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RESUMO

Uma linhagem de Actinomiceto, isolada do bagaccaea-de-acucar (BCA), identificada
como Streptomyces sfoi selecionada pela sua capacidade de produmlases. A produgéo
de celulases foi analisada por fermentacédo subnfE&gapelo cultivo do isolado em meio
minimo (MM) contendo BCA, farelo de trigo (FT) oarboximetilcelulose (CMC) como
fonte de carbono, e extrato de levedura (EL) cowmtef de nitrogénio. Os resultados
demostraram que o FT foi o melhor indutor da prédude CMCases (2,0 U.ilL. Com o
objetivo de analisar a cinética de producédo delasds e xilanases pelo isolado, este foi
inoculado em meio minimo contendo 0,5% (w/v) FT antido por 12 dias a 45°C sob
agitacdo constante de 180 rpm. A maior producdAuieelase foi observada apos 264 h de
cultivo (5,646 UmLY), de CMCase apds 144 h (3,872 UfiLde FPase apés 144 h (0,0947
UmL™?) e de Xilanase ap6s 288 h (92,40 UHLOs sobrenantes de cultura com atividade
maxima de Avicelase, CMCase, FPase e Xilanase fomaalisados quanto ao pH e
temperatura 6timos das respectivas enzimas. Oka@ssi obtidos demonstraram que a maior
atividade de Avicelase foi detectada em pH 7,0°€3&8MCase apresentou melhor atividade
em pH 4,5 a 75°C; FPase apresentou melhor atividsepH 5,5 a 45°C e Xilanase
apresentou melhor atividade em pH 5,5 a 70°C. Quantermoestabilidade, as enzimas
presentes mantiveram mais de 70% da atividadelrapids 2 h de incubacgéo a 50°C. O perfil
de proteinas analisado por zimograma demonstrouoggelado secretou um conjunto de
celulases (37, 21 e 17 KDa) e xilanases (39, 2% 18 KDa) quando cultivado em FT por
144 h. No ensaio de sacarificacdo de BCA o compdezimatico foi capaz de liberar 19% de

glicose e 62,9% de xilose.
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ABSTRACT

An actinomycete strain, isolated from cane sugagabse (CSB), identified as
Streptomyces spas selected for its ability to produce cellulagdge production of cellulases
was analyzed by submerged fermentation by culowaton minimal medium (MM)
containing CSB, wheat bran (WB) or carboxymethyidese (CMC) as carbon source, and
yeast extract (YE) as nitrogen source. The reslitsv that WB was the best inducer of
CMCases (2.0 U.ml). Aiming to analyze the production of cellulasesd axylanases
kinetics, the isolate was inoculated in minimal med containing 0.5% (w/v) WB and
maintained for 12 days at 45°C under constant tagitaof 180 rpm. The highest yield of
Avicelase was observed after 264 h of cultivatibr646 Umt'), after 144 h for CMCase
(3.872 Um), after 144 h for FPase (0.0947 Uhnd after 288 h for Xylanase (92.40 Uml
Y. Culture supernatants with maximum activity ofidelase, CMCase, Fpase and Xylanase
were analyzed for optima pH and temperature ofékpective enzymes. The highest enzyme
activities were detected at pH 7.0 at 35°C for Alase, pH 4.5/75°C for CMCase, pH
5.5/45°Cfor FPase and pH 5.5/70°C for Xylanase. @imeymes retained more than 70% of
the initial activity after 2 h incubation at 50°The profile proteins analyzed by zymogram
demonstrated a set of secreted cellulases (37n@1a kDa) and xylanases (39, 21, 18 and
17 kDa) when grown on FT for 144 h. The sacchaiitn assay with CSB as substrate
showed that the enzyme complex was able to relE28%eof glucose and 62.9% of xylose.



1. INTRODUCAO

Existe um grande interesse pela diversidade mimidgdica como fonte de recursos
para obtencdo de novos produtos. O impacto doegsos microbiologicos € dificil de ser
avaliado, dado a ampla variedade desses prodyiaxessos, cuja elaboracéo envolve direta
ou indiretamente a acdo de microrganismos. Bastéfimgos e leveduras estdo entre os
principais microrganismos utilizados em processmgebnoldgicos, para a producdo de
produtos comerciais avaliados em bilhdes de dolamstodo o mundo (STEELE e
STROWER, 1991). Exemplo deste processo € a ferg@mtamportante na fabricacdo de
bebidas alcodlicas e laticinios, bem como a bioediatdo de efluentes por meio da
degradacdo de compostos organoclorados e aromd&8EuSIN, 1995; LEE et al., 1998).
Farmacos (PATEL, 1998), aditivos alimentares (STEEL STROWER, 1991), enzimas
(STEELE e STROWER, 1991; PANDEY, 1995) e biopoliose(PIRET e DAMAIN, 1988)
estdo entre os produtos biotecnolégicos mais iraptes produzidos por estes

microrganismaos.

1.1.BACTERIAS FILAMENTOSAS

Actinomicetos sao bactérias Gram positivas, aesOlmajo DNA apresenta alto
conteldo de guanina + citosina (maior que 50%), gemlmente formam filamentos
ramificados, frequentemente sob a forma de micékm algum estagio de seu
desenvolvimento. Sdo geralmente quimiorganotréfieosbindo uma estrutura que varia
desde simples bastonetes e cocos até uma orgamimégglial complexa (HOLT et al., 1994;
YOKOTA, 1997). Segundo o Manual de Bergey, os aaticetos estdo agrupados em 48
géneros, divididos em 8 diferentes grupos (Figli@OLT et al., 1994).
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Figura 1. Classificagdo hierarquica dos actinomicetos basewl filogenética. As andlises dos dados de
sequéncias de 16S rDNA. (WILLIAMS et al., 1989)



1.1.1. Caracterizacado Morfolégica

Entre as bactérias Gram positivas, os actinonscetdbem grande diferenciacao
morfolégica baseada no grau de organizacdo desdiitos, conhecidos como hifas (VOBIS,
1997). As hifas sdo geralmente ramificadas e secpar morfologicamente as hifas de
fungos, porém sao mais estreitas com diametro 8ea0],0um e dimensdo analoga a
bacteriana (ALEXANDER, 1997). Estas hifas podemmgbear no substrato, formando o

micélio substrato, também conhecido como micélim@rio ou vegetativo.

Depois de algum tempo de crescimento, este mig#ide crescer verticalmente
formando o micélio secundario ou aéreo (LOCCI, 19/6CCI e SHARPLES, 1984;
VOBIS, 1997). Este pode estar ausente em algungrg&ncomoMicromonosporae
ActinoplanegqVOBIS, 1997). Algumas formas ndo desenvolvem uggého verdadeiro e em
alguns géneros como eNocardig o micélio substrato se fragmenta em formas quiama
de cocos a bacilos (LOCCI, 1976). As células dam@micetos possuem uma organizagao
procariotica tipica, contendo uma variedade deusi®s como granulos de polifosfatos,
polissacarideos e pd+hidroxibutirato (PHB) (LOCCI e SHARPLES, 1984). Neembrana
plasmatica encontram-se lipideos, como as menatasn@ue de acordo com a variacdo do
comprimento e grau de insaturacdo de C3 da casigmaenil lateral sdo utilizados para fins
taxondmicos (MINNIKIN e O'DONNELL, 1984).

Os actinomicetos possuem uma diversidade muitoxdgraem suas estruturas
reprodutivas, sendo a formacdo do esporo um dtEsios mais importante de caracterizacao
(ENSIGN, 1978; VOBIS, 1997). Os actinomicetos podsen divididos em dois grupos
principais: 0s esporoactinomicetos e as nocardiwdsr (Figura 2). No primeiro caso, a
esporulacdo ocorre em partes definidas do migaétigem no segundo, a hifa se fragmenta em
elementos semelhantes a cocos e bastonetes (LOSMIARBRPLES, 1984). Os esporos podem
ser produzidos individualmente ou em cadeias cuRadem ser imoveis (aplandsporos ou
conidia) ou moveis (planosporos ou zoosporos).eneaso equipados com flagelos, o que
lhes permite o0 movimento na agua. Os esporos quardduzidos em estruturas
especializadas denominadas esporangio, sdo derdoaieaporangiosporos (VOBIS, 1997).
Devido a presenca de uma bainha filamentosa, qefddna da estrutura da superficie dos
esporos, pode-se classifica-los como lisos, fildos®s, rugosos, espinhosos e verrugosos
(Figura 3) (DIETZ e MATHEWS, 1971; LOCCI e SHARPLERS84).
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Figura 2. As formas dos Actinomicetos. |- Actinomicetos Naliaformas: A) A espécie Nocardia possui
micélio aéreo e substrato fragmentados, B) A espRbiodococcus possui micélio substrato fragmenéado
micélio aéreo possui segmentos arredondados. dra@ptinomicetos: A) Streptomyces tem cadeia deresp
sobre o micélio aéreo (am), que estdo normalmementes no micélio substrato (sm). Esses espoms sé
artrosporos (as), segmentos regulares de hifas wom parede espessa de esporo envolto por uma bainha
hidrfébica (hs) que pode apresenta espinhos o pBloThermomonospora podem ter espinhos individ(ed)

sobre micélio aérea e substrat (WILLIAMS et al.82®.

Figura 3. Morfologia de esporos do género Streptomyce: Agli8) peludos, C)espinhosos, D) verrugosos e E)
rugosos. Microscopia eletronica de varredura (g5 A e D; 0,5um — B, C e E) (WILLIAMS et al., 1989)



As colbnias dos actinimicetos podem estar aderdasoltas no meio sélido e sua
consisténcia varia de pastosa até extremamente@u@spectro de cores destas colbnias varia
muito, incluindo branco, amarelo, laranja, rosameatho, purpura, azul, verde, marrom e
preto. As colbnias podem estar completamente camapacu ainda apresentar zonas
diferentes de crescimento em anéis concéntrican, mientacdo radial ou frequentemente
uma combinacgdo das duas. O tamanho da col6nia deEnespécie, idade e condicdes de
crescimento (VOBIS, 1997).

A maioria dos actinomicetos vive no solo como réfifas, sendo
constantemente encontrados em ambientes naturammodificados pelo homem (ARAI,
1997). Sdo encontrados em associacdes parasiticagnbioticas com plantas ou animais
(WILLIAMS et al., 1984). Podem ser encontrados eesiduos lignoceluldsicos, séo
importantes na decomposi¢do de matéria organiéa esprocariontes economicamente mais
importantes e valiosos da biotecnologia. Os acticetns preferem pH neutro a alcalino e sao
capazes de sobreviver em elevadas temperaturase tagporece o crescimento dos mesmos

no solo em residuos lignoceluldsicos (VINHA et 2011).

1.1.2. Moléculas de interesse biotecnologico

Entre os actinomicetos, o géneBtreptomycesm particular, tem sido estudado
devido sua importancia biotecnologica. S&o protasioque apresentam diversificada
producdo de antibidticos clinicamente importan@sica de 70% ou mais dos antibioticos
naturais conhecidos sao produzidos por bactériagéderoStreptomycegLI et al., 2000;
QUIROS et al., 2000).

Os Streptomycespossuem um potencial de degradacdo de varios ¢aigm
encontrados no solo tais como hemicelulose, peagueratina, quitina e lignina. Algumas
espécies d&treptomyceatacam a celulose e a lignina, tem grande impaegara producao
de etanol e produtos quimicos a partir de subposddé area agroflorestal (GOODFELLOW
e WILLIAMS, 1983).



Varios antagonistas microbianos tém sido invedtigacomo potenciais antifungicos e
agentes de controle bioldégico de doencas de plaMagas espécies de actinomicetos,
especialmente aqueles pertencentes ao géfeptomycessdo bem conhecidos como
agentes de biocontrole que inibem a agéo de fupgtgénicos em plantas (OG et al, 2008;
SILVA SOUSA et al., 2008). E bem conhecido g8&reptomyces sppode produzir
compostos industrialmente Uteis, uma variedadentiei@ticos, como metabdlitos secundario
(EL-TARABILY et al.,, 2000; AUGUSTINE et al., 2005EL-TARABILY, 2006;
POHANKA, 2006). Alguns actinomicetos podem protegsrraizes de plantas por inibir o
desenvolvimento de patdégenos fungicos, produzimdares que degradam a parede celular
fungica ou produzir compostos antifungicos (GOODEEBW e WILLIAMS 1983). O
géneroStreptomyceg importante na producao de antibioticos, o mai® rantibiotico obtido
apartir dos metabdlitos secundarios 8tvreptomyces sgNEAU-x211 foi denominado de
Neaumycin (HUANG, et al., 2012).

Na agricultura, o$treptomycepossuem um papel importante no controle biolégico
de alguns fitopatdgenos (GOMES et al., 2000). Rados promissores cof. viridificans
mostraram sua capacidade em produzir altos nieetgitinase, a qual pode ser utilizada para
hidrolisar quitina, um dos principais componentaspdrede celular dos fungos (GUPTA et
al., 1995).

Outros produtos de interesse biotecnolégico tanmdgorproduzidos p@treptomyces
Enzimas purificadas a partir dessas bactérias sépadas na producdo de alimentos e
vitaminas (HOLT et al., 1994).

Drogas também foram descritas como substanciasipiadas por algumas espécies de
StreptomycesSubstancias que apresentam atividade antivirgta® virus tipo | do herpes
simples (HSV — 1), j& foram obtidas de culturasStteptomyceHAYASHIA et al., 2000).

