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Resumo

Neste trabalho, foram avaliadas algumas propriedades de endoglucanases produzidas por duas
linhagens de Streptomyces (UFPEDA SCO8 e UFPEDA SC21) em meio a base de bagaco de cana-
de-aciicar. Foram determinados a temperatura e o pH otimos de reacdo, a termoestabilidade e
ainda testes de conversdo da celulose do bagaco de cana-de-aciicar. As temperaturas avaliadas
foram: 30, 40, 50, 60 e 70° C, com o pH igual a 4,8. Na temperatura otima, foi determinado o pH
otimo, variando de 4,0-8,0. Na avaliagdo da termoestabilidade, os ensaios foram realizados a 60° C
durante 4 horas. As reagcoes enzimdticas foram realizadas na temperatura e pH oJtimos,
previamente determinados. Amostras de bagago pesando aproximadamente 0,1 g e 10 mL das
amostras dos cultivos, previamente filtradas, e medindo 0,5 U/ml, foram incubadas a temperatura
ambiente e 200 rpm. Apds 5 dias, a suspensdo foi filtrada e analisada quanto aos teores de
celobiose e glicose. A temperatura e o pH otimos foram 60°C e 4,8, respectivamente. A linhagem
UFPEDA SC 21 apresentou enzimas mais termoestdveis. Ainda, em futuros experimentos de
hidrolise, faz-se necessdrio a utilizacdo de beta-glicosidase para aumentar a conversdo e,
conseqiientemente evitar o actimulo de celobiose e inibigdo das endoglucanases.
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1. Introducao

Atualmente, uma alternativa econdmica para o bagaco de cana que estd sendo desenvolvida
pelos laboratérios de pesquisa, consiste na sua utilizagdo como matéria-prima para a producdo de
bioetanol. A utilizacio do bagaco de cana para a producdo de dlcool combustivel envolve,
basicamente, dois processos: hidrélise, através de rota quimica ou bioldgica, dos polissacarideos
contidos neste material lignocelulésico, em agucares e a fermentacdo destes em etanol. O grande
desafio da producdo economicamente vidvel de bioetanol a partir de uma biomassa lignocelulésica

consiste em determinar a melhor opcao de disponibilizar a glicose a partir da hidrélise da celulose,
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em termos de custo global, rendimento glicosidico e fermentabilidade do hidrolisado.

Comparativamente as rotas quimicas, a rota enzimdtica apresenta-se como uma alternativa mais
adequada a produgdo de etanol a partir do bagaco, do ponto de vista técnico, em virtude da maior
possibilidade em se obter rendimentos glicosidicos elevados, ao mesmo tempo em que hidrolisados
com reduzida toxicidade aos microrganismos da fermentagao sao obtidos. (Finguerut et al., 2006).

Trés principais enzimas estdo envolvidas na degradacdo da celulose para glicose:
endoglucanase (endo-1,4-B-D-glucanase, EC 3.2.1.4), celobiohidrolase (exo-1,4-B-D-glucanase, EC
3.2.1.91) e B-glicosidase (1,4-B-D-glicosidase, EC 3.2.1.21). A endoglucanase age de forma
aleatdria, clivando ligacdes beta, dentro da molécula da celulose; a celobiohidrolase remove as
unidades de celobiose a partir das extremidades da cadeia da celulose e PB-glicosidase quebra
celobiose em duas unidades de glicose (Lee et al., 2002).

A habilidade em decompor a biomassa celuldsica em glicose, a qual podera ser convertida
em produtos de valor agregado e energia, tem tornado as celulases um dos sistemas enzimaticos
multicomponentes mais investigados. Entretanto, biomassas lignocelulésicas contém, além de 75-
80% de polissacarideos (celulose e hemicelulose), 20-25% de lignina e, por isso, ndo podem ser
facilmente convertidos em simples agicares monoméricos, devido a natureza recalcitrante dessas
moléculas. Para tornar a celulose disponivel ao ataque das celulases, pré-tratamentos fisicos e
quimicos sdo geralmente utilizados. Algumas op¢des de pré-tratamento sdo: pré-tratamento com
acido, com élcali, com vapor, com solventes organicos e com dgua quente (Adsul et al., 2005).

