossacarideos e polissacarideos e reconhecem
as ligacbes B — 1,4 entre as moléculas de glicose (HAICHAR et al., 2007). O
complexo enzimético celulolitico consiste de trés classes de enzimas que atuam
sinergisticamente na hidrélise da celulose: endoglucanases (1,4- [B-D-glucan-
glucanohidrolase), exoglucanases (exo 1,4-3-D-glucan-celobiohidrolase) e [-D-
glucosidases ou celobiases (JUHASZ et al., 2005).

As endoglucanases (EC 3.2.1.4) sdo as enzimas responsaveis por iniciar a
hidrélise da molécula de celulose. Essas enzimas atuam randomicamente na regido
amorfa da cadeia de celulose, clivando ligagcdes B — 1,4 na regidao central da
molécula e liberando como produto oligossacarideos de diversos graus de
polimerizacéo (DIENES, EGYHAZI & RECZEY, 2004). A carboximetilcelulose (CMC)
€ utilizada como substrato preferencial para a atividade dessas enzimas (CAO &

TAN, 2002).
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Figura 3 — Mecanismo de acdo das celulases através do sinergismo entre
endoglucanases, exoglucanases e B-glucosidades (BEGUIN & AUBERT, 1994).

As exoglucanases ou celobiohidrolases (EC 3.2.1.91) atuam nas
extremidades da molécula de celulose microcristalina, liberando unidades de
celobiose (CAO & TAN, 2002). As celobiohidrolases podem ser de dois tipos: a tipo
I, que hidrolisa terminais redutores, e as do tipo Il, que hidrolisa terminais n&o
redutores. As celobiohidrolases sofrem inibicdo pelo seu produto de hidrdlise, a
celobiose, por isso é de grande importancia a atuacdo de outras enzimas do
complexo celulolitico — as B — glucosidases (BON, GIRIO & PEREIRA JUNIOR,
2008). As B — glucosidases sdo enzimas que catalisam a hidrélise da celobiose a
glicose, reduzindo assim a inibicdo das endoglucanases e exoglucanases pela

presenca deste dimero (PETROVA, BAKALOVA & KOLEV, 2002).




Introducao

1.3.2. Producdo de celulases por microrganismos em residuos

lignocelulésicos

O uso de residuos e biomassa celulésica de baixo custo na producédo de
celulases, além de reduzir bastante o valor gasto com a producdo dessas enzimas,
pode também resultar em uma produtividade equivalente aquela obtida em outras
fontes de carbono como a lactose (ADSUL et al.,, 2004). Carboidratos ou seus
derivados sao indutores de grande parte das enzimas celuloliticas, por isso, a fonte
de carbono utilizada € de grande importancia na producdo de enzimas. Altos
rendimentos de celulases tém sido obtidos através da utilizacdo de fontes de
carbono contendo celulose (JUHASZ et al., 2005).

Muitos microrganismos podem ser cultivados em bagaco de cana de acucar.
O cultivo pode ser realizado através de processos de fermentacdo liquida ou
fermentacdo soélida. Na fermentacdo liquida, ou submersa, o bagaco podera ser
hidrolisado, sendo o produto da hidrélise utilizado como substrato. Na fermentacéo
em estado soélido, o bagaco pode ser utilizado ndo s6 como fonte de carbono como
também como suporte solido (PANDEY et al., 2000). Outro exemplo de residuo que
tem sido utilizado na producdo de celulases por microrganismos é o farelo de trigo.
O farelo de trigo € um subproduto da industria de moagem de trigo e representa uma
importante fonte de acglcares. Este residuo é constituido principalmente de amido,
glucuronoarabinoxilanas, celuloses, B-glucanas, proteina e lignina (PALMAROLA-

ADRADOS et al., 2005).
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1.3.3. Aplicacao das celulases na indastria

Além da aplicacdo de celulases para a degradacdo de residuos agro-
industriais visando a obtencdo de bioetanol, que € um dos objetivos do projeto
Bioetanol, acima exposto, as celulases possuem ainda grande importancia
econbmica, podendo ser aplicadas em uma ampla variedade de atividades
industriais. As principais aplicacdes sdo nas industrias alimenticias, ragdo animal,
téxtil, detergente e cervejarias. Outras areas incluem a industria de polpa e papel,
gestédo de residuos e industria médico-farmacéutica (BHAT & BHAT, 1997).

As celulases podem ser utilizadas nas industrias alimenticias em conjunto
com as hemicelulases e pectinases, na extracdo e clarificagdo de sucos de fruta.
Apds o0 esmagamento das frutas, essas enzimas sao utilizadas para aumentar a
liguefacdo através da degradacdo da fase sdlida. O processamento enzimatico
aumenta a produtividade e melhora a qualidade do produto (BHAT, 2000).

As celulases tém sido utilizadas também no processamento de racdo animal.
O tratamento de silagem com essas enzimas é benéfico, pois aumenta a sua
digestibilidade (BEGUIN & AUBERT, 1994). A utilizacdo de celulases na racéo
animal melhora a sua qualidade nutricional e favorece a digestdo de ruminantes e
monogastricos (BHAT, 2000).

A utilizacdo de celulases na industria téxtil vem aumentando nos ultimos anos
e atualmente estas enzimas correspondem ao terceiro grupo mais utlizado. A
principal vantagem do seu uso € a sua capacidade de modificar as fibras celulésicas
de forma controlada, resultando em um produto de melhor qualidade. A
bioestonagem e biopolimento constituem o0s processos mais conhecidos na industria

téxtil (VYAS, VYAS & VYAS, 2006).
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As celulases tém sido utilizadas também na fabricacdo de detergentes, pois
séo capazes de alterar a estrutura das fibras de celulose. A adicdo dessas enzimas
nos detergentes facilita a remocdo da sujeira e contribui para a manutencdo da
maciez, brilho e cor dos tecidos (BHAT, 2000). As celulases utilizadas para esta
finalidade devem ser estaveis em valores extremos de pH e temperatura e com isso,
microrganismos produtores de celulases com essas caracteristicas tém sido

procurados (GEORGE, AHMAD & RAO, 2001).

1.3.4. Microrganismos celuloliticos

Podemos encontrar microrganismos celuloliticos aerdbios e anaerdbios em
uma ampla variedade de grupos taxondmicos. A maioria destes microrganismos
pertence ao grupo das bactérias, e dos fungos, entretanto, protozoarios anaerobicos
produtores de celulases ja foram isolados de ramen animal. Géneros dentro do
dominio Archea ja foram descritos na literatura, capazes de produzir celulases
termoestaveis, com atividade em torno de 100° C. Como exemplo podemos citar
Pyrococcus, Sulfolobus e Thermatoga (HAKI & RAKSHIT, 2003). Bactérias
pertencentes aos géneros Clostridium, , Bacillus, , Ruminococcus, Bacteriodes,
Erwinia, Acetovibrio, Microbispora e bactérias do grupo dos actinomicetos como 0s
géneros Streptomyces, Cellulomnonas e Thermomonospora s&o produtoras de
celulases (BEGUIN & AUBERT, 1994). Dentre os actinomicetos o género
Streptomyces tem sido um dos mais estudados (JANG & CHEN, 2003;
GRIGOREVSKI-LIMA et al., 2005 & ALANI, ANDERSON & MOO-YOUNG, 2008).

Dentre os fungos, Sclerotium rolfsii, Phanerochaete chrysosporium e espécies

de Trichoderma, Aspergillus, Schizophyllum e Penicillium sdo uns dos mais citados
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na literatura (PRASAD, SINGH & JOSHI, 2007). As celulases de 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
& ZHAO, 2006). Aparentemente estes microrganiSmos parecem ser 0S mais
promissores na producao de celulases (JECU, 2000). Na verdade a maioria das
celulases comerciais € produzida por fungos, principalmente os pertencentes aos
géneros Trichoderma e Aspergillus.

Grande parte dessas enzimas apresenta estabilidade em faixas limitadas de
temperatura e pH (ALANI, ANDERSON & MOO-YOUNG, 2008). Celulases que
apresentam estabilidade em altas temperaturas sdo mais vantajosas, pois podem
ser utilizadas em processos de sacarificacdo em temperaturas elevadas, que séo
favoraveis por proteger o substrato e o produto da deteriorizagdo e contaminagao
microbiana (KHALIL, 2002). Da mesma maneira, 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. Recentemente, Alani, Anderson & Moo-Young
(2008) conseguiram isolar uma estirpe de Streptomyces produtora de celulases
termoalcalofilicas.

Outra estirpe de Streptomyces, a M23, isolada no Japéao, produz um tipo de
exoglucanase (CBHII) que apresenta termoestabilidade a 100° C. Essa celulase
pode ser a enzima de maior estabilidade dentre as produzidas pelo género
Streptomyces. Devido essa caracteristica, 0 gene que codifica essa celulase foi

clonado e sequenciado. Posteriormente foi subclonado em um plasmidio, sendo
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expresso em S. lividans TK-24, que foi capaz de secretar a enzima de forma
eficiente (PARK et al., 2005). Como podemos ver, 0s actinomicetos tém se mostrado
promissores na producdo de celulases, incluindo aquelas com caracteristicas
termoestaveis e alcalofilicas que sado ideais para utilizacdo em processos industriais
e biotecnoldgicos.

Em termos comerciais os fungos tem sido utilizados na produgéo de enzimas-
padrdo, como aquelas produzidas por Trichoderma reesei, comercializadas pela
Sigma-Aldrich. Embora os actinomicetos produzam celulases com grande potencial
biotecnologico, pouco se tem relatado da comercializagcdo de celulases de
actinomicetos. No mercado temos a Indi-age neutra, produzida por Streptomyces

lividans, e comercializada pela Genencor (COELHO & NASCIMENTO, 2008).

1.4. Actinomicetos

As Dbactérias pertencentes a classe Actinobacteria sdo chamadas
informalmente de actinomicetos. Sdo bactérias filamentosas, Gram positivas, que
contém um alto indice G+C em seu genoma (MINCER et al., 2002), e possuem
caracteristicamente uma grande diversidade de morfotipos coloniais (Figura 4).
Anteriormente estes microrganismos eram classificados como fungos, devido a
presenca de hifas aéreas verdadeiras, caracteristica comum aos fungos. Entretanto,
a composicdo de sua parede celular, em especial seu envelope lipidico e a
composicdo de peptidoglicana, fizeram com que esses microrganismos fossem

entdo reconhecidos como bactérias aerdbias verdadeiras (MCNEIL & BROWN,

1994).

