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RESUMO

Durante o processo de compostagem, a degradacdo de residuos organicos €
acompanhada e direcionada pela sucessao de popula¢gées microbianas que
exibem uma ampla variedade de capacidades funcionais. Um total de 183
bactérias isoladas de uma leira de compostagem foram avaliadas quanto a
capacidade de producdo de celulases. Destas, ap0s 0s primeiros ensaios,
apenas um isolado foi selecionado para a realizacdo dos testes de
caracterizacdo. Curvas de crescimento foram realizadas e em intervalos de 2
horas de crescimento foram avaliadoss a atividade enzimética, o pH, a
contagem de células viaveis e enddsporos. O isolado foi analisado quanto sua
capacidade de producao de carboximetilcelulase em meio de cultivo acrescido
de quatro diferentes substratos: carboximetilcelulose, celulose microcristlina,
palha de trigo e casca de arroz. O meio de cultivo suplementado com
carboximetilcelulose induziu a maior atividade enzimatica apos 6 horas de
incubacdo (0,12 UEA mL™*min™). A maior atividade CMCase foi observada a
60T (0,14 UEA mL *min™) tanto para o extrato bruto quanto para a enzima
parcialmente purificada, apds 30 e 120 minutos de incubacao, respectivamente.
A melhor atividade do extrato bruto foi observada em pH 9,0. A exposi¢cédo da
enzima parcialmente purificada ao detergente Triton X-100 (1,0%) induziu uma
maior hidrélise do substrato (0,2 UEA mL™min™). A andlise por SDS-page
permitiu observar a presenca de uma Unica banda no gel, sugerindo uma
celulase com massa molecular de 20 kDa.

1 Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Instituto de Ciéncias Béasicas da
Salde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (97 p.). Maio, 2012.
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ABSTRACT

During the composting process, degradation of organic waste is accomplished
and driven by a succession of microbial populations exhibiting a broad range of
functional capabilities. A total of 183 bacteria isolated from a composting
process were evaluated for the capacity for hydrolyze cellulose. Out of that,
after the first screening one isolate was selected for the further assays. Growth
curves were done and every two hours sample was collected and enzyme
activity, pH, viable cell count and endospores were determined. The isolate was
evaluated for its ability to produce carboxymethyl cellulase in culture medium
supplemented with four different substrates: carboxymethyl cellulose,
microcrystalline cellulose, wheat straw and rice husk. The culture medium
supplemented with carboxymethyl cellulose induced higher enzyme activity
after 6 hours of incubation (0,12 UEA mL™min™). The highest CMCase activity
was observed at 60C (0,14 UEA mL ™ min™) for both the crude and partially
purified enzyme after 30 and 120 minutes of incubation, respectively. The best
activity of the crude extract was observed at pH 9,0. The addition of detergent
Triton X-100 (1,0%) to the purified enzyme, induced to a higher hydrolysis of the
substrate (0,2 UEA mL'min™). Analysis by SDS-page allowed the observation
of only one band in the gel suggesting one cellulase with a molecular mass of
20 kDa.

1 Master of Science Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Instituto de Ciéncias
Bésicas da Salde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (97 p.).May,
2012.
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1 INTRODUCAO

A celulose é o polimero mais abundante da biomassa vegetal e
devido a sua composicao, a bioconversao exige condi¢cdes especificas para a
completa hidrolise deste composto. Muitos microrganismos estdo envolvidos
neste processo e, para isso, necessitam produzir uma diversidade de enzimas
com diferentes especialidades.

O interesse industrial nestas enzimas vem aumentando
gradativamente nos ultimos anos, desde que as agéncias de protecéo
ambiental tém restringido a liberacdo de compostos quimicos no ambiente.
Uma alternativa para este fato foi usar a capacidade que 0s microrganismos
tem para degradarem moléculas de interesse através de seu potencial
enzimatico. Estudos envolvendo a busca por microrganismos com estas
caracteristicas tém levado a otimizacdo de alguns processos através de
enzimas de acéo especifica sob as diferentes condicbes necessarias.

O uso destas enzimas tém sido explorado no ambito da utilizacéo da

enzima purificada em produtos comercializados ou com o0 proprio



microrganismo em sua forma latente — a escolha depende da aplicacdo. Na
indUstria de detergentes se emprega a enzima purificada e se busca por
aguelas que apresentem grandes potenciais em ambientes principalmente
alcalinos. Ja no tratamento de efluentes das industrias de papel, a aplicacéo
direta do microrganismo tém demonstrado resultados satisfatérios, além de um
custo menor.

A bioconverséo da matéria lignoceluldsica pelos microrganismos é
de grande importancia para o ciclo de carbono. Processos como a
compostagem estdo entre as melhores formas de reciclagem de moléculas
sem agredir o meio ambiente. Analisando estes aspectos se observa a grande
importancia da presenca de microrganismos em processos industriais e
ecologicos. Por isso este trabalho teve como objetivos: selecionar
microrganismos isolados de uma leira compostagem com potencial celulolitico
em temperaturas elevadas; selecionar o melhor produtor e avaliar a producéo
de carboximetilcelulase em diferentes substratos; caracterizar o extrato bruto e
enzima purificada quanto a atividade e estabilidade em diferentes temperaturas

e faixas de pH, e determinar sua massa molecular.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Polimeros de origem vegetal

A biomassa vegetal consiste quase integralmente de lignocelulose,
sendo esta formada por trés tipos de polimeros — celulose, hemicelulose e a

lignina.

2.1.1 Celulose

A celulose € um polimero linear composto de subunidades de D-
glicose unidas por ligacdes glicosidicas B-1,4. A ligacdo beta resulta de uma
rotacdo de 180° do plano de unidades alternadas de glicose, resultando em
uma cadeia molecular balanceada que torna possivel uma molécula de cadeia
linear capaz de se orientar em estruturas fibrosas e cristalinas de alta
resisténcia a tensao. A celulose possui uma extremidade redutora no carbono

1, e outra ndo redutora no carbono 4 (figura 1) (Sandgren et al., 2005).



Considerado o polimero mais abundante da biomassa vegetal, a
celulose corresponde a aproximadamente 45% do peso seco das plantas. Além
disso, ela pode aparecer na forma cristalina, paracristalina e amorfa, sendo que
esta Ultima apresenta uma conformacdo que confere maior suscetibilidade a
biodegradacdo (Béguin & Aubert, 1994). A natureza cristalina da celulose
implica na estrutura ordenada na qual os atomos séo fixados, e neste arranjo
as microfibrilas estdo suficientemente compactadas para impedir a penetracéo
de qualquer molécula (Lynd et al, 2002).

A celulose é sintetizada na natureza como moléculas individuais
(cadeias lineares de residuos glicosil) que interagem umas com as outras
através de ligacdes de hidrogénio. A estrutura resultante destas interacdes
(fibrila elementar) é insolivel em agua e apresenta alto grau de cristalinidade.
Quatro fibrilas elementares sdo entdo agrupadas por uma monocamada de
hemicelulose, sendo posteriormente circundadas em uma matriz de
hemicelulose e lignina (associadas entre si por meio de interagdes fisicas e
ligacdes covalentes). O composto natural resultante desta intima associacéo €
denominado microfibrila celulésica (Fengel & Wegener, 1989; Pizzi & Eaton,
1985; Ramos, 2003). Estas microfibrilas estdo presentes na parede celular

secundaria de todas as plantas.



Celobiose
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Figura 1. Estrutura da celobiose e da ligacdo B-glicosidica na celulose

(adaptado de Sandgren, 2005).

O grau de polimerizacdo (DP) da celulose varia amplamente de
acordo com a fonte, variando de 300 em fibras de madeira a 15.000 em fibras
de plantas e celulose bacteriana (Ishikawa et al., 1997).

A celulose nativa ou celulose | € o tipo mais cristalino no qual ha
duas formas: lq e lg. Enquanto a celulose cristal I tem uma unidade celular
triclinica, a celulose cristal Ig tem uma unidade celular monoclinica. Ambas,
celulose I, e Ig estdo presentes na estrutura da celulose nativa. Outros
alomoérficos de celulose sdo possiveis, entre 0s quais 0S mais comuns Sao a
celulose I, 11l e IV. A celulose Il pode ser formada por mercerizagdo ou
regeneracao da celulose I. No processo de regeneracdo € feita uma solucdo
isotropica de celulose na forma de um derivado, que é entdo extrudada através
de um orificio giratorio apds a recristalizacdo da celulose durante a coagulacéo;
na mercerizacdo a celulose é tratada com solucdo aquosa de hidréxido de
sédio (NaOH) em condicbes especificas, e dependendo da concentracdo da
solucdo, da temperatura e da agitacdo mecanica, é possivel converter a
celulose | (Huber et al., 2012). Celulose 11l pode ser formada a partir tanto da

celulose | quanto da celulose Il por tratamento com amoénia liquida. A celulose



IV pode ser preparada por aquecimento em glicerol da celulose Il
(Zugenmaier, 2001).

A celulose € encontrada na natureza quase que exclusivamente na
parede vegetal das plantas, embora ela seja produzida por alguns animais
(tunicados) e algumas bactérias. Embora a celulose produzida pelo
Acetobacter xylinum apresente restricoes, ela tem sido usada como modelo
para estudos da biossintese da celulose (Lynd et al., 2002).

A celulose microcristalina é aplicada em estudos envolvendo a
caracterizacdo enzimatica de microrganismos. Ela é preparada a partir da
celulose natural, por hidrélise acida, a partir da polpa da madeira altamente
purificada sob condi¢cdes controladas. S&o celuloses quase puras, e 0
tratamento acido usado na sua preparacdo remove tanto hemiceluloses como
regides amorfas das fibras de celulose. Mas a estrutura variavel da celulose
pura e a sua insolubilidade dificultam os trabalhos e levam ao uso de celuloses
altamente soluveis, como a carboximetilcelulose (CMC) (Lynd et al., 2002).

A carboximetilcelulose, normalmente apresentada na forma sddica, é
um polimero aniénico derivado da celulose, muito solivel em agua. Sua
estrutura € baseada no polimero de celulose de [-1,4-D-glucopiranose.
Apresenta diferentes graus de substituicAio com grupamentos carboximetil
ligados em 2-O e 6-O. Em baixas concentracdes, as moléculas de CMC sao
mais estendidas em ramificacdes, conforme sua concentracdo aumenta as
moléculas sobrepdem-se, podendo formar um gel termorreversivel (Sieger et

al., 1995).



Uma variedade de importantes matérias quimicas industriais pode
ser gerada a partir da celulose, podendo servir como fonte de carbono para a
producdo de combustivel, assim como o petroleo bruto é utilizado para as
refinarias petroquimicas (Samayam & Schall, 2010).

Na segunda metade de 2003, Lynd et al. (2009) iniciaram um projeto
denominado “A funcdo da biomassa no futuro energético da Ameérica:
enquadramento da analise (RBAEF)”, tendo como foco a producéo e utilizacéo
da energia, a partir da biomassa, nos Estados Unidos. Foi considerada uma
ampla variedade de materiais lignoceluldsicos, incluindo residuos da agricultura
(palha de milho e trigo, casca de arroz), culturas herbaceas e também, celulose
presente em residuos solidos urbanos, com o objetivo de substituir o petréleo

como fonte para inUmeros processos.

2.1.2 Lignina

Lignina € um constituinte integral da parede celular dos vegetais,
caracterizando suporte estrutural, impermeabilidade e resisténcia contra a
degradacdo microbiana (Tuomela et al., 2000). Além de ser um heteropolimero
amorfo, ndo soluvel em 4gua e oticamente inativa, ela consiste de unidades de
fenilpropano unidas por diferentes ligacbes (Pérez et al., 2002).

As enzimas envolvidas na degradagdo da lignina podem ser
agrupadas em duas classes distintas: fenoloxidases e, enzimas que produzem
peréxido de hidrogénio. Entre as fenoloxidases, pode-se ainda identificar dois

subgrupos: enzimas dependentes de peréxido (lignina peroxidases e



manganés peroxidases) e, enzimas nao-dependentes de peroxido (lacases)
(Carvalho et al., 2009).