O alto custo das celulases no processo também dificulta a aplicacdo dessas enzimas para a
producdo de bioetanol. O uso de biomassa celuldsica de baixo custo na producdo de celulases
reduziria significativamente o custo, fornecendo atividades celuloliticas comparaveis aquelas
obtidas na presenca de outras fontes de carbono (Adsul ef al., 2004). Neste aspecto, o Brasil conta
com grandes vantagens para a producdo de celulases, devido a disponibilidade, a baixo custo, de
materiais lignocelulésicos, como o bagago de cana-de-agicar (Domingues et al., 2001).

Na natureza, existe uma grande variedade de microrganismos que produzem celulases, mas
apenas alguns sdo conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto é, capazes de degradar a celulose
natural (Ruegger et al, 2004). Dentre esses microrganismos, estdo os actinomicetos ou
actinobactérias, que sao bactérias filamentosas, Gram-positivas, citadas na literatura como
produtores de importantes enzimas industriais, envolvidas na degradagdo da biomassa
lignocelulésica (Flores et. al., 1997).

Streptomyces sao actinomicetos produtores de um grande nimero de antibidticos e de outros
compostos como enzimas, incluindo aquelas que apresentam importancia industrial na degradacao
de material lignocelulésico (Jan & Chen, 2003). Atividade endoglucandsica foi encontrada em

varias espécies de Streptomyces (Shrempf & Walter, 1995; Jan & Chen, 2003; Lima et. al., 2005)
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O objetivo deste trabalho foi avaliar algumas propriedades de endoglucanases produzidas

por duas linhagens de Streptomyces, em meio de bagago de cana-de-acucar, tais como, a
temperatura e o pH 6timos, a termoestabilidade e a conversdo da celulose do bagaco em celobiose e

glicose.

2. Material e Métodos
2.1. Microrganismos

Streptomyces sp. UFPEDA SC 08 e UFPEDA SC 21, isolados de solo de canavial foram
utilizados neste trabalho. As linhagens foram gentilmente cedidas pela Cole¢do de Culturas do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. Os isolados foram
preservados por repiques sucessivos em meio ISP-2 e mantidos a 4°C. Estes isolados foram

anteriormente caracterizados como produtores de endoglucanases (Ferreira, 2006).

2.2. Meios de cultura

O meio utilizado para a manutengdo das linhagens foi o ISP-2, o qual apresenta a seguinte
composi¢do: extrato de levedura (4,0 g/L); extrato de malte (10,0 g/L); glicose (4,0 g/L) e agar (15
g/L). O meio para in6culo foi o ISP-1, contendo os seguintes nutrientes: triptona (5 g/L) e extrato de
levedura (3 g/L). Para a producdo de celulases foi utilizado um meio contendo: nitrato de sédio (1,2
g/L); fosfato monobdsico de potdssio (3,0 g/L); fosfato dibasico de potéssio (6,0 g/L); sulfato de
magnésio heptahidratado (0,2 g/L); cloreto de célcio dihidratado (0,05 g/L); sulfato de manganés
heptahidratado (0,01 g/L); sulfato de zinco (0,001 g/L) e extrato de levedura (3 g/L). A
concentracdo de bagaco de cana-de-acucar utilizada 10 g/L. O bagaco, pré-tratado por explosdo a

vapor, foi cedido pela Faculdade de Engenharia Quimica da Escola de Engenharia de Lorena (USP).

