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APRESENTACAO

Temos o prazer de dar continuidade ao tema de microbiologia inter-relacionado a
pesquisa cientifica e tecnoldgica iniciado pela editora no ano de 2019. Apresentamos
aqui um novo volume deste contexto, denominado “Pesquisa cientifica e tecnoldgica em
microbiologia, volume 3” contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em diversos
institutos do territorio nacional contendo analises de processos biol6gicos embasados em
células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacéo de atividades microbianas
com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

A microbiologia é um vasto campo que inclui o estudo dos seres vivos microscopicos
nos seus mais vaiados aspectos como morfologia, estrutura, fisiologia, reproducéo,
genética, taxonomia, interagdo com outros organismos e com o ambiente além de aplicacdes
biotecnol6gicas. Como uma ciéncia basica a microbiologia utiliza células microbianas para
analisar os processos fundamentais da vida, e como ciéncia aplicada ela é praticamente a
linha de frente de avancgos importantes na medicina, agricultura e na industria.

A microbiologia como ciéncia iniciou a cerca de 200 anos, entretanto os avancos na
area molecular como a descoberta do DNA elevou a um novo nivel os estudos desses
seres microscopicos, além de abrir novas frentes de pesquisa e estudo. Sabemos na
atualidade que os microrganismos sé&o encontrados em praticamente todos os lugares, e
a falta de conhecimento que havia antes da invencdo do microscopio hoje néao é mais um
problema no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes como
bactérias, virus, fungos e protozoérios.

Temas ligados a pesquisa e tecnologia microbiana sé&o, deste modo, discutidos aqui
com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles
que de alguma forma se interessam pela satde em seus aspectos microbioldgicos. Portanto
a obra propd6e uma teoria bem fundamentada nos resultados praticos obtidos em alguns
campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras para os demais pesquisadores de
outras subéreas da microbiologia.

Assim, desejo a todos uma 6tima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 9

OBTENCAO DE CELULASES MICROBIANAS: UMA
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BREVE REVISAO

Hugo Juarez Vieira Pereira
Universidade Federal de Alagoas

Programa de Pés Graduacédo em Quimica e
Biotecnologia, Macei6 — Alagoas

http://lattes.cnpq.br/3682743268696668

RESUMO: As celulases s@o enzimas hidroliticas
do complexo celulolitico que clivam as ligagcbes
O-glicosidicas da celulose, sendo divididas
em trés grupos, de acordo com o seu local de
acao no substrato celuldsico: endoglucanases
(EnG), que dao inicio a hidrélise e clivam
ligacGes internas da fibra celulésica, na regidao
amorfa; exoglucanases (ExG), que atuam na
regidao externa da celulose; e [-glicosidases
(BG), que hidrolisam oligossacarideos soluveis
em glicose. Constituem uma grande propor¢ao
do grupo de enzimas coletivamente conhecidas
como celulases, que estdo entre as trés
enzimas mais vendidas em todo o mundo e tém
aplicagbes em varias industrias. S&o utilizadas
para catalisar reacbes de varios processos em
muitos setores industriais, como téxteis, papel,
produtos farmacéuticos, alimentos e racao
animal. Os custos para a producao de enzimas
ainda € um impedimento, uma vez que, sao
macromoléculas de grande valor agregado, no
entanto muitos estudos vém sendo realizados
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a fim de baratear os custos de producao, empregando técnicas tais como fermentacdo em
estado sélido que utilizam residuos agroindustriais como meio de cultura alternativo. Neste
trabalho de revisdo, pretendeu-se fornecer uma viséo geral sobre as pesquisas que vém
sendo desenvolvidas para a obtencéo, purificacéo e aplicacdo biotecnolégica de celulases
microbianas produzidas em meios de cultura de baixo custo.

PALAVRAS-CHAVE: Endoglucanase. Exoglucanase. [-glicosidase. Purificacao.
Fermentacéo.