A degradacédo deste polimero na natureza é realizada principalmente
por fungos, como os fungos da podriddo branca (Basidiomicota e Ascomicota)
responsavel pela maioria da decomposicdo da lignina. Entre os fungos da
podriddo branca os mais bem estudados sdo Phanerochaete chrysosporium e
Phlebia radiata, que degradam lignina seletivamente, ou seja, a lignina é
removida sem qualquer perda de celulose. E a Trametes versicolor que
degrada lignina nédo seletivamente, havendo degradacdo de todos os

componentes da parece celular (Tuomela et al., 2000).

2.1.3 Hemicelulose

Polissacarideo que corresponde a 25-30% do total do peso seco do
vegetal. Consiste principalmente de D-xilose e L-arabinose, mas também
apresenta D-manose, D-galactose, D-glicose, 4-O-metil-glicurénico, D-
galaturénico e &cido D-glicuranico ligados entre si por ligacdes glicosidicas B-
1,4 e, ocasionalmente, B-1,3. A principal diferenca com a celulose € a presenca
de cadeias laterais curtas compostas por diferentes acucares que variam de
acordo com a fonte de xilana, além de ser menos recalcitrante (Pérez et al.,
2002).

A xilana é o principal carboidrato encontrado na hemicelulose. Ela
pode realizar um papel significante na integridade da estrutura da parede
celular através de associacfes covalentes e ndo covalentes. A degradacao da

xilana envolve a acédo de pelo menos dois grupos de enzimas, endo-1,4-B3-



xilanases (EC 3.2.1.8) e [B-D-xilosidades (EC 3.2.1.37) atuando na cadeia
principal. Dependendo do tipo de xilana, podem ser também necessarias
enzimas auxiliares para a hidrolise das cadeias laterais, como a-D-
glucoronidases (EC 3.2.1.131) e acetil-xilana-esterases (EC 3.1.1.72) (Aro et
al., 2005; Jeffries, 1994; Saha, 2003).

Microrganismos como Penicillium capsulatum e Talaromyces
emersonii possuem sistemas enzimaticos completos para degradar xilana
(Filho et al.,, 1991). Xilanases termofilicas também foram descritas para

Thermomonospora e Actinomadura (George et al., 2001).

2.2 Celulase

A capacidade dos microrganismos de assimilar matéria orgéanica
depende da sua habilidade em produzir as enzimas necessarias para a
degradacéo do substrato (Tuomela et al., 2000).

Microrganismos capazes de degradar celulose produzem uma gama
de enzimas com diferentes especificidades, que trabalham em conjunto,
conhecidas como celulases. As celulases sédo responsaveis por hidrolisar as
ligacbes glicosidicas B-1,4 da cadeia de celulose. Sistemas enzimaticos
envolvidos na degradagédo da celulose podem compreender tanto celulases
livres e/ou complexos chamados celulossomos, atuando sinergicamente na
hidrolise da molécula. Os celulossomos sédo protuberancias encontradas fora
da célula, na parede celular de algumas bactérias celuloliticas. Esta estrutura é
complexa e dindmica e auxilia a interacdo sinergistica entre as enzimas.

Tipicamente encontrados em ambientes anaerdbios, estes complexos
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apresentam algumas vantagens para a bactéria como oferecer uma
concentracao significativa de enzimas na superficie da molécula de celulose e
permitir ao microrganismo o acesso rapido aos produtos da hidrolise (Bayer et
al., 1994; Henrissat & Davies, 1998; Schwarz, 2001).

O sistema celulolitico (figura 2) compreende usualmente trés
enzimas que atuam em conjunto na hidrolise da celulose: endoglicanases (EC
3.2.1.4), celobiohidrolases ou exoglicanases (EC 3.2.1.91) e celobiase (B-
glicosidases) (EC 3.2.1.21). A endoglucanase hidrolisa aleatoriamente sitios
internos amorfos na cadeia de celulose, gerando oligossacarideos de varios
tamanhos e, consequentemente, novas extremidades da cadeia.
Celobiohidrolases (CBHI e CBHII) atuam nas extremidades redutoras e nao-
redutoras da cadeia de celulose, liberando glicose ou celobiose. As
exoglucanases também atuam na celulose microcristalina. As B-glucosidades
hidrolisam celodextrinas e celobiose soluveis a glicose (Bhat & Bhat, 1997; Cao
& Tan, 2004; Gan et al., 2003; Rabinovich et al., 2002a; Rabinovich et al.,
2002b).

O sinergismo entre as classes de celulases durante a hidrolise da
celulose foi primeiro demonstrado por Giligan & Reese (1954). O grau com que
este processo ocorre varia conforme a fonte de celulose. Quatro tipos de
sinergismo séo citados para celulases de fungos. Eles incluem (a) entre
endoglucanase e exoglucanase; (b) entre exoglucanases; (c) entre f-
glucosidade e endo- ou exoglucanase; e (d) sinergismo intramolecular entre o
dominio catalitico e o0 modulo de ligacdo de carboidrato (CBM). Também foi

observada a presenca de uma proteina nao-hidrolitica que pode estar
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envolvida no relaxamento das ligacdes de ligacbes de hidrogénio entre as
cadeias de celulose (Bhat & Bhat, 1997; Bhat & Wood, 1992).

As celulases sdo enzimas modulares que sao compostas de
unidades referidas tanto como dominio ou modulos. A atividade celulolitica do
dominio catalitico € modificada por moédulos acessorios que podem
suplementar ou alterar todas as propriedades da enzima. O mais comum
destes modulos é o CBD (dominio catalitico) ou CBM (mdédulo de ligacao de
carboidrato). Este modulo direciona o seu dominio catalitico ao substrato de
celulose (cristalinos ou nédo-cristalinos). Analise baseada nas sequéncias de
aminoacidos desses dominios mostrou consideravel variabilidade entre
diferentes celulases. Diferencas no sitio ativo do CBD suportam a hipotese que
a principal diferenca entre as endo- e exoglucanases € o grau de acessibilidade
do sitio ativo ao substrato. Algumas celulases livres exibem uma arquitetura
complexa com mais de um CBD na mesma proteina. Este arranjo pode indicar
algum tipo de cooperacédo entre os dois dominios cataliticos, o que pode levar a
acao sinérgica no substrato (Béguin & Lemaire, 1996; Bhat & Bhat, 1997; Bayer
et al., 1998).

O mesmo sinergismo observado entre as enzimas responsaveis pela
hidrolise de ligagcbes na molécula de celulose é observado na hidrolise do O-
acetilglucuronoxilana. Neste caso, quatro enzimas estdo envolvidas: endo-1,4-
B-xilanase (endoxilanase), acetil esterase, a-glucuronidase e B-xilosidase. Ha
evidéncias que algumas destas enzimas diferem na especificidade em relacéo
ao tamanho da cadeia de xilana, podendo até envolver além destes quatro

tipos, outras isoenzimas multiplas de todos eles. Algumas endoxilanases de
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bactérias possuem um dominio de ligacdo de celulose, a funcdo ainda nao &
conhecida, mas se sabe que este dominio ndo se liga a xilana e nem auxilia na
sua hidrolise (Coughlan et al., 1993; Kirk & Cullen, 1998).

Na degradacéao da lignina, os agentes ligninoliticos podem ser muito
menos especificos que os mencionados anteriormente para celulose e xilana,
por se tratar de um polimero estereoirregular. As maiores enzimas que atuam
direta ou indiretamente na lignina sao: lignina peroxidase (LiP), manganés

peroxidase (MnP) e lacase (Kirk & Cullen, 1998).
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Figura 2. Sistema enzimatico envolvido na degradacdo da celulose (A:

celulases livres; B: celulossomos) (Lynd et al., 2002).
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Em relacéo a regulacao e inducéo da producéo de celulases, a visdo
mais aceita para o processo de inducdo € que baixos niveis da enzima sao
produzidos constitutivamente pelo microrganismo. Os agucares resultantes da
hidrolise funcionam como indutores, atuando no sentido de promover a
expressao génica. A celobiose € um indutor natural do sistema de celulase em
alguns microrganismos, podendo induzir a producdo de celulase,
endoglucanase e CMCase. O sistema de celulases de Trichoderma reesei é
induzido, ao nivel transcricional, em pelo menos 1000 vezes por celulose.
Nisizawa et al. (1972) afirmam que uma forma de controle da expressao das
celulases varia em nivel de transcricdo, sofrendo repressédo catabolica pelo
carbono. Neste caso, o produto final da hidrélise da celulose interage com a
proteina celular formando um complexo, este atua no gene reprimindo a
sintese da enzima. Este processo ja foi observado em Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae e Clostridium thermocellum (Bhat & Bhat, 1997).

A maioria das celulases existe em multiplas formas, podendo
diferir umas das outras no que se refere a composi¢cao dos carboidratos ligados
covalentemente, na extenséo da glicosilagcdo ou na sequéncia de aminoacidos.
Um total de 482 sequéncias de aminoacidos de glicosil hidrolases foram
analisadas e puderam agrupar as enzimas (EC) em 45 familias, observando
uma grande diversidade dentro deste grupo de celulases (Bhat & Bhat, 1997;

Henrissat, 1991; Henrissat & Bairoch, 1993).
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2.3 Microrganismos celuloliticos

Em um ecossistema tipico de degradagdo de celulose, uma
variedade de bactérias e fungos trabalha em conjunto com outros
microrganismos para converter substratos celuldsicos insollUveis em acucares
sollveis que sdo entdo assimilados pelas células. A capacidade de degradar a
celulose é amplamente distribuida entre muitos géneros do dominio Bacteria e

em grupos de fungos dentro do dominio Eukarya (Lynd et al., 2002).

2.3.1 Fungos

Fungos sdo os microrganismos, mais bem conhecidos, capazes de
decompor a matéria organica em geral e, em particular, os substratos de
celulose. Fungos filamentosos estéo entre 0s organismos mais empregados em
processos biotecnoldgicos em geral (Grimm et al., 2005).

Celulases e hemicelulases de Trichoderma e Aspergillus sao
responsaveis por aproximadamente 20% do mercado de enzimas no mundo.
Fungos aerdbios e filamentosos, como espécies destes géneros em particular,
sdo bem conhecidos e eficientes produtores de enzimas. As B-glucanases mais
comumente usadas no mercado séo de Penicillium emersonii, Aspergillus niger
e Trichoderma reesei. Este Ultimo produz até duas exoglucanases, cinco
endoglucanases e duas B-glucosidades (Bhat, 2000; Lynd et al., 2002).

Dentro de centenas de espécies de Zygomycetos, apenas certos
membros do género Mucor tem mostrado possuir uma atividade celulolitica
significativa. Em contraste, géneros pertencentes as subdivisbes Ascomicetos

(Bulgaria Chaetomium e Helotium), Basidiomicetos (Coriolus, Phanerichaete,
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Poria, Schizophyllum e Serpula) e Deuteromicetos (Aspergillus, Cladosporium,
Fusarium, Penicillium e Trichoderma) contém um grande namero de espécies
celuloliticas (Carlile & Watkinson, 1998).

Enzimas termoestaveis e resistentes a pH extremo sédo o foco do
mercado industrial, levando ao aumento de pesquisas nesta area. A busca por
organimos extremofilos € um dos meios para a obtencdo de propriedades
enzimaticas apropriadas para as aplicacbes industriais. Qin et al. (2010)
relataram a atividade enzimatica de Fusarium chlamydosporum, apresentando
atividade CMCase e B-glicosidade, ambas estaveis em pHs variaveis e em
temperaturas mais altas (60C e 70C), sendo consid eradas termoestaveis.
Outra espécie, F. oxysporum produz multiplas enzimas celuloliticas como
CMCase e xilanase, a acao conjunta destas enzimas pode converter celulose
em etanol (GOmez-Gomez et al., 2001; Ibrahim & El-diwany, 2008; Kumar et
al., 1991).

Fungos anaerdbicos também apresentam atividade celulolitica como
Neocallimastix frontalis. Outras espécies pertencentes ao grupo mais primitivo
dos fungos, o anaerbbio Chytridomycetes, sdo reconhecidos por sua
capacidade de degradar celulose no trato gastrointestinal de animais
ruminantes. A eficiente hidrélise da celulose requer a presenca das trés
classes de enzimas, endoglucanases, celobiohidrolases e [-glicosidases.
Todas tem sido bem descritas em Phanerochaete chrysosporium, o fungo da
podriddo branca, estudado extensivamente em relacdo ao seu sistema

enzimatico (Kirk & Cullen, 1998; Singh & Hayashi, 1995; Van Soest, 1994).
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A massa molecular das celulases dos fungos pode variar muito. A
maioria das endoglucanases tem peso molecular entre 25 a 50 kDa. Ja as [3-
glucosidades sado maiores, variando entre 165 e 182 kDa. Estudos envolvendo
Phanerochaete chrysosporium mostraram que a variagdo para esta espécie
pode apresentar entre 28 e 37 kDa (endoglucanases) e 114 kDa (B-
glucosidase) (Eriksson et al., 1990).