14



Introducao

Fonte: http://www.dbsm.uninsubria.it/biotemic/images/actinomycetes.JPG

Figura 4 - Actinomicetos e sua diversidade de morfotipos coloniais.

A maioria dos géneros pertencentes a este grupo € formada por microrganismos
aerobios, entretanto alguns poderdo ser anaerébios facultativos ou obrigatérios. Os
actinomicetos sao quimioheterotréficos e poderao utilizar uma ampla variedade de
fontes de energia, inclusive polimeros complexos. Grande parte dos actinomicetos &
de vida livre, sendo uma minoria associada a patologias em humanos, animais ou
plantas (HOLT et al.,, 1994). Algumas espécies do género Frankia podem fixar
nitrogénio através da simbiose com plantas (MINCER et al., 2002).

Os actinomicetos possuem uma grande variedade bioquimica, e sao
considerados um importante grupo de bactérias devido a capacidade de producdo
de metabdlitos secundarios. Sao considerados também uma fonte promissora de
enzimas de diferentes especificidades (COELHO & NASCIMENTO, 2008). Os
metabdlitos secundarios produzidos compreendem muitos produtos de importancia
econdmica da industria farmacéutica, ja disponiveis no mercado. Por outro lado, os
produtos do metabolismo secundario, mais especificamente os antibiéticos, podem
garantir aos actinomicetos uma vantagem ecoldgica nos ambientes naturais. Uma

outra importancia ecoldgica diz respeito a sua habilidade em degradar moléculas
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complexas, como por exemplo, materiais lignocelulésicos, sendo, portanto,
importantes agentes em processos de decomposicdo (ABDULLA & EL-
SHATOURY, 2007).

As enzimas hidroliticas extracelulares também podem auxiliar esses
microrganismos na competicao por nutrientes em seus “habitats”. Como exemplos
podemos citar as amilases, quitinases, pectinases, celulases, xilanases e proteases
(PARADKAR et al., 2003).

Os actinomicetos se encontram distribuidos em uma grande variedade de
ambientes naturais, como rios, mares e na atmosfera, entretanto, o solo € o seu
reservatério mais comum (COELHO & NASCIMENTO, 2008). Normalmente séo
encontrados em solos ligeiramente alcalinos ou neutros, e constituem uma das
maiores comunidades presentes nesse ambiente (KENNEDDY, 1999), porém
também podem estar presentes em abundancia em solos acidos, como os do
cerrado brasileiro (COELHO & DROZDOWICZ, 1975).

Os actinomicetos de ambientes terrestres tém sido estudados ja por muito tempo,
e consequentemente a descoberta de novos compostos bioativos nesses ambientes
tem diminuido. Com isso tornou-se necessaria a exploragdo de outros ecossistemas,
como o marinho. Assim sendo, o ambiente marinho tem se tornado a principal fonte
de pesquisa visando a descoberta de novos produtos naturais e diversidade
biolégica (WARD & BORA, 2006). A diversidade das actinobactérias nestes
ambientes ainda € pouco conhecida, porém nos ultimos anos o nimero de trabalhos
realizados vem aumentando, principalmente com actinomicetos isolados de

sedimentos, agua e invertebrados marinhos (ZHANG et al., 2006).
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Recentemente, dois novos metabdlitos secundarios foram isolados no ambiente
marinho: “Abyssomicin C” e “Salinosporamide A”. O antibidtico “Abyssomicin C” &
produzido por uma estirpe de Verrucosispora, isolado no mar do Japdo. Ja
“Salinosporamide A” é um antitumoral produzido pelo actinomiceto marinho
Salinospora tropica e se encontra em fase de testes pela empresa Nereus
Pharmaceutical de S&o Diego, California (BALTZ, 2007).

Apesar da classe das actinobactérias compreender mais de 80 géneros
diferentes, a maioria dos metabdlitos bioativos tem sido isolado de espécies do
género mais comum de actinomiceto encontrado no solo: 0 género Streptomyces

(MONCIARDINI et al., 2002).

1.4.1. O género Streptomyces

O género Streptomyces proposto em 1943 por Waksman & Henrici foi
classificado na familia Streptomycetaceae, com base na sua morfologia e
constituicdo da parede celular. Esse género € formado por bactérias aerobias Gram-
positivas pertencentes a ordem Actinomycetales, classe Actinobacteria (ANDERSON
& WELLINGTON, 2001) e, por possuir um grande numero de espécies, esta
amplamente distribuido na natureza (TADEI, RODRIGUEZ & VILCHEZ, 2006),
sendo reconhecidas mais de 500 espécies pelo Bergey's Manual (MADIGAN,
MARTINKO & PARKER, 2004).

O género Streptomyces pertence ao grupo vinte e cinco do Bergey’s Manual
of Determinative Bacteriology (HOLT et al., 1994). Os microrganismos desse género
caracterizam-se morfologicamente pela produgcao de hifas vegetativas ramificadas

gue geralmente ndo se fragmentam. O micélio aéreo na sua forma madura podera
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formar longas cadeias de esporos. Algumas espécies deste género também podem
formar estruturas como esclerédios e esporangios. A producdo de pigmentos €&
responsavel pela cor dos micélios aéreo e vegetativo (HOLT et al., 1994).

Uma caracteristica comum a esse género é a instabilidade genética. O
genoma de diversas espécies de Streptomyces € linear e a regido instavel se
encontra nas extremidades do cromossomo (VOLFF & ALTENBUCHNER, 1998).
Como consequéncia da instabilidade genética, muitas caracteristicas fenotipicas
relacionadas a diferenciacdo e metabolismo secundéario poderdo ser variaveis. A
formacdo de micélio aéreo, esporulagdo, pigmentacdo e producdo de enzimas
extracelulares podem ser citadas como exemplos de caracteristicas variaveis (OCHI
& HOSOYA, 1998).

As espécies presentes nesse género produzem diversos metabdlitos
secundérios e dentre estes, os antibidticos sdo os mais importantes (MADIGAN,
MARTINKO & PARKER, 2004). Desde a descoberta da penicilina ha mais de 70
anos atras, mais de 20.000 antibidticos ja foram descritos na literatura, sendo a
grande maioria sintetizada por diferentes espécies do género Streptomyces
(PETKOVIC et al., 2006). Como ja citado anteriormente este género € conhecido
como um grande produtor de enzimas hidroliticas, capazes de degradar substratos
organicos (CONELL, 2001) inclusive as celulases, amplamente secretadas por

vérias estirpes (SEMEDO et al, 2000).
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1.5. Justificativa

Atualmente, a escassez das reservas de combustiveis fosseis tem gerado
uma maior preocupa¢do com o aumento da producdo de combustiveis produzidos a
partir de matéria-prima renovavel. As fontes de energia alternativas devem ser além
de renovaveis, eficientes, viaveis economicamente, e seguras para o meio ambiente
(CHUM & OVEREND, 2001). Residuos urbanos, da agricultura e induastria séo
gerados em grandes quantidades em paises desenvolvidos. Estes residuos podem
ser utilizados na producdo de combustiveis como o etanol (PRASAD, SINGH &
JOSHI, 2007). A utilizacdo de celulases na hidrélise enzimética de materiais
celulésicos tem se mostrado uma alternativa promissora para obtencdo de altos
rendimentos de acUcares fermentaveis a serem transformados neste produto
(ADSUL et al., 2004).

Dentro do projeto Bioetanol, cujo objetivo principal é o aproveitamento do
bagaco e palha da cana de agucar para a producdo de etanol a partir dos aclUcares
obtidos do hidrolisado destas matérias primas, a selecdo de microrganismos
produtores de celulases eficientes € primordial.

Varios microrganismos celuloliticos tém a capacidade de degradar bagaco de
cana de acucar liberando acucares para fermentagéo alcoodlica. Neste contexto dois
grandes grupos de microrganismos podem ser de interesse: os fungos, onde os do
género Trichoderma se destacam, e as bactérias do grupo dos actinomicetos,
destacando-se o género Streptomyces. Ambos sao altamente reconhecidos por sua
ampla utilizacdo industrial para a produgcdo de compostos bioativos Uteis. Grande
parte dos trabalhos na literatura voltados para o aproveitamento de residuos

agroindustriais e producdo de combustiveis é realizada com géneros fungicos.
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Entretanto, sabendo-se da capacidade celulolitica de bactérias pertencentes ao
grupo dos actinomicetos, e em especial da termoestabilidade e alcalofilia das
celulases produzidas, a caracterizagcdo de suas enzimas se torna de grande
importancia.

O laboratério de Biotecnologia de Actinomicetos vem isolando ha varios anos
diversas estirpes de actinomicetos a partir de solos e ambientes brasileiros. Muitas
delas ja foram estudadas preliminarmente, e algumas ja selecionadas como
celuloliticas promissoras. Dentre elas, trés estirpes se destacaram. As estirpes
Streptomyces drozdowiczii M7A e Streptomyces sp. M23, isoladas de solo de
floresta, apresentaram capacidade -celulolitica quando crescidas em celulose
microcristalina. Estas estirpes foram capazes de produzir endoglucanases e
exoglucanases, com tolerancia a temperaturas mais elevadas, favorecendo sua
utilizacdo em processos industriais (SEMEDO et al., 2000). Streptomyces
drozdowiczii M7A foi identificada em nosso laboratério como sendo uma espécie
nova (SEMEDO et al., 2004). Esta estirpe ja foi testada para a producio de
celulases em diversos substratos de baixo custo (GRIGOREVISKI-LIMA et al.,
2005), se mostrando adequada, porém nunca foi examinada quanto a eficiéncia em
produzir celulases em bagaco de cana de aguUcar. A estirpe M23 foi identificada
preliminarmente, através de técnicas de biologia molecular, como pertencente ao
género Streptomyces (FRANCO, 2007). Ja a estirpe SCPE 09 foi isolada de solo de
canavial em uma destilaria de Pernambuco e caracterizada, em estudos
preliminares, como promissora quanto a atividade celulolitica (DA VINHA et al.,
2006). Tendo em vista o potencial celulolitico dessas trés estirpes tornou-se de
grande importancia a realizagdo de um estudo visando a producéo de celulases,

bem como sua caracterizagdo, para posterior aplicacdo na degradacéo de bagaco
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de cana de acucar em acucares fermentaveis, visando uma futura producdo de
etanol.