O género pode apresentar espécies patogénicasnd de batata € uma doenca grave
gue acomete principalmente batatas, outras pléuisgedeiras para sarna incluem rabanete,
beterraba, cenoura e nabo. A doenca é causadaaptgribs Gram-positivas do género
StreptomycesEmbora este género seja onipresente no solojaiamdosStreptomycesao
sdo agentes patogénicos de plang&iseptomyces sarnéginbnimo,S. scabigi € a espécie

mais bem descrita causadora da sarna (WANNER,)2007



1.1.3. Classificacdo dos Actinomycetos

Os progressos em biologia molecular e filogenétitalecular tém aumentado a
quantidade de informacgdes, disponibilizando-as paralassificagdo de microrganismos
relativamente proximos (PETERES et al.,, 2000; ROB&ER: CRAWFORD, 2000). A
aplicacdo de técnicas moleculares para amostrasemtails tem permitido a analise de
diversidade microbiana, sem a necessidade de @&ldtsy Procedimento de cultivo pode
inevitavelmente favorecer o crescimento de alguesibmos, enquanto outros sao inibidos ou
nao cultivaveis. As técnicas de cultivo subestimardiversidade presente nos diferentes
ambientes. Marcadores moleculares genéticos saergeat ferramentas para analise de
relacbes genéticas e diversidade. Métodos genasigi@m sido aplicados para identificar
isolados microbianos revelando a macrodiversidadee eespécies e microdiversidade em

populacdes clonais (MARTIN et al., 2000).

As analises de sequéncias de proteinas e acidt&Sans tém sido empregadas para
determinar as relacOes filogenéticas entre osettifes grupos de actinomicetos e género
relacionados. Devido as potenciais aplicagfes detmbulitos secundarios produzidos por
estes microrganismos, principalmente $treptomycetSALAMONI, 2005).

A anélise de 16S rDNA provou ser uma ferramentaanmnportante na sistematica de
Streptomycesbem como atil na atribuicdo a espécie recenteenésulada. Existe um
interesse crescente no isolamento de novas espdeiSfreptomycespois sao potentes
produtores de metabdlitos secundarios ativos (MBULet al., 2003).

1.2. BIOCOMBUSTIVEIS

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-decag@om cerca de sete milhdes de
hectares de area plantada, seguido por india,n#élée Australia. Esta cultura é totalmente
aproveitada, desde a producdo de acucar e alcéch attilizacdo dos subprodutos como
bagaco, palha e vinhaca (RIPOLI et al., 2004). &#eaq utilizando o bagaco e a palha da
cana visam o emprego destes subprodutos, ricosbeas tomo a celulose, na producéo de
etanol, chamado entdo de biocombustivel de seqyerdgdo (POMPEU, 2010).

Espera-se que o etanol de 22 geracdo produzidotia ¢gla biomassa celuldsica seja

comercializado, com a visao de complementar a gaaldo etanol de 12 geragao e substituir



gradativamente as fontes de combustivel féssil natrizn energética mundial
(GNANSOUNOU & DAURIAT, 2010).

A importancia do etanol celulésico estd na capalddde uso de matéria prima
renovavel a baixo custo (SOLOMON et al, 2007; MACEEX al., 2008; GOLDEMBERG &
GUARDABASSI, 2009).

A insuficiéncia de combustiveis fosseis e as muaaotmaticas geradas pela emisséao
de gases de efeito estufa tem resultado em acOesrngmentais a favor do uso de
biocombustiveis (PLANO NACIONAL DE AGROENERGIA 20a®11). A producdo de
energia a partir da biomassa atende a varios ritrglide sustentabilidade. No aspecto
ambiental promove o sequestro de carbono, gera enommivel de emissfes dos gases do
efeito estufa e apresenta um menor ciclo de prajuwgin o processo quase que inteiramente
controlado pelo homem. Os impactos sécio-econdnposiivos estdo relacionados com a
geracdo e a possibilidade de complementar a demandegética global (Figura 4)
(GOLDEMBERG, 2007; MACEDO et al., 2008; OMETTO & R\, 2010).

W Petroleo
W Petroleo ® Carvdo Mineral
B Carvdo Mineral W Gas natural
u Gas natural m Biocombustivels
B Hidroeletricas B Energia Nuclear

Biomassa B Hidroelétricas

m Qutras Fontes renovareis

(A) (B)

Figura 4. Distribuicdo Energética no Brasil (A) e no Mund) (NASS et al., 2007).

No Brasil, o alcool derivado da cana-de-acucargempresentado competitivo nestas
avaliacdes, podendo ainda ter vantagens do poterstado bagaco de cana para a producao
de etanol de 22 geracgéo e a possibilidade de ag&grem uma cadeia produtiva consolidada
(POMPEU, 2010).

O etanol de 22 geracao, produzindo a partir de rirabtegnocelulosico pode seguir
duas rotas tecnoldgicas: (i) a rota bioquimica, epiitacdo de catalisadores ou enzimas para
hidrélise da biomassa e a subsequente fermentaicéobiana e (ii) a rota termoquimica, por
meio do processo de gaseificacdo, seguido da sioétslitica dos gases emitidos (BROWN,

2005). No entanto, a rota enzimatica representa estagio mais avancado de



desenvolvimento cientifico-tecnolégico assim commaumaior capacidade de integracdo nas
instalagdes industriais de 12 geragdo. Diferenteenelo etanol da sacarose, o etanol
celulésico precisa de um pré-tratamento fisico-iqpdnpara disponibilizar a celulose as

enzimas hidroliticas na etapa de sacarificacdo. €sim intuito podem ser usados agentes

acidos, basicos ou solventes (MOSIER et al., 2005).

ApOs o pré-tratamento, os carboidratos componeatdeselulose e hemicelulose sdo
hidrolisados para formar monossacarideos (glicosmse, principalmente). Os agucares sdo
assim fermentados por leveduras ou bactérias padaigho de etanol. O produto obtido pode
seguir o processo convencional do etanol de 1t@erande € concentrado em colunas de
destilacao e purificado podendo ser usadas tedaslagmo a preevaporacao (KALYANI et
al., 2008), ou osmose reversa (HSU & TAN, 1993).

Atualmente os processos de fermentagcdo e produgdetashol ddo conta de trés
categorias principais de tipos de biomassa: acsiddee cana-de-acucar, beterraba e frutas),
amido (milho, mandioca e batatas) e celulose (madeiresiduos da agricultura de modo
geral), sendo que somente o primeiro pode ser citwea bioetanol diretamente (LIN &
TANAKA, 2008).

A maior parte do bioetanol produzido mundialmerdgegedse ao emprego da sacarose
da cana-de-acucar (no Brasil) e do amido de millos Estados Unidos) (SUKUMARAM et
al., 2009). Entretanto, as previsbes do aumentdetieanda de energia sao alarmantes. As
tecnologias atuais que empregam principalmente-daregicar e milho na producdo de
bioetanol seréo insuficientes para gerar toda egeneecessaria (HANH-HAGERDAL et al.,
2006). Além disso, a busca por fontes que ndo sa@@mortantes como alimento para o

homem tem ganhado forca e deve se tornar umaadelidAVARES, 2010).

1.2.1.Cana-de-acucar.

A cana-de-acucar € uma graminea cultivada em regiégicais e subtropicais, possui
propriedade de sintetizar e armazenar sacarose (bfita 24%) em seus tecidos de reserva
(NOGUEIRA & VENTURINI FILHO, 2005).

A planta é composta por duas partes: uma subterr@zema e raizes) e outra area
(colmo, folhas e folhas). O colmo é constituidonds e entrends e possui um sistema com
duas fases, a fase insoltvel, também chamada rde ¢itnstituida por celulose, hemicelulose
e lignina e a fase soluvel cujo caldo contém agsabstancias organicas, dentre as quais a
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sacarose. A funcdo do colmo é de suportar a pareaaconduzir agua e nutrientes do solo
para as folhas onde os aguUcares séo sintetizadosportar estes carboidratos para as outras
partes da planta e armazenar sacarose e outrasirsids (NOGUEIRA & VENTURINI
FILHO, 2005).

Depois de colhida, a cana é transportada paratestima, onde é lavada, picada e seu
caldo é extraido. O caldo passa por peneiras anteito quimico para regular o pH. Em
seguida, é aquecido a 105°C, passando depois mrlesso de purificacdo para a retirada de
residuos. E decantado e, por meio da evaporac@oneéentrado, recebendo o nome de
xarope. Para a producdo de acucar, o xarope padsapmcesso de cristalizacdo por
cozimento ou por resfriamento. Dos cristalizadooeagUcar passa para a fase centrifugacao

e, em seguida, pela secagem. O acucar € entatetirdogpara sacos de 50 quilos.

Para a obtencé&o do alcool, o caldo é fermentadis xptamento de purificagdo por
meio da pasteurizacdo. A fermentacdo ocorre enuésngpbtendo-se teor alcodlico de 7 a
10%, passando, a se chamar vinho. O vinho é eatiivado e centrifugado para separar as
leveduras, passando, em seguida, para as columstilacdo. O alcool resultante hidratado,
a 96° GL. O anidro passa por outro processo de@eacio para chegar a 99,7°GL (UNICA,
2012).

1.2.2. Lignocelulose

Lignocelulose é o nome dado ao material presentganede celular da maioria das
plantas terrestres, constituidos de celulose embebhuma matriz amorfa de
hemicelulose e lignina (Figura 5) (MARTINEZ et &Q09).

Estes trés tipos de polimeros sdo fortemente Igyado ao outro e representam mais
de 90% do peso seco da célula vegetal. A quantidedada polimero varia de acordo com a
espécie, época de colheita e, também, ao longdfelertes partes da mesma planta. Em
geral, resinosas (gimnospermas como Pinus e Cgologspyem maior teor de lignina do que
folhosas (angiospermas como o eucalipto e carvafddgor de hemicelulose, no entanto, é
superior em gramineas. Em média, lignocelulose istensle 45% de celulose, 30% dos
hemicelulose e 25% de lignina (GLAZER & NIKAIDO, @D).

Materiais lignocelulésicos podem também incluenidwess agricolas (palhas, espigas,

bagacos, cascas), residuos industriais (serragmituos de fabrica de papel, residuos da
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industria de alimentos), residuos solidos urbanagséduos domeésticos (lixo e esgoto)
(MTUI, 2009).

7

Lignocelulose é a principal fonte mundial de matéorganica renovavel e das
propriedades quimicas dos seus componentes fazemmsematerial de grande valor
biotecnoldgico. Portanto, anos atras, o conceitdidecfinaria de lignocelulose surgiu, e
recebeu crescente atencdo devido ao potencial deersdo deste material, tais como
compostos quimicos, substratos de fermentacdo, cma@ria-prima e biocombustiveis
(RAGAUSKAS et al., 2006; DEMIRBAS, 2008).

O crescimento acentuado do consumo mundial de ianprgveniente de recursos
fosseis agravou o problema da poluicdo atmosf@etmemissao de gases relacionados com o
efeito de estufa. Por esta razéo, além do elevasto do petrdleo e do esgotamento eminente
desses recursos em poucas décadas a partir de agdrgencdo de combustiveis a partir de
fontes renovaveis, como biomassa lignocelulésiea) despertado grande interesse no
altimos anos. Atualmente, acredita-se que o etaooho a principal forma de bioenergia, é

uma das melhores alternativas ao uso de combusstogseis (WANG et al., 2011).
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Figura 5. Representacdo esquematica da composicdo e adargelulose, hemicelulose e lignina na parede
celular dos vegetais (ROSSETO, 2011).

Dentro deste contexto, as novas tecnologias téondgigdenvolvidas para a obtencao de
eficientes combustiveis a partir de bimassa liglubgicos e os paises desenvolvidos e em
desenvolvimento tém concentrado esforcos em pesjgise visam a obtencdo dos chamados
biocombustiveis, como o bioetanol e biodiesel, lbtemo a sua introdugéo e prevaléncia no
mercado (HAMELINCK et al., 2005; PRASAD et al., 200

1.2.3. Celulose

Celulose, o principal polissacarideo da paredeéiidas vegetais, € um polimero de
residuos D-glicose unidos por ligac@e$,4 contendo de 8000-12.000 unidades, conferindo
a célula protecdo osmoética e resisténcia meca@ei& LAPANDI & HIMANSHU, 2008).
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E um dos principais constituintes da parede celldarplantas (33% do peso seco da planta),
em combinac¢do com a lignina, hemicelulose e pectireelulose foi primeiramente isolada e
caracterizada pelo quimico francés Anselme Payeri&®8 (BAYER & LAMED, 1992;
RUEGGER et al., 2001).

A cadeia termina com um carbono anomérico livré ehamada de extremidade
redutora, a outra extremidade em que o carbono @mmnmnao se encontra disponivel €
denominada extremidade néo redutora (Figura 6) (3REN et al., 2005).

Celobiose
I 1
HD7 OH HOw OH HO oH
o cho HO™/ 7o Q HO™7 7"“0 Q HO™/ 7\0/
HO. Q. — / HO. Q — HO Q. ~.
) ~0 ) ~0 ) ~0
OH ~ OH ~ OH .
HO T HO HO
Ext. ndo-redutora Ligagao glicosidica Ext. redutora
B-1,4

Figura 6. Estrutura da celulose mostrando a extremidadetoele ndo redutora, a ligacdo das unidades de
glicose por ligacdes glicosidicisl,4 e a celobiose formada pela a unido de duaksdes de glicose (adaptado
de SANDGREN et al., 2005)

ApoOs a sintese da cadeia de celulose, o polimeragkitina em microfibrilas de
celulose altamente cristalina mantidas juntas igacbes hidrogénio, interacdes hidrofébicas
e forcas de Van der Waals. Esta embalagem altanoegémizada da cadeias de celulose
torna-a muito mais resistente a hidrolise. A laagdas microfibras depende da fonte da
celulose (NIEDUSZYNSKI & PRESTON, 1970).

Em plantas, a unidade de microfibra é de cercam® 8e largura e contém cerca de
35 cadeias de celulose, mas essas muitas vezdsegaeticamente embaladas em pacotes
maiores, de 20-100 nm (HILDEN et al, 2003; PERSS&MNI, 2004). O comprimento da
microfibrilas, ou seja, o grau de polimerizacao JDRria dependendo da fonte, a partir de
2000 unidades de glicose, em paredes primariaslai@00, ou mais, nas paredes
secundarias. As regides altamente cristalinas didose na parede celular vegetal sdo
separadas por regides menos ordenadas, "amorfasistalinidade da celulose varia de 50%
a 90%, também dependendo da fonte (HON, 1994) r(#&igu
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Regi&o cristalina

Microfibrila

Figura 7. Esquema de uma fibra de celulose. E mostradaratwest de uma fibrila, microfibrila e as regides
cristalinas e amorfa da celulose (Adaptado de CON@A,11963).