Outros fungos também com potencial celulolitico sdo: Aspergillus
nidulans, Fusarium solani, Humicola insolens, Melanocarpus albomyces,
Penicillium brasilianum, Chaetomium cellulyticum, Neurospora crassa,

Thermoascus aurantiacus, Paecilomyces inflatus (Maheshwari et al., 2002).

2.3.2 Bactérias

Entre as eubactérias hd uma consideravel producdo de enzimas
envolvidas na degradacgéo de celulose. Entre os aerébios predominam a ordem
Actinomycetales e entre os anaerdébios a ordem Clostridiales (Lynd et al.,
2002).

Ha uma distinta diferenca entre estratégia celulolitica de bactérias
aerdbias e anaerodbias (tabela 1). Com algumas excecfes, anaerdbios como
Clostridium thermocellum apresentam um sistema complexo de celulases,
policelulossomo, que pode tanto ficar aderido a superficie das células quanto
distribuido no meio, quando este for aquoso (Rainey et al., 1994; Rogers &
Gottschalk, 1993; Schwarz, 2001).

As espécies de bactérias aerdbias celuloliticas melhor estudadas

pertencem aos géneros Cellulomonas e Thermobifida. As Cellulomonas
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produzem até seis endoglucanases e uma exoglucanase. Suas celulases se
assemelham ao sistema de celulases dos fungos, contudo estrutura
semelhante a celulossomos tem sido observada neste género. A bactéria
filamentosa termofilica Thermobifida fusca é a mais eficiente degradadora de
celulose no solo. Seis celulases — trés endoglucanases, duas exoglucanases e
uma celulase com funcdo de endo- e exoglucanase foram isoladas desta
espécie (Bagnara et al., 1988; Bagnara et al., 1985; Clemmer & Tseng, 1986;
Irwin et al., 1993).

Estudos envolvendo condicbes extremas de hidrolise também sé&o
observados em bactérias. Espécies do género Thermotoga produzem celulases
termoestaveis (Thermotoga maritima e T. neapolitana) e sua temperatura 6tima
€ de 95T até 106C. Anaerocellum thermophilum, uma bactéria extremamente
termofilica produz uma enzima celulolitica de massa molecular 230 kDa e que
hidrolisa celulose microcristalina, CMC e B-glucano. Muitos genes destas
espécies tém sido clonados e superexpressados em Escherichia coli (Niehaus
et al., 1999).

Além da temperatura, a variacdo de pH também influencia na
atividade das celulases produzidas pelos microrganismos. de forma geral, as
celulases produzidas por fungos filamentosos apresentam valores 6timos de
pH na faixa acida (3,6 — 5,0). Aspergillus nidulans ha a presenca de duas
endoglicanases, uma com pH o6timo em 5,0 e outra em 6,0, resultado
semelhantes ao terméfilo Melanocarpus, que apresentou duas endoglicanases

com pH 6timos em 5,0 e 6,0 (Bagga et al., 1990; Kaur et al., 2007).
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Além dos fungos, bactérias celuloliticas também s&o encontradas no
rimen de animais, como Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens
e R. albus que séo os primeiros envolvidos na digestao deste polimero neste

ambiente (Weimer et al, 1991) .

Tabela 1. Caracteristicas morfologicas de bactérias celuloliticas (Lynd et al.,

2002).
Relacéo Temperatura  Caracteristica
Espécie
oxigénio crescimento Celulases
Acidothermus cellulolyticus Termdfilo Livres
Bacillus pumilis Mesofilo Livres
Caldibacillus cellovororans Termofilo Livres
Cellulomonas flavigena Termdfilo Livres
Aerdbios Cellvibrio fulvus Mesofilo Livres
Micromonospora chalcae Mesdfilo Livres
Pseudomonas fluorescens
Mesofilo Livres
var. cellulosa
Streptomyces reticuli Mesofilo Livres
Acetivibrio cellulolyticus Mesofilo Complexos
Clostridium thermocellum Mesofilo Complexos
Fibrobacter succinogenes Mesofilo Complexos
Anaerobios
Ruminococcus albus,
Mesofilo Complexos

R. flavefaciens

Spirochaeta thermophila Termofilo Livres
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Organismos que tém como sua principal fonte de alimentos a
biomassa celulésica (herbivoros) apresentam um sistema microbiano
encontrado em seu intestino que auxiliam na degradacdo destes polimeros. E o
caso de muitos invertebrados como cupins, lagartas, tracas entre outros, que
apresentam associacdo com bactérias como Trichonympha, Clostridium,
Actinomycetes, Bacteroides  succinogenes, Butyrivibrio  fibrisolvens,

Ruminococcus albuns e Methanobrevibacter ruminantium (Gupta et al., 2011).

2.3.2.1 Género Bacillus

Atualmente, na “List of Prokaryotic names with Standing in
Nomenclature” ha citacdo de 254 espécies e de 7 subespécies no género
Bacillus sp. (Euzéby, 2012).

As espécies do género Bacillus sdo bastonetes com extremidades
retas ou arredondadas, de tamanhos variaveis, esporulados, Gram positivos ou
Gram variaveis. Sao geralmente saproéfitos e ndo patogénicos para 0s animais.
O género é composto de microrganismos ambientais cujo habitat principal é o
solo onde possuem um papel importante no ciclo do carbono e do nitrogénio
(Holt et al., 1994).

O género Bacillus tem merecido destaque em muitos estudos
envolvendo biodegradacdo. Suas caracteristicas como tolerdncia a altas
temperaturas, crescimento rapido e Otima atividade enzimatica faz com que
espécies deste género tenham alcancado espaco no mercado, principalmente

nos processos de biorremediacdo e uso em detergentes. Entre algumas
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espécies com potencial celulolitico estdo Bacillus brevis, B. pumilus, B. subtilis.
Paenibacillus polymyxa e B. cereus (Shabeb et al., 2010; Singh & Kumatr,
1998).

O grande potencial celulolitico do género Bacillus tém levado muitos
pesquisadores a clonar e superexpressar 0s genes envolvidos na sintese de
enzimas celuloliticas, usando microrganismos como leveduras (Saccharomyces
cerevisiae) e bactérias Zymomonas anaerobia neste processo (Lynd et al.,
2002).

A grande maioria das espécies deste género ndo tem um sistema de
celulase completo, sendo a principal atividade de CMCase (endoglucanase)
gue nao hidrolisa celulose cristalina, restringindo a aplicacdo de suas enzimas.
Um estudo realizado com Bacillus circulans observou a presenca de duas
distintas Avicelases (exoglucanase). Os celulossomos de B. circulans existem
como dois complexos multicomponentes (Cl= 669 kDa e Cll= 443 kDa) com
uma capacidade extraordinaria de degradar celulose cristalina, produzindo
celobiose como produto (Kim, 1995).

O género Bacillus tem sido muito bem caracterizado quanto a
producdo de celulases alcalinas, com grande interesse na industria de
detergentes, devido as suas. Hakamada et al. (1998) e Kim et al. (2005)
reportaram atividade celulolitica com pHs 6timos entre 8,6 a 10,0. Aygan et al.,
(2011) também constataram para Bacillus licheniformis uma endoglucanase
termoestavel e halofilica, com maior atividade em pH alcalino (pH = 10,0).

propriedades (Khyami-Horani, 1996; Singh et al., 2004)
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Devido a restricdo da grande maioria das espécies deste género em
produzir as trés classes de celulases, os estudos envolvendo caracterizacao
enzimatica de Bacillus envolvem principalmente CMC como substrato (Kim et
al., 2009; Kotchoni et al., 2006; Shabeb et al., 2010).

Residuos de plantas apresentam alto conteudo de celulose, o que
leva a proliferacdo de microrganismos especializados na degradacao destes
polimeros. O género Bacillus estd entre os mais representativos neste aspecto.
E o que mostra o estudo de Baharuddin et al. (2010) que selecionaram
bactérias de compostagem com potencial celulolitico, onde houve a
predominéncia de espécies pertencentes ao género Bacillus ( 60%). Outros
dados como os citados por Chang et al. (2009) e Mayende et al. (2006) vém

somar a isso mais exemplos de cepas de Bacillus oriundos de compostagem,

com potencial celulolitico.

2.4 AplicacOes das celulases

Considerando que a biomassa vegetal € a mais importante fonte
sustentavel de combustiveis e materiais disponiveis para a humanidade,
materiais celulésicos sdo, particularmente, atraentes neste contexto. Uma
promissora estratégia para isto envolve a producdo de enzimas celuloliticas,
hidrélise da biomassa e fermentacdo de aclUcares para desenvolver produtos
em um Unico processo através da utilizacdo de microrganismos. A utilizagédo
da celulose pelos microrganismos € o mecanismo da degradacado de processos

assim como digestdo anaerobia e a compostagem (Lynd et al., 2002).
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Na indastria de sucos, as celulases auxiliam no processo de
extracdo do suco da fruta e na sua clarificacdo, alterando sua viscosidade e
aumentando a taxa de filtracdo e estabilidade do produto final (Bhat, 2000). A
adicdo de glucanases exogenas e polissacarideos no processo de fabricacéo
de bebidas como a cerveja e o vinho ndo s6 tem aumentado a qualidade
destes, mas, sobretudo, tem gerado uma producdo mais eficiente (Galante et
al., 1998).

Na industria de polpa e papel, as celulases sdo usadas misturadas
com hemicelulase para melhorar a drenagem e execucdo de maquinas de
papel, e também o destino de fibras recicladas (Cao & Tan, 2002). Desta forma
quanto mais estavel, maior atividade e especificidade que a enzima tiver, maior
0 interesse comercial nesta molécula.

Outro grande interesse no uso de preparacdes enzimaticas contendo
altos niveis de atividade de celulase e hemicelulase esta voltado para a dieta
de animais (como ruminantes). Uma hidrolise mais eficiente dos
polissacarideos usados na alimentacdo destes animais resultaria num aumento
da producéo de leite e ganho de peso (Bhat, 2000).

As celulases tém conseguido sua ampla empregabilidade na
industria téxtil devido a sua capacidade de modificar fibras de celulose de uma
maneira controlada e desejada pelo mercado. Nos anos 2000, as celulases se
tornaram o terceiro maior grupo de enzimas usadas para este proposito. A
ascensao de pecas em jeans com a lavagem destonada tem sido o foco deste

crescimento (Kumar et al., 1998; Tyndall, 1992).
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Além da aplicacdo da enzima, propriamente dita, muitos processos
também empregam o0s microrganismos com potencial celulolitico, num
processo chamado de biorremediacédo, como no tratamento de aguas residuais,

lodo e efluentes.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Microrganismos

Os microrganismos estudados no presente trabalho séao
provenientes de uma leira de compostagem montada na Estacdo de
Transbordo da Lomba do Pinheiro, Porto Alegre, composta de residuo
doméstico, lodo ativado e poda de arvores (Silva, 2011). Os isolados
encontravam-se armazenados em glicerol 20% (v/v) a -20<C.

Foram selecionados para os testes deste trabalho apenas os
isolados oriundos da fase termofilica do processo de compostagem,
equivalendo a temperaturas acima de 45T, totalizando 183 isolados

bacterianos.

3.2 Atividade celulolitica em meio sélido

A atividade celulolitica dos isolados foi realizada em placas de Petri
contendo o meio de cultura descrito por Ramachandra et al. (1987) (Anexo |,

item 8.1) suplementado com carboximetilcelulose (CMC) 0,5% (m/v). Com o
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auxilio de uma agulha, os isolados foram inoculados, em picada, nas placas e
incubados a temperatura de 37C, 50C e 60T por 4 dias e 70C por 3 dias.
Todos o0s ensaios foram realizados em triplicata. Apdés o
crescimento, as placas foram coradas com lugol 1% (v/v) por 3 a 5 minutos
possibilitando a visualizacdo dos halos de hidrélise da carboximetilcelulose
(CMC) (Kasana et al., 2008). Os halos foram medidos para posterior selecao
dos microrganismos com maior potencial celulolitico. O diametro da zona de
hidrolise geralmente é proporcional a atividade da carboximetilcelulase
(CMCase) (Jang & Chen, 2003). O indice de atividade enzimatica (IE) foi
calculado através do diametro total da coldnia mais a zona de hidrolise dividido

pelo diametro da coldnia conforme proposto por Hankin & Anagnostakis (1975).