Para a producdo das celulases a utilizacdo de residuos de baixo custo como
substrato é altamente pertinente. Um dos residuos escolhidos para o presente
estudo foi o bagago de cana de agucar, pois este se constitui num dos subprodutos
agroindustriais mais abundantes. O farelo de trigo também foi testado, pois ja foi
citado em varios trabalhos como um substrato que apresenta condi¢des ideais para
producédo de celulases (GRIGOREVISKI-LIMA, 2005; CAMASSOLA & DILLON,
2007). Além destes, o uso da milhocina, em substituicdo ao extrato de levedura,
também é recomendavel (GRIGOREVSKI-LIMA et al., 2005). Trata-se de um sub-
produto do beneficiamento do milho, de custo relativamente baixo, quando
comparada  ao extrato de levedura (US$ 80.00/ton X Us$

1900.00/ton)(NASCIMENTO et al., 2009).
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1.6. Objetivos

1.6.1.

1.6.2.

Objetivo Geral

Selecionar uma estirpe de actinomiceto eficiente na producéo de celulases a
partir de residuos de baixo custo, caracterizar parcialmente as atividades
celuloliticas obtidas, e testar a sua eficacia na hidrolise de bagacgo de cana de
acucar para a obtencdo de aguUcares redutores visando a producdo de

bioetanol.

Objetivos Especificos

Determinar a cinética de producdo de celulases (endoglucanases e FPase)
em fermentacdo submersa utilizando bagaco de cana de acucar ou farelo de
trigo como fonte de C, e milhocina como fonte de N, para trés estirpes
promissoras, e a partir dos resultados obtidos escolher uma mais eficiente.

A partir do extrato enzimatico obtido com a estirpe mais promissora, utilizando
as melhores condi¢des, determinar a atividade de B-glucosidase, bem como
0s 6Otimos de pH e temperatura e a estabilidade térmica para as atividades de
endoglucanase e FPase (atividade de endoglucanases e exoglucanases
sobre papel de filtro).

Detectar, em gel de SDS-PAGE, as endoglucanases presentes no extrato
enzimatico obtido com a estirpe mais promissora.

Realizar experimentos preliminares de hidrélise do bagaco de cana de agucar

utilizando os extratos enzimaticos obtidos.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Metodologia realizada com as trés estirpes

No Esquema 1 estdo apresentados o0s procedimentos realizados, com o

objetivo de selecionar a estirpe mais eficiente na producao de celulases.

Esquema 1. Metodologia utilizada na escolha da estirpe mais eficiente

Preparo de suspenséo de esporos das estirpes Streptomyces
drozdowiczii M7A, Streptomyces sp. M23 e SCPE 09

Cultivo das estirpes em dois meios liquidos de sais:
- bagaco de cana (1,0%) + milhocina (1,2%)
- farelo de trigo (1,0%) + milhocina (1,2%)

| Incubacéo a

30C, com
Extrato enzimatico obtido, agitacao de

a cada dia, 200 rpm,

apos filtragdo em filtro durante 5

de fibra de vidro dias
Medida de atividade Medida de atividade
FPase CMCase
Substrato: papel de filtro Substrato: CMC
(carboximetilcelulose)

L Atividade determinada através da
medida de acucares
redutores produzidos, dosados pelo método
do DNS
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2.1.1. Manutengao das estirpes

As estirpes celuloliticas Streptomyces drozdowiczii M7A, Streptomyces sp.
M23 e SCPE 09 foram mantidas em glicerol 20% a -20 € na forma de suspensao
de esporos (Esquema 2) baseado em Hoopwood e colaboradores (1985), a partir do
crescimento das mesmas em meio de agar-extrato de malte-extrato levedura (item
2.3.1). Para todos os experimentos, foi utilizada a mesma suspensao de esporos de

cada microrganismo estudado.

2.1.2 Producéao de celulases em frascos Erlenmeyers com agitacao

Os cultivos destinados a producéo de celulases foram realizados em frascos
Erlenmeyers de 125 mL (Figura 5), contendo 25 mL de meio de cultura composto de
uma solucao de sais (item 2.3.2) acrescida de uma fonte de carbono de baixo custo
e a milhocina como fonte de nitrogénio. A solucao de sais utilizada foi feita baseada
no meio de Breccia e colaboradores (1995), acrescido de uma solucdo de elementos
tracos (SHIRLING & GOTTLIEB, 1966). Os residuos agroindustriais de baixo custo
utilizados como fontes de carbono foram o bagaco de cana de aguUcar pré-tratado

por exploséo a vapor (1,0% p/v) ou farelo de trigo (1,0% p/v) (Figura 6).
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Figura 5 - Frascos Erlenmeyers de 125 mL contendo meio de sais, farelo de trigo
como fonte de carbono e milhocina como fonte de nitrogénio.

ApOs a esterilizagdo, os meios foram inoculados com 25 pL de suspenséo de
esporos (5,7 x 10° de esporos/mL para a estirpe Streptomyces drozdowiczii M7A, 1,5
x 10° esporos/mL para a SCPE 09 e 2,3 x 10° para Streptomyces sp. M23) obtidos
e padronizados de acordo com o Esquema 2. As estirpes foram incubadas a 30T,
em agitacado orbital de 200 rpm, durante 5 dias. A cada dia, trés frascos foram
retirados, os sobrenadantes filtrados em filtros de fibra de vidro (Millipore) e
analisados quanto a atividade celulolitica e quanto ao pH. Os valores de pH foram
determinados com auxilio de um potenciémetro, apos calibragdo com tampdes 7,0 e

10,0. Os resultados foram apresentados como uma média destas trés réplicas.

Figura 6 — Fontes de carbono utilizadas nas fermentacdes. A — Farelo trigo e B —
Bagaco de cana de agucar pré-tratado por explosdo a vapor.
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Esquema 2. Preparo e padronizacdo da suspensao de esporos, baseado em
Hopwood et al., 1985.

contendo meio de agar- — >

Incubar a 30T por
12 dias

Lavar as garrafas com 15 mL de solu¢do salina
estéril. Utilizar pérolas de vidro para facilitar a
remocao dos esporos.

|

Retirar 15mL de suspensao e passar em filtro
contendo |a de vidro esterilizada por autoclavacéo
(separacdo dos esporos do

micélio).

v

Transferir filtrado para tubos de Falcon

|

Centrifugar (3000 rpm/20 min)

y

Desprezar o sobrenadante e ressuspender o “pellet” formado (esporos)
em 5 mL de solugéo salina estéril.

A

Retirar 1mL e diluir em
9 mL de salina estéril,
repetindo-se este

Centrifugar e desprezar o

sobrenadante

procedimento até
perfazer 9 diluicbes
(10®).

I

Determinar a concentracdo de esporos
através do plaqueamento das varias
diluicbes em meio de agar-extrato de malte-

Ressuspender o
“pellet” formado em 4 mL
de solucéao glicerol 20% e

estocar a - 20C.

extrato de levedura (28C — 21 dias)

Contagem das colbnias
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2.1.3. Ensaios enziméaticos

Os sobrenadantes das fermentacdes foram utilizados para a determinagéo
das atividades CMCase e FPase. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas
onde uma unidade de atividade enzimatica (U) € definida pela liberacdo de 1 pumol
de glicose por minuto. Os procedimentos utilizados foram realizados com base na

metodologia padrao descrita pela IUPAC (GHOSE, 1987).

2.1.3.1. Determinagé&o da atividade CMCase

A atividade CMCase corresponde a dosagem de endoglucanases. O método
se baseia na dosagem de acucares redutores produzidos pela degradacdo de
carboximetilcelulose (CMC), utilizando-se para tal o método do acido dinitrosalicilico
(DNS) (MILLER, 1959). O sistema reacional continha 0,5 mL do extrato enzimético e
0,5 mL de CMC (4,0% pl/v) diluido em tampéao citrato de sédio 50mM pH 4,8 e foi
incubado a 50T durante 10 minutos. Nos tubos controle d a reacéo, chamado tempo
zero, foram adicionados 0,5 mL do extrato enzimatico e 0,5 mL de tampé&o citrato de
sédio (50mM pH 4,8). O branco da reacao consistiu de um tubo contendo 0,5 mL de
DNS e 0,5 mL de tampéo citrato de sédio 50Mm pH 4,8, utilizado para zerar o
aparelho. A reacao foi interrompida pela adicdo das amostras a um tubo contendo
0,5 mL de DNS. Os tubos foram submetidos a 4gua fervente por 5 minutos. A leitura
da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro a 540 nm, apoés diluicdo com 6,5

mL de agua destilada.
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2.1.3.2. Determinagéo da atividade FPase

A atividade FPase, ou seja, atividade de papel de filtro, compreende uma
mistura de exoglucanases e endoglucanases e foi determinada através da dosagem,
pelo método do DNS, dos acucares redutores liberados durante a degradacdo de
uma tira de papel de filtro Whatman n°® 1 medindo 1,0 cm x 6,0 cm
(aproximadamente 50 mg). O meio reacional continha 0,5 mL do extrato enzimatico,
1,0 mL de tampao citrato de sddio 50mM pH 4,8 e uma tira de papel de filtro, e foi
incubado a 50C durante 1 hora. Nos tubos controle da reagéo, chamado tempo
zero, foram adicionados 0,5 mL do extrato enzimatico e 1 mL de tempao citrato de
sodio (50mM pH 4,8). Nos tubos controle do substrato foram adicionados 1,5 mL de
tampdo citrato de sodio 50mM pH 4,8 acrescido de uma tira de papel de filtro
Whatman n°1 medindo 1,0 cm x 6,0 cm (aproximadamente 50 mg). O branco da
reacao, utilizado para zerar o aparelho, continha 0,5 mL de DNS e 0,5 mL de tampé&o
citrato de sédio 50Mm pH 4,8. A reacgédo foi interrompida pela adicdo de 3.0 mL de
DNS ao meio reacional. Os tubos foram submetidos a agua fervente por 5 minutos.
A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro a 540 nm, apoés diluicdo

com 20 mL de agua destilada.