1.2.4. Hemicelulose

Hemicelulose € o segundo grupo de polissacaridée® abandante na parede celular
da planta e é composta de heteropolissacarideosrisdalinos. Inicialmente classificou as
hemicelulose como a fracdo de polissacarideo dadearcelular vegetal facilmente
hidrolisado, uma classificacdo imprecisa a qualtdizada durante muito tempo. Depois, a
classificacdo da hemicelulose foi redefinida, comsebnas propriedades quimicas dos seus
componentes (SANCHEZ, 2009).

A hemicelulose encontra-se associada a celulogdignina na parede das células
vegetais. A hemicelulose contribui, em geral, cdn-130% da biomassa vegetal sendo que
em alguns tecidos de gramineas e em xilanas deiiseppdem representar até 50%
(EBRINGEROVA et al., 2005).

A hemicelulose representa um grupo de heteropolistdeos contendo diferentes
residuos de carboidratos (D-xilose, D-manose, Beg, acido D-galacturénico, acido D-
glicordnico, D-galactose, L-arabinofuronose e Linase), sendo geralmente formada por 2 a
6 acgucares diferentes unidos por ligacdes dopp@ (SANCHEZ, 2009). As hemiceluloses
sdo classificadas, de acordo com a identidade dosigais aclUcares presentes, como
glicanas, xilanas, mananas, galactanas e galaagi@ASTAWDE, 1992; THOMPSON,

1983). Hemiceluloses de madeira dura ou de “hardivoontém mais xilanas, enquanto que
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hemiceluloses de madeira mole ou de “softwood” @mnfprincipalmente glicomananas
(EBRINGEROVA et al., 2005).

1.2.4.1. Xilana

A xilana constitui o principal componente da heruilmse, um complexo de
carboidratos poliméricos incluindo xilana, xiloglia (heteropolimero de D-xilose e D-
glicose), glicomanana (heteropolimero de D-glicaseD-manose), galactoglicomanana
(heteropolimero de D-galactose, D-glicose e D-ma)ygoarabinogalactana (heteropolimero de
D-galactose e arabinose) (SHALLOM & SHOHAM, 2003).xilana € um importante
polissacarideo estrutural nas células de plan®esegundo mais abundante na natureza,
sendo responsavel por aproximadamente um tercodie darbono organico renovavel na
terra (PRADE, 1995). A xilana é encontrada na fater entre a lignina e a celulose onde é

importante na ligacdo das fibras e na integridadpatlede celular (BEG et al., 2001).

A cadeia principal de xilana é formada por unidadesl,4p-D-xilanopiranosil que
podem ser substituidas em varios graus com acidicur@hico, 4-O-metil-D-
glicuronopiranosil, a-L-arabinofuranose e grupamento acetil. A xilanaegspnta ainda
pequenas quantidades de acido ferulico e p-cumbgemdos aos seus residuos de L-arabinose
(KULKARNI et al., 1999). Dependendo das ramificagf@esentes na cadeia central, as
xilanas  podem ser denominadas como  arabinoxilanaglicuronoxilanas,
glicuronoarabinoxilanas ou homoxilanas (FiguraX@)anas de diferentes fontes apresentam
consideravel variacdo em sua composicdo e estruRmwa exemplo, elas apresentam
aproximadamente 15 a 30% do conteudo da pared&arceln madeira dura, onde existe
como metilglicoronoxilana, e de 7 a 10% em madeisgia, onde existe como arabino-4-O-
metilglicoronaxilana. O grau de polimerizacdo geeaite varia de 150 a 200 residuode
xilopiranose em madeira dura e de 70 a 130 residoosmadeira mole (KULKARNI et al.,
1999; SINGH et al. 2009).
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Acido ferulico

OCH3

Figura 8. Estrutura do &cido ferulico esterificado para edies de arabinose e de arabinoxilana. A: acido
ferulico ligado a O-5 de cadeia arabinose de acailano; B:p -1,4-ligado na espinha dorsal da xilanaG:
1,2 -L arabinose (modificado de BUANAFINA, 2009).

A xilana do tipo O-acetil-4-O-metilglicoronoxilamansiste de pelo menos 70 residuos
de xilopiranose com ramificacdes ligadas ao C-2dadez residuos de xilose em média, pelo
acido glicorébnico (WOODWARD, 1984). Essa xilana learmente acetilada, sendo que a
acetilacdo ocorre mais usualmente no C-3 do qu€-2¢BEG et al., 2001). Os grupos acetil
sdo responsaveis pela solubilidade parcial da xikm agua, sendo facilmente removidos
guando ela é sujeita a extracdo alcalina (SUNNANTRANIKIAN, 1997).

1.2.5. Lignina

A lignina € um polimero abundante na parede celdé plantas vasculares e na
natureza, depois da celulose. Aproximadamente 20%arbono total fixado por fotossintese
em ecossistemas de terra é incorporado na lighiAMMEL & CULLEN, 2008).

A lignina encontra-se ligada a celulose e hemiosti formando um lacre fisico,
constituindo dessa forma, uma barreira impenetnd@glarede celular da planta, servindo de
suporte estrutural, conferindo impermeabilidadeessténcia contra o ataque microbiano e
estress oxidativo. Consiste de um heteropolimerorfanndo solivel em agua, formado
basicamente de unidades de fenil propano. Posssuaaestrutura 9 atomos de carbono
derivados de alcool cinamil substituido, que sé@manil, coniferil e alcool siringil. As
ligninas sdo altamente ramificadas, ndo cristalimasn estrutura e composicdo quimica

variando de acordo com a fonte de origem (SANCHER9).
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A associacao de lignina e hemicelulose ocorrdigacdes covalentes, como ligacdes
de éster de benzilo com o grupo carboxila do adidd-metil-d-glicurénico em xilana e
mananas (KUHAD et al., 1997) e também atravésgdgdies ndo covalentes. Estas interacdes
formam uma rede densa e organizada que rodeiaudoselatravés ligacdo de extensas
hidrogénio (Figura 9) (WESTBYE et al., 2007). Esdde protege a celulose sendo uma das
razdes para a recalcitrancia da biomassa. Estgslexos carboidratos de lignina representam
um obstaculo para os processos de bioconversdgreelulose porque a lignina dificulta a
hidrolise mediada por enzima, uma vez que atua coma barreira fisica, restringindo o
acesso de enzimas aos carboidratos (MOONEY &918). A lignina pode também interagir
com enzimas por meio de interacdes hidrofobicasyltando em ligacdo ndo produtiva
(SUTCLIFFE & SADDLER, 1986).

- -0 0

Figura 9. Estrutura de lignina. Subestruturfs0-4 '(A); fenilcoumaran (B); pinoresinol (C) e ditzodioxocina
(D). L contendo circulos indicam ligacGes com casleie lignina adicionais.Parénteses indicam oastgturas
menores, tais como vanilina, alcool e coniferili@UIZ-DUENAS & MARTINEZ, 2009 - parcialmente
reproduzido).



18

1.3. HIDROLISE ENZIMATICA DA CELULOSE E HEMICELULOSE

Varios microrganismos produzem um complexo de eaziemvolvidas na degradacéo
da fracdo de celulose e hemicelulose da biomasgetale As celulases e xilanases sdo as
enzimas responsaveis pela hidrélise enzimaticaeslgxilissacarideos e sao produzidas por
microrganismos encontrados em diversos grupos fmmos, em sua maioria eubactérias e
fungos filamentosos, desempenhando papel importent®osfera e participando do ciclo do

carbono por meio da reciclagem da celulose e daxi{revisto por LYND et al., 2002).

Materiais lignoceluldsicos representam uma fonipartante de produtos quimicos,
tais como o acUcares redutores, alcool e outradupse que podem ser obtidos por hidrolise
enzimatica quimica. Hidrélise catalisada por enzimeabiomassa lignocelulésica fornece
melhores rendimentos, sem a geracdo de produtasnds@®ms (DEMIRBAS, 2008).
Degradacdo enzimatica da biomassa vegetal por onganismos é realizada por um mistura
complexa de enzimas, entre as quais celulases iedlelases se destacam, cuja acao resulta
em hidratos de carbono livres, que podem ser lsdicids a sacarideos solUveis que podem
ser ainda metabolizados, além ligninases, que premoa despolimerizacdo da lignina.
(DILLON, 2004)

1.3.1. Celulases

Na natureza existem muitos microrganismos, fungobaetérias, que produzem
enzimas que sdo capazes de catalisar a hidroliseldase. Esses microrganismos podem ser
encontrados em restos de plantas e no solo, oums®a a degradacdo de material vegetal
ocorre (BAYER et al., 19983). Os organismos ceititmls podem ser classificados em duas
subcategorias diferentes, dependendo de como megansuas enzimas (TOMME et al,
1995).

A primeira classe de microrganismos celuloliticess tenzimas celuloliticas que séo
organizados em complexos multienzimaticos chamadehkilossomas (BAYER et al.,
1998b). Varios tipos diferentes de enzimas, cowreliftes tipos de especificidades cataliticas,
por exemplo, endoglucanases e celobiohidrolasedenposer complexado juntos. O
celulossoma bacteriano tipico é composto de 50culalg de proteinas com massa molecular
(MM) de 2-6 KDa (BAYER et al., 1998b).

A segunda classe de organismos celuloliticos s@megroduzem enzimas que agem
de forma independente. Embora a maioria da degiiadde celulose seja realizado por
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bactérias e fungos, celulases também tém sidade®lde mexilhdo (XU et al., 2000), cupins
(WATANABE et al.,, 1998), lagostas (BYRNE et al.,, 9% e plantas, por exemplo,
Arabidopsis (planta da mesma familia da couve mastarda) (WILLIAMSON et al., 2002).

A hidrolise enzimatica da celulose em agUcaresve@(E um processo que envolve a
acdo de um complexo multienzimatico denominadcersiat celulolitico. As enzimas do
sistema celulolitico foram classificadas com basemmodo de catalise sobre a fibra de
celulose (DAROIT, 2007).

As celulases sdo compostas por pelo menos doisndmndistintos: um dominio
catalitico e um dominio de ligagcdo ao carboidr&8Nl). O CBM é o responsavel pela
adesdo das enzimas na fibra de celulose entresduttgbes como: concentracado de enzima
na superficie do substrato; direcionar e identifssdecionar o substrato; e o
desmembramento do substrato cristalino ndo hidnais(Figura 10) (JORGENSEN et al.,
2007)

N ) Linses ; J i) o
Dominic de igacao L :: Catalitico
ao carbohidrato By
2T%9%9%9%%%°% T258%%9 9998
(A
Adsorsac do CBEMa
microfissuras da celulose
D
4 o
| : :
299999 » 999 /2999 9%
(B)
Penetracdo do CEMno espaco
interfibrilar
299% 5 | B YN (©
29 n | - Penetrac E:de molécul ncs. ciea'rgua
o o e i ey

formag do de extremidades livies

Figura 10. Representacdo esquematica da amorfogénese dasdibicelulose mediada por CBMs (ARANTES
& SADDLER, 2010).
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Ascomicetos tém grande importancia para degradaégaelulose e decomposicao de
residuos vegetais no solo (SANDGREN & HIBERG, 2003jn sistema baseado em
enzimas celulolitica "livres", que agem sinergicatagara completar degradacéo celulose,
€ tipicamente produzido por fungos e bactériasheasd Este sistema de enzima incluem
trés tipos de celulases (Figura 11):

I. Endoglicanases (EG, endo-B4licanase ou endocelulases ou CMCase, EC
3.2.1.4): hidrdlises aleatorias, clivam ligac@e$,4 glicosidicas internas em

sitios amorfo nas cadeias de celulose, fornecengis pxtremidades para
acao das celobiohidrolases;

ii. Exoglicanases ou celobiohidrolases (CBH, exoftglicanase ou exocelulases
ou celobiohidrolase ou Fpase EC 3.2.1.91): atuanextiizmidade redutora

(CBH I) ou né&o redutora (CBH Il) da cadeia de a#sel liberando celobiose;

iii. B-glicosidases (1,8-glicosidases ou celobiase, EC 3.2.1.21): hidrolisa
celobiose ou celo-oligossacaridos em glicose e éaméstdo envolvidos em
reacOes de transglicosilacdo de ligac@eglicosidicas de conjugados de
glicose (COUGHLAN & LJUNGDAHL, 1988).
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Figura 11. O modelo de sinergia das endoglicanases e celdbiddse / exocellulases durante a hidrélise da
celulose. Neste modelo, as endoglicanases fazetescoternos na parte amorfa das microfibrilasloskie,
assim, fornecem novas cadeias terminais para agieoases hidrolisar a celulose.

1.3.2. Xilanases

Devido a heterogeneidade da xilana, sua hidrééigaaer a agdo de um complexo sistema
enziméatico, composto por enzimas comoB-xilosidases, endoxilanases,a-
arabinofuranosidaseg;glucuronidases, acetil-xilana esterases, acidoliten esterases p-
cumarico esterases. Todas estas enzimas atuanraigreente para converter a xilana em
unidades de xilose (SUNNA & ANTRNIKIAN, 1997)

As endoxilanases formam o0 maior grupo de enzimaboliicas envolvidas na
degradacgdo da xilana e hidrolisam as ligagfes gjticzas do tip@-1,4 dentro da cadeia de
xilana, produzindo xilo-oligossacarideos, os qusd®convertidos em xilose pel&aD-
xilosidase (BIELY et al, 1985).