3.3 Atividade celulolitica em meio liquido

Os isolados com maior potencial celulolitico em meio sdlido foram

selecionados para 0s ensaios em meio liquido.

3.3.1 Curva de crescimento

A curva padrao foi realizada para determinar quais 0s parametros a
serem utilizados nos ensaios em meio liquido tais como: tempo total de
crescimento dos isolados e o intervalo de coleta das amostras para avaliacédo
da atividade enzimatica. Dois Enrlenmeyers para cada isolado, com 50 mL de
meio de cultivo (Ramachandra et al., 1987) acrescido de 1% (m/v) de glicose

foram inoculados com 5mL de um cultivo de 16-18h (D.O.= 0,5; 570 nm). Os
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frascos foram incubados a 50C, por 6 horas, em intervalos de uma hora foi
determinado o numero de células viaveis. Também foi realizada uma curva de
crescimento utilizando carboximetilcelulose 0,5% (m/v) como substrato a 50C,
por 12 horas, em intervalos de duas horas foi determinado o numero de células

viaveis.

3.3.2 Atividade enzimatica em meio liquido com

carboximetilcelulose

Para os testes em meio liquido Erlenmeyers de 250 mL contendo 50
mL de meio de cultivo (Ramachandra et al., 1987) acrescido de 0,5% (m/v) de
CMC foram inoculados com 5 mL de pré-inéculo (crescimento de 16-18h,
D.0.=0,5), sob agitacdo de 150 r.p.m. Estes frascos foram incubados a 50, 60
e 70C, por 12 horas, sendo determinada a atividade enzimatica a cada 2

horas. Os ensaios foram realizados em duplicata.

3.3.3 Atividade enzimatica em meio liquido com dife  rentes

substratos

Diferentes fontes de celulose (carboximetilcelulose - CMC, celulose
microcristalina - MCC, casca de arroz e casca de trigo - triturados) foram
usadas para avaliar atividade enzimatica no isolado selecionado na etapa
anterior (Item 3.3.2). Nesta etapa, Erlenmeyers de 250 mL com 50 mL de meio
de cultivo (Ramachandra et al., 1987) suplementado com 0,5% (m/v) de uma

das fontes de celulose foram inoculados e incubados a 50C, sob agitacao de
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150 r.p.m. por 12 horas e a cada 2 horas foi determinado o numero de células

viaveis, contagem de enddsporo, pH e atividade enzimatica.

3.4 Atividade enzimatica

Para determinar a atividade enzimatica foi realizado o ensaio para
dosagem de acucares redutores, método de Somogy e Nelson (Nelson, 1944;
Somogy, 1952). Para isto, 1,5 mL da cultura foi centrifugada a 13.000 r.p.m.
durante 15 minutos e 400 uL do sobrenadante foram coletados para o ensaio.
O ensaio foi realizado em tubos Falcon, adicionando-se aos 400 pL do
sobrenadante 1,5 mL do meio de cultivo com CMC 0,5% (m/v) e 100 puL de
acetato de sodio (pH 7,0). Os tubos Falcon foram incubados a 50T
(temperatura do ensaio) durante 30 minutos. Apés adicionou-se 1 mL do
reativo de Somogy (25:1 reativo A: reativo B) (Anexo I, itens 8.2.1.1 e 8.2.1.2),
e os tubos foram incubados em banho de agua fervente durante 10 minutos,
sendo resfriados em banho frio e adicionando 1 mL do reativo de Nelson
(Anexo I, item 8.2.2). Em cada tubo foram acrescentados 6 mL de &gua
destilada, os mesmos foram homogeneizados e centrifugados a 13.000 r.p.m.
por 10 minutos. Apés foi determinada a absorbancia em espectrofotometro
(Biospectro SP-22) com comprimento de onda de 570 nm. Glicose foi utilizada
como padrdo para a determinacdo de acguUcares redutores na amostra. Uma
unidade de atividade enzimatica (UAE) foi definida como a quantidade de

enzima que libera 1 pmoL de glicose mL™*min™.
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3.5 Contagem de células viaveis totais e endésporos

3.5.1 Contagem de células viaveis

A determinacdo de células viaveis totais foi realizada através da
diluicBo em série e posterior plagueamento em gota em placas com meio
nutritivo (Miles & Mirsa, 1938), através da divisdo de cada placa em 12 campos
e inoculacdo de 25 puL em cada campo. Para a diluicdo em série, um mililitro da
cultura sobrenadante foi diluido em 9 mL de &gua destilada, e assim
sucessivamente, em diluicdes decimais. Apos a diluicdo e plagueamento,
incubou-se em estufa 37C, realizando-se a contagem ap6s 12 horas

incubacéo.

3.5.2 Determinagdo do numero de enddsporos

A partir das diluicdes decimais realizadas para determinacdo de
células viaveis totais foram retiradas aliquotas de um mililitro e transferidas
para frascos de Eppendorf. As amostras foram imediatamente colocadas em
aguecimento a 70T durante 10 minutos. ApGs este pe riodo foram retiradas do
aguecimento e homogeneizadas em agitador por 10 segundos, sendo entédo
submetidas a plagueamento em gota (25 pL) em placas com meio nutritivo
(Miles & Mirsa, 1938) e incubadas a 37C. A contage m das col6nias foi

realizada apos 12 horas de incubacao.
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3.6 Purificacao parcial da enzima

Para a obtencdo da enzima parcialmente purificada, dois passos
foram executados: a precipitagdo com sulfato de amoénio e a cromatografia de

gel filtragao.

3.6.1 Precipitagcdo com sulfato de amoénio

O isolado selecionado foi cultivado em condicbes Otimas de
producdo da enzima, sendo o volume do cultivo de 100 mL. A precipitacao foi
realizada com o sobrenadante do cultivo, obtido através da centrifugacao deste
durante 15 minutos a 13.000 x g. Para a averiguacdo da melhor faixa de
saturacao de sulfato de amoénio para precipitacdo da enzima foram testados os
seguintes intervalos de saturacdo: 0-20%; 20-40%; 40-60%; 60-80% e 80-
100%. A quantidade de sulfato de amoénio para cada faixa de saturacao foi
calculada segundo Scopes (1994). Considerando cada intervalo uma fracao.

Esta etapa de precipitacdo foi realizada em banho de gelo, sob
agitacdo e adicao lenta de sulfato de amonio ao extrato bruto, até atingir as
saturacdes citadas anteriormente. Apos 12 horas de refrigeracdo do
precipitado, realizou-se a centrifugacéo (4C — Sig ma Laborzentrifugen 2K15) a
10.000 g. durante 10 minutos. O precipitado foi separado do sobrenadante e
ressuspendido com tampéao PBS pH 7,2 (Anexo I, item 8.4). A fim de averiguar
qual fracdo apresentou maior atividade enzimatica, em cada uma delas foi

quantificada a atividade e determinada a faixa de saturacéo 6tima.
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3.6.2 Cromatografia de gel filtracéo

Apéds determinar o melhor intervalo de saturacéo para a precipitagdo
com sulfato de amoénio, precipitou-se neste intervalo 100 mL do extrato bruto
como descrito anteriormente, sendo o precipitado ressuspendido em 4 mL de
tampéo PBS pH 7,2.

Uma aliguota de 1,0 mL do precipitado ressuspendido foi aplicado
numa coluna de gel filtracdo Sephadex G-100 pré-equilibrada com tampéo PBS
pH 7,2. O fluxo utilizado foi de aproximadamente 20 mL/h. Foram coletadas 20
fracdes de 1,0 mL cada, estas foram testadas quando a atividade enzimatica
conforme item 3.4. ApOs andlise das fracbes com maiores atividades, estas

foram reunidas, e analisadas conforme item 3.8.

3.7 Caracterizagdo do extrato bruto e da enzima par cialmente

purificada

3.7.1 Determinacdo da temperatura Otima para a ativ idade

enzimatica

Para determinacdo da temperatura 6tima, foi utilizada a metodologia
ja descrita no item 3.4, empregando-se o extrato bruto e a enzima parcialmente
purificada, variando-se apenas as temperaturas de incubacdo (em banho de

agua). As temperaturas utilizadas foram 30, 40, 45, 50, 55, 60, 70 e 80C.
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3.7.2 Determinacdo do pH 6timo da atividade enzimat ica e

estabilidade do extrato bruto frente ao pH

O extrato bruto foi submetido ao ensaio para pH 6timo da atividade
enzimatica. O mesmo foi realizado conforme descrito no item 3.4, onde foram
empregadas solugdes tampdo com pH de 4,0 a 10,0. A solugdo tampéo
Mcllvaine (fofato dissddico e acido citrico) foi empregada para os valores de pH
4,0 a 8,0 (Anexo I, item 8.3.1). Para os valores de pH 9,0 (Tris 0,1M e HCI
0,1M) e 10,0 (NaHCO3; 0,05M e NaOH 0,1M) foram empregadas outras duas
solugdes (Anexo I, item 8.3.2).

A estabilidade frente a diferentes pHs foi avaliada incubando-se 2

mL da amostra a 60T por 30 minutos na presenca dos diferentes pHSs.

3.7.3 Estabilidade térmica da enzima parcialmente p urificada e

do extrato bruto

Para avaliacdo da estabilidade da enzima parcialmente purificada,
dois mililitros do purificado foram incubados a 60°C por duas horas. A cada 30
minutos, uma aliquota foi amostrada para a realizacdo do ensaio enzimatico,
totalizando quatro amostragens. Como controle foi utilizado meio nao
inoculado.

A estabilidade térmica da enzima no extrato bruto foi avaliada
incubando-se 2 mL do extrato em banho de agua nas temperaturas de 30, 40,
45, 50, 55, 60, 70 e 80T durante 30 minutos. Apdés o periodo de pré-

incubacéo, foi realizado o ensaio enzimatico conforme item 3.4.
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3.7.4 Efeitos de detergentes sobre a atividade da e nzima

parcialmente purificada

Para avaliar o efeito de detergentes foi testado SDS e Triton X-100,
nas concentragdes de 0,5% (m/v) e 1% (v/v). A enzima foi incubada com o
respectivo detergente por um periodo de 10 minutos em temperatura ambiente.

Posteriormente foi realizado o ensaio enzimaético.

3.8 Determinagéo da massa molecular da celulase

3.8.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para determinar a massa molecular da celulase produzida pelo
isolado, amostras foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
12% (SDS-PAGE). Aliquotas do extrato bruto, do precipitado e do material
purificado foram adicionadas de tampé&o de amostra (Anexo I, item 8.5.2) na
proporcao 6:1 e colocados em banho de agua a 100C por 5 minutos.

Uma aliquota de 35 uL das amostras foi aplicada no gel. O marcador

de massa molecular utilizado foi BenchMark™

Protein Ladder (Invitrogen), que
apresenta proteinas na faixa de 10 a 220 kDa. A migracao eletroforética foi
realizada em tampé&o Tris-glicina (Anexo I, item 756.3) a 50 mA por 2 horas.
Apos, o gel foi corado com Comassie Blue (Anexo I, item 8.5.4) durante 30
minutos, sendo posteriormente descorado (Anexo I, item 8.5.5) com sucessivas
lavagens, para visualizacdo das bandas de proteina.

Para visualizacdo da atividade enzimatica foi realizado zimograma

em gel de poliacrilamida 12% contendo 0,2% (m/v) de CMC, sem adi¢cdo de
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SDS. As amostras foram adicionadas ao tampdo de amostra (Anexo |, item
8.5.2) e as condicdes de migracdo foram aquelas mencionadas anteriormente,
em tampéao de migracdo (Anexo I, item 8.5.7). O gel foi corado com vermelho
congo 0,1% (m/v) por 30 minutos, e posteriormente descorado com NaCl (1M)

para visualizacao das zonas de hidrdlise.