2.2. Metodologia realizada com a estirpe selecionada

A estirpe selecionada foi a Streptomyces sp M23. Os experimentos foram
realizados com os dois sobrenadantes obtidos apos trés dias de incubagéo nos dois
substratos, farelo de trigo e bagaco de cana de aclUcar. Os experimentos que
envolviam determinacdo da atividade enzimética foram realizados em triplicatas, e
uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida pela liberacdo de 1 pumol de

glicose por minuto.
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2.2.1. B-Glucosidase

Os ensaios enzimaticos (GHOSE, 1987), foram realizados em tubos contendo
1,0 mL do sobrenadante + 1,0 mL de solucdo de celobiose 15mM diluida em tampé&o
citrato de sddio 50mM pH 4,8. A seguir, os tubos foram incubados por 30 minutos
em banho-maria. Apés esse periodo a reacao enzimatica foi interrompida através da
fervura por 5 minutos. Nos tubos controle da reacdo (tempo zero) foram adicionados
1,0 mL do extrato enzimético e 1,0 mL de solucdo de celobiose 15 mM diluida em
tampéao citrato de sédio (50mM pH 4,8) e os mesmos logo em seguida submetidos a
fervura. Os resultados foram obtidos a partir da leitura de glicose em Bioanalisador

(YSI 2700 SELECT™ Biochemistry Analyzer) através do método da glicose oxidase.

2.2.2 Efeito da temperatura nas atividades CMCase e = FPase

O estudo foi realizado sob as mesmas condi¢des descritas nos itens 2.1.3.1 e
2.1.3.2 com as temperaturas que variaram de 30 a 100C. A mistura re acional foi
incubada em banho-maria a pH 4,8, nas respectivas temperaturas (GRIGOREVSKI-
LIMA et al., 2005), e apds o tempo de reacdo a atividade foi interrompida em banho

de gelo.

2.2.3. Efeito do pH nas atividades CMCase e FPase

O ensaio enzimético foi realizado de acordo com os itens 2.1.3.1 e 2.1.3.2, na
temperatura 6tima obtida a partir do item 2.2.2. A mistura reacional foi incubada em
banho-maria, com as faixas de pH variando de 3,0 a 10,0. Nessa etapa foram
utilizados os seguintes tampdes: Glicina HClI 50 mM (pH 3,0), Citrato de Sédio 200

mM (pH 4,0), Citrato de Sédio 50 mM (pH 5,0 e pH 6,0), Citrato de S6dio 200 mM
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(pH 7,0), Tris HCI 50 mM (pH 8,0) e Tris HCI 200 mM (pH 9,0 e pH 10,0)
(GRIGOREVSKI-LIMA et al., 2005) e apés o tempo de reacdo, a atividade foi

interrompida em banho de gelo.

2.2.4. Termoestabilidade das atividades CMCase e FP ase

O estudo foi realizado através da incubacdo do extrato enzimatico bruto nas
temperaturas de 50 e 60° C. O extrato enzimatico foi incubado por 8 horas, sendo as
atividades determinadas apos 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 horas. As atividades

CMCase e FPase foram realizadas em pH e temperatura 6timos.

2.2.5. Zimograma através de SDS-PAGE para detec¢cdo de atividade enzimética

(CMCase)

O perfil de producédo das celulases foi estudado em gel de eletroforese
desnaturante, em poliacrilamida-dodecilsulfato de sédio (SDS—PAGE) (10% para o
gel de corrida e 3,0% para o gel de empacotamento), contendo 0,2% (p/v) de CMC.
Paralelamente aos extratos brutos obtidos nos dois substratos, farelo de trigo e
bagaco de cana, foram injetados marcadores de massa molecular entre 12,0 e 225,0
kDa, com o objetivo de determinar a massa molecular aparente de cada enzima

detectada. A corrida foi processada a 100 V, durante 3 horas a 4°C.

Ao fim da corrida o gel foi revelado para a detec¢éo da atividade de CMCase,
através de incubagdo a 50° C em tampao citrato de sédio 50mM pH 6,0 durante 30
minutos. Em seguida o gel foi mergulhado em solugao 0,1% (p/v) de Vermelho

Congo durante 10 minutos, e 0 excesso de corante foi removido por lavagens
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sucessivas em NaCl 1M (CESAR & MRSA, 1996). As bandas foram visualizadas em

transiluminador.

2.2.5.1 Composicdo dos géis de corrida e empacotame  nto

Gel de corrida Gel de empacotamento
Bis-Acrilamida (30%) 3300 pL | Bis-Acrilamida (30%) 880 pL
Tampéao Tris-HCI pH 8,8 2500 pL | Tampéo Tris-HCI pH 6,8 1660 pL
Agua 2540 pL | Agua 4060 pL
CMC 0,2% 1400 pL | SDS 10% 66 pL
SDS 10% 100 uL | APS 33,4 uL
APS 100 pL | TEMED 6,6 uL
TEMED 10 uL

2.2.5.2. Tampéao de amostra com SDS

Solugdes mL
Tampéo Tris-HCI pH 6,8 0,125M 2,5
SDS 4% 4,0
Glicerol 2,0
Azul de bromofenol 0,02% 2,0
H,O destilada g.s.p 10

2.2.5.3. Tampao de corrida

Solucdes

Tris 0,025M 30,28 g
Glicina 0,192M 144,13 g
SDS 0,1% 10 g
H.OQg.s.p 10000mL
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2.2.6. Avaliacdo da eficacia do extrato enzimatico b  ruto de Streptomyces

na degradacao do bagaco de cana

A eficiéncia do extrato enzimatico produzido por Streptomyces sp. M23
crescido em farelo de trigo por trés dias foi testada na hidrélise de dois tipos de
bagaco de cana de acucar: um nao tratado, e outro pré-tratado por exploséo a vapor
(Figura 7). Foram montados sistemas em frascos Erlenmeyers de 250 mL, contendo
100 mL do extrato enzimatico (contendo 60 U/L de atividade FPase e 0,1 U/L de B-
glucosidase) e 0,6 g do bagaco. Os sistemas foram realizados em triplicatas e os
resultados apresentados correspondem a média das trés determinacdes. A hidrolise
foi feita em agitador rotatério a 200 rpm, 50°C e pH 7,5. Apos 2, 4, 6, 8, 24 e 48
horas, aliquotas de 2mL foram retiradas para analise quanto ao conteddo de
acucares redutores, utilizando-se o método do DNS (MILLER, 1959). As mesmas
amostras foram utilizadas para medicdo da concentracéo de glicose (g/L), realizada
em bioanalisador (YSI 2700 SELECT™ Biochemistry Analyzer). Foram utilizados
sistemas contendo apenas bagaco de cana tratado ou sem tratamento, e agua
destilada. Para efeito de comparacéo, utilizamos um sobrenadante do crescimento
do fungo celulolitico Trichoderma reesei RUT C30, com a mesma concentracao de
FPase e uma concentracdo de 3-glucosidase de 0,12 U/L em sistemas montados em

duplicatas.

Figura 7 — Bagaco de cana de agucar utilizado na hidrélise enzimética. A - Sem
tratamento, B — Tratado por explosdo a vapor.
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3. Resultados

3.1. Producao de Endoglucanases
3.1.1. Meio com bagaco de cana de agUcar

O perfil cinético da producdo de endoglucanases (CMCase) pelas estirpes
Streptomyces drozdowiczii M7A, SCPE 09 e Streptomyces sp. M23, obtido apds 5
dias de cultivo em meio liquido de sais contendo 1,0% de bagaco de cana de agucar
e 1,2% de milhocina esta apresentado na Figura 8. A atividade enzimética maxima
foi obtida pela estirpe Streptomyces sp. M23, apos trés dias de crescimento (327,7
U/L). As estirpes Streptomyces drozdowiczii M7A e Streptomyces sp. SCPE 09
apresentaram picos de atividade de 95,5 e 132,5 U/L respectivamente, no segundo
dia de cultivo.

O pH do meio de cultivo, que originalmente era 7,0, alcancou 8,2 para a
estirpe Streptomyces drozdowiczii M7A, 8,0 para SCPE 09 e 7,9 para Streptomyces

sp. M23, ap6s 5 dias de cultivo (Figura 8).
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Figura 8 — Cinética da producdo de endoglucanases (CMCase) por Streptomyces
drozdowiczii M7A(A), SCPE 09 (m) e Streptomyces sp. M23 (¢), em meio liquido de
sais adicionado de 1,0% de Bagaco de cana de aclUcar e 1,2% de milhocina. As
curvas tracejadas indicam a variacdo no pH do meio de cultura apds 5 dias de
crescimento das estirpes Streptomyces drozdowiczii M7A(-- A--), SCPE 09 (--m--) e
Streptomyces sp. M23 (--¢--). As barras de erros representam o desvio padréo (n =
3).

3.1.2. Meio com farelo de trigo

As trés estirpes de actinomicetos também foram cultivadas em meio de sais
contendo 1,0% de farelo de trigo como fonte de carbono, durante 5 dias. Neste meio
a estirpe Streptomyces sp. M23 produziu 552,0 U/L de atividade méaxima de
CMCase no terceiro dia de crescimento, enquanto a SCPE 09 apresentou um
maximo no segundo dia (441,0 U/L), e Streptomyces drozdowiczii M7A no quarto
dia, chegando a 339,3 U/L (Figura 9).

Apods 5 dias o pH do meio de cultivo das estirpes Streptomyces drozdowiczii

M7A e SCPE 09, variou de 7,0 para 7,9, enquanto Streptomyces sp. M23
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apresentou uma variacdo de pH ligeiramente maior que as demais, atingindo 8,1 no

quinto dia de cultivo (Figura 9).
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Figura 9 — Cinética da producdo de endoglucanases (CMCase) por Streptomyces
drozdowiczii M7A(A), SCPE 09 (m) e Streptomyces sp. M23 (¢), em meio liquido de
sais adicionado de 1,0% de farelo de trigo e 1,2% de milhocina. As curvas tracejadas
indicam a variagdo no pH do meio de cultura apos 5 dias de crescimento das
estirpes Streptomyces drozdowiczii M7A(-- A--), SCPE 09 (--m--) e Streptomyces sp.
M23 (--¢--). As barras de erros representam o desvio padréo (n = 3).