As endoB-D xilanases (1,4-p-D-xilana xilanohidrolase, EC 3.2.1.8) que agem
aleatoriamente na cadeia principal de xilana pacalyzir xilooligossacarideos de varios

tamanhos, sédo subdivididas em quatro tipos: ermltagles que atudo nos residuos L-
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arabinofuranosideos e produzem somente xilobiosegilose como produtos finais;

endoxilanases que podem hidrolisar a cadeia pahcip xilana nos pontos de ramificagcéo
produzindo principalmente xilobiose, xilose e anale e endoxilanases que atuam nos
pontos de ramificacdo e produzem arabinose e pijp@isacarideos de tamanhos
intermediarios. A atividade das endoxilanases dmntpara a atuacéo de outras enzimas do
complexo xilanolitico, pois a presenca de grandentidades de substituintes dificulta a

formagao do complexo enzima-substrato (FERREIRA420

1.4.APLICACAO BIOTECNOLOGICA DE XILANASES E CELULASES

As hidrolases compreendem aproximadamente 75%tdbd® enzimas comercializadas,
incluindo celulases, amilases e hemicelulases,titwinslo o segundo maior grupo, apés as
proteases. As endoxilanases constituem as prigcipamicelulases comerciais, atraindo
atencdo devido ao seu potencial para uso em dsvapdecacoes, cobrindo os trés setores do
mercado de enzimas industriais: téxtil, alimentieicacdes para animais. Outras aplicacées
menos documentadas incluem: fermentacédo da censgextracdo de café e na preparacao de
café soluvel; em detergentes; na producdo de polisisleos farmacologicamente ativos para

0 USO como agentes antimicrobianos ou antioxidgM&+.O, 2010).

Enzimas xilanoliticas de microrganismos tém atrgidmde atencdo nas ultimas décadas,
particularmente, por causa do seu uso biotecnalogin varios processos industriais, tais
como alimentos, industria de polpa de celulose gelpaombustiveis liquidos e gasosos,

solventes, xaropes e acucar (FERREIRA, 2004).

A utilizacdo de enzimas em racgbes animais é unr skorelevante importancia no
agronegocio, sendo que as xilanases usadas jurteanm®n glicanases, pectinases, celulases,
proteases, amilases, fitases, galactosidases sedipdegradam a porcado de arabinoxilana
presente na reacdo, reduzindo a viscosidade doiahdieito e aumentando a digestibilidade
da racdo (POLIZELI et al., 2005)

Na industria téxtil, as xilanases livre de celukaggdem ser utilizadas nos processos de
maceracao do linho, da juta e do sisal e refinaméatpolpa para a producéo de tecido como
a viscose. Nestes processos as enzimas sao usadasabjetivo de facilitar a separacao das
fibras de celulose da matriz celular e remocaogiania (MILAGRES & PRADE, 1994).
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Uma das principais aplicacfes das endoxilanasesidastria de papel e de celulose na
etapa de branqueamento da polpa da celulose pgan@dacéo de papel (NADIA, 2010). A
aplicacado de xilanases em uma etapa anterior awmamento convencional consiste na
hidrélise da xilana, facilitando a remoc¢éo da ligngue se encontra ligada a ela através da
desestruturacao e rompimento das ligacoes fisicoigas (POLIZELI et al., 2005).

As xilanases, também, sdo usadas na extracdo éefoahulacdo de detergentes e na
producdo de polissacarideos com atividade farmg@ldpara o0 uso como agentes
antimicrobianos e/ou antioxidantes (COLLINS et 2005).

As celulases sdo utilizadas na fabricacdo de demierg, na industria téxtil para
descoramento, amaciamento e bioestonagem, indagriextracdo de Oleos vegetais e na
alimentacdo animal como aditivo para silagem e mtas para monogastricos. Nestas dietas,
a celulase, em associagdo com a xilanase, valogemeais ricos em polissacarideos néo

amidicos e ainda diminuem problemas de sua admaig#i a estes animais (DILLON, 2004).

As principais aplicacdes industriais de celulasg#fcena industria de tecidos, onde sdo
empregadas nas fases de fiagcdo, tingimento e aeab@ndo tecido, bem como em
detergentes domésticos para lavanderia para melhomaaciez e brilho do tecido. Além
disso, sdo usadas em racdes animais para melhqredidade nutricional e digestibilidade,
no processamento de sucos de frutas, e na cozmigaanto tinta de papel € mais um
aplicativo emergente. Uma area desafiadora, osdeckulases teria um papel central € a
boconversdo de biomassa celuldsica renovavel emufm® quimicos (IBRAHIM et al.,
2007).

Pela finalidade dada ao bagaco de cana-de-acugqaooesso de producao do etanol, por
ser um produto descartado nas industrias de saegéb e por possuir bons nutrientes para o
desenvolvimento de microrganismos, objetiva-sef@nisolar microrganismos especificos
para o substrato. Como em geral a eficiéncia dasonganismos no processo de hidrolise
estda na dependéncia, ndo somente das condi¢cdesltd®,cmas também do substrato
utilizado, viu-se nessa fibra a capacidade potépaia isolar enzimas mais efetivas na sua
prépria hidrolise.

Assim, o presente trabalho iniciou-se como respastanecessidade de pesquisa
tecnoldgica relacionada com o elevado custo dasmeszcelulases e xilanases, um dos
maiores obstaculos para a efetiva inclusédo do etahadosico na matriz energética mundial.

hY

Como estratégia, visando a economicidade do procesdotou-se a alternativa da
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fermentacdo em estado liquido como tecnologia pameducdo enzimatica e a utilizacdo de
residuos lignocelulésicos como fonte de carbonaperse para o microrganismo fermentativo
produzir seu complexo enzimatico, posteriormentdilzacdo deste complexo no processo
de hidrélise do bagaco de cana-de-acucar.

O presente trabalho visou a prospeccao de novesomganismos produtores de
celulases e xilanases. Buscou-se o isolamento dasmctinomicetos, visto que estes tém

sido descritos na literatura cientifica como bormlptores das enzimas desejadas.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Isolamento de microorganismos capazes de hidrolisamassa lignocelulolitica.
Estudar a producédo e caracterizar as de celulas#gnases destes microoganismos quando

cultivados em meio contendo residuos agroindustriai

2.2.0bjetivos Especificos
» Obtencao de isolados &reptomyces sp partir do bagaco de cana-de-acucar;
» Selecao dos isolados 8¢reptomyces sprodutores de celulases termoestaveis;

¢ Cultivar o isolado escolhido em meio contendo difées fontes de carbono visando

obter a maior producéo de enzimas celuloliticas;

* Analisar a cinética de producdo e secrecdo de kages, CMCases, FPases e

Xilanases;
* Analisar o perfil de celulases e xilanases secastad

« Avaliar a eficiéncia da sacarificacdo do bagaceatea-de-acucar quando hidrolisado

com o extrato enziméatico obtido.
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3. MATERIAIS

3.1. LINHAGEM DA BACTERIA Streptomyces sp.

A linhagem da bactéri&treptomyces sptilizada no presente trabalho foi isolada do
bagaco de cana-de-acucar seco de usinas do est&l0 dedido pelo Prof. Dr. Américo José
dos Santos Reis, da Escola de Agronomia da Undeaaisi Federal de Goias e estocado no

laboratoério de biotecnologia de fungos da UniverdelFederal de Goias- UFG.

3.2. SUBSTRATOS LIGNOCELULOSICOS

Para a producéo de enzimas, a bact&hiaptomyces sgoi cultivada em meio MM
suplementado com o0s seguintes substratos ligndselok: bagaco de cana-de-agUcar
(BCA),carboximetilcelulose (CMC) e farelo de trigéT). O BCA e o FT, cedidos pela Prof2
Dr2 Fabricia Paula de Faria, do laboratorio deebimblogia de fungos da UFG, foram lavado,

seco e moido em moinho de facas com granulomedrZdanesh.

3.3. MEIOS DE CULTURA

As solucbes foram preparadas com agua bidestilapleaedo necessario foram esterilizadas
por autoclavagem (125°C, 1,3 atm e 15 min) owafifio em membrana com poros de 0,2 um
(Millipore®). As solucées foram agrupadas de acordo com adwletgia na qual foram
empregadas.

3.3.1. Meio Minimo (CARVALHO, 2003)

KH,PO, 9,000 g/L
K HPO, 1,500 g/L
MgSOs. 7H,0 0,200 g/L
CaCb 0,050 g/L
MnS0;.7H,0 0,010 g/L
ZnSQ.7H;0 0,001 g/L

pH 7.0
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3.3.2. Meio Minimo (NASCIMENTO et al., 2008)

FeCk (0,03%) 1,000 mL
CaCh.2H,0 0,050 g/L
MgSO.7H0 0,100 g/L
NaCl 0,010 g/L
KCl 0,010 g/L
NH.CI 0,300 g/L
HsPO; (85%) 1,800 g/L
EL 0,070 g/L

1,000 mL de solugao tracgo:

MNSOy 2,200 g/L
ZnsSQ, 0,500 g/L
H3BOs 0,500 g/L
CusQ 0,016 g/L
NaMoO, 0,025 g/L
CoCh.6H,0 0,046 g/L
Agar 7,200 g/L
pH 7,0

3.4. SUBSTRATOS PARA DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMAT ICAS

Na dosagem da atividade xilanolitica foi utilizad&ilana “oat-spelt” (xilana extraida
de aveia - Sigma®). Na dosagem da atividade cdigklforam utilizados os seguintes
substratos: celulose-micro-cristalina (CMC de bansxosidade - Sigma®), celulose semi-

cristalina (Avicel — Sigmacell - Sigma®) e papelfiteo Whatman n° 1.
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3.5. SOLUCOES

As solugbes foram preparadas com agua bidestéadmando necessario foram
esterilizadas por autoclavacdo (120°C, 1,3 atmmih. As solugbes foram agrupadas de
acordo com metodologia na qual foram empregadas.

3.5.1. Solucéo para determinacéo da atividade enzimatica

3.5.1.1. Solugéo de Acido Dinitrosalicilico —-DNS
Acido 3,5-Dinitrosalicilico 0,75% (p/v)

NaOH 1,40% (p/v)
Tartarato de Sodio e Potassio 21,60% (p/v)
Fenol 0,54% (p/v)
Metabissulfito de Sodio 0,58% (p/v)

Inicialmente, o DNS e o NaOH foram dissolvidos &mna bidestilada. Posteriormente
adicionou-se o tertarato de sédio e potassio, ol faguecido a 50°C e o metabissulfito de
sédio. A solucdo final foi titulada com HCI 0,1Mlidando fenolftaleina como indicador.

3.5.1.2. Tampéao Citrato de Sodio 0,05M

Acido citrico 50mM

Citrato de sdadio 50mM

3.5.1.3. Tampéao Fosfato de Sédio 0,05M

Fosfato de s6dio monobasico 50mM

Fosfato de sodio dibasico  50mM

3.5.1.4. Tampéao Tris-HCI

Tris-HCI 50mM
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HCI 50mM
3.5.15. Tampao Glicina

Glicina 50mM
NaOH 50mM

Uma solucéo é adicionada na outra até atingir dgd¢javel.

3.5.1.6. Solucéo de Xilana “oat-spelt” 1% (p/v)

A xilana “oat-spelt” foi dissolvida em tampéao aitv de sédio 50mM pH 4,8 apds
aguecimento da solucdo em microondas durante Eyitacdo manual e repouso durante 1
min. Este procedimento foi repetido trés vezesdsap solucao foi submetida a centrifugacao
a 11.000 g durante 10 min. O sobrenadante foi adtoa -20°C e utilizado para a dosagem

da atividade enzimatica.

3.5.1.7. Solucao de Carboximetilcelulose (CMC)

CMC 4,0% (p/v)

A solucéo foi preparada em tampao citrato de sbdioM pH 4,8, sendo aquecida no

microondas até solubilizacdo completa do soluto.

3.5.1.8. Solucao de Avicel

Avicel 1,0% (p/v)

A solucao foi preparada, no momento do uso, cama égstilada sob agitacao.

3.5.2. Solugdes para Eletroforese de Proteinas em Gel Dasurante de Poliacrilamida
(SDS-PAGE)

3.5.2.1. Acrilamida: Bis-acrilamida (39:1)




Acrilamida 39,0% (p/v)
Bis-acrilamida 1,0% (p/v)

A solucéao foi filtrada em papel filtro e estocadaabrigo da luz a 4°C.

3.5.2.2. Tampéao de Amostra (2x)

Tris-HCI pH 6,8 0,2M

SDS 4,0% (v/v)
B-mercaptoetanol 4,0% (v/v)

Glicerol 0,4% (v/v)

Azul de bromofenol 0,1% (p/v)

3.5.2.3. Tampéao de Corrida — Tris-Glicina (5x)
Trizma-base 1,51% (p/v)

Glicina 7,20% (p/v)

No momento do uso, foi adicionado SDS para a caragio final de 0,1% (p/v).

3.5.3. Revelacédo das Proteinas por Coloracdo com Azul dee@massie

3.5.3.1. Solucao Corante

Azul de Coomassie (R-250) 0,1% (p/v)
Metanol 45,0% (p/v)
Acido Acético Glacial 10,0% (p/v)

Agua Destilada (q.s.p.)

3.5.3.2. Solucado Descorante

Metanol 30% (v/v)



Acido Acético Glacial 7% (VIV)

Agua destilada (g.s.p.)

3.5.4. Solugéo para o Zimograma para xilanase e celulase

3.5.4.1. Solucdo de Xilana “oat-splet”

A solucéo de xilana a 2% foi preparada em agueshidda.

3.5.4.2. Tamp&o MES (Acido 2 — [N-Morfolino] etanosulfénico)
MES (USB®) 50mM
pH 6.0

A solucéo foi preparada no momento do uso com Bglestilada.