3.9 Determinacao da concentracao de proteina soluve |

Para determinar a concentracdo de proteina solivel em cada uma
das fracdes, obtidas nas etapas de purificacdo, foi utilizado o método descrito
por Bradford (1976). Adicionou-se 100 puL de amostra (extrato bruto, precipitado
ou purificado) a 2,5 mL de reagente de Bradford, seguindo-se a leitura em

espectrofotometro a 595 nm.

3.10 Identificagc&o do isolado bacteriano

3.10.1 Identificagé@o Bioquimica

O isolado 380 foi submetido a testes bioquimicos para sua
identificacdo segundo Holt et al. (1994) e MacFaddin (2000). Os testes
bioquimicos empregados foram: catalase, Voges Proskauer, caseina, gelatina,
amido, citrato, lecitina, nitrato, SIM (producdo de acido sulfidrico, indol e
motilidade), crescimento em NaCl (2%, 5%, 7% e 10%), crescimento em agar
Mac Conkey, urease, acgucares (glicose, manitol, xilose e arabinose), oxidacao
e fermentacdo de glicose, e tioglicolato, além da coloracdo de Gram e

endosporo.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividade celulolitica em meio sélido

Os isolados foram inoculados em meio solido foram avaliadas
quanto a producdo de carboximetilcelulase na temperatura de crescimento a
37<C. A coloragéo destas placas com lugol permitiu visualizar e medir os halos
de hidrélise daqueles isolados com potencial celulolitico. Ensaios nas
temperaturas de 50C, 60C e 70C também foram aval iadas e procedeu-se da
mesma forma a medi¢cdo dos halos de hidrélise. Muitos estudos empregam
CMC como fonte de celulose para selecionar microrganismos celuloliticos
devido a sua capacidade de induzir a uma maior producdo de celulases.
Membros do género Bacillus tendem a produzir celulases na presenca de
CMC, mas isso nem sempre ocorre quando expostos a outros substratos (lto,
1998; Rastogi et al., 2010). Na figura 3 € possivel observar o halo de hidrolise
do isolado 380.

Na temperatura de 37T, 22 (12%) isolados hidrolisa ram o substrato,
com halos variando entre 6,2 a 54 mm de diametro. A 50C, 15 (8,0%) isolados

apresentaram halos entre 4,0 e 60 mm. Apenas 7 (3,8%) ainda apresentaram



35

atividade celulolitica a 60C, com halos de 10 a 26 mm e a 70C, somente 3
(1,6%) mantiveram sua atividade, com halos entre 6,0 e 20 mm (Tabela 2).
Estudos com Bacillus coagulans mostram halos com 33 mm de didmetro na
temperatura de 30C (Odeniyi et al., 2009). Chang et al. (2009) isolaram 2
cepas de Bacillus sp. de composto de Brassica e avaliaram sua atividade
CMCase em placas a 50C, onde obtiveram diametros de 19 e 21mm, ap6s

trés dias de incubacéo.

Figura 3. Halo de hidrdlise do isolado 380, em meio proposto por Ramachandra
et al., (1987), suplementado com 0,5% (m/v) CMC a 50%C, corado com lugol

1,0% (v/v).
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Tabela 2. Isolados produtores de CMCase em meio solido proposto por

Ramachandra et al.,, (1987) suplementado com CMC 0,5% (m/v) e seus

respectivos halos de hidrélise (mm + DP).

Temperaturas (halo mm + DP)

AMOSTRA 37° 50° 60° 70°
71 40+2,8 35+3,5 - -
72 35%+3,5 125+3,5 - -
75 21+7,0 - - -
92 47 £4,2 39+6,3 10+2,8 -
103 35+0 2014 . -
104 35+5,6 15+4,2 . -
106 28 +11,3 4,0+0 - -
135 28+2,8 - - -
148 52+2,8 445 +0,7 - -
269 22+3,5 - - -
273 20+5,6 - - -
274 65+2,1 - - -
291 48 + 11,3 12+2,8 . -
297 19+6,3 - - -
302 46 £ 0 31+4,2 15+5,0 -
347 45+21 - - -
351 30+5,6 25+7,0 . -
379 46 + 3,5 59 +5,0 10+7,0 -
380 54 +4,2 60+2,8 235+2,1 20+2,8
381 47 +£2,8 59+1.4 26+1,4 6,0+2,8
382 46 + 8,4 37,5+2,1 22+0 14 +£3,5
387 52 +4,2 52+2,8 26+1,4 -
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Dos isolados testados, apenas trés — 380, 381 e 382 — apresentaram
atividade celulolitica em todas as temperaturas (37C, 50C, 60C e 70C).
Além disso, seus halos de hidrélise apresentaram valores superiores ao
restante do grupo, sendo estes selecionados para o0 experimento que segue
(Item 4.2).

Durante a coleta dos trés isolados selecionados, a temperatura
meédia da leira foi de 46C, temperatura inferior as demais, 0 que representa o
final da fase termofilica e inicio da fase de maturacédo. Segundo Fernandes &
Da Silva (1999), os microrganismos termofilos proliferam com muita
intensidade, sendo um grupo extremamente ativo, provocando intensa e rapida
degradacdo da matéria organica e maior elevacdo da temperatura, o que
elimina microrganismos patogénicos.

Na tabela 3 sdo apresentados os diametros dos halos de hidrélise, o
didmetro das colonias e os indices de atividade dos isolados. O isolado 382
apresentou indice de atividade, em placa, de 2,4 U (U = U mL™? enzima). O
género Bacillus tém se destacado em estudos envolvendo atividade enzimatica
em temperaturas elevadas (50C a 70TC), onde seu po tencial hidrolitico
aumenta consideravelmente. Chang et al. (2009) mostraram atividade de dois
isolados de Bacillus sp. em meio sélido na presenca de CMC, com indices de

19Ue 2,33 U.
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Tabela 3. indice de atividade enzimatica (IE) em meio sélido proposto por

Ramachandra et al., (1987) suplementado com CMC 0,5% (m/v).

Diametro do halo Diametro da colbnia
Isolado IE* (37C)
(mm) (mm)
380 54+1.4 47 +4.2 1,58
381 47 +4.2 35+2,8 1,33
382 46 +5,6 19+3,5 2,4

*|E= @C+@BH/BC (C: colbnia; H: halo; &: diametro)

4.2 Atividade celulolitica em meio liquido

4.2.1 Curva de crescimento

Foram realizadas curvas padrdo para cada um dos trés isolados
selecionados, 380, 381 e 382. Nesta etapa procurou-se determinar o tempo de
incubacdo e o intervalo de amostragem para determinacdo da atividade
celulolitica em meio liquido. Para tanto as amostras foram inoculadas em meio
de cultivo proposto por Ramachandra et al., (1987) suplementado com glicose
1% (m/v) e incubadas a 50C sob agitacdo de 150 r.p.m. Procedeu-se a
contagem de células viaveis (UFC/mL) em intervalos de uma hora (Figura 4).
Também foi realizada a contagem em meio suplementado com
carboximetilcelulose (0,5% m/v) (Figura 5) em intervalos de duas horas. A partir
destas informacdes definiu-se o tempo total de incubacédo (12 horas), e em
intervalos de duas horas seriam realizadas a retirada de amostragens para

determinacao da atividade celulolitica em meio aquoso.
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Figura 4. Curva de crescimento para o isolado 380, em meio proposto por
Ramachandra et al. (1987) suplementado com 1,0% (m/v) de glicose, a 50C

sob agitacao de 150 r.p.m. (N = 6).
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Figura 5. Curva de crescimento para o isolado 380, em meio proposto por
Ramachandra et al. (1987) suplementado com 0,5% (m/v) de CMC, a 50C sob

agitacdo de 150 r.p.m. (N = 6).
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4.2.2 Atividade enzimatica em meio liquido com

carboximetilcelulose

Para a realizacdo do ensaio enzimatico, os isolados 380, 381 e 382
foram inoculados em meio de cultivo proposto por Ramachandra et al., (1987)
suplementado com carboximetilcelulose 0,5% (m/v), e incubados a 50C, por
12 horas sob agitagcdo de 150 r.p.m. O cultivo obtido foi centrifugado para
separacédo das células, e o sobrenadante foi considerado como extrato bruto da
enzima. Para cada amostragem determinou-se a atividade enzimatica (Item
3.4). Curva padrao de glicose foi empregada para determinagdo da
concentragdo de acucares redutores, considerando, 1UEA (unidade de
atividade enzimatica) equivalente a liberagéo de 1 umol glicose mL*min™.

Os trés isolados apresentaram atividades em meio liquido que
variaram de 0,04 a 0,12 UEA mL™* min™* (Tabela 4). Em destaque o isolado 380,
que obteve a maior atividade (0,12 UEA mL™ min™) ap6s 6 horas de incubacéo
a 50C, sendo este entdo selecionado para os demais testes do trabalho. A
maior atividade enzimatica, caracterizada pelo isolado 380, equivale a 20
pHg/mL de enzima. Shabeb et al., (2010) detectaram a producé&o de celulase por
Bacillus subtilis, onde a mudanca de temperatura teve uma grande influéncia
nestes resultados. A 50C, a producéo de celulase foi 0,001 pg/mL, ja a 45T
este valor passou para 344 ug/mL, constatando a importancia da temperatura
para a produtividade enzimatica. Em nosso estudo o objetivo foi avaliar a
producdo em temperaturas superiores a 50C, havendo possibilidade de
temperaturas inferiores apresentarem resultados mais satisfatorios, embora

nao tenham sido testadas.
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Tabela 4. Atividade enzimatica de CMCase (UEA mL™min™) dos isolados
selecionados e cultivados a temperatura de 50C, em meio proposto por

Ramachandra et al., (1987) suplementado com CMC 0,5% (m/v) (N = 6).

Isolado 380 381 382
2h 0,04 +£ 0,008 0,06 + 0,02 0,06 + 0,04
4 h 0,06 +£0,01 0,06 + 0,02 0,08 £0,01
6 h 0,12 + 0,008 0,08 +0,01 0,08 £0,01
8h 0,08 +£ 0,02 0,08 +0,01 0,08 + 0,008
10 h 0,08 +£0,03 0,08 +0,01 0,06 +0,01
12 h 0,06 +£0,01 0,06 + 0,02 0,06 +0,01
24 h 0,06 +£0,01 0,04 +£0,02 0,04 + 0,009

As temperaturas de 60C e 70C foram testadas para comparacéo
da atividade enzimética, mas o pré-indculo ndo apresentou um crescimento
significativo nestas temperaturas, desta forma, todos os experimentos que
seguem foram realizados a 50C.

Para que 0s microrganismos suportem temperaturas elevadas, eles
necessitam de algumas adaptacdes a sua estrutura, afim de suportar essa
condicdo, como: DNA estabilizado por histonas; membranas contendo lipideos
de elevada massa molecular, mais saturados e ramificados, portanto mais
estaveis; e proteinas altamente estaveis (mais densas em termos de estrutura,

menos agua em sua constituicdo) (www.dms.ufsc.br).
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4.2.3 Atividade enzimatica em meio liquido com dife  rentes

substratos

A avaliacdo do potencial celulolitico do isolado 380 foi realizada
empregando-se quatro diferentes fontes de celulose: carboximetilcelulose
(CMC), celulose microcristalina (MCC), casca de arroz e palha de trigo. O
tempo total de incubacao foi de 12 horas, com amostragem a cada duas horas.
A cada amostragem foram avaliados a atividade enzimatica, pH, contagem de
células viaveis e contagem de enddsporos.

As atividades enzimaticas foram avaliadas a 50C. P odemos
observar nas figuras 6 a 9 que todos os substratos induziram a producéo de
endoglucanases (CMCase). O substrato CMC foi o melhor indutor na produgé&o
enzimatica, comparado com os demais. As 6 horas de incubacio sua atividade
teve o pico de 0,12 UEA mL™min? (0,02 mg glicose mL™*min™), seguido pela
palha de trigo e casca de arroz com valores de 0,06 UEA mL*min™ (0,01 mg
glicose mL™min?), &s 8 e 10 horas, respectivamente, e pela celulose
microcristlina (0,04 UEA mL™*min™).

