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Resumo: Uma linhagem de actinobactéria, isolada de solo de cultura de sisal (Agave sisalana
Perrine) no semiarido baiano, denominada ARA-01, foi selecionada como uma linhagem promissora
para a producdo de endoglucanase em substratos agroindustriais. Bagaco de cana-de-aglcar e
bagaco de sisal foram empregados como fonte de carbono e agua de maceracao de milho como fonte
de nitrogénio, em fermentacdo submersa do tipo batelada. Os resultados mostraram que o meio
contendo 2,4 % de bagaco de cana-de-acUcar e 1,3 % de agua de maceracdo de milho levaram a
uma producgdo de 230 uU.L" de endoglucanase, no segundo dia de fermentacdo. Com o bagaco de
sisal foi obtida producdo de 630 u.L" de endoglucanase na condicéo de 1,6 % de bagaco de sisal e
1,5 % de agua de maceracgdo de milho, apos 3 dias de fermentacdo. Estes resultados mostraram que
a actinobacteria ARA-01 e os substratos agroindustriais utilizados apresentaram bom potencial para
producdo de endoglucanase.

Palavras chave: Enzimas microbianas, Substratos agroindustriais, Bactéria.

Sugar cane and sisal bagasse as inducers substrates for endoglucanase production
by actinobacteria isolated from soil cultivation of sisal

Abstract: An strain of actinobacteria, isolated from soil cultivation of sisal (Agave sisalana) in semiarid
region from Brazilian Northern, coded ARA-01, was selected as a promising strain for endoglucanase
production using agroindustrial products as substrates. Sugarcane and sisal bagasse were used as
carbon sources and corn steep liquor as nitrogen source in submerged fermentation. The results
showed that the medium containing 2,4 % of sugar cane bagasse and 1,3 % of corn steep liquor led to
230U.L™ of endoglucanase production, on the second day of fermentation. With sisal bagasse was
obtained production of 630 U. L™ of endoglucanase in the condition of 1,6 % of sisal bagasse and 1.5
% of corn steep liquor, after three days of fermentation. These results showed that the actinobacteria
ARA-1 and substrates used in this work showed good potential for endoglucanase production.

Key words : Microbial enzymes, Agroindustrial substrates, Bacteria.
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Introducéo

Actinobactérias constituem um grupo de
bactérias Gram-positivas filamentosas
abundantemente encontradas no solo,
responsaveis pela produgdo de uma variada
gama de substancias com atividades biolégicas,
entre elas varias enzimas de interesse industrial e
biotecnolégico (Sharma, 2014). O género
Streptomyces é um dos mais importantes do
grupo das actinobactérias e, ha décadas, vém
sendo realizadas pesquisas voltadas para
producdo de uma grande variedade de enzimas,
incluindo aquelas envolvidas na degradacao da
celulose, hemicelulose e lignina. A microbiota dos
solos tropicais € ainda pouco conhecida,
oferecendo uma excelente fonte inexplorada para
a bioprospeccéo de novas espécies pertencentes
a este promissor grupo de micro-organismos
(Jang, Chen 2003, Grigorevski-Lima et al. 2005,
Nascimento et al. 2009 & Da Vinha et al. 2011).

As celulases compdem o terceiro maior
grupo de enzimas industriais, devido a sua
grande aplicacdo na induastria téxtil, no
processamento do algodéo, reciclagem de papel,
detergentes, extracéo e clareamento de sucos de
frutas, bem como na producdo de racdo animal.
Entretanto, a tendéncia é que estas enzimas
ocupem brevemente o primeiro lugar, seja na
producdo de etanol, butanol ou outros produtos
derivados da fermentacdo dos acgucares
provenientes da biomassa (Wilson, 2009), devido
ao crescente numero de pesquisas com estas
enzimas na producdo de etanol de segunda
geracado (Maeda et al., 2013, Macedo et al., 2013
& Fischer et al. 2014).