3.5.5. Revelacao das Proteinas por Coloracdo com Azul @momassie
3.5.5.1. Solugéo Corante

Azul de Coomassie (R- 250)  0,1% (p/v)

Metanol 45,0% (p/v

Acido Acético Glacial 10,0% (p/v)

Agua destilada (g.s.p)

3.5.5.2. Solugéo Descorante
Metanol 30%m/
Acido Acético Glacial 7% (VIv)

Agua destilada (g.s.p)

3.5.5.3. Marcador de massa molecular para proteiisa

31



Foram utilizadas proteinas de massa molecular cutdee(GE):
97 KDa — Fosforilase b

66 KDa — Albumina

45 KDa — Ovalbunima

30 KDa - Anidrase carbonica

20.1 KDa — Inibidor de tripsina

14,4 KDa —-Lactoalbunima

3.6.Cromatografia de Camada Delgada

3.6.1. Fase fixa

Placa de silica-gel (DC-Fertigfolien ALUGRAMXtra SIL G/UVss,)

3.6.2. Fase movel

Butanol 4 (p/v)
Metanol 2 (p/v)
Agua 1 (p/v)

3.6.3. Solugéo Reveladora

Acido fosférico (85%) 7,5 mL
Anilina 1,0 mL
Difenilamina 109

Acetona 50,0 mL

32
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4. METODOS

4.1. Obtencé&o de isolados detreptomyces sp a partir de BCA.

Para a obtencao dos isolados, 50 g de BCA foramogeneizados com 450 mL de
solucdo salina 0,9% sob agitacdo mecanica em vorexmistura foi submetida a
centrifugacéo (3.000 g, 10 min) e o sobrenadaritelifoido sereadamente até 1xX1Gm
solucao salina, plaqueado em meio minimo suplederdam CMC 0,5% (SANCHEZ et al.,
2009) e incubado a 45°C por 4 dias.

4.2. Selecdo em placa dos isolados produtores deulzses.

Os isolados obtidos foram selecionados de acowmio a atividade enzimatica
determinada pelo teste de atividade em placa del@ocom o protocolo descrito a seguir: 0s
isolados foram inoculados em placas contendo méiommo, suplementado com 0,5% de
CMC (Sigma) e incubados a 45°C por 4 dias.

Para a revelacdo dos halos de atividade, foi athda a solugéo de vermelho Congo a
0,1% e as placas foram agitadas suavemente dur@ntan. Entédo, a solucdo de vermelho
Congo foi descartada, as placas lavadas com sotigddaCl 1 M até o aparecimento dos
halos, posteriormente adicionou solucdo de HCIM) dobre a solucdo de NaCl para melhor
visualizacdo dos halos. A atividade enziméticarisiializada como um halo claro ao redor da
cultura (CHELAPANDI & HIMANSHU, 2008). Para avaliar melhor produtor de celulases
foi mensurado o indice de producao de celulased)(I® diametro do halo de hidrélise foi

dividido pelo diametro da col6nia.

4.3. Andlise da producdo de CMCases, FPases, Avasds e Xilanases pelos isolados

cultivados em residuos lignoceluldsicos

Esporos (10 mL™) dos isolados selecionados pelo protocolo dedatilé em placa
foram inoculados em meio minimo (MM) suplementadm®,5% de CMC, 0,5% BCA ou
0,5% FT e mantidos a 45°C por 144 h sob constagitacdo de 180 rpm. Apos 144 h de
cultivo, a cultura foi submetida a centrifugacaddd(® g por 15 min) e o sobrenadante de

cultura foi analisado quanto a atividade de CMCase.
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Esporos (18mL?) do isolado que produziu maiores niveis de CMCafsgam
inoculados em Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 emMW suplementado com 0,5% de
FT e mantidos a 45°C por 12 dias sob agitacao aotestde 180 rpm. Amostras foram
coletadas a cada 24 h e analisadas quanto a dtvida Avicelase, CMCase, FPase e

Xilanase.

4.4. Determinagdo das Atividades Xilanolitica e Celolitica pelo Método dos Agucares
Redutores (MILLER, 1959).

As atividades enzimaticas de xilanase, celulasal t§FPase), endoglicanase
(CMCase), exoglicanase (CBH), foram avaliadas sagunetodologia proposta por Miller
(1959), Ghose (1987) e Adney e Baker (1996). A tjfieacao do teor de acucares redutores
liberados foi ensaiada pelo método do ADNS e ostsatios utilizados foram: xilana “oat
spelt, papel de filtro, CMC e avicel respectivareedma unidade de atividade enzimatica
(V) foi definida como aquela que libera um pmoladgicar redutor correspondente por min
nas condi¢cdes do experimento. Os ensaios de al&idazimatica da primeira bateria de

experimentos foram realizados em triplicata.

4.4.1 Determinacado da Atividade Xilanolitica

Este ensaio foi realizado utilizando-se como sabsta solu¢ao de xilana “oat spelt”
1% (p/v). Adicionou-se 50 pL da amostra em 450 plsabstrato seguindo-se incubagéo a 50
°C por 5 min. A quantificacdo do teor de acucaestutores liberados foi ensaiada pelo
método do DNS, foi adicionado 750 pL de DNS, assirae foram fervidas por 5 min e
realizada a leitura espectrofotométrica a 540 nsreQultados foram expressos em unidades
enziméticas, definidas como a quantidade de enziap@z de liberar 1 umol de acgucar
redutor por minuto nas condi¢cdes do experimentoa Radeterminacdo da atividade de
xilanase pelo método de DNS, primeiramente foiizadh uma curva padréo de xilose nas

concentracoes de 0,3 a 4,2 mg/mL.
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4.4.2. Determinacao da Atividade Celulolitica
4.4.2.1. FPase

Expressa a atividade de celulase total, utilizgrajmel de filtro Whatman n°® 1 (1 cm x

6 cm — 50 mg) como substrato.

A atividade de FPase foi determinada homogeneizaads00 pL de amostra, 500 pL
de tampéao citrato pH 4.8 e uma tira de papelltte {iLx6 cm). A solucéo foi mantida a 50°C
por 1 h e, em seguida, a reagdo foi interrompideébanho de agua fria. A quantificacdo do
teor de acucares redutores liberados foi ensaieldanpetodo do DNS, foi adicionado 500 pL
de DNS, as amostras foram fervidas por 5 min ézeedd a leitura espectrofotométrica a 540

nm.
4.4.2.2. CMCase
Expressa a atividade de endoglicanase, utilizard@ €% como substrato.

A atividade de CMCase foi determinada homogeneizaed250 L de amostra e 250
ML da solucdo de CMC 4%. A solucao foi mantida &&@or 1 h e em seguida, a reacao foi
interrompida em banho de 4gua fria. A quantificag@deor de agucares redutores liberados
foi ensaiada pelo método do DNS, foi adicionado pD@e DNS, as amostras foram fervidas

por 5 min e realizada a leitura espectrofotoméai&d0 nm.
4.4.2.3. Avicelase
Expressa a atividade de exoglicanase, utilizand®b¥ % como substrato.

A atividade de Avicelase foi determinada homogear&ip-se 250 uL de amostra e
500 pL da solucdo de Avicel 1%. A solucdo foi mdeata 50 °C por 1 h sob agitacéo
constante e, em seguida, a reacdo foi interrom@idabanho de agua fria. Em seguida, a
solucao foi submetida a centrifugacdo a 11.200rgrde 10 min a 4°C. Para a quantificagéo
do teor de acuUcares redutores liberados, 250 pdodenadante foram homogeneizados com
700 pL de ADNS, as amostras foram fervidas por 5 mai realizada a leitura

espectrofotométrica a 540 nm.

4.4.2.4. Curva padréo

A curva padrdo para os testes de FPase e CMCasestahelecida utilizando-se

glicose nas concentracdes de 1-20 pumoles/mL. Aacpadrdo para o teste de Avicelase
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foram estabelecida utilizando glicose nas concedé®s de 0,15 a 1,5 mg/mL. As leituras
foram utilizadas para fazer um grafico (Absorbanci@oncentracao de glicose). Obtendo-se
assim a equacao da reta que foi utilizada noslcélce atividade enzimatica.

4.4.3. Dosagem protéica

A concentracdo de proteinas das amostras foi diet@dian por método colorimétrico
conforme descrito por Bradford (1976). A curva ddibracdo padrdo foi determinada
utilizando Albumina Sérica Bovina (BSA-SigffJaNeste método, 100L de amostra foram
homogeneizado com 1 mL de Reagente de Bradfordapés incubacdo a temperatura
ambiente por 15 min, a quantidade de proteinadtarchinada por leitura de absorbancia em

espectrofotdmetro no comprimento de onda de 595 nm.

4.4.4. Dosagem da protease total

A dosagem de protease foi expressa utilizando aeata 0,25% como substrato.

O ensaio de protease foi determinado homogeneizesm@0 pL de amostra, 40 pL do
substrato (azocaseina 0,25%) e 40 puL de tampaoHGisp H 8,5 (50mM). A solucéo foi
mantida a 37 °C por 30 min. Posteriormente foiiadado 100 uL de TCA 10% e a solucéo
foi incubada a 4 °C por 10 min. Em seguida, a swuQi submetida a centrifugacéo a 2500 g
durante 20 min a 4°C, posteriormente transferi@@® mL para placa de Elisa e adicinou-se
100 pL de NaOH (0,1M). A quantidade de proteaseéterminada por leitura de absorbancia

no comprimento de onda de 450 nm.

4.5. Caracterizagéo bioquimica de um conjunto de eimas extracelulares.

O sobrenadante do meio de cultura foi utilizadm@donte de enzimas. A influéncia
da temperatura sobre as atividades de Avicelas&;d3k| FPase e Xilanase foi determinada
realizando-se 0s ensaios enzimaticos na faixardpeasatura entre 20 °© C a 100 ° C em pH
4,8.

A influéncia do pH sobre a atividade de AvicelaG&]Case, FPase e Xilanase foi
determinada realizando-se o0s ensaios enzimatictasxsade pH de 3,0-7,0, com o0s seguintes
tampdes (0,05 molt) incubados a 45°C: Citrato de sédio 3,0-6,0; Fosfa sédio 7,0 e 8,0;
Tris-HCI 9,0 e Glicina-NaOH 10,0 .
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Para o estudo da termoestabilidade das enzimabremadante do meio de cultura foi
pré-incubado a 50°C e 60° C por 0,5, 1, 2, 3, 4 & h. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata e os resultados expremsogalores médios.

A influéncia de ions metalicos nas atividades dedlase, CMCase, FPase e Xilanase
foi avaliada. Os ensaios foram realizados nas meshoondi¢cdes de cada atividade, sendo
adicionandos aos ensaios cloretos dos ions (alontdario, calcio, potassio, magnésio, sodio,
manganés e amonia) para uma concentracao find deVl A influéncia do EDTA também

foi analisada nas mesmas condicdes.

4.6. Zimograma.

Para as analises de Zimograma, as amostras fdedisadas por 24 h contra agua,
liofilizadas e aplicadas (0,5 U) em gel desnatwamintendo 10% de poliacrilamida. Para a
atividade de CMCase adicionou-se ao gel 0,2%(pvEMC (Sigma) e para a atividade de
xilanase 0,1% (p/v) de xilana oat spelt (Sigma)d#\p corrida, os géis foram incubados por 1
hora em triton X-100 a 1% em temperatura ambidPéea a atividade de xilanase, os géis
foram incubados por 1 h em triton X-100 a 2,5% emperatura ambiente. Incubou-se por 12
horas a 50°C em tampéao citrato de sodio 50 mM (j8)phara a atividade de CMCase e por 2
horas a 50°C em tamp&o MES 50 mM (pH 6,0) paravadatle de Xilanase, sendo os géis
submersos em solugéo de 0,1% de Vermelho Cong@@orin. Os géis foram lavados com
NaCl 1M até a visualizagdo de bandas de ativid@de determinagdo da massa molecular foi
utilizado marcador de massa molecular sendo oayado utilizando o método de coloracao
de prata (BLUM, 1999).

4.7. Pré-tratamento do BCA

Os ensaios de sacarificacdo enzimatica foramzesis utilizando BCA preé-tratado
por exploséo a vapor, o BCA cedido pela prof2 Bathricia Faria de Paula do laboratoério de

biotecnologia de fungos foi exposto a uma tempeaata 180°C durante 5 minutos.

4.8. Hidrdlise enzimatica do BCA preé-tratado.

As reacOes de hidrélise enzimatica da fracdo deideduose do BCA foram

realizadas utilizando o sobrenadante de culturaSteptomyces spcultivado em FT
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suplementado com Rglicosidade do fungdspergillus nigercedido pelo aluno (Douglas
E.P. Pereira) de mestrado da Prof? Fabricia FarRadla da UFG.

As reacles de hidrolise foram realizadas em Ergemde 125 mL contendo BCA
pré-tratado a 2 % e tampé&o citrato de sédio 50 pH/5 para um volume final de 10 mL.

4.8.1. Reacao |

A reacéao | foi mantida a 50 °C por 48 h sob corietagitacdo de 120 rpm, todos os
extratos enzimaticos foram adicionadas no inicioedgéo. ApOs esse periodo a amostra foi
filtrada sob pressdo em papel de filtro, senddtadio analisado quanto a concentracdo de

acucar redutor e glicose.
4.8.2. Reacao Il

A reacdao Il foi mantida a 70 °C por 2 h e postenemte a 50°C por 46 h sob constante
agitacdo de 120 rpm. Durante as 2 h iniciais dga@aomente o sobrenadante de cultura
contendo maior atividade para CMCase foi adiciongulosteriormente o sobrenadante
contendo  maior atividade de Xilanase e o sobmamtadcontendd@-glicosidade foram
adicionados. ApGs esse periodo a amostra foiddtisob pressdo em papel de filtro, sendo o
filtrado analisado quanto a concentracao de agédaitor e glicose.

Para a determinacdo da concentracdo de xiloseadibenas reacfes de hidrdlise
enzimatica, o valor de glicose foi subtraido doowale acUcar redutor. Para o calculo do
rendimento de hidrolise enzimatica da fracdo dansilresidual no BCA pré-tratado por
explosao a vapor considerou-se os valores teddied@sa 8 % (KOVACSt al, 2009).

4.8.3. Dosagem de acucar redutor e glicose

A quantificacdo do teor de acUcar redutor foi eadipelo método do ADNS
incubando-se 50 puL da amostra, 450 pL de tampédaide sédio (pH 4,8 50 mM,) e 750 pL
de ADNS, sendo a reacéo fervida por 5 min e reddiza leitura espectrofotométrica a 540
nm. Para a determinacdo do teor de acucar reduiorgiramente foi realizada uma curva
padrdo de concentracdo de xilose variando entrea @2 mg/mL e de acordo com esta as

absorbancias foram convertidas em mg/mL de agédartor liberados.