2.3. Condicoes de cultivo

As trés linhagens de Streptomyces foram inoculadas em tubos de ensaio contendo o meio
ISP-2, os quais foram mantidos em estufa a 30°C. Apds um periodo de 5-7 dias, as linhagens foram
inoculadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 30 mL de meio ISP-1, os quais foram
acondicionados a 200 rpm e a 30°C. Apds 24 horas, 5 mL dos indculos foram transferidos para
frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 45 mL dos meios de producdo de celulases, sendo
mantidos também a 200 rpm e a 30°C. Apds 96 horas, as amostras dos cultivos foram retiradas e

entdo filtradas em membrana de 0,45 pm.

2.4. Atividade endoglucanasica
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A atividade endoglucandsica (CMCase) foi medida segundo a metodologia proposta por
Ghose (1987), utilizando carboximetilcelulose (CMC) como substrato. Na reacdo enzimética,
utilizou-se 0,5 mL da amostra filtrada e 0,5 mL de uma solu¢do de CMC a 2% P/V, preparada em
tampao citrato de s6dio a 50 mM e pH 4,8. A reagdo foi realizada em um banho termostético
(Fisaton) e interrompidas pela a adicdo de 3,0 mL do reagente 4cido dinitrossalicilico (Miller,
1959). Para a reacdo com o 4cido dinitrossalicilico, os tubos foram colocados em banho de dgua
fervente, e, apds 5 minutos, foram resfriados até a temperatura ambiente. As amostras foram entao
diluidas para a determina¢do das absorvancias em espectrofotdometro da Agilent 8453, a 540 nm.

A quantidade de glicose produzida pelas enzimas foi estimada através de coeficientes

angulares obtidos a partir de uma curva de calibracao de glicose.
2.5. Determinac¢ao da temperatura e do pH é6timos

As amostras com 96 horas de cultivo foram utilizadas para a determinagdo da temperatura e
do pH 6timo. Inicialmente, para cada temperatura, a reagdo enzimatica foi realizada durante doze
minutos. Durante esse periodo, foram retiradas amostras a cada dois minutos para a avaliagdao da
cinética enzimética. As temperaturas avaliadas foram: 30, 40, 50, 60 e 70° C, com o pH igual a 4,8.
Ap6s a determinacdo da melhor temperatura, foram realizados experimentos na temperatura 6tima e
variando o pH. Para os valores de pH de 4,0; 4,8 e 5,0 foi utilizado o tampdo citrato-fosfato

(50mM), e, para os valores de 6,0; 7,0 e 8,0 foi utilizado o tampao fosfato (50 mM).
2.6. Avaliacao da termoestabilidade

Na avaliacdo da termoestabilidade das enzimas, os ensaios foram realizados na temperatura
e pH 6timos, previamente determinados. Durante 4 horas, em intervalos pré-definidos a reacao foi

interrompida a reac@o com a adi¢do de DNSA e procedido como no item 2.4.

2.7. Testes de conversao da celulose do bagaco de cana-de-agiicar

Amostras de bagaco pesando aproximadamente 0,1 g e 10 mL das amostras dos cultivos,
previamente filtradas, e medindo 0,5 U/ml, foram incubadas a temperatura ambiente ¢ 200 rpm.
Apés 5 dias, a suspensdo foi filtrada e analisada quanto aos teores de celobiose e de glicose.

Experimentos controle substituindo o bagaco por papel de filtro, também foram realizados.

2.8. Determinacao de celobiose e de glicose
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As concentracOes de celobiose e de glicose foram determinadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia utilizando um cromatégrafo liquido da Agilent 1100. As condi¢des cromatograficas,
foram: coluna Phenomenex Rezex CEOS-Organic Acid H + (8%); fase mével: H,SO4 5 mM; vazao

0,6 mL/min, temperatura 45° C e detector por indice de refracdo.

3. Resultados e Discussao

As Figuras 1 (UFPEDA SCO08) e 2 (UFPEDA SC21) apresentam as concentragdes de glicose

obtidas para cada temperatura testada durante 12 minutos de reacdo, com o pH igual a 4,8.