Entretanto, os custos do processo ainda
sdo elevados e, por isso, a busca por substratos
de baixo custo é constante como forma de tornar
O processo  economicamente  viavel e
ambientalmente  correto. A utilizacdo de
subprodutos agroindustriais, e outros compostos
naturais, podem representar reducdo dos custos
na producdo de enzimas, especialmente em
paises onde os residuos agroindustriais s&o
abundantes, como o Brasil (Nascimento et al.,
2009 & Hideno et al. 2011). O bagaco de cana-
de-aclcar é uma das maiores fontes de celulose
no Brasil e contém, aproximadamente, 50% de
celulose e 25% de hemicelulose e lignina (Pandey
et al. 2000). Os residuos do beneficiamento da
cana-de-aclcar vém sendo estudados como
principal fonte de carbono para producao de
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varias enzimas, especialmente as celulases
(Sukumaran et al., 2009, Barros et al., 2010,
Maeda et al.,, 2010, Da Vinha et al., 2011 &
Delabona et al., 2013). Da mesma forma, a agua
de maceracao de milho, também conhecida como
milhocina, o principal subproduto da industria de
milho, é também um substrato de baixo custo
disponivel em larga escala, e tem se mostrado
muito eficiente na substituicdo do extrato de
levedura como uma rica fonte de nitrogénio e
vitaminas para meios de cultivo (Parekh et al,
1999). Este residuo barato tem sido empregado
com sucesso desde os anos 70 em uma
variedade de processos fermentativos na
producdo de solventes, antibiéticos e enzimas,
entre elas as celulases (Chen et al.,, 1979, De
Azeredo et al., 2006, Nascimento et al., 2009 &
Da Vinha et al., 2011).

O bagaco de sisal, por outro lado, ainda &
muito pouco explorado como substrato para
processos fermentativos, a despeito de sua
composicao rica em celulose (entre 65,0% e
85,0%, em média) e hemicelulose (cerca de 10,0
% a 18,0 %) (Joseph et al., 1999, Megiatto Jr. et
al., 2006 & Martin et al., 2009). A producdo do
sisal é destinada principalmente para a extracao
da fibra, utilizada na manufatura de cordas, fios,
barbantes, tapetes, sacos e bolsas, entre outros.
Também pode ser utilizada na fabricacdo de
pasta celulésica, empregada na confeccdo do
papel Kraft e de outros tipos de papéis finos.
Além dessas aplicacdes, a fibra de sisal pode ser
empregada na indUstria automotiva, de méveis e
eletrodomésticos, na mistura com polipropileno e
na construcdo civil (Embrapa Algodao, 2004).
Durante o processamento da fibra, sdo gerados
residuos sdlidos e liquidos que, atualmente, ndo
recebem um destino adequado (Salazar & Leé&o,
2006). De acordo com o Sindicato das Industrias
de Fibras Vegetais do Estado da Bahia
[SINDIFIBRAS], (2007), no setor sisaleiro
nordestino cerca de apenas 4 % da folha é
aproveitado para a retirada da fibra. O restante
constitui  os  denominados  residuos do
desfibramento, compostos pela mucilagem (15
%), suco (80 %) e bucha (1 %), que séo utilizados
como racdo animal, adubo orgéanico e pela
industria farmacéutica (Martin et al., 1999 & Faria
et al., 2008).

Estudos recentes com produgcdo de
celulase por actinobactérias usando subprodutos
de baixo custo sdo escassos na literatura. Nosso
grupo de pesquisa isolou linhagens celuloliticas
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de actinobactérias de varios tipos de solo no
Brasil com resultados promissores. Neste
trabalho, foi investigada a producdo de
endoglucanase pela actinobactéria ARA-01
isolada do solo de culturas do sisal (Agave
sisalana, Perrine) da regido semiarida do
Nordeste Brasileiro, usando bagaco de cana-de-
aclcar (BCA) e bagaco de sisal (BS), como
fontes de carbono, e agua de maceracao de milho
(AMM) como fonte de nitrogénio.