OBTAINING MICROBIAL CELLULASES: A BRIEF REVIEW

ABSTRACT: Cellulases are hydrolytic enzymes of the cellulolytic complex that cleave the
O-glycosidic bonds of cellulose, being divided into three groups, according to their site of
action on the cellulosic substrate: endoglucanases (EnG), which initiate hydrolysis and cleave
internal bonds cellulosic fiber, in the amorphous region; exoglucanases (ExG), which act on
the outer region of the cellulose; and B-glycosidases (BG), which hydrolyze glucose-soluble
oligosaccharides. They constitute a large proportion of the group of enzymes collectively
known as cellulases, which are among the three best-selling enzymes worldwide and have
applications in various industries. They are used to catalyze reactions of various processes in
many industrial sectors, such as textiles, paper, pharmaceuticals, food and animal feed. The
costs for the production of enzymes is still an impediment, since they are macromolecules of
great added value, however many studies have been carried out in order to lower production
costs, employing techniques such as solid state fermentation that use residues agribusiness
as an alternative culture medium. In this review work, it was intended to provide an overview of
the research that has been developed for obtaining, purifying and biotechnological application
of microbial cellulases produced in low-cost culture media.

KEYWORDS: Endoglucanase. Exoglucanase. B-glycosidase. Purification. Fermentation.

11 INTRODUCAO

Celulases sé@o enzimas sintetizadas por uma grande diversidade de microrganismos,
incluindo fungos e bactérias, durante seus crescimentos em materiais celuldsicos. Estes
microrganismos podem ser aerobicos, anaerdbicos, mesofilicos ou termofilicos (SUN e
CHENG, 2002). Sdo enzimas hidroliticas que compdem o grupo das celulases as endo-
1,4-B-glucanases (EC 3.2.1.4), as exo-1,4-B- glucanases ou celobiohidrolases (EC
3.2.1.91) e as 1,4-B-glucosidases (EC 3.2.1.21) atuam de forma sinérgica na degradacao
da celulose.

Desempenha um papel fundamental na hidrélise da ligacdo (-1,4-glicosidica da
celulose, um componente dominante da parede celular das plantas. Aproducéo de celulases
€ uma importante area de pesquisa. No mercado industrial, ocupa a terceira posi¢do no
ranking mundial, representando 20% do volume total de enzimas comercializadas (YOON
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et al., 2014). Podem ser obtidas por distintas técnicas, tais como a fermentacao submersa
e fermentacdo em estado sélido (KASANA et al., 2008). Possuem grande importancia
econdmica, podendo ser aplicadas em uma ampla variedade de atividades industriais.
As principais aplicagdes sao nas industrias alimenticias, racdo animal, téxtil, detergente
e cervejarias. Outras areas incluem a industria de polpa e papel, gestao de residuos e
industria médico-farmacéutica (BHAT e BHAT, 2000).

Diante da importancia desta tematica, e ascenséo do uso das celulases em diversos
setores biotecnoldgicos e industriais, o presente trabalho teve como objetivo revisar
a literatura acerca da obtenc&do celulases microbianas, ressaltando suas principais
caracteristicas, as técnicas de fermentacao utilizadas durante a sua producdo, métodos
de purificacado e principais aplicacdes biotecnoldgicas.

21 COMPLEXO CELULOLITICO

A celulose é o principal componente da parede celular das plantas, constituida de
polimero de glicoses ligadas por ligacao do tipo B-1-4. E muitos microrganismos possuem
a capacidade de degradar a celulose para obter energia para seu desenvolvimento,
entre eles estdo: as bactérias e os fungos sejam filamentosos aerdbios ou anaerdbios
ou leveduras. Os microrganismos utilizam um complexo celulolitico constituido por trés
enzimas: endoglucanases, B-glicosidase e exoglucanases (WANG et al., 2014).

A hidrélise completa da biomassa celulolitica requer o sinergismo das trés enzimas
do complexo celulolitico: endoglucanases (EC 3.2.1.4), exoglucanases (EC 3.2.1.91)
e B-glicosidase (EC 3.2.1.21). Estruturalmente, as enzimas possuem dois dominios
separados, o primeiro um dominio de ligacéo a celulose (CBM) e 0 segundo um dominio
catalitico proeminente (CD) contendo residuos ativos que formam uma fenda ou bolsa
catalitica. Ambos os dominios de proteina modular sdo conectados por uma regiao de
ligacao flexivel, rica em treonina e serina, e o CBM contém cerca de 35 residuos de
aminoacidos. As enzimas celuloliticas agem sinergicamente para converter a celulose
em glicose, as endoglucanases atuam em primeiro lugar, clivando a cadeia linear de
celulose, atuando nas ligacOes B-1-4 internas, posteriormente, as exoglucanases atuam
em residuos expostos pela acao da endoglucanase e liberam a celobiose que é convertido
em glicose livre pela B-glicosidase (AKRAM et al., 2018; WATANABE and TOKUDA, 2010).