A carboximetilcelulose € uma molécula solavel, ao contrario dos
demais substratos, o que favorece a sua biodegradacdo, consequentemente,
aumenta o crescimento bacteriano e a producdo enzimética. A atividade
observada nos substratos casca de arroz, palha de trigo e celulose
microcristalina pode estar relacionada a dois motivos: a estrutura altamente
cristalina da celulose (dificulta o acesso aos sitios ativos) ou a presenca de

lignina que adsorve a celulase, restringindo a hidrélise (Ogeda & Petri, 2010).
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A carboximetilcelulose é um substrato amplamente empregado para
a producdo e estudo de celulases. A producdo de endoglucanases por
espécies de Bacillus tém sido reportada na literatura por muitos autores.
Mayende et al. (2006) isolaram microrganismos termofilicos de um sistema de
compostagem, e avaliaram quanto a producdo de celulases. Uma cepa de
Bacillus sp. apresentou maxima atividade de celulase a 70C, correspondendo
a valores entre 1.215 — 1.333 mg glicose mL™min™. Bacillus brevis, B. firmus,
B. polymyxa, B. pumilus e B. subtilis também ja foram caracterizados quanto a

hidrolise de carboximetilcelulose a celobiose (Priest, 1978).
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Figura 6. Atividade enzimatica do isolado 380 em meio de cultura proposto por
Ramachandra et al., (1987) suplementado com 0,5% (m/v) de CMC, a 50C

sob agitacao de 150 r.p.m. (N = 6).
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Figura 7. Atividade enzimatica do isolado 380 em meio de cultura proposto por
Ramachandra et al., (1987) suplementado com 0,5% de casca de arroz, a 50C
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Figura 8. Atividade enzimatica do isolado 380 em meio de cultura proposto por
Ramachandra et al., (1987) suplementado com 0,5% de palha de trigo, a 50C

sob agitacao de 150 r.p.m. (N = 6).
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Figura 9. Atividade enzimatica do isolado 380 em meio de cultura proposto por
Ramachandra et al., (1987) suplementado com 0,5% de celulose

microcristalina, a 50C sob agitacdo de 150 r.p.m. (N = 6).

Duas cepas de Bacillus subtilis isoladas do solo foram avaliadas
guanto a atividade CMCase, tendo sua maxima atividade ap6s 72 horas de
cultivo, com 0,9 e 0,8 U/mL (Kim et al., 2012). Se compararmos com 0 tempo
de crescimento que apresentou maxima atividade e o valor da atividade
enzimatica, nossos resultados podem ser considerados satisfatorios, ja que a
razdo entre a atividade enzimatica e o tempo de producdo se mostra superior
aos apresentados no estudo citado anteriormente.

Poucos estudos reportam a producdo de celulases por Bacillus na
presenca de celulose microcristalina (Kim & Kim, 1995; Waeonukul &
Ratanakhanokchai, 2007). A hidrélise desta molécula requer a acao sinérgica

de diferentes classes de celulases (endo e exoglucanases) (Bhat & Bhat, 1997;
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Lynd et al., 2002). Assim, a pouca atividade de celulases na presenca de MCC
poderia estar associada ao dificil acesso da enzima ao substrato, devido ao
seu alto grau de cristalinidade. No presente estudo este substrato foi 0 que teve
menor inducdo na producdo de endoglucanases (CMCase). Um estudo
envolvendo a adsorcdo de celulases ao substrato (celulose microcristalina)
mostrou que, quando comparadas as atividades CMCase e Avicelase, a
hidrolise do substrato foi superior na presenca das duas enzimas quando
comparada a atividade separadamente. Esta interacdo entre as classes
enzimaticas pode resultar em uma maior taxa de hidrolise e explica o
sinergismo que ocorre entre elas, e que é necessario na presenca de alguns
substratos (Kim & Kim, 1992).

Alguns estudos mostram que residuos agro-industriais como farelo
de arroz, palha de arroz, bagasso de cana e farelo de trigo sdo usados como
substratos para producéo de celulases em Bacillus subtilis e B. pumilus (Heck
et al., 2002; Shabeb et al., 2010).

Embora a casca de arroz e a palha de trigo sejam substratos
lignificados, por isso, mais recalcitrantes, neste estudo foram obtidos valores
consideraveis de hidrolise enzimatica, se comparados com o substrato CMC.
Reyes et al. (1998) avaliaram o efeito de varios tipos de pré-tratamento,
quimicos (ozoénio, clorito de sbédio e perdéxido de hidrogénio) e fotoquimicos,
sobre a composicdo quimica da casca de arroz e sua subsequente
susceptibilidade a hidrélise enzimatica. Observavam que este processo nao é
favorecido pelos tratamentos, jA que ndo € possivel atingir a organizacao

celular da casca de arroz, salientando a eficiéncia dos microrganismos neste
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processo. Bacillus amyloliquefaciens DL-3 isolado de solo foi inoculado em
meio contendo casca de arroz como fonte de celulose, e sua atividade
enzimatica foi avaliada para diversos substratos — avicel, CMC, celobiose, B-
glucano, PNPG (p-nitrofenil-B-D-glucopironosideo) — e a maior atividade relativa
foi sobre CMC (Lee et al., 2008).

Residuos como a palha de trigo costumam ser hidrolisados por
fungos, devido a sua recalcitrancia, porém mesmo com o0 auxilio desses
microrganismos algumas vezes é necessario empregar tratamentos térmicos
ou mecanicos para facilitar o processo (Gyalai-Korpos et al., 2010; Pierre et al.,
2011). Gessesse & Mamo (1999) avaliaram a producéo, por fermentacao, de
xilanase, celulase e protease por Bacillus sp. na presenca de farelo de trigo,
obtendo 621, 12 e 53 U de atividade por grama de farelo, respectivamente.
Concluindo que este substrato (farelo de trigo) induziu a producédo de outras
enzimas além de celulases, que apresentam potencial hidrolitico maior.

Todos os demais testes envolvendo a caracterizacdo enzimatica
foram realizados considerando as condi¢des ideais de producéo, onde houve a
maior atividade enzimatica - substrato CMC (0,5% m/v), tempo de incubacédo

de 6 horas a 50C, sob agitacdo de 150 r.p.m.

4.3 Determinacdo do pH, contagem de células viaveis e

endosporos
Os valores de pH, assim como as outras variaveis, foram
avaliados a cada 2 horas (Tabela 5). O meio de cultivo inicia com pH neutro

(7,0) e, conforme o tempo decrescimento, o pH tornou-se alcalino em todos os



48

substratos, atingindo valores maximos entre 8,5 (palha de trigo) e 9,0 (CMC,
casca de arroz e celulose microcristalina) apés 12 horas de crescimento, ndo
ultrapassando estes valores mesmo apos 24 horas. No momento em que se
determinou a maior atividade enziméatica para cada substrato, o pH do meio ja
havia sofrido alteracdo (CMC = 8,0; Arroz = 8,5; Trigo = 8,0; MCC =7,5).

A contagem de células viaveis variou de acordo com cada fonte
de celulose. No meio suplementado com CMC a maior contagem foi observada
as 8 horas, correspondendo a 4,0 x 10 UFC/mL, duas horas apés seu pico de
atividade enzimatica. No caso do substrato palha de trigo e arroz, as maiores
atividades corresponderam a fase estacionaria de crescimento do isolado 380.
A hidrolise de compostos lignocelulésicos como a palha de trigo e a casca de
arroz, exige um conjunto de enzimas além de endoglucanases (CMCase),
como as xilanases ou fenoloxidases, por exemplo (Eriksson et al., 1990). Além
disso, estas enzimas ndo conseguem hidrolisar carboximetilcelulose, pois os
dominios cataliticos diferem. A presenca destas enzimas no meio de cultivo
resulta na hidrélise do substrato e crescimento bacteriano, o que pode ter
influenciado esta contagem alta mesmo com baixa producdo enzimatica
(CMCase). Na presenca de celulose microcristalina, a contagem foi a menor
observada entre os quatro substratos, e a maior atividade registrada (as 4
horas) correspondeu & 8,5 x 10°, fase exponencial de crescimento bacteriano.
Quando realizamos uma comparacdo entre substratos fica mais evidente a
diferenca na regulacdo da sintese de endoglucanases, como foi apresentado
nestes resultados, onde os substratos CMC, casca de arroz e palha de trigo

apresentaram maior atividade durante a fase de maior contagem de células.
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Isto é possivel comparando o tempo de sintese e o ciclo de vida da cultura.
Alguns autores relatam a sintese celulolitica durante o crescimento exponencial
(Sashihara et al.,, 1984) e outros durante a fase estacionaria (Robson &
Chambliss, 1984).

Durante o cultivo do isolado em meio contendo palha de trigo ou
casca de arroz foi observado um aumento na consisténcia do substrato, como
uma elasticidade semelhante a geéis. Analisando a constituicdo destes
compostos € possivel observar a presenca de extrativos (terpenos, o6leos,
graxas e corantes), 0s quais podem incluir sacarose — um precursor para a
formacdo de dextrano pelos microrganismos, e este Ultimo confere
propriedades semelhantes as descritas anteriormente (Salazar et al., 2005).
Esse aumento na consisténcia do meio pode, de alguma forma, ter interferido
na atividade CMCase, pois juntamente com a precipitacdo celular, pode ter
ocorrido perda de proteinas que estariam retidas neste complexo formado.

Na contagem de enddsporos podemos constatar a presenca desta
estrutura durante todo o experimento, com uma maior evidéncia ao final. O
endosporo é uma célula de resisténcia, geralmente formada pelo
microrganismo quando h& um estresse ambiental como, por exemplo, a
auséncia de condicdes ideais para o desenvolvimento da bactéria. Podemos
atribuir a este resultado, a diminuicédo de fontes de nutrientes para a bactéria ao
final do processo — podendo levar a uma maior formacdo destas células de

resisténcia.
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Tabela 5. Relacdo de UFC/mL (UFC x 10° + DP) e endésporo/ml (End x 10* + DP) em diferentes substratos e tempo de

incubacédo (N= 6).

Substrato Tempo (h) 0 2 4 6 8 10 12

UFC/mL 2,1+0,42 3,8+0,28 263 £22 320 +£48 400 +61 61+25 23+11

CMC
End/mL 1,2+0,2 7,3+3,2 35+13 13+2,6 50+10 605 320 £ 80
UFC/mL 15+4,2 370 £50 57075 540 + 20 420+ 70 280 £ 92 380 £ 23
Arroz
End/mL 125+3,5 92 +24 96 + 25 98 +19 160 + 28 200 £ 14 280 +17
UFC/mL 1,75+0,35 70+14 12 +4,2 160 + 14 120 £ 56 480 + 84 160 + 35
Trigo
End/mL 14 £ 4 90 + 26 130+ 10 160 + 30 360 +£40 220+ 34 470 + 26
UFC/mL 1,1+0,2 1,2+1,6 85+3,5 0,7+0,2 0,19+04 0,11 +0,1 80+28
MCC

End/mL 1,2+0,1 45+3,4 30+8 17+6 22+6 60 +7,8 37+9,8
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4.4 Purificacdo parcial da enzima

A purificacdo de uma enzima oferece a possibilidade de estudar
mais detalhadamente as caracteristicas desta proteina. Este processo além de
remover as impurezas indesejadas, concentra a proteina e possibilita torna-la
menos vulneravel, ja que ela acaba sendo transferida para um ambiente mais
estavel. Assim é possivel avaliar a sua especificidade de substrato, reactes
com outros ligantes e atividades especificas (Queiroz et al., 2001).

O grau de purificacdo depende da finalidade do uso da proteina.
Para algumas aplicacbes, o extrato bruto € suficiente. Contudo, para outros,
assim como alimentos e produtos farmacéuticos, algumas vezes € nedessario
um alto nivel de purificacdo. Somente com a enzima purificada € possivel
estimar seu real potencial biotecnolégico, sendo possivel inclusive sua
clonagem e expressao heterdloga em organismos ja utilizados em processos
industriais.

Para a realizagdo da purificagdo enzimatica, foram realizadas duas
etapas. A primeira etapa consistiu da precipitacdo, com sulfato de amoénio em
diferentes concentracdes, das proteinas, a partir do extrato bruto obtido com o
cultivo do isolado 380. ApOs a precipitacdo, calculou-se a atividade enzimética
em cada faixa de concentracdo do sal. Na figura 10 estdo representadas as
faixas de saturacdo com suas respectivas atividades enzimaticas (CMCase),
onde as faixas entre 60- 80% apresentaram as maiores atividades especificas.
Desta forma, a faixa de 60-80% de sulfato de amoénio foi escolhida para as

demais etapas deste trabalho.
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Figura 10. Atividade enziméatica da enzima precipitada em diferentes

concentracdes de sulfato de aménio (N = 6).