Material e métodos

Isolamento dos microrganismos
Os microrganismos utilizados neste estudo

foram isolados de residuos de sisal e solo
coletados em fazendas produtoras de sisal,
localizadas nos municipios de Tiquara,
Ourolandia, Laje do Batata, Araci, Jacobina e
Campo Formoso, reconhecidas como grandes
produtoras de sisal. Para o isolamento das
actinobactérias, 10 gramas de solo ou 5 gramas
de residuos do sisal (raizes, bagaco e
mucilagem) foram adicionados a 90 e 95 mL de
solucdo salina estéril em frascos erlenmeyer de
250 mL, respectivamente. A suspensdo foi
homogeneizada em agitador rotativo, a 150 rpm
por 30 minutos. Foram preparadas diluicbes
seriadas, de 10" a 10°, a partir da suspenséo
original. Os meios de cultura utilizados (agar
glicerol-peptona e agar amido caseina, seletivos
para actinobactérias) foram esterilizados e, em
seguida, adicionado 150 mg/L de fluconazol (anti-
fungico). Aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo
foram espalhadas na superficie do meio utilizando
alca de Drigalsky, em triplicata. Apés o periodo de
incubacdo, colénias morfologicamente distintas
foram selecionadas e repicadas no mesmo meio
de cultura para obtencdo de colbnias puras,
empregando-se a técnica de esgotamento. As
colénias purificadas foram transferidas para
microtubos contendo solucdo de glicerol a 20 % e
armazenado em freezer a -20 °C. Apls a
purificacdo, os isolados foram mantidos em meio
de cultura contendo (g.L™): extrato de levedura,
4,0; extrato de malte, 10,0; glicose, 4,0 e agar
15,0 (Shirling & Gottlieb, 1966). As suspensdes
de esporos foram preparadas de acordo com
Hopwood et al. (1985), apds cultivo (28 °C/ 15
dias) no mesmo meio. Os esporos foram
mantidos em glicerol a 20 % (v/v) a -20 °C.
Selecéo
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Atividades de celulases foram medidas por
meio de testes qualitativos em meio sdlido
contendo (g.L™): carboximetilcelulose (CMC) de
baixa viscosidade 10,0; extrato de levedura 1,0;
agar 15,0 suplementado com sais (NaNO; 1,2;
KH,PO, 3,0; K,HPO, 6,0; MgSO47H20 0,2;
CaCl,.2H,0 0,05; MnS0O,4.7H,0 0,01;
ZnS0O,4.7H,O 0,001), pH 7,0, foram inoculadas,
em duplicata. Ap6s incubagédo (10 dias / 30 °C),
as zonas de degradacdo da CMC foram
reveladas por meio da adicdo de solugdo de
vermelho congo 0,1% (p/v), de acordo com Sazci
et al. (1986).

Fermentacéo submersa

A atividade de endoglucanase foi medida
apos cultivo em frascos erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 mL de meio de sais minerais
(Breccia et al., 1995), (g.L'l): 3,0 KH,PO4; 6,0
K,HPO,; 0,2 MgS0,4.7H,0; 0,02 CaCly; 2,0 NaCl;
2,6 (NH4),.SO4 suplementado com 1,0 mL de
solucdo de elementos-traco (em g.L'l): 0,064
CuS0,4.5H,0; 0,015 ZnS0O,7H,O; 0,011
FeS0O,.7H,0; 0,079 MnCl,.4H,0). Bagaco de
cana-de-aclcar e de sisal, in natura, foram
adicionados, como fontes de carbono, e agua de
maceracao de milho (AMM) como principal fonte
de nitrogénio, em diferentes combina¢c6es como
descrito na Tabela 1. O pH inicial do meio foi
ajustado para 7,0. O meio de cultura foi inoculado
com 50 pL de solucdo de esporos (7,0 x 10°
esporos.mL_l), incubados a 30 °C, sob agitagédo
de 180 rpm durante 6 dias. Amostras foram
coletadas diariamente, filtradas em filtros de vidro
com membrana (Millipore) de 15 um e o
sobrenadante foi utilizado para determinar a
atividade de endoglucanase.