2.1 Caracteristicas das endoglucanases

E responsavel por iniciar a hidrolise dos polimeros de glicose, atuam em regides
aleatérias da cadeia, liberando novas extremidades na cadeia de celulose, que séo alvos
das exoglucanases. As endoglucanases com propriedades importantes quanto ao pH 6timo
e temperatura 6tima variam de acordo com os microrganismos de origem. Microrganismos
termofilos como: Sporotrichum sp., Thermoascus aurantiacus, Talaromyces emersonii,
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apresentam atividade ideal a 70 a 80°C. (Ishihara et al., 1998, Murray et al., 2001),
mostrando exceléncia estabilidade térmica. Contudo, a maioria das endoglucanases
apresentam temperaturas 6timas entre 50° a 70°C (Dashtban and Qin, 2009), a exemplo
da endoglucanase isolado do Botrytis ricini, que apresentou temperatura 6tima de 50°C.
(SILVA et al., 2018).

As endoglucanases fungicas tem suas maiores atividades em pH 4,0 a 6,0, pHs
acima de 7 reduzem significativamente a atividade das endoglucanases (QIN et al., 2008).
Estudos sugerem que alteracdes em alguns residuos de aminoacidos que aumentam a
cadeia lateral hidrofobica da enzima, aumentem a estabilidade da enzima em pH alto (QIN
et al., 2008).

2.2. Caracteristicas das exoglucanases

Na hidrélise da celulose as exoglucanases atuam nos oligossacarideos provenientes
da acédo das endoglucanases, agem nas extremidades das cadeias gerando celobiose,
um dissacarideo que sera hidrolisado pela B-glicosidase. (HAN and CHEN, 2010). A
temperatura 6tima das exoglucanases difere das endoglucanases, as exoglucanases
atuam com maxima atividade com temperatura em torno de 30°C, com o aumento da
temperatura observa-se uma diminuicdo da atividade enzimatica. (HANIF et al., 2004).
Segundo Hanif et al., 2004, o pH 6timo das exoglucanases é entre o pH 6,0 e 7,0. Duas
faixas acima do pH 6timo para as endoglucanases.

2.3 Caracteristicas das B-glicosidase

A ultima enzima do complexo enzimatico a agir, atuando na hidrolise da celobiose, um
dissacarideo proveniente da acdo das exoglucanases e gerando glicose livre. (SHASTRI,
2016). As B-glicosidases atuam clivando as ligagdes glicosidicas entre as moléculas de
glicose.

A temperatura 6tima para as B-glicosidase isoladas de fungos filamentosos variam
entre 50° a 70°C, a exemplo da B-glicosidase isolada do Penicilium sp com atividade
maxima entre 50° e 60°C.(ROSA et al., 2018). As maiores atividades das B-glicosidases
em pH 4,0 a 5,0, em pH 6,0 a atividade enzimatica cai significativamente. (SHASTRI,
2016). Como observado em B-glicosidase isoladas de P. funiculosum, (pH 4,8) (CASTRO
et al., 2010), P. citrinum (pH 5,0) (DUTTA et al., 2008).

31 OBTENCAO DE CELULASES MICROBIANAS

As celulases microbianas podem ser produzidas por bactérias, fungos e
actinobacterias por estatica e agitando o meio de cultura (MOHITE; PATIL, 2016). As

duas principais estratégias para a producdo de celulases por micro-organismos sao a
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fermentacéo no estado sélido (FES) e a fermentacdo submersa (FS) (KASANA et al.,
2008). A producao comercial de celulases realizadas por FES e FS contém celulose em
diferentes graus de pureza, ou como substratos lignocelulésicos brutos (SUKUMARAN;
SINGHANIA; PANDEY, 2005).