3.2. Producéao de Celulases (FPase)
3.2.1. Meio com bagaco de cana de agucar

Apés cultivo em meio de sais acrescido de 1,0% de bagaco de cana de
acucar, Streptomyces sp. M23 e SCPE 09 apresentaram atividade méaxima de FPase
de 37,8 e 22,2 U/L, respectivamente, no terceiro dia de crescimento. Streptomyces
drozdowiczii M7A, produziu um pico de atividade de 30,4 U/L, porém apenas no

quinto dia de crescimento (Figura 10).
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Figura 10 — Cinética da producdo de celulases (FPase) por Streptomyces

drozdowiczii M7A(A), SCPE 09 (m) e Streptomyces sp. M23 (¢), em meio liquido de
sais adicionado de 1,0% de bagaco de cana de acucar e 1,2% de milhocina. As
curvas tracejadas indicam a variacdo no pH do meio de cultura apds 5 dias de
crescimento das estirpes Streptomyces drozdowiczii M7A(-- A--), SCPE 09 (--m--) e
Streptomyces sp. M23 (--¢--). As barras de erros representam o desvio padréo (n =
3).

3.2.2. Meio com Farelo de trigo

Em meio de sais contendo farelo de trigo como fonte de carbono,
Streptomyces sp. M23 forneceu 61,2 U/L de atividade FPase apdés 3 dias de
crescimento. As estirpes Streptomyces drozdowiczii M7A e SCPE 09 apresentaram
seu pico de atividade apo6s 5 dias de atividade, correspondendo a 41,5 e 58,2 UJL,

respectivamente (Figura 11).
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Figura 11 — Cinética da producdo de celulases (FPase) por Streptomyces

drozdowiczii M7A(A), SCPE 09 (m) e Streptomyces sp. M23 (¢), em meio liquido de
sais adicionado de 1,0% de farelo de trigo e 1,2% de milhocina. As curvas tracejadas
indicam a variacdo no pH do meio de cultura apds 5 dias de crescimento das
estirpes Streptomyces drozdowiczii M7A(-- A--), SCPE 09 (--m--) e Streptomyces sp.
M23 (--¢--). As barras de erros representam o desvio padréo (n = 3).

Nas Figuras 12 e 13 estdo representados os melhores resultados para as
atividades de CMCase e de FPAse respectivamente, a partir dos extratos obtidos
apo6s crescimentos dos trés actinomicetos nos dois substratos testados, o farelo de
trigo e o bagaco de cana. De acordo com esta comparacdo a estirpe M23 foi
selecionada. Considerando que as diferencas encontradas entre os resultados com
farelo de trigo e com bagaco de cana n&do foram muito significativas, e considerando
ainda a importancia do possivel emprego do bagaco de cana como substrato na
producéo de celulases, os extratos brutos destes dois substratos, obtidos nas

melhores condicdes (crescimento em farelo de trigo apds trés dias de cultivo tanto
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para CMCase como para Fpase) foram empregados para a caracterizagdo das

atividades de celulases
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Figura 12 — Valores maximos de producdo de endoglucanase (CMCase) pelas
estirpes Streptomyces drozdowiczii M7A (m), Streptomyces sp. M23 (m) e SCPE 09
(w), em meio de cultivo contendo bagaco de cana de agucar ou farelo de trigo. Os
nameros acima de cada barra correspondem ao periodo da incubacdo em dias. As
barras de erros representam o desvio padrao (n = 3).
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Figura 13 — Valores maximos de producdo de celulases (FPase) pelas estirpes
Streptomyces drozdowiczii M7A (m), Streptomyces sp. M23 (m) e SCPE 09 (m), em
meio de cultivo contendo bagacgo de cana de agucar ou farelo de trigo. Os niumeros
acima de cada barra correspondem ao periodo da incubacdo em dias. As barras de
erros representam o desvio padrao (n = 3).
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3.3. Caracterizacao da atividade de celulases (CMCas e e FPase)

3.3.1. Efeito da temperatura e do pH na atividade d e endoglucanases (CMCase)
Os perfis de temperatura para a atividade de endoglucanases foram
semelhantes, porém o sobrenadante proveniente do farelo de trigo forneceu valores
um pouco maiores de atividade relativa de CMCase. A maior atividade enzimatica,
medida em pH 4,8, ocorreu entre 50 e 60C, e ambos sob renadantes apresentaram
atividade relativa superior a 55% quando incubados a 70° C (Figura 14). A atividade
maxima para o meio contendo bagaco foi de 679,8 U/L, enquanto para o farelo de

trigo foi de 708,9 UJ/L.
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Figura 14 — Efeito da temperatura na atividade de CMCase, medida em tampao pH
4,8, dos sobrenadantes de Streptomyces sp. M23 obtidos a partir do cultivo dessa
estirpe em bagaco de cana de agucar (e) e farelo de trigo (m). As barras de erros
representam o desvio padrao (n = 3).
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Os perfis de pH obtidos para os dois sobrenadantes também foram bastante
semelhantes (Figura 15). Em ambos 0s casos a atividade maxima foi obtida em pH
5,0 e ambos sobrenadantes testados apresentaram atividade relativa superior a 75%

em pH 7,0.
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Figura 15 — Efeito do pH na atividade CMCase dos sobrenadantes de Streptomyces
sp. M23 obtidos a partir do cultivo dessa estirpe em bagaco de cana de agucar (e) e
farelo de trigo (m). As barras de erros representam o desvio padréo (n = 3).

Quando foi feita a medida da atividade de CMCase nos dois sobrenadantes
da estirpe M23, utilizando-se agora para a dosagem os valores 6timos de pH e
temperatura aqui obtidos, foi possivel verificar um aumento na atividade da enzima.
No sobrenadante obtido a partir no cultivo em bagago de cana a atividade de
CMCase aumentou de 679,8 U/L para 814, 3 U/L, enquanto que no sobrenadante

do cultivo em farelo de trigo o aumento foi de 708,9 U/L para 777,1 U/L .
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3.3.2. Efeito da temperatura e do pH na atividade d e celulases (FPase)

Os perfis de temperatura para a atividade de FPase, determinados utilizando
pH 4,8, indicaram uma temperatura 6tima de 50C, em ambos sobrenadantes,
sendo a atividade maxima de 52,3 U/L para o bagaco de cana e 56,2 U/L para o
farelo de trigo (Figura 16). Os ensaios realizados nessa temperatura, para
verificacdo do efeito do pH na atividade enzimatica, indicaram, em ambos
sobrenadantes testados, que a atividade maxima ocorreu em pH 6,0. Foi observada
atividade relativa superior a 75% em pH 8,0, para as enzimas produzidas em bagaco

de cana (Figura 17).
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Figura 16 - Efeito da temperatura na atividade de FPase dos sobrenadantes de
Streptomyces sp. M23, obtidos a partir do cultivo dessa estirpe em bagaco de cana
de acucar (o) e farelo de trigo (m). As barras de erros representam o desvio padrao
(n=3).
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Figura 17 - Efeito do pH na atividade FPase dos sobrenadantes de Streptomyces
sp. M23 obtidos a partir do cultivo dessa estirpe em bagaco de cana de aglcar (e) e
farelo de trigo (m). As barras de erros representam o desvio padréo (n = 3).

Quando foi feita a medida da atividade de FPase nos dois sobrenadantes da
estirpe M23 utilizando-se agora os valores 6timos de pH e temperatura aqui obtidos,
foi possivel observar um pequeno aumento na atividade FPAse no sobrenadante
obtido a partir do farelo de trigo, de 56,2 U/L para 58,6 U/L. Ja no sobrenadante
obtido a partir do cultivo em bagaco de cana, houve um decréscimo na atividade
enzimatica, passando de 52,3 U/L para 35,0 U/L, possivelmente porque foram

utilizado sobrenadantes obtidos em épocas diferentes.
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3.4. Termoestabilidade

O estudo da termoestabilidade das atividades de CMCase e FPase foi
realizado nos sobrenadantes do terceiro dia de crescimento de Streptomyces sp.
M23 em ambos os meios estudados, meio de sais contendo milhocina 1,2% como
fonte de nitrogénio e bagaco de cana de agucar ou farelo de trigo 1,0% como fonte

de carbono. Foram testadas duas temperaturas, 50° C e 60° C.

3.4.1. Atividade de endoglucanases (CMCase)

Quando a termoestabilidade foi determinada a 60° C a atividade de CMCase,
para ambos os sobrenadantes, decresceu rapidamente com o passar do tempo,
ficando em torno de 40% apds 30 min, e 10% apds uma hora. Apés 3 horas de
incubacdo o sobrenadante obtido a partir do bagaco de cana j&4 estava
completamente inativado, enquanto que aquele proveniente do farelo de trigo
manteve a atividade no mesmo patamar de 10% dos 60 minutos iniciais (Figura 18).

J& a termoestabilidade testada a 50° C foi bem maior. O sobrenadante obtido
a partir do cultivo em bagaco de cana manteve valores de atividade endoglucanasica
em torno de 90% da inicial apds 5 horas, e apGs 8 horas, a atividade ainda era 85%
da atividade inicial. O sobrenadante obtido a partir do farelo de trigo foi ainda mais
estavel, mantendo sua atividade endoglucanasica em torno de 90% mesmo apos 6

horas de incubacéo (Figura 18).
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Figura 18 - Estudo da termoestabilidade na atividade de endoglucanases dos
sobrenadantes de Streptomyces sp. M23 obtidos a partir do cultivo dessa estirpe em
bagaco de cana de acucar incubado a 50°C ( A) e 60° C (o) e farelo de trigo
incubado a 50C ( m) e 60°C ( ¢ ). As barras de erros representam o desvio padrao
(n=3).