Atividade Enzimatica

A atividade de carboximetilcelulase
(endoglucanase) foi determinada por meio da
liberagdo de acguUcares redutores na mistura
reacional de 1 mL de sobrenadante bruto e 1 mL
da solucdo de 2 % (p/v) de carboximetilcelulose
(CMC) em tampao citrato a 0,05 mol.L™ (pH 4,8),
incubada a 50 °C por 30 min. Os acgucares
redutores foram determinados por meio do
método do acido dinitrosalicilico (DNS), segundo
Miller (1959). Uma unidade (U) da atividade de
endoglucanase corresponde a liberagdo de 1
pmol de glicose por minuto sob as condi¢des do
ensaio (Ghose, 1987).
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Tabela 1 — Composicdo do meio utilizado nas fermentacdes submersas e resultados das atividades
de endoglucanase ap6s 3 dias para o Bagaco de Sisal (BS) e 2 dias para o Bagaco de
Cana-de-Acucar (BCA)

Fontes de Fonte de Bagaco de Sisal Bagaco de
Carbono Nitrogénio Cana-de-Acucar
(BS) (BCA)
Agua de Atividade de Atividade de
Ensaios BS ou BCA Maceracéo Endoglucanase Endoglucanase
de Milho
(%) (%) UL ULh
1 0,8 0,3 20,0 0,0
2 24 0,3 20,0 100,0
3 0,8 1,3 40,0 160,0
4 24 1,3 30,0 230,0
5 0,5 0,8 30,0 80,0
6 2,7 0,8 10,0 110,0
7 1,6 0,1 10,0 10,0
8 1,6 1,5 630,0 60,0
9 1,6 0,8 20,0 107,0
Resultados e discussio de 4,1 cm de diametro. Entretanto, a linhagem

ARA-01, isolada de solo de regido semiarida,

Os resultados da selecio das coletado em uma fazenda de sisal no

actinobactérias produtoras de endoglucanase municipio de Araci, fol a que apresentou
estdo descritos na Tabela 2. Dentre os 86 melhor crescimento e esporulagéo. Assim, este
isolados que exibiram zona de hidrélise, 17 isolado  foi escolhido para os ensaios
linhagens se destacaram na producdo de fermentativos.

endoglucanase, apresentando halos maiores

Tabela 2 - Selecdo de actinobactérias produtoras de endoglucanase em meio soélido contendo
carboximetilcelulase por meio de zonas de hidrélise.

Regido de Coleta do N° de diferentes Zona de Hidrolise
Solo morfotipos
- + ++ +++
Campo Formoso 22 4 1 13 4
Araci 18 6 3 7 2
Laje do Batata 55 33 12 8 2
Ourolandia 27 17 4 5 1
Tiquara 26 12 1 9 4
Jacobina 18 6 3 5 4

Zona de hidrélise: (-) negativo; (+) fraco (< 1.9 cm de diametro); (++) médio (2.0 — 4.0 cm de diametro);
(+++) forte (> 4.1 cm de diametro).

Producdo de endoglucanase por A atividade enzimatica mais elevada
fermentagdo submersa utilizando Bagaco com BCA foi de 290,0 U.L", apés 6 dias de
de Cana-de-Acucar (BCA) e Bagaco de Sisal fermentacéo, no ensaio 8 (1,6 % BCAe 1,5 %
(BS), como fontes de carbono, e agua de AMM), seguida de 230 U.L™ no ensaio 4 (2,4
maceracdo de milho (AMM) como fonte de % BCA e 1,3 % AMM), apos 2 dias de
nitrogénio. fermentacéo. Dessa forma, a produtividade
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Atividade enzimatica (U/L)

Atividade enzimatica (U/L)
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enzimatica do ensaio 8 foi de 48,0 U.L™ dia™,
enquanto no ensaio 4 foi de 115 U.L™ .dia™,
mostrando que esta Ultima condicdo foi a mais
eficiente (Figura 1A e Tabela 1). Estes
resultados mostram que o isolado ARA-01
apresenta bom potencial para producéo destas
enzimas. Além disso, as actinobactérias

apresentam uma vantagem em relacdo aos
fungos filamentosos, que podem formar
“pellets” durante o crescimento em meio
liquido, como resultado do contato insuficiente
das células fungicas com o meio (Cunha et al.,
2012), ao contrario das actibobactérias, onde
este fendmeno nao ocorre.