Figura 1 — Formacao de glicose durante as reagdes para cada temperatura — UFPEDA SCO08
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Figura 2 — Formacao de glicose durante as rea¢des para cada temperatura — UFPEDA SC21
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Nas Figuras 1 e 2 é observada a cinética durante 12 minutos, com os coeficientes de

variacdo (< 20%). Estes resultados foram utilizados para calcular a atividade endoglucanésica por

regressao linear. Nas Tabelas 1 e 2 sdo apresentadas essas atividades para cada temperatura e

linhagem testada. De acordo com estas tabelas, pode-se observar que, em todas as temperaturas, foi

possivel calcular a atividade, com coeficientes de correlacdo maiores que 0,91.

A Figura 3 apresenta os perfis de atividade relativa em relacdo a cada temperatura, para

ambas linhagens. Uma temperatura 6tima de 60°C foi observada. Também é possivel notar que a

70°C as enzimas ainda apresentavam uma atividade residual de aproximadamente 30% (UFPEDA

SC08) e 50% (UFPEDA SC21).

Tabela 1 — Atividade endoglucanasica para cada temperatura — UFPEDA SC08

T (°C) SC08(1) R SC 08 (2) R
30 0,202 0,98 0,160 0,96
40 0,226 0,99 0,155 0,99
50 0,375 0,95 - -
60 0,524 0,99 0,487 0,97
70 0,150 0,98 0,149 0,95
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Tabela 2 — Atividade endoglucandsica para cada temperatura — UFPEDA SC21

T (°C) SC21(1) R SC21(2) R
30 0,123 0,96 0,096 0,99
40 0,161 1,00 0,092 0,96
50 0,094 0,97 0,111 0,97
60 0,462 0,99 0,463 0,92
70 0,297 1,00 0,147 0,95

Figura 3 — Atividade relativa para cada temperatura
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Os resultados obtidos neste trabalho com relagdo a temperatura 6tima de endoglucanases das
linhagens de Streptomyces estdo de acordo com aqueles encontrados na literatura para outros
Streptomyces. Jan & Chen (2003) descreveram uma endoglucanase produzida por uma linhagem
termofilica (Streptomyces T3-1), com temperatura 6tima a SOOC, enquanto que Schrempf & Walter

(1995) citaram uma endoglucanase de Streptomyces reticuli com temperatura 6tima a 55°C. Lima et
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al. (2005) encontraram uma temperatura 6tima variando entre 50 e 60°C para endoglucanase

produzida por S. drozdowiczii.

Com a defini¢do da cinética enzimdtica e da melhor temperatura de reacdo, foi avaliado o
melhor pH, efetuando-se a reacdo enzimitica a 60°C e parando-se com 2 minutos pela adi¢do do
acido dinitrossalicilico. O pH 6timo ocorreu a pH 4,8 (Figura 4) para ambas linhagens. Entretanto, a
pH 7,0 também apareceu um pico. Semédo et al. (2000) encontraram pH 6timo igual a 7,0 para
endoglucanase produzida por S. drozdowiczii, com um pico extra em pH 11,0. Por outro lado, Lima
et al. (2005), encontraram endoglucanases com pH 6timo igual a 5,0 e a 10,0. Jan and Chen (2003)

obtiveram endoglucanase de Streptomyces T3-1 com pH 6timo igual a 7,0.

Figura 4 — Atividade relativa para cada pH
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Valores de meia vida de 7 horas a 600C, ou 3 h a 70°C foram encontrados na literatura para
algumas espécies de actinomicetos (George et. al., 2001). Uma atividade residual de 8% apds 30
minutos de incubacdo a 45°C foi encontrada para endoglucanase de uma espécie de Streptomyces
(Hoshino et al., 1999). No presente trabalho, as linhagens de Streptomyces, UFPEDA SC 08 (Figura
5) e UFPEDA SC 21 (Figura 6) foram capazes de reter aproximadamente 60% e 36% de atividade
residual a 60°C, durante 60 minutos, respectivamente. Entretanto, apds 60 minutos, a diminui¢do da