3.4.2. Atividade de celulases (FPase)

A termoestabilidade de endoglucanases e exoglucanases medidas pela
degradacdo do papel de filtro (atividade FPase), estd representada na Figura 19.
Neste caso, a 60°C, ap6s 30 minutos de incubacao, a atividade de FPase caiu para
50% da inicial no sobrenadante do bagaco de cana, e 33% no sobrenadante do
farelo de trigo. No entanto, apés 5 horas, as enzimas presentes no sobrenadante do
bagaco de cana perderam completamente a sua atividade, enquanto no
sobrenadante do farelo, se mantiveram a 15% da atividade inicial mesmo apés 7

horas de incubacéo.
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Quando o sobrenadante obtido a partir do cultivo em bagaco de cana foi
incubado a 50°C manteve cerca de 86% de sua atividade i nicial por até duas horas.
Apds 5 horas de incubagédo a atividade se manteve em torno de 71% e ao fim de 8
horas era 54% de sua atividade inicial. A termoestabilidade do sobrenadante obtido
a partir do cultivo em farelo de trigo foi um pouco maior, manteve mais de 84% de
sua atividade até 5 horas de incubacéo e ao fim de 7 horas sua atividade relativa foi

de 75%.
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Figura 19 - Estudo da termoestabilidade na atividade de FPase dos sobrenadantes
de Streptomyces sp. M23 obtidos a partir do cultivo dessa estirpe em bagaco de
cana de acucar incubado a 50°C ( A) e 60°C ( e) e farelo de trigo incubado a 50C
(m)e60°C ( ¢). As barras de erros representam o desvio padrao (n = 3).
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3.5. Zimograma atraves de SDS-PAGE da atividade enzi matica de
endoglucanases (CMCase) presentes nos extratos

O perfil eletroféretico dos extratos enzimaticos obtidos através do cultivo de
Streptomyces sp. M23 por 3 dias em 1,0% de bagaco de cana ou farelo de trigo
pode ser observado no zimograma da Figura 20. Foram detectadas duas bandas em
cada extrato enzimatico testado. A banda de maior massa molecular aparente foi
detectada apenas no sobrenadante do bagaco de cana (100 kDa), enquanto a
banda de 70 kDa s6é apareceu no sobrenadante do farelo de trigo. Ambos os

extratos enzimaticos apresentaram uma banda com massa molecular aparente de

42 kDa.
100 kDa
70 kDa ,
42 kDa 42 kDa
Figura 20 - Perfil eletroforético de endoglucanases do extrato bruto de

Streptomyces sp. M23 cultivado por trés dias em: A — 1,0% de farelo de trigo e 1,2%
de milhocina e B — 1,0% bagaco de cana e 1,2% de milhocina. Os valores das
massas moleculares aparentes de proteinas padrdo estdo indicados ao lado das
setas.
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3.6. Determinacéo da atividade de B-glucosidase

Os extratos enzimaticos de Streptomyces sp. M23 obtidos do cultivo em
bagaco de cana de acucar e farelo de trigo ndo apresentaram producao significativa
de B-glucosidases. A atividade enzimatica encontrada foi de 0,1 U/L e 0,04 UIL,

respectivamente.

3.7. Quantificacdo de acUcares redutores e glicose liberados pela hidrélise
enzimatica do bagaco de cana

A medida de aguUcares redutores e a producdo de glicose resultantes da
hidrélise se encontram nas Figuras 21 e 22, respectivamente. A maior producdo de
acgucares redutores nos sistemas contendo o sobrenadante obtido do crescimento de
Streptomyces sp M23 ocorreu apds 24 horas — 0,1 mg/mL quando foi utilizado o
bagaco pré-tratado por explosdo a vapor, porém ja apos duas horas de incubacgéo a
producéo era de cerca de 93% deste valor. Os resultados obtidos com o bagaco
sem tratamento foram inferiores, 0,07 mg/mL apés 8 horas de hidrdlise. O fungo
Trichoderma reesei RUTC30 também apresentou melhor desempenho na hidrélise
do bagaco pré-tratado, atingindo pico de producdo de aguUcares redutores de 0,7
mg/mL apds 48 horas de hidrélise. Quando o bagago sem tratamento foi utilizado, T.
reesei RUT C30 produziu apenas 0,1 mg/mL apds 24 horas de experimento.

Quanto a producéo de glicose esta também foi maior nos sistemas contendo
o sobrenadante do fungo Trichoderma reesei RUT C30, no bagaco de cana pré-
tratado, onde o valor maximo (0,2 g/L) foi obtido ap6s 48 horas de hidrélise. O
bagaco de cana pré-tratado também foi o melhor substrato para Streptomyces sp.
M23, entretanto a producdo méaxima de glicose (0,02 g/L) foi muito baixa, e ocorreu

com apenas 2 horas de hidrélise.
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Figura 21 — Acucares redutores produzidos a partir da degradacédo de bagaco de
cana pré-tratado por celulases de Trichoderma reesei RUT C30 (A) e Streptomyces
sp. M23 (¢) e bagaco de cana sem tratamento por celulases de Trichoderma reesei
RUT C30 (A) e Streptomyces sp. M23 (¢).As barras de erros representam o desvio
padréo (n = 3).
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Figura 22 — Producdo de glicose a partir da degradacdo de bagaco de cana preé-
tratado por celulases de Trichoderma reesei RUT C30 (A) e Streptomyces sp. M23
(#) e bagaco de cana sem tratamento por celulases de Trichoderma reesei RUT C30
(A) e Streptomyces sp. M23 (¢). As barras de erros representam o desvio padréo (n
=3).
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4. Discussao

Questbes econbmicas, geopoliticas e ambientais tém motivado, nos ultimos
anos, uma preocupacdo mundial com a descoberta de fontes alternativas de
energia, como por exemplo, o etanol. O aumento do consumo deste combustivel nos
préximos anos, em especial nos paises desenvolvidos, estimula a pesquisa pelo
desenvolvimento de novas tecnologias para a sua producdo a partir de matéria
prima lignoceluldsica proveniente de residuos (BASTOS, 2007). Neste caso a
selecdo de estirpes celuloliticas e a caracterizacdo de suas enzimas possui grande
importancia biotecnoldgica.

No presente trabalho trés estirpes de actinomicetos celuloliticas, isoladas de
ambientes brasileiros, foram estudadas, tendo por objetivo selecionar a mais
eficiente na producéo de celulases. As estirpes foram cultivadas em meio contendo
bagaco de cana de acucar ou farelo de trigo como fonte de carbono, e milhocina
como fonte de nitrogénio. As trés estirpes estudadas foram capazes de produzir
celulases em meio liquido contendo sais utilizando ambas fontes de carbono. Além
de ser amplamente sabido que a biossintese de celulases € induzida durante o
crescimento do microrganismo em celulose, ou derivados de celulose (JANG &
CHEN, 2003), a utilizacdo destes residuos agro-industriais ricos em lignocelulose
visou principalmente uma reduc¢do dos custos de producdo enzimética, para que a
sua utilizacdo em escala industrial se tornasse viavel.

De um modo geral todas trés foram favoraveis, tanto na producdo de
CMCases como na producao de FPases, crescidas em milhocina e farelo de trigo ou
no bagaco de cana de acucar, apresentando producdo de CMCases que variou de

95,5 U/L a 552,0 U/L para CMCase, em tempos que variaram de 2 a 4 dias, e de
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22,2 a 61,2 U/L para FPases, em 3 a 5 dias. No entanto, a estirpe M23 se destacou.
Nas condi¢des utilizadas nos experimentos, a utilizacao de farelo de trigo também foi
mais favoravel que o bagaco.

Streptomyces sp. M23 apresentou um pico de atividade de CMCase de 552,0
U/L, quando cultivada em farelo de trigo, e de 327,7 U/L, quando cultivada em
bagaco de cana de acucar. Com estes resultados foi possivel verificar que os
substratos de baixo custo testados 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 (SEMEDO et al., 2000), contendo
celulose microcristalina (Sigma), extrato de levedura e proteose peptona. Neste caso
o pico de atividade de CMCase foi de apenas 95,0 U/L (SEMEDO et al., 2000).

A estirpe Streptomyces drozdowiczii M7A também apresentou resultados
favoraveis quando crescida em farelo de trigo, onde foi capaz de produzir 339,3 U/L
de atividade de CMCase. Esta estirpe ja havia sido utilizada em trabalhos anteriores
visando a producao de celulases. Semédo e colaboradores (2000) a cultivaram em
meio contendo celulose microcristalina (Sigma) extrato de levedura e proteose
peptona e nessas condi¢cbes a atividade méaxima de CMCase foi de 235,0 U/L.
Grigorevski-Lima e colaboradores (2005) também ja haviam cultivado essa estirpe
anteriormente. Quando crescida em um meio mais rico, contendo 0,3% de extrato de
levedura e 1,0% de CMC, foram obtidos os melhores resultados, de 595,0 UI/L,
porém em meio contendo 1,0% de farelo de trigo e 0,3% de milhocina a mesma
apresentou pico de atividade de CMCase de 221,0 U/L, (GRIGOREVSKI-LIMA et al.,
2005). Os resultados aqui mostrados indicam que a concentracdo de milhocina
utilizada no presente trabalho (1,2%) favoreceu uma maior producdo enzimética

guando comparado aos resultados de Grigorevski-Lima e colaboradores (2005). A
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cinética de producdo de CMCases ainda ndo havia sido testada com a estirpe de
actinomiceto SCPE 09, isolada recentemente de um solo de canavial (DA VINHA et
al., 2006). A mesma também apresentou bons resultados na producao de celulases,
sendo também mais eficiente em farelo de trigo, onde chegou a produzir 441,0 U/L
no segundo dia de fermentagao.

Em recente trabalho Nascimento e colaboradores (2009) utilizaram residuos
agroindustriais na producdo de endoglucanases pela estirpe Streptomyces
malaysiensis AMT-3. O farelo de trigo e o dreche cervejeiro (BSG) 0,5% foram
testados, em combinagcdo com a milhocina ou extrato de levedura (0,1 ou 1,2%). O
dreche cervejeiro com milhocina (1,2%) deram a melhor combinagé&o, fornecendo até
720,0 U/L, mas a combinacdo farelo de trigo e milhocina também foi favoravel,
produzindo 420,0 U/L. No presente trabalho, Streptomyces sp. M23 e SCPE 09
apresentaram maior producdo utilizando uma concentragdo maior desses dois
substratos (1,0% de farelo de trigo e 1,2% de milhocina), Com isso, foi possivel
observar que o aumento na concentracao dos substratos, favoreceu uma maior
producao de endoglucanases.