A producéo de celulase é possivel tanto com o uso de fermentacdo submersa e de
estado solido. Existem muitas pesquisas sobre a producao microbiana de celulases utiliza
tecnologia de fermentacéo submersa (FS) e o organismo amplamente estudado usado
na producado de celulase é T. reesei. A fermentacdo submersa destaca-se por ser uma
técnica favoravel em muitos casos, sendo facil de manusear e monitorar as variaveis.
Essa técnica provou ser vantajoso em escala industrial por produzir muitas enzimas uteis.
(CHAKRABORTY et al., 2019).

Jaafermentacdoemestadosélido (FES) paraproducaode celulases estarapidamente
ganhando interesse como uma tecnologia econdémica, pois desencadeia uma reducéao de
dez vezes no custo comparando a FS, sendo que para produgéo industrial de enzimas
também se aplica na tecnologia para producéao de celulase. (SUKUMARAN; SINGHANIA;
PANDEY, 2005). FES é uma técnica utilizada para produzir produtos de alto valor final
sendo comum a utilizacado de residuos agroindustriais e nutrientes (CHAKRABORTY et
al., 2019).

Sendo assim comparando as duas técnicas podemos afirmar que FS é o método
mais utilizado para a producédo de enzimas, pois oferece vantagens como um biorreator
bem desenvolvido, equipado com técnicas de monitoramento e controle; no entanto
esse método tem rendimento moderado, com alto custo e gerar grandes quantidades de
agua como residuo, ja a FES supera as desvantagens por obter vantagens econémicas
em que requer substrato de baixo custo, como residuos lignocelul6sicos e fornece uma
plataforma para melhor interagcado de microrganismos e um substrato que resulta em maior
concentracao enziméatica (ARORA; RANI; GHOSH, 2018).

Utilizando as duas técnicas existem uma grande variedade de microrganismos
(varias espécies de fungos e bactérias) que foram aplicados até a fonte de celulases
microbianas tabela 1.

Microrganismos Métodos
Aspergillus niger A 20 FS
A. niger NRRL3 FES
Bacillus pumilus FS
Bacillus sp KSM N252 FS
B. subtilis FES
B. subtilis FES
Chaetomium thermophilium CT2 FS
Melnocarpus albomyces Mixed culture: T. reesei, FS
A. niger FES
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Mucor circinelloidens FS
Neurospora crassa FS
Penicillium decumbans FES
P. occitanis FS

P. janthinellum FS
Phaenerocheate chrysosporium FS
Rhodothermus marinus FS
Steptomyces sp T3-1 FS
S. drodowiczii FS
Thermoascus auranticus FES
Thermotoga maritima FS
T. reesei FS

T. reesei RUT C30 FS

T. reesei RUT C30 FS

T. reesei ZU 02 FES

T. reesei ZU-02 FS

T. viridae FS

Tabela 1. Producgéo de celulase — Métodos e microrganismos

Fonte: Adaptado por Sukumaran et.al

4 | PURIFICACAO

Sabe-se que o interesse por processos de purificacdo de biomoléculas esta
intimamente ligado ao desenvolvimento da biotecnologia e as demandas industriais
de diferentes industrias, tais como, alimentos, farmacéutica e quimica. Os processos
de purificacdo sdo dados por etapas e isso por sua vez ao longo dos anos vem sendo
discutidos por varios pesquisadores. Silva et al. (2018) purificaram uma endoglucanase
halotolerante de Botrytis ricini URM 5627 em duas etapas, fracionamento salino com
sulfato de aménio e cromatografia de exclusdo por tamanho em uma coluna Sephacryl
S-100 (60x0,5 cm), pré-equilibrada com tampao acetato de sédio (0,1 M, pH 5), com
recuperacao final de 48,22%, a enzima apresentou peso molecular de 39 kDa. Celulases
de Pleurotus ostreatus e Cellulomonas uda NCIM 2353 também foram purificadas por
cromatografia de exclusao por tamanho, usando colunas Sephadex G-100 (Okereke et al.
2017; Swathy et al. 2019).