Na segunda etapa, o precipitado obtido anteriormente foi aplicado
em uma coluna de cromatografia liquida de gel-filtracdo Sephadex G-100,
equilibrada com tampao PBS (pH 7,2) e eluida com o mesmo tampdao. Nesta
etapa foram coletadas 20 fracbes de 1 mL cada. Na figura 11 é possivel
observar a faixa de maior atividade das fracdes coletadas (fracdes 9-11), estas
foram unidas para a realizacdo dos demais testes enzimaticos.

Na tabela 6 estdo representados os valores de atividade, a
guantidade de proteina e o grau de purificacdo de cada etapa do processo.
Observa-se que a atividade enziméatica do purificado teve um aumento quando

comparado com o extrato bruto. Em muitos estudos envolvendo purificacéo
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enzimatica é possivel observar que ocorre o inverso, ha uma diminuicao desta
atividade (Shafique & Shafique, 2011; Singh & Kumar, 1998). A quantificacédo
de proteinas totais foi realizada em cada etapa do processo pelo método de
Bradford (1976). Foram analisados o extrato bruto, o precipitado e o purificado
da amostra. Os valores encontrados representam baixa quantidade de
proteinas, consequentemente, pouca producdo de enzima pelo microrganismo.
Resultados envolvendo purificacdo de celulases geralmente apresentam
valores de proteinas superiores a 0,1 mg/mL (Heck et al., 2002), podendo
chegar a mais de 6000 mg/mL (Yin et al., 2010). Apesar de serem valores
muito superiores, deve-se considerar a quantidade de proteinas presentes no
proprio meio de cultivo antes da inoculagédo, o que tem grande influéncia nesta
quantificacdo, que nem sempre esta relacionada com as proteinas produzidas

durante o crescimento.
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Figura 11. Perfil de atividade enzimatica nas fracbes coletadas a partir da
eluicdo da enzima precipitada em coluna de gel filtracdo Sephadex G-100 (N =

6).

Neste trabalho empregou-se apenas a cromatografia de gel filtracéo,
mas ainda outras cromatografias séo utilizadas na fase de purificacdo, como de
troca idnica, por exemplo. O objetivo da cromatografia de gel filtracdo é efetuar
a separacdo de acordo com o tamanho efetivo das moléculas. A velocidade de
deslocamento das moléculas pequenas é menor, pois estas precisam passar
através do gel. As moléculas grandes apresentam uma maior velocidade de
deslocamento dentro da coluna, eluindo mais rapidamente, promovendo a
separacdo dos componentes de acordo com a massa molecular (O'Fagain et

al., 2011).
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Tabela 6. Quadro de purificacdo da celulase produzida pelo isolado 380 a

50<C.
Atividade Celulase Proteina Fator de
Etapa de purificacao
(UEA mL ™ min™) (Hg/mL)* purificacdo
Extrato bruto 0,12 34 1,0
Precipitacdo (60-
0,125 26 1,04
80% saturacao)
Sephadex G -100 0,13 20 1,08

* Bradford, 1976.

4.5 Caracterizacdo do extrato bruto e da enzima par cialmente

purificada

4.5.1 Determinacdo da temperatura Otima para a ativ idade

enzimatica

Para a caracterizacao térmica das amostras (extrato bruto e enzima
purificada) foi empregado o ensaio enzimatico (ltem 3.4) variando as
temperaturas de incubacdo em banho de agua. Foram testadas temperaturas
entre 30C e 80C.

A comparagao entre os resultados obtidos para o extrato bruto e o
purificado pode ser observada na figura 12. As atividades enzimaticas foram

maiores acima de 50C para as duas amostras, sendo 6tima a 60C, onde
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apresentaram 0,14 UAE mL™ min™ para o extrato bruto e 0,12 UEA mL™ min®

para o purificado.
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Figura 12. Efeito da temperatura sobre a atividade de hidrolise da enzima do

extrato bruto (EB) e do extrato purificado (PU). A atividade foi determinada com

0,5% CMC nas temperaturas indicadas (N=6).

Kim et al., (2012) estudando a atividade CMCase do extrato bruto
de quatro cepas de Bacillus, isoladas de ambientes agricolas, obtiveram, apos
72 horas de cultivo, 0,9 UAE mL™ min™ para duas cepas, sendo que as demais
apresentaram valores inferiores (0,3 UAE mL™* min™). Resultados similares
foram relatados por Chang et al., (2009), com atividade de entre 1,0 e 1,2 U/mL

entre 50C e 60T, para CMcase em duas cepas de Bacillus isolados de
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residuos vegetais. As enzimas advindas de bactérias termofilicas tém
apresentado grande interesse no mercado industrial devido a sua alta atividade
e estabilidade em temperaturas elevadas. Atividade enzimatica similar aos
resultados do presente trabalho foi descrita por Rastogi et al. (2010), a partir de
isolados de compostagem, onde uma cepa de Bacillus, a 60C obteve 0,12
U/mL de atividade CMCase para o extrato bruto.

Andlises envolvendo a celulose purificada também tém apresentado
valores similares aos nossos. Li et al., (2008) descreveram uma endoglucanase
de Bacillus subtilis como termoestavel. Eles testaram temperaturas entre 35C
e 80T, sendo que ela apresentou temperatura Otima aos 50T,
correspondendo a 0,3 U/mL de atividade. Sua estabilidade se manteve em 80%
para esta temperatura apés 30 minutos de incubagcdo na mesma. Korpole et al.,
(2011) reportaram um celulase com maior atividade a 50C, correspondendo a
4,8 U/mL CMCase. Bischoff et al., (2006) numa comparacao entre a atividade
do extrato bruto e da enzima purificada de B. licheniformis, mostraram que para
atividade CMCase com 12 horas de incubacéo, o extrato bruto teve atividade
otima de 0,045 U/mg a 55C, enquanto o purificado t eve sua atividade otima a
65C. Os resultados obtidos no presente trabalho de monstram que tanto o
extrato bruto quanto a enzima parcialmente purificada tiveram a mesma
temperatura otima para atividade enzimatica (60C). Desta forma, observamos
gue mesmo que o substrato tenha induzido a producéo de apenas uma enzima
especifica, ap6s a remocdo de impurezas pela purificacdo, esta proteina
podera ou ndo manter suas caracteristicas do extrato bruto. Singh et al., (2004)

em seu trabalho com B. sphaericus citam que entre os substratos testados para
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a atividade CMCase (12 horas de incubacédo), CMC foi o que apresentou
melhores resultados, sendo que sua enzima purificada teve atividade maxima
de 1,7 U/mL a 60C e pH 8,0.

Na figura 13 estdo representados os valores de atividade enzimatica
para o extrato bruto, comparando sua taxa de hidrolise e sua termorresisténcia
(apbés 30 minutos de incubacdo do extrato bruto na respectiva temperatura,
seguido da realizacdo do ensaio enzimatico nas condi¢cdes o6timas).Nas
temperaturas de 30° 60° e 70C as atividades foram mantidas apds este
periodo de pré-incubacéo, ja nas demais temperaturas testadas, foi perdida
atividade endoglucanase. Mayende et al., (2006) também relataram dados que
mostraram a termorresisténcia da celulase estudada de Bacillus, sendo que
apos 60 minutos, mantida a 60C, houve uma inducdo na taxa de hidrolise,
variando de 0,6 aos 5 minutos para 0,9 mg mL™min™ de glicose liberada aos 60
minutos de incubacao.

E importante salientar que muitos resultados envolvendo atividade
enzimatica variam em relacdo a unidade e também em relacdo ao tempo de
incubacdo para producdo da enzima, desta forma a comparacdo entre os

valores apresentados neste trabalho e os obtidos na literatura nem sempre é

possivel, devido a existéncia destas variaveis.
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Figura 13. Efeito da temperatura sobre a atividade de hidrdlise e a
termorresisténcia do extrato bruto. A atividade CMCase foi determinada pelo
ensaio enzimatico nas temperaturas indicadas. A estabilidade foi determinada
incubando-se o extrato bruto nas diferentes temperaturas por 30 minutos,

seguida do ensaio enzimético (N=6).

4.5.2 Termoestabilidade da enzima parcialmente puri  ficada

A enzima foi incubada a 60 por 2 horas, sendo que a atividade
enzimética foi avaliada a cada 30 minutos. A atividade foi minima aos 30
minutos de incubagdo, e teve um aumento nas demais amostragens,
apresentando valor semelhante ao purificado sem tratamento (t=0) aos 120
minutos (Figura 14). Estes dados demonstram a termoestabilidade da enzima
parcialmente purificada. Muitos estudos relatam que as enzimas mantém sua

atividade em 100% apOs algumas horas de incubacdo, e também alguns
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demonstram um aumento desta atividade pela exposicdo a determinada
temperatura por algumas horas.

Christakopoulos et al., (1999) caracterizaram uma endoglucanase
purificada de Bacillus pumilus que, apdés uma hora de incubagdo, manteve
100% de sua atividade entre 30C e 50C, e 90% a 60 C. Resultados
semelhantes foram observados em Bacillus sp., quando a enzima purificada foi
incubada por 15 minutos nas diferentes temperaturas. Sua estabilidade foi de
100% entre 30C e 55T, ja aos 60T ela passou para 50% (Hakamada et al.,

2002).

0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04

0,02

Atividade enzimatica (UEA mLt mint)

0 30 60 90 120

Tempo {min)

Figura 14. Termoestabilidade da enzima parcialmente purificada quando

exposta a 60T por 2 horas, seguida do ensaio enzim atico a 60C (N = 3).
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45.3 Efeito do pH sobre a atividade de hidrolise e na

estabilidade das celulases do extrato bruto

Mudancas extremas de pH podem alterar a estrutura da enzima
devido a uma repulsdo de cargas. J4, mudancas mais brandas podem induzir a
uma dissociacdo da enzima, e algumas vezes podendo levar a formas mais
ativas, ou também a sua completa inativacédo (Nelson & Cox, 2011).

Os resultados deste estudo com o extrato bruto mostram que a faixa
de pH com a maior atividade enzimatica foi de 7,0 a 9,0 (Figura 15). Para
analisar a estabilidade enzimética frente aos diferentes pHs, incubou-se o
extrato bruto juntamente com as respectivas solugdes, por 30 minutos, e
posteriormente determinada a atividade em cada uma e comparado este
resultado com aquele obtido sem a exposi¢cao prévia da enzima aos diferentes
pHs. A partir disso, observou-se que a atividade enzimatica manteve mais de
60% de seu valor na faixa de pH considerada 6tima (pH de 7,0 a 9,0). Sendo
que para o pH 9,0, 87% da atividade foi mantida apds o tempo de incubacéo
testado (30 minutos). Considerando 100% sua atividade antes da exposicao,
por 30 minutos, as solucdes de pH.

Horikoshi et al., (1984) analisaram o a atividade CMCase do extrato
bruto produzido por Bacillus sp. N-4 isolado do solo. Sua atividade foi
detectada em uma ampla faixa de pH (5,0-10,0), sendo pH 10,0 6timo para
acdo enzimatica. Outra bactéria, Bacillus sp. 1139, produziu uma CMCase,
que foi purificada e mostrou ter atividade 6tima em pH 9,0. Além disso, a
enzima se manteve estavel em pH de 6,0 a 11,0 por 10 minutos (a 40C)

(Fukumori et al., 1985). Bacillus licheniformis, isolado de solo, também foi
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reportado expressando uma endoglucanase alcalina, com atividade 6tima em
pH 10,0 (Aygan et al., 2011). Hakamada et al., (1997) e Endo et al., (2001)
analisaram endoglucanases purificadas produzidas por Bacillus sp. e

observaram a faixa de maior atividade para pH entre 8,6 e 10,0.
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Figura 15. Efeito do pH sobre a atividade de hidrolise e sobre a estabilidade da
enzima no extrato bruto. A atividade CMCase foi determinada nos pHs
indicados. A estabilidade foi determinada incubando-se a enzima em diferentes

pHs, seguida do ensaio enzimatico (N = 3).