Varios outros trabalhos séo citados na literatura, mostrando a producdo de
endoglucanases por actinomicetos, em especial Streptomyces, em diferentes
substratos. Uma estirpe de Streptomyces, a T3-1, produziu 40,3 U/mL em 1,5% de
CMC e sulfato de aménio, uréia e peptona (JANG & CHEN, 2003), porém a estirpe
era transformante, e os nutrientes utilizados ndo eram substratos de baixo custo.
Streptomyces sp. isolada de solo do Canada foi cultivada em uma solucdo de sais
de Mandel contendo peptona, tween 80 em 1,0% de celulose cristalina e produziu
11,8 U/mL de CMCase (ALANI, ANDERSON & MOO-YOUNG, 2008) enquanto

Thermomonospora sp., um actinomiceto alcalotermofilico (GEORGE, AHMAD &
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RAO, 2001), quando cultivado em meio contendo celulose de papel em pd, extrato
de levedura e Tween 80, apresentou um pico de atividade de 23 U/mL, enquanto
gue quando cultivada em farelo de trigo a atividade foi de 8,5U/mL. Pode-se
observar que valores bem mais altos do que os encontrados por nos tem sido
conseguido com outras estirpes, utilizando outros substratos, porém em geral séo
substratos caros, ou mesmo substratos mais baratos porém associados com outros
mais caros. Vale ressaltar que no nosso caso foram utilizados apenas residuos de
baixo custo, milhocina, farelo de trigo e bagacgo de cana, e portanto a tentativa de se
obter uma producao apreciavel de endoglucanases por actinomicetos crescidos em
residuos de baixo custo deve ser uma meta prioritaria. A milhocina, em especial, é
um dos principais sub-produtos da industria de beneficiamento do milho (PAREKH,
FORMANEK & BLASCHEK, 1999), capaz de substituir o extrato de levedura como
fonte rica de nutrientes tais como N organico e vitaminas. Este residuo tem sido
utilizado na producgéao de diversas enzimas (DE AZEREDO et al., 2006; CHEN, XIA &
XUE, 2007), inclusive celulases (GRIGOREVSKI-LIMA et al., 2005; NASCIMENTO
et al., 2009).

Considerando a atual conjuntura nacional, onde o aumento na producéo de
etanol sem prejuizo de novas areas de plantio de cana tem sido almejada, o
aproveitamento do bagaco de cana residual para producéo de celulases visando a
producdo de etanol de segunda geragdo é de grande interesse. A producdo de
endoglucanases em bagaco de cana de agucar ndo foi encontrada na literatura para
actinomicetos. Foi descrita a producédo de endoglucanases em folhas de cana de
acucar, mas ndo em bagaco, e os autores trabalharam com um consoércio de
microrganismos, incluindo bactérias e actinomicetos (GUEVARA & ZAMBRANO,

2006). Ja com os fungos, que sao considerados 0s principais produtores de
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celulases, vérios trabalhos sdo descritos. Aguiar & Menezes (2000) avaliaram a
producéo de celulases pela estirpe Aspergillus niger 1Z9, crescida em meio de
cultura de Mandels & Weber (1969), acrescido de 1,0% de bagaco de cana
(quimicamente tratado) proteose peptona e Tween 80. Nestas condi¢des foi obtido
um pico de atividade de endoglucanases de 0,25 U/mL, apds sete dias de cultivo.
Neste caso, apesar de ter sido utilizado o bagaco de cana como principal fonte de C,
0 meio de cultura foi enriqguecido com outros ingredientes que poderiam inviabilizar o
processo em termos biotecnoldgicos. Ainda assim, os resultados obtidos foram
inferiores aqueles obtidos para a estirpe M23. Aspergillus fumigatus, produtor de
endoglucanases termofilicas e acidofilicas também foi cultivado em 1,0% de bagaco
de cana e 1,2% de milhocina. Os melhores resultados foram obtidos no sexto dia de
cultivo, com atividade de 365,0 U/L (GRIGOREVSKI-LIMA et al., 2009).

Todos estes resultados promissores indicam que os trabalhos visando a
procura de novas estirpes produtoras de celulase utilizando o bagago de cana de
acucar como principal fonte de C, e ainda a milhocina como fonte de N devem ser
intensificados. Isto porque a principal preocupacdo continua sendo 0s custos de
producéo, e assim sendo, os estudos visando este barateamento se fazem
necessarios. Apesar de menos estudados, os actinomicetos parecem ser bastante
promissores, pois podem ndo apresentar producao tédo elevada quanto os fungos,
mas por outro lado, podem apresentar 6timos de atividade e uma maior estabilidade
em valores extremos de pH e temperatura.

A atividade de FPase também se constitui um fator importante na avaliacao
de uma estirpe para atividade de celulase de um modo geral. Neste caso a celulase
vai apresentar uma atividade de endo e outra de exo celulase, e portanto é capaz

de atuar tanto nas regides cristalinas como nas regides amorfas da celulose. E bem
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sabido que a maioria dos microrganismos celuloliticos apresentam atividade de
endoglucanase (BHAT & BHAT, 1997), mas nem sempre apresentam de exo, e
portanto, a atividade de FPase é um diferencial. As trés estirpes testadas neste
trabalho foram capazes de produzir FPase em meio de sais contendo bagaco de
cana de agucar ou farelo de trigo como fonte de carbono. Nas condi¢cdes do
presente trabalho a estirpe Streptomyces sp. M23 foi a mais eficiente, fornecendo
atividade de 61,2 U/L em meio contendo farelo de trigo, e de 37,8 U/L quando
cultivada em meio contendo bagaco de cana. Esta mesma estirpe foi estudada por
Semédo e colaboradores (2000) quanto a producdo de FPase em meio contendo
celulose microcristalina (Sigma), extrato de levedura e proteose peptona e nessas
condicdes, obteve-se o pico maximo de atividade de 2 U/L. Conforme pode-se notar,
houve um grande aumento na producéo de FPase desta estirpe, em comparagédo ao
trabalho anterior. Ja Streptomyces drozdowiczii M7A apresentou atividade de FPase
maxima de 30,4 U/L e 41,5 U/L, respectivamente, quando cultivada em bagaco de
cana e farelo de trigo. Semédo e colaboradores (2000) cultivaram essa estirpe em
meio contendo celulose microcristalina (Sigma), extrato de levedura e proteose
peptona e obtiveram uma atividade maxima de 3,9 U/L. Em outro trabalho, esta
estirpe foi crescida em meio contendo 0,3% de extrato de levedura e 1,0% de CMC,
atingindo pico maximo de atividade de 25 U/L no terceiro dia de -cultivo
(GRIGOREVSKI-LIMA et al.,, 2005). Os meios de cultivo utilizados no presente
estudo, além de ter um custo menor, favoreceram uma maior produgdo em
comparacdo aos trabalhos anteriores com esta mesma estirpe. Além daqueles
acima descritos, apenas um trabalho foi encontrado na literatura para a producao de

FPase por actinomicetos. Uma estirpe de Streptomyces sp. quando cultivada em 1,0
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% de celulose cristalina apresentou pico de atividade FPase de 4,3 U/mL obtidos em
apos 5 dias de crescimento (ALANI, ANDERSON & MOO-YOUNG, 2008).

Por outro lado, muitos trabalhos envolvendo a producéao de FPase por fungos
se encontram disponiveis. Jorgensen & Olsson (2006) obtiveram para Penicilium
brasilianum IBT 20888, quando cultivado em biorreator em meio contendo extrato de
levedura e madeira de um tipo de pinheiro submetido a exploséo a vapor, valores de
0,59 U/mL de FPase. Trichoderma viride NCIM 1051 em 1,0% de bagaco de cana
tratado com NaOH resultou em uma atividade FPasica de 0,4 U/mL (ADSUL et al.,
2004). Aspergillus niger 1Z9 em meio contendo bagago de cana de aguUcar tratado
com hidréxido de sddio (NaOH) apresentou pico de atividade de 0,2 U/mL (AGUIAR
& MENEZES, 2000). Em todos os casos acima descritos os tempos de incubacéo
variaram de 7 a 10 dias, bem maiores que aqueles utilizados em nosso trabalho.

E importante ressaltar que é dificil estabelecer uma comparacdo entre os
resultados obtidos, tendo em vista as diferencas nas condigcbes de cultivo e
producdo, os substratos testados, quantidade de inéculo utilizado e as condi¢cbes
dos ensaios enzimaticos. Numa avaliagdo geral pode-se observar que Varias
estirpes, principalmente de fungos, sdo eficientes na producdo de FPase, com
valores maiores que aqueles aqui obtidos. Porém, em alguns casos 0s substratos
S80 mais caros, e em outros o tempo de incubacao foi maior. Pode-se supor que se,
No NOSSO caso, a cinética tivesse sido realizado por um periodo de tempo mais
longo, por exemplo, até 10 dias, a producdo de Fpase poderia ter sido maior. Por
outro lado, a estirpe SCPE 09, embora ndo tenha apresentado a maior produgéo
enzimatica dentre as trés testadas, teve como vantagem a producdo maxima de

celulases com apenas dois dias de cultivo.
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Assim sendo, de um modo geral, pode-se dizer que as estirpes estudadas no
presente trabalho, apesar de ndo terem fornecido valores maiores aos encontrados
na literatura para outros microrganismos, podem ser considerados interessantes
quanto a producdo de Fpase. ApoOs otimizagdo das condi¢des, inclusive com a
utilizacdo de um planejamento fatorial, maiores valores poderéo ser conseguidos.

Sabendo-se da importancia das B-glucosidases na hidrolise de residuos
celulésicos, um ensaio enzimatico foi realizado para verificar se essas enzimas séo
produzidas por Streptomyces sp. M23. Nas condi¢cdes oOtimas de producdo de
endoglucanase, ou seja, quando crescida em bagaco de cana ou farelo de trigo por
trés dias, o sobrenadante ndo apresentou atividade significativa desta atividade (0,1
U/L e 0,04 U/L, respectivamente).