O teor de glicose nas amostras foi determinadazanitlo o kit de glicose oxidase

(DOLES Reagented seguindo as orientacées do fabricante.
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4.9. Cromatografia de Camada Delgada

Cromatografia de camada delgada foi realizada datapde silica-gel (DC-
Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UVsss); 2,5 uL de glicose (1%), celobiose (1%) e
xilose (1%) foram utilizados como marcadores,ul0das reacdes | e Il foram adicionados
para analise dos produtos formados. Para leiturnplaga foi vaporizada com a solugéo

reveladora e submetida a secagem em estufa a H®dtotal visibilidade de bandas.
4.10. Analise Filogenética

A identificacdo filogenética foi feita utilizando método taxonémico molecular
baseado na sequencia do gene 16S rDNA. O geneDI%S fioi amplificado utilizando-se o
oliginucleotideos universais 27F' (BAGA GTT TGA TCG TGG CTC AG 3 e 1492R (B8
GGT TAC CTT GTT ACG ACT T 5, o produto da reacdo de PCR foi precipitado e
submetido a sequenciamento pelo método de Sanger.

A sequéncia obtida foi utilizada para fazer umachupor homologia no GenBank
utilizando-se a ferramenta BLAST. As sequénciasapresentaram maior similaridade foram
alinhadas utilizando o programa Clustal X. O resldt do alinhamento foi utilizado para
fazer uma andlise filogenética utilizando o progad?AUP 10B.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencao dos isolados.

Com o0 objetivo de isolar microrganismos capazes hidrolisar residuos
agroindustriais, realizamos a selecdo de bactéghsoliticas previamente associadas com
BCA seco. Uma vez que enzimas termoestaveis s@&onagroducdo de etanol, optou-se por
trabalhar com uma temperatura mais elevada parmitpeio isolamento de bactérias

termofilicas.

Os microrganismos que estavam previamente assscad8CA foram obtidos apos
lavagem do BCA com solucgdo salina, com posteriaqydamento em meio minimo contendo
CMC. Foram obtidos 13 isolados com atividade cdhida. Apos observacdo das
caracteristicas morfolégicas concluiu-se que se&avsade quatro isolados de aspectos
distintos: 3, 4, 7 e 12.

Os quatro isolados apresentavam morfologia tipieaStteptomycegaspecto da
coldnia, a producdo de esporos e a producao dasmjaOs isolados foram plaqueados em
MM suplementado com CMC 0,5% e incubados a 45°CApdias. ApOs incubacéo a placa
foi corada com vermelho congo para observacao dlos ke hidrélise (Figura 12). O isolado
3 (I3) apresentou indice de producdo de celulggeS) igual a 3,5, o isolado 4 (14)
apresentou IPC igual a 2,3, o isolado 7 (17) aprieselPC igual a 4,5, enquanto o isolado 12
(112) apresentou IPC igual a 2,6. Diante destesltestos, os isolados 3, 7 e 12 foram

selecionados para a analise de producao de cedydaséermentacdo submersa.
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Figura 12. Experimento de atividade em placa. Os isoladas 3,e 12 foram cultivados em MM com 0,5% de
CMC, e os halos de hidrélise revelados apés cadaragom vermelho congo.

5.2.Escolha do isolado e do meio de cultura para obtefg da maior

producéo de celulases e xilanases.

A literatura cientifica relata que a producéo deleses e xilanases é influenciada pela
constituicdo do meio de cultura. Varios autorestraceam que o tipo de fonte de carbono,
bem como a concentracao, influencia na producaekidéases por diferentes microrganismos
(VINHA et al.,, 2011; NADIA et al., 2010; LIMA et al 2005; CHELLAPANDI &
HIMANSHU, 2008; MELO, 2010; e MERYANDINI et al., 28).

Para a analise do melhor produtor de celulasessadados foram cultivados em
diferentes residuos lignocelulésicos por fermermtagibmersa. Os trés isolados selecionados
foram cultivados em MM contendo BCA, CMC ou FT. Apéd dias, o sobrenadante de
cultura foi analisado pela determinacédo ddiwvidades de Avicelase, CMCase, FPase e

Xilanase.

A figura 13 mostra a atividade enzimatica prodazelos isolados testados. O I3
apresentou 0s maiores niveis de atividade enzimgtiando cultivado nas fontes de carbono
testadas. A maior producéo de celulases e xilanfasesbtida pelo cultivo do 13 em FT,
seguido de CMC e BCA.



42

Avicelase CMCase

0,12 2,5

0,1

0,08 +

0,06

15

a3
0,04
n7

0,02 ‘ TW m12
0 T T

BCA CcMC FT
-0,02 0

o3

m12

Atividade Avicelase (U.mL1)
Atividade CMCase (U.mL?)

BCA cMmC FT
Fonte de Carbono Fonte de Carbono

-0,04

FPase Xilanase

0,035 1

e

=]

&
"
-

o

=

o

&

(U.mL?)

o
~

L

o
=}
[}

ase

o
o

=] 505
0,015 T T E
L]

a7 )
T T B3

. m12 2 0'2
=1 2
0,005 <
0,1
0 : : 0

BCA CMC FT BCA cMC

Fonte de Carbono onte de Carbono

o3
n/
m12

o
=}
=

Atividade FPase (U.mL!)

Figura 13. Producéo de celulases e xilanases pelos isol&]dg le 112 cultivados em diferentes fontes de
carbono. Os isolados foram cultivados durante 6, @&a45°C a 120 rpm, em MMi suplementado com (8%
BCA, CMC e FT.

Varias fontes de carbono foram utilizadas em estuehvolvendo a producgédo de
celulases. Alguns estudos mostraram que a maiolupém de celulases foi obtida quando o
FT foi utilizado como fonte de carbono pela baet&treptomyces SgNASCIMENTO et al
2008; VINHA et al., 2011) S. viridobrunneugVINHA et al 2011). O mesmo ocorreu na
producao de celulases @®r drozdowiczi(LIMA et al 2005). Estes resultados demonstram a
importancia de se avaliar a fonte de carbono nalyg@o de enzimas, especialmente

celulases.

No estudo realizado por Nadia et al. (2010) a ypgad de xilanase foi analisada em
cultura deS. lividansem MM suplementado com FT ou caldo de milho. Nadsstdo
Streptomyces spBKK1-8 foi crescido em meio contendo xilana (MERYAINI et al.,

2006), a mesma fonte utilizada por Nascimento.€28D3) no cultivalo S. malaysiensis



43

5.3.Cinética da producao de celulases e xilanases p&o

Para estudar a influéncia do tempo de cultivo malyzdo de celulases e xilanases
pelo 13 cultivado em FT, este foi crescido em MMncB,5% de FT por 12 dias a 45°C, sob
agitacdo constante de 120 rpm. A producdo dasaselsll e xilanases foi avaliada no

sobrenadante de cultura a cada 24 h.

A producdo da Avicelase apresentou dois picos is@latle, apés o2e 11° dias de
cultivo, sendo a maior producédo de Avicelase olastnapés 11 dias (5,646 UmL(Figura
14).
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Figura 14. Cinética de producéo de celulase avaligela ensaio de Avicelase (tampé&o citrato de sodid ;8 a
50°C) pelo isolado 13 crescido em MMi suplementadm 0.5% FT, a 45 °C por 12 dias sob constanteghyt
de 120 rpm.

A producdo da CMCase apresentou dois picos dedatliei apo$°® e 10° dias de
cultivo, sendo a maior atividade de CMCase observar sexto dia (3,872 Uri). (Figura
15).
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Figura 15. Cinética de producéo de celulase avaliada pelai@ae CMCase (tampao citrato de sodio pH 4.8 a
50°C) pelo isolado 13 crescido em MMi suplementadm 0.5% FT, a 45 °C por 12 dias em constante ggta

de 120 rpm.
A producdo de FPase foi maior apés o sétimo diandebacdo (0,0947 U.mi)

(Figura 16). Essa caracteristica € semelhante @oda atividade da CMCase (fig 12). Os
ensaios de celulases (Avicelase, CMCase e FPase}eapam picos de atividade em

diferentes dias o que sugere que o sobrenadanteltlea do I3 apresenta mais de uma

celulase.
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Figura 16. Cinética de producao de celulaseavaliada peloi@lsaFPase (tampéao citrato de sodio pH 4.8 a
50°C) pelo isolado 13 crescido em MMi suplementadm 0.5% FT, a 45 °C por 12 dias em constante gigita

de 120 rpm.

Dentre os resultados obtidos no experimento ddicande producéo de celulases pelo
isolado 13 destacou-se a producédo de CMCase qusandomprara com os resultados obtidos
por outros autores utilizanddtreptomycesA producdo de CMCase pe® malaysiensifoi
de 0.72 Um* (NASCIMENTO et al., 2008) e 0S. viridobrunneugproduziu 2.0 UmL*
(VINHA et al.,2011). No trabalho realizado por Alani et al. (200&teptomyces spbteve
sua atividade maxima de Avicelase, CMCase e FRa&se B0 horas de incubacéo. Outros

autores também relatam tempos de incubacdo seredhans descritos nesse trabalho

(SEMEDO et al., 2000;. JANG & CHEN, 2003).

Diversos trabalhos relatam a baixa atividade epelpde filtro justificando este fato
pela dificuldade de acesso das enzimas ao suhstratbvez que a area superficial € muito
menor que a dos demais substratos utilizados. lRay lmdo, a CMC é solavel, favorecendo o
incremento da atividade celulolitica. De Castroklmoradores (2007) observaram atividade
de FPase de 0,028 U.mle CMCase de 0,32 U.rilparaAspergillus nigercultivado na
presenca de BCA. Silva & Brandellu (2007) obtiveratinidades de FPase de 0,04 Uhd
CMcCase de 0,4 U.nt para oAspergillus phoenciOliveira (2008) obteve uma atividade de

Avicelase de 0,19 U.nit.com oHumicola griseavar. thermoidea
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Melo (2010) estudou a producéo de celulases pelgofH. griseacultivado em meio
contendo palha de arroz, sabugo de milho, BCA ouASTmaiores atividades foram obtidas
quando cultivado em 3% de BCA e FT (FPase 0,17 U,iIMCase: 3,54 U.mt, apés 192
e 240 h respectivamente). A maior atividade de &ame foi obtida quando cultivado em 3%
de BCA (0,195 U.mL) apés 48 h.

Na Figura 17 esta demonstrada a producéo de sdaPade-se observar a presenca de
um pico de atividade no 2° e um ponto no 12° deasudtivo, sendo que o maior pico foi

observado ap6s 12 dias de incubac&o (92,40 Um.L
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Figura 17. Cinética de produgéo de Xilanase (tampé&o citratsddlio pH 4.8 a 50°C)pelo isolado 13 crescido em
MMi suplementado com 0.5% FT, a 45 °C por 12 draxenstante agitacdo de 120 rpm.

Segundo Nadieet al. (2010) os maiores niveis de producdo de xilanasanfo
detectados em cultura & lividanscultivado por cinco dias em pH 7 a 30 °C (9,84 Uln
Antonopouloset al. (2001) estudaram a producado de xilanases exttamsuproduzidas por

S. Albussendo a maior atividade obtida apés 120 h (14,81.™) de incubagcéo.

No trabalho de Melo (2010) foi avaliada a produgéxilanases pelo fundgd. grisea
cultivado em meio contendo palha de arroz, sabegmitho, BCA e FT. A maior producéo
de xilanase foi verificada quando o fungo foi adtio em 3% de FT (Xilanase 23,75 UL

apos 216 h de cultivo.
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5.4. Dosagem de Protease

Para estudar a presenca de proteases secretadassgatlo 13 foi analisado o
sobrenadante de cultura do isolado cultivgolir seis e doze dias. Os ensaios hao

determinaram a presenca de proteases nessas anapstliaadas.

5.5. Zimograma

O perfil de CMCase secretadas pelo isolado I3 dpalisado aplicando-se o
sobrenadante de cultura do isolado cultivado seis dias em géis de zimograma contendo
CMC como substrato. O perfil de xilanases secrstpgo isolado 13 foi analisado aplicando-
se o sobrenadante de cultura do isolado cultivadalpze dias em géis contendo xilana “oat
spelt” como substrato. No zimograma para CMCasergbsse trés bandas com atividade
com massas moleculares estimadas de 37, 21 e 1TH{dpaa 18). A proteina de 37 KDa foi
a que apresentou o halo de hidrélise mais intems@imograma. No zimograma para
xilanases observou-se quatro bandas com atividadgildnase com massas moleculares
estimadas de 39, 21, 18 e 17 KDa (Figura 19).

07TKDa—

66 KDa —

15KDa— —45KDa
30 KDa —
20.1KDa— —19KDa

—17KDa
14.4KDa

Figura 18. Zimograma para CMCase em gel de SDS-PAGE cont&féo de poliacrilamida e 0,2% de CMC.
Sobrenadante de cultura do isolado I3 contenddJOjg atividade de CMCase. O gel contendo os mareado
de MM foi corado utilizando o metodo de coloraca@o azul coomassie.
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97 KDa —
66@@ —
«— 54 Kda
S8 —42KDa
30KDa — —30KDa
20.1 KDa —
— 18KDa
14.4 KDa

Figura 19. Zimograma para xilanases em gel de SDS-PAGE cdat&f% de poliacrilamida e 0,1% de xilana
“oat spelt”. O sobrenadante de cultura analisadtimioa 0,5 U de xilanase. O gel contendo os mareadde
MM foi corado utilizando o metodo de coloracdo apul coomassie.

A producdo de multiplas celulases é comum na redur@specialmente em
Actinomicetos (NASCIMENTGet al.,2008, VINHA, et al 2010). Os dados demonstrados no
zimograma sugerem que no minimo trés celulasesaoguilanases estdo sendo secretadas
por este isolado, estes dados corroboram os rdesltios testes de atividade enzimatica, que

mostraram diferentes picos de atividades.