Valores extremos de pH podem causar desnaturagdo protéica
consideravel e consequente inativacdo enzimética. Por isso, é muito util saber
em que faixa de pH a enzima é mais estavel, ja que o pH de maxima

estabilidade nem sempre coincide com o de maxima atividade.
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Alguns microrganismos apresentam melhor atividade hidrolitica em
pH acido, € o caso da maioria dos fungos celuloliticos. Este fato também foi
discutido por Ozaki & Ito (1991), para a atividade endoglucanase purificada
produzida por Bacillus sp., com atividade entre pH 4,2 e 6,9, e maior hidrdlise
a 5,2. A curva de estabilidade foi muito abrangente, pois manteve 100% de
atividade para pH entre 3,2 € 9,5.

Enzimas alcalinas tem aplicabilidade na industria de detergentes,
pois melhoram a acdo de sabdes detergentes. Ja as enzimas neutras e acidas,
por sua vez, sdo empregadas no acabamento de tecidos, como na lavagem de

jeans.

4.5.4 Efeito de detergentes sobre a atividade da en zima

parcialmente purificada

Neste trabalho foram testados os detergentes SDS e Triton X-100
nas concentracdes 0,5 e 1,0% (v/v), e os resultados estéo ilustrados na tabela
7. Para avaliar a influéncia do detergente na atividade da enzima, incubou-se a
amostra purificada com estes produtos durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Detergentes sdo considerados inibidores enzimaticos, e geralmente
causam diminuicdo da atividade enzimatica. A adicdo destes produtos levou a
uma diminuicdo na atividade enzimética, com excec¢do do Triton X-100 1,0%

(v/v), um detergente n&o-anidnico que induziu a atividade de endoglucanase.
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Tabela 7. Efeito da adicdo de detergentes na atividade enzimatica da enzima

parcialmente purificada (N = 3).

Atividade enziméatica
Detergente Concentracéo
(UAE mL/min)

Controle 0% 0,13 + 0,005
0,5% 0,1+ 0,01
SDS
1,0% 0,072 £ 0,002
0,5% 0,025 + 0,008
Triton X-100
1,0% 0,2+0,01

Analisando o efeito de aditivos na atividade endoglucanase de B.
licheniformes, Aygan et al., (2011) adicionaram SDS e Triton X-100, na
concentracéo de 1%, incubando a 30C por 15 e 60 minutos. Aos 15 minutos, a
atividade relativa foi de 20% para SDS, chegando a apenas 11% aos 60
minutos de incubacao. Para o Triton X-100 a atividade residual foi de 29% aos
15 minutos, e 14% aos 60 minutos. Também houve uma inibicdo da atividade,
porém menor, em uma endoglucanase de B. pumilus, onde a atividade relativa
foi de 88%, com a adicao de SDS (0,1%) e de 94% para Triton X-100 (0,05%)
(Lima et al., 2005).

O aumento da eficiéncia de hidrolise com a adicdo de surfactantes a
reacdo vem sendo reportado por alguns autores. O intuito € promover maior
adsorcdo das celulases ao polimero celulésico. Alkasrawi et al., (2003)

suplementaram o meio hidrolitico com tween-20 (2,5 g/L), 0 que proporcionou
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um aumento de 10% na conversao de celulose em glicose. Uma hipotese € que
a presenca destes compostos possam tornar a celulose mais acessivel a

enzima, facilitando sua hidrolise.

4.6 Determinacdo da massa molecular

A analise de proteinas foi realizada através de eletroforese
desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Conforme observado na
figura 16, a coloracao do gel revelou a presenca de apenas uma banda, tanto
no extrato bruto quanto na enzima purificada, com peso molecular de 20 kDa.

Muitos microrganismos quando induzidos a produzir celulases,
acabam apresentando enzimas de pesos moleculares e atividades distintas,
por isso que se torna dificil sua purificacdo.  Samuel et al., (2010) verificaram
uma celulase produzida por Bacillus isolado de residuos, a qual apresentou
massa molecular entre 6 e 20 kDa. A massa molecular das celulases pode
variar bastante como podemos observar nos estudos envolvendo esta
caracterizagdo. Li et al, (2008) também verificou uma endoglucanase
produzida por B. pumilus, que foi purificada e apresentou massa molecular de
74,98 kDa. Uma celulase de 72 kDa também foi reportada por Kim et al. (1995),
que apresentava atividade CMCase e Avicelase e foi obtida de B. circulans.
Para B. subtilis subsp. subtilis A-53, uma CMCase purificada apresentou massa
molecular estimado em 56 kDa (Kim et al., 2009). Uma xilanase de mesma
massa molecular também foi observada por Shrinivas et al., (2010), em Bacillus
isolado da industria de papel e polpa. Apesar desta variedade encontrada entre

as massas moleculares, ainda néo foi estabelecida uma correlagdo entre a



66

atividade enzimatica e o tamanho da enzima, mas sabe-se que enzimas de
baixo peso molecular, compostas de uma Unica cadeia polipeptidica e que
possua pontos dissulfetos sdo geralmente mais estaveis ao calor do que
enzimas oligoméricas, de alta massa molecular (Furigo & Pereira, 2012).

As amostras obtidas durante as fases de purificacdo foram
submetidas a eletroforese ndo-desnaturante em gel de poliacrilamida (PAGE) e
CMC 0,2%. ApoGs a migracao eletroforética a atividade foi visualizada através
da coloracdo com vermelho Congo (0,1%). Na figura 11 é possivel observar
que houve hidrélise de CMC no gel para as trés amostras, embora nao se

possa relacionar esta hidrélise a banda de 20 kDa presente no gel SDS-PAGE.
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Figura 16. (A): Gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE 12%). M:

marcador de massa molecular, EB: extrato bruto, P: enzima parcialmente
purificada, Setas brancas: banda de proteina. (B): Gel de atividade enziméatica
da celulase nas trés fases do processo de purificacdo. EB: extrato bruto, PR:

precipitado. PU: purificado.

4.7 ldentificagcdo bioquimica
A partir da coloracao de Gram e de endosporo, foi possivel observar que

as trés bactérias apresentadas nos testes deste trabalho — 380, 381 e 382, sao

bastonetes gram-positivos formadores de enddsporo (Figura 17).
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Figura 17. Coloracdo de enddsporo do isolado 380. Aumento: 1000x. Seta:

endosporo.

Os resultados bioquimicos obtidos para o isolado 380 (tabela 8) mostram
gue o mesmo pertence ao género Bacillus. No entanto os mesmos néo
permitiram a identificacdo em nivel de espécie. Desta forma para a

identificacdo do isolado sera realizado o sequenciamento do rRNA 168S.
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Tabela 8. Resultados para os testes bioquimicos realizados com o isolado 380.

Teste Resultado Teste Resultado
Catalase + Nitrato +
VP - SIM (H,S) -
Caseina + SIM (indol) -
Gelatina - SIM (maotilidade) -
Amido + NaCl 2% +
Citrato - NaCl 5% +
Lecitina - NaCl 7% +
Mac Conkey - NaCl 10% -
Urease + Glicose +
OF F Manitol +
Tioglicolato anaerobio facultativo Xilose -

Arabinose -




5 CONCLUSOES

. Das 183 bactérias isoladas, 22 produziram celulases em meio sélido na
presenca de carboximetilcelulose (CMC), a 37<.

. O isolado 380 apresentou a maior atividade de celulase em meio liquido
com carboximetilcelulose (0,5%);

. A maior producdo enzimatica foi constatada quando na presenca de
carboximetilcelulose,incubadas na temperatura de 50C, apdés 6 horas
de crescimento;

. A temperatura 6tima da atividade enzimatica, tanto no extrato bruto
guanto no purificado, foi atingida a 60C;

. A estabilidade térmica foi observada a 60C;
. O pH 6timo para a atividade enzimatica do extrato bruto foi de 9,0;

. De acordo com o SDS-PAGE, observou-se a presenca de uma celulase
produzida pelo isolado 380 que apresentou massa molecular de
aproximadamente 20 kDa.

. De acordo com os testes bioquimicos, o isolado 380 pertence ao género
Bacillus.



6 PERSPECTIVAS

1. Realizar a amplificacdo de fragmentos da regido 16S do rDNA, para os trés
isolados selecionados: 380, 381 e 382, afim de identificad-los a nivel de género
e espécie.

2. Avaliar a producao de carboximetilcelulase para os isolados 381 e 382, na

presenca dos quatro substratos testados.
3. Avaliar o efeito do pH sobre a atividade da enzima parcialmente purificada;

4. Avaliar a produgéo de celulase em temperaturas inferiores a 50C,;
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8 ANEXO |

8.1 Meio para avaliagdo da atividade celulolitica

Extrato de levedura 69
NH3SO4 0,19
NacCl 0,39
MgSO4 0,19
CaCOs3; 0,029
Agua 1000,0 mL
Solucéo trago 1,0mL

Solucéo trago

FeSO, 0,1%
ZnS0O4 0,09%
MnSQO4 0,02%

8.2 Reativos para determinacdo de agucares redutore s

8.2.1 Reativo de Somogy (A)

8.2.1.1.Reativo A

Na,COs3 259
Bitartarato de sédio e potassio 25¢
NaHCO; 20 g



Na,SO,
Agua

8.2.1.2 Reativo B
CuSO,

H,SOq4

Agua

8.2.2 Reativo de Nelson
Molibdato de amonio
H,SO,4

Arseniato de sédio

Agua

8.3 Solucbes tampéo

8.3.1 Solugbes Mcllvaine
8.3.1.1 Solucéo tampéao pH 4,0
Na,HPO, (0,2 M)

Acido citrico (0,1M)

8.3.1.2 Solucéo tampéo pH 5,0
Na;HPO4 (0,2 M)
Acido citrico (0,1M)

8.3.1.3 Solucéo tampéao pH 6,0
Na;HPO4 (0,2 M)
Acido citrico (0,1M)

8.3.1.4 Solucéo tampéo pH 7,0
Na;HPO4 (0,2 M)

Acido citrico (0,1M)

8.3.1.5 Solucéo tampéao pH 8,0

85

200 g
1000,0 mL

15¢g
1 gota
100,0 mL

509

50,0 mL
6,09
950,0 mL

7,71 mL

12,29 mL

10,3 mL
9,7 mL

12,63 mL
7,37 mL

16,47 mL
3,53 mL



Na,HPO, (0,2 M)
Acido citrico (0,1M)

8.3.2 Solugbes tampéo pH 9,0 e 10,0
8.3.2.1 Solucéo tampéo pH 9,0

Tris aminometano 0,1 M

Acido cloridrico 0,1 M

8.3.2.2 Solucgéo tampéao pH 10,0
NaHCO; 0,05M
NaOH 0,1M

8.4 Tampao PBS (pH 7,0)
NacCl

Na,HPO, . 2H,0

KH,PO,4

Agua

8.5 Solucdes para a caracterizacao enzimimatica
8.5.1 Gel de poliacrilamida 12% (20 mL)

Agua

Solugéo acrilamida 30%
Tris 1,5 M (pH 8,8)

SDS (10%)

Persulfato de amonio (10%)
TEMED

8.5.2 Solugéo tampéao para amostras
Tris HCI pH 6,8

SDS

Azul de bromofenol

Glicerol

8.5.3 Tampéao de corrida (pH 8,75)

86

19,45 mL
0,55 mL

100,0 mL
11,4 mL

100,0 mL
10,0 mL

9,09
9,09
159
1000,0 mL

6,6 mL
8,0 mL
5,0mL
0,2 mL
0,2 mL
0,008 mL

100mM
4,0%
0,2%
20,0%



Tris base
SDS
Glicina
Agua

8.5.4 Corante Comassie Blue
Comassie blue

Metanol

Acido acético glacial

Agua

8.5.5 Descorante de Comassie Blue
Metanol

Acido Acético glacial

Agua

8.5.6 Tampao de amostra
Glicerol

Tris-HCI pH 6,8 0,6M
Azul de Bromofenol

Agua

8.5.7 Tampéao para migracao das amostras
Tris-HCI pH 8,9
Glicina

Agua

87

3,09
109
14,49
1000,0 mL

109
450,0 mL
100,0 mL
450,0 mL

50,0 mL
70,0 mL
880,0 mL

5 mL
2,5mL
2,5mL

15,0 mL

63,29
3999¢
1000,0 mL