Semédo e colaboradores (2000) ja haviam verificado em trabalho anterior que
Streptomyces sp. M23 e Streptomyces drozdowiczii M7A quando crescidos em meio
contendo celulose microcristalina (SIGMA) foram capazes de degradar CMC
(endoglucanases) e papel de filtro (endo e exoglucanases), entretanto, ndo foram
capazes de degradar a celobiose (substrato das B-glucosidases). Entretanto, Alani,
Anderson & Moo-Young (2008) obtiveram 3,9 U/mL de atividade B-glucosidase com
o cultivo de Streptomyces sp. em meio contendo celulose microcristalina como fonte
de carbono. Outra estirpe, Streptomyces T3-1, apresentou atividade de 20,5 U/mL
guando crescida em meio contendo CMC (JANG & CHEN, 2003). Segundo trabalho
de Ramirez & Coha (2003), Streptomyces sp. 11CMC1 quando crescida em meio
contendo tiras de papel de filtro (Whatman n® 1) e extrato de levedura, também
produziu 0,6 U/mL de B-glucosidases.

Observa-se, de acordo com os dados acima, que os niveis de producao de [3-

glucosidase para Streptomyces sp M23 nas condi¢bes estudadas foram muito
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inferiores aos citados na literatura. Apesar disso, ndo podemos afirmar que esta
enzima nao esteja sendo produzida pelo microrganismo. Em geral os niveis de
atividade encontrados na literatura foram obtidos na fase estacionaria do
crescimento do microrganismo. E bem sabido que h& necessidade de uma ac&o
sinergistica para a eficiente degradacdo de substratos celulosicos. Estes sao
hidrolisados inicialmente pelas endo e exoglucanases a oligo-celulose e celobiose,
que irdo entdo induzir a producéo das B-glucosidases. Assim sendo, é possivel que
apenas trés dias nao tenha sido um tempo suficiente para a ocorréncia dos eventos
acima descritos.

Enzimas termoestaveis possuem grande importancia biotecnoldgica.
Celulases termoestaveis podem ser utilizadas na industria alimenticia, onde ocorrem
processos que requerem altas temperaturas como a pasteurizacdo. Outras
aplicagbes incluem as industrias de polpa e papel, tratamento de efluentes
industriais e processamento de materiais celuldsicos (JANG & CHENG, 2003). As
CMCases presentes nos extratos enzimaticos obtidos a partir do cultivo da estirpe
Streptomyces sp. M23 em bagaco de cana e farelo de trigo foram estaveis a 50° C,
onde foi possivel verificar uma atividade relativa superior a 85% mesmo apos 8
horas de incubacdo, porém a 60°C perderam cerca de 50% da sua atividade apos
meia hora. 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 50C (JANG & CHEN
2003), Streptomyces drozdowiczii M7A, que foi capaz de reter 100% de sua
atividade a 50T por uma hora, mas ndo a 60 °C (GRIGOREVSKI-LIMA et al., 2005),
e uma estirpe de Termomonospora sp. que apresentou endoglucanases com 100%

de estabilidade a 50°C mesmo apos 72h de incubagédo (GE ORGE, AHMAD & RAO,
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2001). Por outro lado, existem referéncias de endoglucanases mais estaveis, como
uma estirpe de Streptomyces sp, que quando incubada a 60° C reteve 84% de sua
atividade inicial ao término das 3 horas de incubag&o (ALANI, ANDERSON & MOO-
YOUNG, 2008).

Quanto a termoestabilidade da enzima FPase, foi verificado que ambos os
extratos enzimaticos de Streptomyces sp. M23 testados mantiveram cerca de 85%
de sua atividade inicial a 50° C até apdés 2 horas e mesmo apos 8 horas de
incubacgao, a atividade se manteve em torno de 50% de sua atividade inicial. A 60°
C, entretanto, em apenas 30 minutos de incubagdo a atividade enzimatica foi
reduzida a menos de 50%. Nao foram encontrados na literatura dados que
pudessem ser utilizados para comparagéo com os resultados aqui obtidos, nem para
actinomicetos, nem para fungos. No caso especifico de Streptomyces sp M23,
pode-se concluir que a termoestabilidade de FPase é bem maior a 50°C,
principalmente no caso do sobrenadante proveniente do crescimento em farelo de
trigo.

O zimograma para a deteccdo de endoglucanases realizado com os extratos
brutos de Streptomyces sp. M23, obtidos a partir do cultivo em bagaco de cana ou
farelo de trigo, revelaram algumas diferencgas entre as duas amostras. Foi detectada
a presenca de uma banda de maior massa molecular aparente de 100 kDa, para o
bagaco de cana, e uma de 70 kDa, para o farelo de trigo. Também foi encontrada
uma banda em comum para os dois extratos, de 42 kDa. Estes resultados indicam
gue apesar da semelhanca de comportamento dos dois sobrenadantes no que diz
respeito aos 6timos de pH e temperatura de CMCase e FPase, existem enzimas
diferentes presentes nos extratos produzidos. Essa diferenca entre os perfis

eletroforéticos das endoglucanases produzidas pode indicar um dos motivos pelos
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guais a atividade enzimatica foi maior no farelo de trigo, jA que este extrato bruto
possui uma enzima diferente.

Poucos dados referentes a realizacdo de zimogramas utilizando extrato
enzimatico de Streptomyces sp. foram encontrados na literatura. Nascimento e
colaboradores (2009) detectaram 3 bandas a partir do extrato bruto de Streptomyces
malaysiensis cultivado em 0,5% de dreche cervejeiro e 0,1% ou 1,2% de milhocina.
Ambos o0s extratos apresentaram mesmo perfil eletroféretico, com bandas de 178,
115 e 51 KDa. Em relacdo aos fungos, tem-se observado resultados bastante
variados, em termos quantitativos e qualitativos. Por exemplo, 0 extrato enzimatico
bruto de Penicillium citrinum revelou a presenca de duas endoglucanases de massa
molecular aparente de aproximadamente 90 e 38 kDa. Ja o extrato enzimatico
purificado da levedura Cryptococcus sp. S-2 (THONGEKKAEW et al.,, 2008)
apresentou uma banda com massa molecular aparente de 34 kDa.

Os experimentos preliminares de hidrolise do bagaco de cana de agucar, com
ou sem explosdo a vapor, ndao foram bem sucedidos. No entanto pode ser
confirmado que o bagagco submetido a um pré-tratamento com explosdo a vapor
favoreceu o processo de hidrdlise. Este resultado ja € amplamente conhecido, visto
que o pré-tratamento ataca a hemicelulose, e permite a liberacdo das fibras de
celuloses da lignocelulose presente no bagaco de cana de agucar, fazendo com que
estas figuem mais disponiveis a acéo das celulases (SUN & CHEN, 2002).

. A analise da producédo de agucares redutores a partir de bagaco pré-tratado
indicou que no caso do T. reesei RUT-C30 a producéo foi sempre crescente, até 48
horas. Ja a producéo a partir do sobrenadante obtido com a estirpe M23 apresentou
um platd, entre 2 e 24 horas, e em seguida foi decrescente. No caso da producéo

de glicose os resultados foram praticamente nulos, tanto para a RUT- C30 como
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para M23, o que seria esperado devido a auséncia de atividade de [B-glucosidase.

Como ja ressaltado, os experimentos de hidrélise do bagaco de cana de
acucar aqui realizados, utilizando os extratos obtidos com a estirpe M23, foram
preliminares, e devem ser continuados. Na verdade, considerando que esta estirpe
produz baixos niveis de B-glucosidase o ideal seria a utilizacdo de um consoércio,
utilizando-se os sobrenadantes de mais de um microrganismo, onde a atividade de
endoglucanase e FPase fosse associada a de [(-glucosidase. Caso fosse
necessario, a propria utilizacdo de estirpes ricas em FPase também poderia ser

associada.
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Conclusbes

- As trés estirpes de actinomicetos testadas no presente trabalho foram promissoras
para a producédo de celulases em residuos de baixo custo. Todas trés foram capazes
de crescer tanto em farelo de trigo como em bagaco de cana de acgucar associado a
milhocina, produzindo endoglucanases e FPases em gquantidades razoaveis,

entretanto, quantidades limitadas de B-glucosidases.

- Dentre as trés estirpes de actinomicetos testadas neste trabalho, Streptomyces sp.
M23 foi a que apresentou melhores resultados em ambos os substratos testados,
tendo obtido no terceiro dia de cultivo, uma producdo maxima de CMCase de 552,0
U/L e FPase de 34,5 U/L no farelo de trigo, e no bagago de cana de acucar 327,7

U/L de CMCase e 37,8 U/L de FPase.

- Dentre os dois substratos testados, o farelo de trigo forneceu resultados
ligeiramente maiores de producdo enzimatica, tanto de CMCase quanto FPase, para

as trés estirpes estudadas.

- Os extratos enzimaticos obtidos a partir do cultivo de Streptomyces sp. M23 em
bagaco de cana ou farelo de trigo apresentaram atividade CMCase maxima a 60C e

pH 5 e atividade maxima de FPase a 50C e pH 6,0.

- As CMCases presentes nos extratos enzimaticos de Streptomyces sp. M23 obtidos

de bagaco de cana e farelo de trigo foram estaveis a 50° C, retendo 85% da
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atividade até 8 horas de incubacdo, mas ndo a 60°C, quando perderam cerca de

50% de atividade ap6s meia hora.

- As FPases presentes nos extratos enzimaticos de Streptomyces sp. M23 obtidos
de bagaco de cana e farelo de trigo também foram estaveis a 50°C, retendo 86% de
atividade por até duas horas para o sobrenadanate obtido do bagaco, e 84% apds 5
horas para o do farelo de trigo. J& a 60°C, apds 2 horas, o sobrenandante do bagaco
de cana manteve cerca de 38% da atividade inicial enquanto que o do farelo de trigo
reteve apenas 30 %.

- Os zimogramas indicaram que as endoglucanases presentes nos dois
sobrenadantes podem ser diferentes, com uma banda comum de massa molecular
de 42 kDa, e outra de 100 kDa para o bagaco de cana e 70 kDa para o farelo de

trigo.

- Os resultados obtidos para a hidrélise do bagaco de cana de acgucar utilizando os
sobrenadantes aqui produzidos ndo foram favoraveis, porém sao ainda preliminares,
e novos experimentos devem ser conduzidos para avaliar a real eficiéncia dos
mesmos na producdo de acucares redutores a partir de material lignocelulésico

visando a producao de etanol.

- Os resultados aqui obtidos indicam que a estirpe M23 é promissora, tendo sido
capaz de produzir CMCase a partir de substratos de baixo custo em quantidades
bem superiores aquelas obtidas anteriormente por diversas outras estirpes isoladas

de solo e ambientes brasileiros.
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