Figura 1 - Cinética enzimatica para producdo de endoglucanase pela actinobactéria ARAO1 a 30 °C
durante 6 dias em meio de cultura contendo, em %: A) BCA + AMM e B) BS + AMM,

respectivamente: -m-0.8-0.3, -@- 2.4-0.3, -A- 0.8-1.3, -¥- 2.4-1.3, - *-0.5-0.8, -0-2.7-0.8,
-¢-1.6-0.1, -0-1.6-1.5, -A-1.6-0.8
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A Tabela 1 mostra que, de acordo com quando a concentracdo foi elevada de 0,3 %

as diferentes concentracbes das fontes de
carbono e nitrogénio, a producdo de
endoglucanase variou de 0,0 U L™ (ensaio 1) a
230,0 U L (ensaio 4) para o BCA, sendo que
a maior produgdo ocorreu nas concentracdes
de 2,4 % de BCA e 1,3 % de AMM (Figura 1A).
Comparando os ensaios 2 e 4 é possivel
observar o efeito positivo da AMM na producéo
de endoglucanase, a qual aumentou em 56 %

para 1,3 %. O mesmo ocorreu nos ensaios 7 e
8, onde o aumento da AMM de 0,1 % para 1,5
% elevou a atividade enzimatica em 6 vezes
(100 U.L" para 600 U.L"), em uma
concentracdo fixa de BCA. Aparentemente,
isto ndo ocorre com todas as fontes de
nitrogénio, pois Jang e Chen (2003) néo
observaram nenhum efeito do aumento da
concentracdo de diferentes fontes de
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nitrogénio (sulfato de amoénia, uréia e peptona)
na producdo de celulase por Streptomyces T3-
1.

De forma similar, com a fonte de
carbono, os ensaios 3 e 4 mostraram efeito
positivo na producdo de endoglucanase
guando a concentragdo de BCA foi elevada de
0,8 % para 2,4 %, de 160 u.L! para 230,0 U.L"
! Os ensaios 5 e 6 confirmam estes
resultados, uma vez que 0 aumento na
concentracdo de BCA de 0,5 % para 2,75 %
elevou a atividade de endoglucanase de 80
U.L" para 110,0 U. L* (Tabela 1). Franco-
Cigliano et al. (2013) também obtiveram
resultados expressivos de producdo de
celulases utilizando BCA e AMM como
substrato para Streptomyces misionensis,
Cercos et al. PESB-25, e afirmaram que a
interacdo entre estes dois substratos
proporcionou uma relacdo C:N adequada para
suprir 0  crescimento  microbiano e,
consequentemente, melhorar a producdo da
enzima.

No caso do bagaco de sisal (BS) o
melhor resultado obtido foi 630,0 U.L™ apés 3
dias de fermentacéo, na condicdo de 1,6 % de
BS e 1,5 % de AMM (ensaio 8), seguida do
ensaio 5 com 510,0 U.L™, apoés 5 dias de
fermentacéo na condicdo de 0,5 % de BS e 0,3
% de AMM (Figura 1B). Assim, foram obtidas
produtividades de 210,0 U.L™.dia™ e 102,0 U.L
! dia®, respectivamente. Podemos observar,
pela Tabela 1, que a variagdo na concentracao
do bagaco de sisal ndo influenciou na
producdo enzimatica. Ao contrario, 0 aumento
da fonte de nitrogénio elevou a producao de
endoglucanase, como pode ser observado nos
ensaios 1 e 3 e ensaios 2 e 4. No ensaio 8,
onde se encontra a concentracdo mais elevada
de AMM (1,5 %), foi atingida a maxima
producdo da enzima.