atividade residual foi mais acentuada para endoglucanase da linhagem UFPEDA SC 08.
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Figura 5 — Termoestabilidade de endoglucanases de UFPEDA SC 08
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Figura 6 — Termoestabilidade de endoglucanases de UFPEDA SC 21
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Por outro lado, a endoglucanase da linhagem UFPEDA SC 21 manteve uma atividade
residual de aproximadamente 25% durante as préximas 3 horas. Foram utilizados ajustes lineares e
exponenciais para os decaimentos das atividades de endoglucanases para ambas as linhagens. Em
ambos os casos o0s ajustes exponenciais foram melhores, com R > 0,99. Isso indica que,
inicialmente existe uma acentuada queda da estabilidade, e depois uma estabilizagao.

Com relacdo aos testes realizados no bagaco de cana-de-aguicar, foram encontrados valores

de concentracio de celobiose e de glicose, de, aproximadamente, 88 % e 62% daqueles encontrados
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nos testes sobre o papel de filtro, para ambas as linhagens testadas. A menor quantidade de glicose

formada em relacdo a quantidade de celobiose indica a necessidade de adicionar beta-glicosidase

para aumentar a conversao de celobiose a glicose.

4. Conclusoes

As duas linhagens de Streptomyces (UFPEDA SC 08 e UFPEDA SC 21) utilizadas neste
trabalho foram capazes de produzir celulases em meio a base de bagaco de cana-de-acucar. Nos
ensaios das reacdes enzimadticas foi possivel acompanhar a cinética de reacdo e definir o melhor
tempo de reacgdo (2 minutos), bem como a temperatura e o pH 6timos. Celulases termoestaveis sao
consideradas ideais para aplicagdes biotecnoldgicas. Na conversdao da celulose do bagaco, por
exemplo, geralmente se utiliza temperaturas entre 45 e 70°C. No presente trabalho, as
endoglucanases apresentaram rdpido decaimento da atividade residual nos primeiros 60 minutos,
entretanto, a linhagem UFPEDA SC 21 apresentou enzimas mais termoestaveis. Ainda, em futuros
experimentos de hidrélise, faz-se necessdrio a utilizagdo de beta-glicosidase para aumentar a

conversao e, conseqlientemente evitar o acimulo de celobiose e inibi¢do das endoglucanases.

5. Agradecimentos

Os autores agradecem ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq) pela bolsa de ITI (Iniciacdo Tecnoldgica Industrial) concedida e a Financiadora de Estudos

e Projetos (FINEP) pelo apoio financeiro.

Abstract

In this work, some properties of endoglucanases produced by two strains of Streptomyces
(UFPEDA SCO08 e UFPEDA SC21) in medium based on sugar cane bagasse, were assessed. The
optimum temperature and pH of reaction, the thermostability and testing of conversion of cellulose
from bagasse in sugar were determined. The temperatures evaluated were: 30, 40, 50, 60 and 70° C
with the pH equal at 4.8. At optimum temperature, was determined the optimum pH, ranging from
4-8. In assessing the thermostability, the tests were conducted at 60° C for 4 hours. The enzyme
reactions were performed in optimum temperature and pH, previously determined. Samples of
bagasse weighing approximately 0.1 g and 10 mL of samples of cultivation, previously filtered, and
measuring 0.5 U / ml, were incubated at room temperature and 200 rpm. After 5 days, the
suspension was filtered and determined the contents of cellobiose and glucose. The optimum
temperature and pH were 60°C and 4.8, respectively. The strain UFPEDA SC 21 had enzymes more
stability. Still, in future experiments hydrolysis, it is necessary to addition beta-glucosidase to
increase the conversion and thus avoid the accumulation of cellobiose and inhibition of
endoglucanases.

Key-words: endoglucanases, bagasse, Streptomyces.
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