Andlises de zimograma do sobrenadante de cultur&.daridobrunneus SCPE-09
confirma esta caracteristica, a estirpe foi cultivaem 2,0% de FT por cinco dias e o
sobrenadante de cultura apresentou duas bandasivitkade contra CMC com massas
moleculares estimadas de 37 e 119 KDa. Do mesmoo,mddscimentoet al (2008)
observaram trés bandas de atividade contra CMCI1(H.,e 178 kDa) no sobrenadante de
cultura deS. malaysiensisultivado em 0,5% de grédo de cevada. No trabath@idueira
(2010) observou-se a producao de xilanases quandiengos filamentosos foram crescidos
em presenca de BCA e engaco de bananeira, esstedatica foi confirmada na analise de
zimograma, o sobrenadante contendo BCA apresenbandas com massas variando de 26 a
66 KDa e o sobrenadante contendo engaco de bamapiesentou 5 bandas com massas
variando de 26 a 97 KDa.
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5.6. Caracterizacdo parcial da atividade celulolitica exilanolitica do

sobrenadante de cultura.

A influéncia do pH (pH de 3 a 10) e da temperafteenperatura de 20 a 80°C) na
atividade das avicelases, CMCases, FPases e xfarasretadas pelo isolado 13 foi avaliada.
Nestas analises utilizou-se os sobrenadantes deracudo isolado I3 cultivado em MMi

suplementado com 0,5% de FT por 6 dias.

No grafico da Figura 20A pode-se concluir que aomatividade de Avicelase foi
obtida em pH 7,0. E importante observar que maig08é dessa atividade é mantida na faixa
de pH entre 5,0 a 9,0. Essa caracteristica é hestateressante sob o ponto de vista
biotecnoldgico, visto que essa enzima poderiag@erada em uma ampla faixa de pH, desde

levemente acido a levemente basico.

Segundo Walter & Schremph (1995%0reticulimanteve 75% a 90 da sua atividade
a um pH de 5,0 e 4,5, respectivamente, além déssnzima apresentou-se estavel a um pH

variando de 4 a 9.

O grafico da Figura 20B demonstra a influénciaedaperatura sobre a atividade de
Avicelase, e revela que o sobrenadante apreseraar atividade nas temperaturas de 35°C
e 50°C, sendo a maior atividade verificada a 35PGde-se observar que nas temperaturas de
60 a 80°C ocorreu a manutencao de aproximadam@ptedd maior atividade. A existéncia
de dois picos de atividade, com temperaturas bé&redies, sugere novamente a presenca de
mais de uma celulase no sobrenadante de culturapooando os dados do zimograma e da
cinética de producdo (Figura 18).
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Figura 20. A) Efeito do pH na atividade da Avicelase (50 °@cretada pelo 13 cultivado em FT. A
concentracao ibnica para todos os tampdes foi@erol L-1: citrato de sodio (pH 3 a 6), fosfatosielio (pH

7 e 8), Tris-HCI (pH 9) e glicina-NaOH (pH 10). Bjeito da temperatura sobre atividade da Avice(pst7)
secretada pelo 13 cultivado em FT. Atividade pressa em relacdo a maior atividade.
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O gréfico da figura 21A pode-se concluir que o raejpH para a atuacdo da CMCase
é 5. Também é possivel observar a manutencdo dedeal0% da atividade na faixa entre
4,0 e 7,0, novamente mostrando um potencial deuskzado em diferentes processos
biotecnolbgicos. Esta enzima tolera um pH maisasglevdo que as celulases relatadas por
George e colaboradores (2001) produzidas gdteptomycesp. alcalofilico que manteve
apenas 31% da atividade a pH 7. A capacidade degd@t da atividade a pH elevado € uma

propriedade potencialmente util em processos dgdégacao alcalina.

O grafico da figura 21B demonstra a influénciatdmperatura na atividade das
CMCases, pode-se observar que a enzima apresentade alta nas temperaturas de 35,
45-50°C e 70°C, sendo que a maior atividade fodaba 70°C. Os trés picos de atividade
confirmam a presenca de multiplas celulases naesabante de cultura, fato este que parece
ser comum noStreptomyce@NASCIMENTOet al., 2008, VINHAEet al.,2010).
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Figura 21. A) Efeito do pH na atividade da CMCase (50 °C) pwda pelo 13 crescido em meio MM
suplementado com 0,5% de FT. A concentracéo idrica todos os tampdes foi de 0.05 mibltitrato de s6dio
(pH 3 a 6), fosfato de sédio (pH 7 e 8), Tris-HEH(9) e glycina-NaOH (pH 10). B) Efeito da temparatna
atividade de CMCase (pH 5) produzida pelo I3 coesaém meio MMi suplementado com 0,5% de FT.
Atividade residual é expressa em porcentagem didadie maxima.
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Os dados de pH e temperatura para a atividade déaS#&lobtidos nesse trabalho sao
semelhantes aos descritos por outros autores (JANGHEN, 2003, SCHREMPfFet al.,
1995, GEORGEet al., 2001). O perfil de temperatura do extrato brutd&sdeiridobrunneus
SCPE-09 cultivado em presenca de FT e CMC aprasendxima atividade a 50°C e reteve
80 e 45% da maior atividade em 40 e 60°C, respmuotmte. Nascimento e colaboradores
(2008) observaram que a CMCase produzida $iomalaysiensi€ termofilica, mantendo
quase 100% de atividade ap0s pré-incubacéo nastatamas de 40°C e 60°C.

Os resultados da influéncia do pH sobre a adedCMCase também sdo similares
ao descritos por outros autores. Vinha ecolaboesd¢2011) estudaram o extrato 8e
viridobrunneus eles observaram que a atividade é mantida a®ldeguma ampla faixa de
pH (3,0-8,0), com maior atividade em pH 5,0. H4 qusurelatos na literatura sobre a
atividade CMCase em um intervalo de pH muito am@lo.maioria dos relatos para
Streptomycesitam a atividade em pH alcalino (SEMER®al., 2004,JANG & CHEN, 2003,
GEORGE et al.,, 2001, HOSHIROet al., 1999). Nascimento e colaboradores (2008)
demonstraram que sobrenadante de cultu. dealaysiensiapresenta atividade de CMCase

na faixa de pH 2,0-9,0, com atividade maxima olzsdana pH 4,0 .

A Figura 22A mostra claramente dois picos de ativaddd FPase (pH 6,0 e 8,0),
podendo ter um terceiro na faixa de pH entre 400/ maior atividade foi obtida em pH 8,0.
Na faixa entre pH 4,0 e 8,5 pode-se observar auteagdo de mais de 60% da maior
atividade medida. A existéncia de dois picos deidatde bem definidos confirma a
existéncia de um sistema multiplo de celulasesddd®s sugerem que uma das FPases pode

ser caracterizada como alcalina.

A figura 22B mostra que a temperatura influenciaitona atividade das FPases,
revelando uma maior atividade a 45°C. Um possigglisdo pico de atividade ocorreria a
65°C, com aproximadamente 50% da atividade do rpiior.
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Figura 22. A) Efeito do pH na atividade da FPase (50 °C) pradhi pelo 13 crescido em meio MMi
suplementado com 0,5% de FT. A concentracdo iguaca todos os tampdes foi de 0.05 mol L-1 0.05 fholL
citrato de sédio (pH 3 a 6), fosfato de sédio (pEl 8), Tris-HCI (pH 9) e glycina-NaOH (pH 10). Blelo da
temperatura na atividade FPase (pH 8) produzidalBetrescido em meio MMi suplementado com 0,5% te
Atividade residual é expressa em porcentagem didadie maxima.
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A figura 23A mostra a existéncia de dois picostiledade de xilanase (pH 6,0 e 9,0).
A maior atividade foi obtida em pH levemente aci@osegundo pico ocorre numa faixa mais
alcalina, sendo observada aproximadamente 80% dadaale do primeiro pico.
Aproximadamente 60% da atividade de xilanase € idemia faixa de pH entre 5,0 e 9,5,
portanto o sobrenadante de cultura possui uma afapla de estabilidade e poderia ser
utilizado em processos bioquimicos que ocorrramvalares de pH, com perfis acidos e

basicos.

A Figura 23B demonstra a influéncia da temperasokae a atividade de xilanase. Os
dados mostram que esse extrato pode ser utilizadkxa entre 30 e 70°C. A maior atividade
foi obtida a 70°C, entretanto as atividades medetdee 35-45°C e a 55°C, sugerem outros
picos de atividade. Esses possiveis picos podes&mesultado da acdo sinergistica de mais
de uma enzima com caracteristicas semelhantesfe@sntdes picos de atividade para o perfil
de temperatura confirma a possivel presenca de deaigma xilanase no sobrenadante de

cultura
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Figura 23. A) Efeito do pH na atividade da Xilanase (50 °Cdduzida pelo I3 crescido em meio MMi
suplementado com 0,5% de FT. A concentracdo ifméca todos os tampdes foi de 0.05 mdl titrato de
sédio (pH 3 a 6), fosfato de sédio (pH 7 e 8),-HGI (pH 9) e glicina-NaOH (pH 10). B) Efeito dantperatura
na atividade Xilanase (pH 5,5) produzida pelo I18scido em meio MMi suplementado com 0,5% de FT.
Atividade é expressa em relacdo a maior atividade.
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5.7. Estudo da termoestabilidade

Celulases termoestaveis sao consideradas muitressantes para aplicacoes
biotecnoldgicas. Meia-vida de 7 horas a 60°C, dy & 70°C tém sido citados na literatura
para algumas espécies AetinomicetogGeorg,et al 2001). Enzimas do extrato bruto 8e
drozdowicziiforam capazes de reter 100% de atividade quamdibadas a 50°C durante 1 h,
e 40% apos 2 h, mas apenas 20% apos 8 h de inocuthawé et al. 2005).

Na figura 24 esta demonstrada a termoestabilidadsividade de Avicelase. Apds 60
minutos de incubacdo foram mantidos 90% e 60% dadatde a 50°C e 60°C,
respectivamente. Apés 2 horas de incubacdo as aszimantiveram 60% de sua atividade
inicial a 50°C e 60°C. Apos 8 horas de incubacé@enasmas retiveram sua atividade em 45%
de sua atividade inicial tanto a 50°C quanto a 60f&hhum dado foi encontrado na literatura
de Actinomycetos que pudesse ser comparado aos dadermoestabilidade de Avicelase e

FPase aqui estudados.
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Figura 24. Termoestabilidade da atividade de Avicelase as ¢eatpras de 50°C e 60°C. Atividade Relativa
expressa em relacao a atividade original (100%).
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No teste para CMCase as enzimas do sobrenadamsenfaram perfis diferentes a
50°C e 60°C. Ap6s 30 minutos de incubacédo a atidd®lativa aumentou 5% a 50°C, ja a
60°C a atividade caiu a 78% da inicial. Apos 2 bata incubacgéo a atividade a 50°C reteve
83% da atividade maxima, enquanto que a 60°C rea8% da atividade maxima. Apés 4
horas de incubacdo as enzimas mantiveram 70% vdaake inicial (50°C) e apenas 40%
(60°C). Apos 8 horas de incubacédo a 50°C e 60°Gvalade caiu para 35% da atividade
inicial (Figura 25).
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Figura 25. Termoestabilidade do sobrenadante CMCase as teiupeyale 50°C e 60°C. Atividade Relativa
expressa em porcentagem com a porcentagem daadtvatiginal (100%).

No teste para FPase as enzimas tiveram um pergisthbilidade semelhante para as
duas temperaturas. Apos 2 horas de incubacao at@xtteve mais 60% da sua atividade
inicial a 50°C e 60°C. Apo0s 4 horas reteve aproxiamaente 25% da atividade inicial e apos

8 horas permaneceu os 25% da atividade inicial(&ig6).
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Figura 26. Termoestabilidade da atividade de FPase nas tetupgsade 50°C e 60°C. Atividade Relativa
expressa em relacao a atividade original (100%).

No teste para Xilanase as enzimas tiveram um exieperfil de estabilidade apos 4
horas 70% da sua atividade inicial a 50°C e 80%°&€ 6apos 8 horas mantiveram 75% da
atividade a 50°C e 55% da atividade a 60°C (Figua



60

120

100 -
NN

Atividade Relativa Xilanase (%)
(=)} oo
o e
4
/
P4
7-4

o] L
o o
T//
[5)]
<
o

0 05 1¢ 20 30 40 60 80 27.0

Tempo (horas)

Figura 27. Termoestabilidade do sobrenadante Xilanase asetatopas de 50°C e 60°C. Atividade Relativa
expressa em porcentagem da atividade original (J00%

A estabilidade térmica da xilanase purificada T@eermoascus aurantiacusa
Xynl1l0A, apresentou uma boa estabilidade a 70°C etewa aproximadamente 77% da
atividade, apos incubacéo por 4 horas (ZANG et28111). Segundo Vinhat al. (2011) o
extrato bruto deS. viridobrunneusSCPE-09 contendo xilanase foi capaz de reter 76% d
atividade inicial quando incubado a 50°C duranite  67% apos 4 h de incubacéo. Ha varios
fatores estruturais que podem conferir esta tertabdisade as xilanases e celulases
termofilicas, como interagbes hidrofébicas (CONNERI et al., 1999), oligomerizacdo
devido a exposicdo dos residuos arométicos a delvgRARRIS et al., 1997) e pontes
dissulfeto (WAKARCHUK et al., 1994).

5.8. Efeito dos ions metalicos e do EDTA sobre a ativide enzimatica do

sobrenadante de cultura.

Alguns estudos demonstram que a atividade daslaseki de Streptomycesé
fortemente influénciadas por ions metalicos. E§ses podem participar da manutencao da
estrutura terciaria da proteina ou do sitio ati®s. ions utilizados foram selecionados de

acordo com a literatura, ions que induziram ouriaib a produgéo de enzimas.
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Para a atividade de Avicelase nota-se uma ind@oale 78% na presenca do ion
metéalico Md?, 55,3% para Mif, 51,7% para AF. Os fons N§ Cd? e Bd? apresentaram
uma menor influéncia na atividade (variando en#tee345% de inativagdo) o EDTA nao

demonstrou diminuigéo da atividade de avicelase.

Para a atividade de CMCase notou-se uma inativadeaa!,4% para o EDTA, os ions
Mg Cd? e Bd? apresentaram inibicdo de 34 a 38%. Os demais rfwtdlicos n&do

demonstraram uma diminui¢éo da atividade (Tabela 1)

Para a atividade de FPase observa-se uma dimindga1,3% da atividade para o
fon NH,", seguido por A" e Cd? e o EDTA reteve 81,1% da atividade inicial.