De acordo com varios estudos descritos
na literatura, boas producdes de celulases séo
obtidas utilizando AMM como fonte de
nitrogénio. Grigorevski-Lima et al. (2005)
obtiveram producdes mais elevadas de
celulase por Streptomyces drozdowiczii,
Semédo et al.,utilizando AMM do que com
extrato de levedura, sob as mesmas condi¢des
de cultivo. O mesmo foi observado por
Nascimento et al. (2009) com Streptomyces
malaysiensis, sp. nov. Elevadas produc¢fes de
celulases também foram descritas por
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Kalogeris et al. (2003) empregando AMM e
residuos agroindustriais como fontes de
carbono pelo fungo filamentoso Thermoascus
aurantiacus. Da Vinha et al. (2011) obtiveram
110 U.L™ de atividade de endoglucanase com
um combinacdo de AMM + BCA por
Streptomyces viridobrunneus, Terekhova. Isto
representa uma grande vantagem, porque a
AMM apresenta custo menor quando
comparado com fontes de nitrogénio
tradicionais, como peptona e extrato de
levedura. Além disso, apresenta uma
composicao rica em nutrientes, especialmente
aminoacidos e polipeptideos, que séo
excelentes fontes de nitrogénio, bem como
vitaminas do complexo B e varios sais minerais
como calcio, ferro, magnésio, manganés,
fésforo, potéssio, enxofre, zinco, entre outros
(Mirza & Mushtaq, 2006, Xiao et al., 2012;
Pharazyn & Nortey, 2013). Outra vantagem da
AMM ¢é que, aparentemente, nao causa
alteracdes no pH da cultura, provavelmente
devido a presenca de aminoacidos que
apresentam efeito tamponante, ao contrario de
outras fontes de nitrogénio, como uréia, que
torna o pH alcalino (Jang & Chen 2003), o que
pode afetar negativamente a producdo das
enzimas.

Com relacao a evolugdo do pH ao longo
da fermentac&o, no meio com BCA o pH variou
na faixa de 6,7-7,2 apOs 6 dias (Figura 2A).
Embora a maioria dos relatos na literatura
descreva que atividades de endoglucanase
ocorrem em pH alcalino (George et al., 2001),
séo descritas boas producdes em pH em torno
da neutralidade para muitas linhagens
(Semédo et al, 2000; Jang & Chen 2003;
Gomathi et al., 2012). E importante que o0 meio
de cultura ndo apresente variacdo de pH ao
longo do processo, de modo que néo interfira
na producdo da enzima e evite a necessidade
de adicdo de substancias para seu controle.

Entretanto, quando foi utilizado BS como
substrato ocorreu aumento significativo do pH
no final da fermentacdo, especialmente nas
maiores concentracdes. O bagaco de sisal é
um residuo bastante alcalino e, mesmo tendo
sido neutralizado antes do inicio das
fermentacdes, o pH ndo se manteve constante
ao longo do tempo. Assim, nos ensaios que
continham as maiores concentracfes de BS
(ensaios 2, 4, 6, 7, 8, 9, 10 e 11) foram
atingidos os pHs mais elevados no final da
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fermentacéo, entre 8,2 e 8,7. Os ensaios 1, 3 e
5, que continham de 0,5 % a 0,8 % de BS,
apresentaram pH relativamente constante
(Figura 2B). Ainda assim, a maior atividade
enzimatica foi atingida em um ensaio com
concentracao elevada de BS, o que indica que
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a celulase produzida pelo isolado ARA-01 é
tolerante a pHs alcalinos. Isto é bastante
vantajoso do ponto de vista industrial, pois
evita a contaminacdo por fungos e outras
bactérias, que se desenvolvem melhor em pH
acido e neutro, respectivamente.

Figura 2 - Cinética do pH utilizando o isolado ARA-01 durante processo fermentativo a 30° C, 6 dias,
em meios de cultura contendo, em %: A) BCA + AMM e B) BS + AMM, respectivamente :
-m-0.8-0.3, -e- 2.4-0.3,-A- 0.8-1.3, -¥- 2.4-1.3, -*-0.5-0.8, -[1-2.7-0.8, -¢- 1.6-0.1, -O-1.6-

1.5,-A-1.6-0.8.
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Conclusodes

A actinobactéria ARA-01, utilizada
neste estudo, foi capaz de crescer e
apresentar boas produ¢fes de endoglucanase
nos substratos bagaco de cana-de-aglcar e
bagaco de sisal como fontes de carbono.
Embora bastante alcalino, o bagaco de sisal
apresentou-se como o melhor substrato para a
producdo de endoglucanase. A agua de
maceracdo de milho, utilizada como fonte de
nitrogénio, foi o fator que mostrou maior

influéncia na  producdo da  enzima,
apresentando efeito positivo, caracterizando-se
como uma boa fonte de nitrogénio.

Considerando o baixo custo dos substratos
estudados, e os resultados obtidos para a
producdo de endoglucanase, pode-se afirmar
que o isolado ARA-01 apresenta um bom
potencial para O USO em processos
biotecnolégicos para a producdo de enzimas
de interesse industrial.
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