Para a atividade de Xilanase observa-se uma redl&85,3% para MA, e o EDTA
reduziu 42,5% da atividade para Xilanase.

Tabela 1.Efeito de diferentes ions metalicos nas atividatdeAvicelase, CMCase, FPase e Xilanase do 3.

Atividade Relativa (%)°

lons® Avicelase CMCase FPase Xilanase
Control (no

addition) 97,87+1,3 100+1,5 100+ 0,04 100+ 2,5
Al* 46,93 +0,6 76,75+ 1,0 63,49 £0,15 72,02+2
Ba"™ 76,01+£1,0 65,73 £0,5 83,56 0,16 84,59+2,1
Ca™ 62,55+0,9 67,48+2,1 67,61 +0,07 77,26 £2,1
K* 79,17+1,0 71,07 +£0,6 93,75+0,11 86,34 +2,2
Mg+2 22,23+0,3 6195+1,4 75,95 £ 0,04 69,33+2,4
Na* 55,70+ 0,7 74,24 +£0,3 97,77 £ 0,01 69,26 £ 2,6
Mn*? 47,70+ 0,6 98,28 +1,3 79,96 £ 0,05 62+2,6
NH," 81,40+1,1 63,67 £0,6 61,02 £0,11 78,48+1,9
EDTA 94,56 +1,3 45,66 £ 0,5 80,78 £ 0,06 58,77 +1,7

2A concentraco final da reacgéo foi 10mM.

® Atividade relativa é expressa em porcentagem eagdel ao controle (100% com atividade enzimatics de
U.mL* para Avicelase, 3 U.mtpara CMCase, 0,09 U.rilpara FPase e 92 U.Mpara Xilanase.

A atividade de celulase d& drozdowiczimostrou uma inibicdo de 30% na presenca
de cobre, mas foi induzida na presenca de todostoss ions testados, incluindo o magnésio,
ferro, sodio e especialmente bario (86% de induedd® potassio (62% de indugéo) (LIMA,
et al. 2005).
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Os resultados relacionados a ativacdo da atividdd€ase na presenca de ions
metélicos (C¥ e N& segundo Vinhaet al. (2011) tiveram pouco ou nenhuma efeito, ja na
presenca de Cfj Fe”, e Mn™ ocorreu uma diminuicdo consideravel da ativid&ses fons
metalicos sdo comumente citados em literatura camioidores de varias celulases
microbianas (TACet al,.2010, SHANMUGHAPRIYAet al.2010).

A andlise de uma endoxilanase purificada @ellulomonas sp.expressa em
Escherichia colino trabalho de Chaudhary & Deobagkar (1997) revelma diminuicdo da
atividade na presenca dos ionsC&K* e Mg™? A endoxilanase dé. nigeremP. pastoris
purificada por Deng e colaboradores (2006) foineskada na presenca dos fons*Ke CI

em cerca de 16 e 17 %, respectivamente.

5.9. lIdentificagao taxondmica do isolado 13

A identificacdo filogenética foi feita utilizando método taxondémico molecular
baseado na sequencia do gene 16S rDNA. O geneDI%S fioi amplificado utilizando-se o
oliginucleotideos universais 27F' (B&GA GTT TGA TCG TGG CTC AG 3 e 1492R (3
GGT TAC CTT GTT ACG ACT T 5, o produto da reacdo de PCR foi precipitado e

submetido a sequenciamento pelo método de Sanger.

A sequéncia obtida foi utilizada para fazer umachupor homologia no GenBank
utilizando-se a ferramenta BLAST. As sequénciasajpresentaram maior similaridade foram
alinhadas utilizando o programa Clustal X. O resldt do alinhamento foi utilizado para

fazer uma analise filogenética utilizando o progadPAUP 10B.

Os dados da busca demonstraram que as sequénpsiaeglintes microrganismos
apresentaram maior similaridade com a sequéncial3oS. thermodiastaticus, S.
thermoviolaceus, S. thermocyaneomaculatus, S. phaemmogenes, S. tosaensis, S. lividans,
S. thermogriseus, S. coelicolor, S. viridis, S.rgl@®rubidus, S. thermonitrificans, S.
thermocarboxydovorang S. thermovulgaris, S. thermotoleranSomo grupo externo foi

utilizada a seugéncia déocardia alborubidgFigura 28).
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Figura 28. Arvore gerada utilizando o algoritimo de Neighbdoming com base na sequéncia 16S rDNA,
mostrando as relag8es entre as diferentes esplecsseptomycesD nos nds da arvore representam Bootstrap.

Na arvore gerada utilizando-se o algoritmo Neighklmining, as espécies que foram
selecionadas por apresentar maior identidade fdmaitidas em 03 grupos. Os grupos | e |l
foram formados pelosStreptomycestermofilicos, o grupo Il apresentou as espécies
mesofilicas. Streptomyces s apresentou maior identidade co& thermoviolaceus e com
S. thermocyaneomaculatu&ssa similariedade é suportada por altos valor&odestrap.

Os resultados sugerem que o I3 (Figura 29) sagedileticamente relacionado &o
thermoviolaceus,entretanto apenas a analise da sequéncia do 1%& mBo é sufuciente
para determinar a espécie. Outras sequéncias ded@M#xdo ser analisadas para se chegar a
identificacdo desse isolado, bem como testes maldgicos deverdo ser feitos para essa
confirmacao (utilizacdo de Unicas fontes de carborescimento em diferentes concentracdes

de NaCl, producéo de pigmentos, andlise da mortlbg esporo entre outras).

Segundo Huang e colaboradores (2004)Sembring Y2308treptomyces sabidamente
termofilicos séo filogeneticamente separados ers dnipos. Os resultado sobtidos nesse

trabalham corroboram os dados obtidos pelos pestpriss acima.
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Figura 29. Aspecto morfoldgico d&treptomyces sp3 cultivado em meio sélido. Visdo do miélio a&(&) e
do micélio substrato (B).

5.10. Sacarificacdo de Substratos Lignocelulésicos por Hidlise Enziméatica.

Para producédo de etanol a partir de substratosdauloliticos, além de se fazer a
hidrélise dos polissacarideos, € fundamental obbea elevada concentracdo de aclUcares
fermentaveis. A liberacdo de glicose e xilose @lgeente denominada de sacarificagcdo. O
proposito do pré-tratamento foi causar a descagétraa parece celular do BCA, liberando
parte da hemicelulose sollvel e deixando, assiroelalose mais disponivel a acdo das
enzimas e, ainda, retirar o excesso de pigment@JERA, 2010).

Mesmo com a desconstrucdo da parede celular dg BiGda é necessério utilizar um
conjunto de enzimas, pois a constituicdo lignodsich desta parede exige um trabalho

sinérgico entre diferentes enzimas (SIQUEIRA, 2010)

5.11. Hidrélise Enziméatica

Na hidrélise enzimética foi utilizado o sobrenaeamte cultura do I3 contendo
celulases e xilanases e o sobrenadante de cukubspergillussp. contend@-glicosidase
(Pereira, D.E.P. comunicacdo pessoal). O BCA pté&do foi submetido a hidrélise

enzimatica utilizando duas condi¢des diferentex;de | (RI) e reacéo Il (RII).

Na tabela 2 estdo descritas as unidades de cad@adé que foram utilizados no

procedimento de sacarificacao.
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Tabela 2.Dosagem das enzimas presentes no sobrenadanthutia da bactéri&treptomyces sp do fungoA.

niger.
Sobrenadante Sobrenadante| B-glicosidase Atividade
do Sexto dia| do Décimo Total
segundo dia
Avicelase (UmLY) 0,12 0,38 0,01 0,51
CMCase (UmL) 3,8 2,9 0,71 7,41
FPase (UmL) 0,65 0,57 0,12. 1,34
Xilanase (UmL") 42 78 0,07 120,07
B-glicosidase (UmL) B B 0,0208 0,0208

Tabela 2.Concentracao final de glicose e xilose obtida dptlise do BCA (2%).

Glicose Xilose
Temperatura  apos apos
Reacao Enzima (mL) 2 hiniciais  hidrolise  hidrolise  Glicose Xilose
I Celulases (0,4) 50°C 0,72 g/L 1,93 g/L 16% 57%
Xilanases (0,2) 50°C
B-glicosidase(,4) 50°C
Il Celulases (0,4) 70°C 0,86 g/L 2,14 g/L 19% 62,9%
Xilanases (0,2) 50°C
B-glicosidasg0,4) 50°C

Os resultados observados estdo descritos na Tab€laprocedimento Il foi o mais
eficiente na liberacdo de monosacarideos. Na pameacao a taxa de conversdo em glicose
foi de 16% (0,72 g/ L) e de xilose 57% (1,93 g/hg,segunda reacao a taxa de conversao em
glicose foi de 19 % (0,86 g/ L) e de xilose 62,9244 g/ L). A segunda reacao apresentou
um aumento de 20% na taxa de conversao a glicdsel®% na taxa de conversao a xilose
em relagcdo a primeira. O aumento da temperaturaedgdo nas duas horas iniciais
provavelmente aumentou a eficiéncia das celulasssltando numa maior exposicao da fibra

de celulose, possibilitando uma maior acdo dasr@&wpresentes nos extratos.

Estes resultados demonstram que as taxas de saaveda hidrélise enzimatica
obtidas no presente trabalho foram abaixo dos emlencontrados na literatura, porém as
enzimas utilizadas néo foram purificadas e nemoaslicdes de hidrolise otimizadas. Esses
resultados permitem esperar um aumento na proddedglicose e xilose, quando as

condicbes forem otimizadas, seja na producdo dasmas, seja na determinagdo das
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melhores condi¢cdes de hidrdlise. Também seria minteressante estudar diferentes

processos de pré-tratamento para permitir um nagesso das enzimas ao substrato.

Em trabalho realizado por Hsu e colaboradores1(R0érificou-se que o tratamento
do sabugo de milho hidrolisado pelas enzimas CMGageelase 8-glicosidase produzidas
pelo Streptomyces spr3-1 favoreceu a conversdo de celulose em glicAs@teracao
sinérgica de endoglicanase, exoglucanafegéicosidase resultou em eficiente hidrolise.

Apos 5 dias de incubacao, a producéo de acucazicedatingiu 53,1%.

O trabalho realizado por Pietrobon e colaboradd@&ll) avaliou a hidrolise
enzimética do bagaco de cana-de-aguUcar pré-tra@uoacido ou base para a producdo de
acucares fermentaveis. Quatro enzimas comercieasnfatilizadas: HPL, CL, P1 e P4. Os
dados mostraram que o pré-tratamento acido utdzanenzima CL forneceu os melhores

resultados, obtendo aproximadamente 45% de libe@dedlicose.

Yoon e colaboradores (2006) verificaram que o gabde milho pré-tratado com
NaOH foi eficientemente hidrolisado pelas enzimapiB®ase Polimaq, Cytolase ML e

Validase X, atingindo-se 27% de rendimento na&b&o de glicose.
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Figura 30. Cromatografia de camada delgada com placa sititammg fase moével de butanol, metanol e agua
(4:2:1). Foi aplicado 2,5L dos seguintes marcadores: G (glicose 1%), C ljoede 1%) e X (xilose 1%) e 10
pL das hidrélises: RI (reacéo | de hidrélise) e @Rlacéo 1l de hidrélise).

Esses dados (Figura 30) sugerem que os extrali@aadds foram bastante eficientes
na producdo de monossacarideos. Também é impodalatar que as reacbes R | e Rl
foram realizadas em condicédo padrédo (tampéo e Atjimizacdo das condicdes de reacao
podera melhorar a sacarificacdo resultando em nidieracdo de glicose e xilose. Por
exemplo, pH 6,0, aparentemente, seria um pH quriféa o maior somatoério das atividades

estudadas.
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6. CONCLUSOES

» O Streptomyces si8 secretou enzimas com atividade de AvicelaseC@s¢, FPase e
Xilanase quando cultivado em presenca de Farelaidge.

» A Avicelase apresentou melhor atividade em pH &raperatura de 35°C, possui
estabilidade de 60% apos duas horas de incubad@@@@ e 60°C. Sua acao foi

reduzida na presenca dos fons'fyin*?, Al*3, Na', Cd? e B4>.

» A CMCase apresentou melhor atividade em pH 5 e ¢eatyra de 70°C, possui
estabilidade de 83% apo6s duas horas de incubag@tCae 60% a 60°C. Sua acéo foi

reduzida na presenca de EDTA.

» A FPase apresentou melhor atividade em pH 8 e tatya de 45°C, possui
estabilidade de 60% apds duas horas de incuba@@ e 60°C. Sua acédo foi
reduzida na presenca do fon NH

» A Xilanase apresentou melhor atividade em pH 6 nep&ratura de 70°C, possui
estabilidade de 75% ap0s oito horas de incuba¢@’@ e estabilidade de 55% apos

oito horas de incubacdo & 50°C. Sua acao foi rddum presenca do fon Kn

» No teste de atividade estimou-se as massas malesulas celulases (39, 21 e 17
KDa) e das xilanases (39, 21, 18 e 17 KDa)

» Nos ensaios de hidrolise enzimatica as melhorestd& conversdo do BCA em xilose
e glicose foram obtidas quando a temperatura das lgoras iniciais do ensaio estava
a 70°C, nessa reacao houve conversao de 19 % essgk 62,9 % em xilose.
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7. PERSPECTIVAS

» Purificar as enzimas presentes no sobrenadante uiterac para permitir a
caraterizacdo dos parametros cinéticos de caddaatev.

» Analisar as enzimas Avicelase, CMCase, FPase eadta quanto a capacidade de

formar oligdmeros e apresentar maior termoestaioiéicl

» Melhorar o processo de sacarificacdo testandoedifes substratos lignocelulésicos,

diferentes métodos de pré-tratamento e diferextestes enzimaticos;

» Produzir as enzimas em fermentador, otimizandooaslicdes de cultivo para obter

uma elevada produtividade enzimatica.
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