Mudasir et al. (2019) purificaram uma celulase de Bacillus tequilensis G9 em quarto
etapas de purificacdo, precipitacdo com sulfato de amoénio, precipitacdo com acetona,
dialise e cromatografia de troca ibnica usando uma coluna dietilaminoetil (DEAE) - celulose
(25x2 cm) equilibrada com tampéao fosfato salino (20 mM, pH 7,4), as fracdes foram eluidas
com um gradiente linear de NaCl (0,1 - 0,5M), com rendimento final de 10% a enzima
apresentou 43 kDa de peso molecular. A cromatografia de troca ibnica ainda foi usada
por Mohapatra et al. (2018) e Prajapati et al. (2018) para purificar celulase de Aspergillus
fumigatus (CWSF-7) e Aspergillus tubingensis, utilizando as colunas Sepharose G100 e
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DEAE celulose-52, respectivamente.

Liu et al. (2019) purificaram uma celulase de Bacillus velezensis A4 por sistema
aquoso de bifasico (SAB) usando metodologia de superficie de resposta. Observaram que
as variaveis peso molecular do polietilenoglicol (PEG), a concentracdo do PEG e o pH
afetam significativamente a taxa de recuperacao e o fator de purificacéo. A recuperacao
maxima da enzima foi 67,8% e o fator de purificacdo 1,14, encontrados nas condi¢des de
PEG 4000 (20,75%, p/p), K,HPO, (8,5%, p/p), pH 8,5. O peso molecular da celulase foi 35
kDa. Ho et al. (2017) também purificaram uma carboximetil celulase (CMCase) de Bacillus
subtilis por SAB de PEG/citrato de sodio.

Bernardes et al. (2019) purificaram uma celulase clonada, por cromatografia de
afinidade metalica. Usaram uma coluna His-trap HP equilibrada com tampé&o A (TRIS
20mM, pH 7,5, NaCl 300mM, glicerol 5%, fluoreto de fenilmetanossulfonil 1mM e
B-mercaptoetanol 4,3M), as eluicbes de proteinas foram realizadas com um gradiente de
imidazol usando o tampé&o B (TRIS 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, imidazol 300 mM, glicerol
5% e B-mercaptoetanol 4,3 M). Por fim, utilizaram uma cromatografia de gel filiragcdo em
sistema FPLC, conectado a uma coluna Superdex 75. Além disso, Maleki et al. (2020)
purificaram duas celulases clonadas por cromatografia de afinidade utilizando o Kit Ni-
NTA Fast Start.

51 APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

As celulases possuem um grande potencial biotecnolégico, podendo ser empregadas
em diferentes industrias. No refino e na modelagem da polpa de celulose, se reduz de
20-40% do gasto de energia e se produzem menos detritos sélidos quando séo utilizadas
celulases, além de facilitar a remogéao de pigmentos da polpa e do papel, além de auxiliar
na secagem da celulose sem comprometer a resisténcia e a clareza do mesmo, podendo
até melhorar esses processos, diminuindo ou eliminando o uso de bases nos processos de
fabricacdo e prevenindo amarelamento, como documentado para as celulases dos fungos
Aspergillus niger e Tricoderma sp. (KUHAD, GUPTA et al., 2011; PERE et al., 2001; BHAT,
2000; MAI; EFRATI et al., 2013).Celulases ativas em pH acido s&do mais eficientes no
bioprocessamento de celulose que aquelas basicas ou neutras (BHAT, 2000). Celulases
podem ser usadas na producao de papel higiénico, papel toalha, papeldao e na remocéao
de papel aderido (HSU & LAKHANI, 2002; SHARYO et al., 2002; ZHANG et al., 2013; LIU
& HU, 2012).

O uso de celulases na fabricacdo de jeans apresenta vantagens sobre o0 processo
tradicional de polimento como maior eficiéncia do maquinario, menor danificacdo das
fibras, menor impacto ambiental e menos trabalho manual (KUHAD, GUPTA & SINGH,
2011). Celulases também facilitam o processamento de tecidos celuldésicos amalgamandos
ou nao com fibra sintética, removendo imperfeicdes na superficie dos tecidos, sujidades
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presas entre as fibras, aumentando brilho e maciez (KUHAD, GUPTA & SINGH, 2011;
SHARMA et al., 2016). Celulases dos fungos Aspergillus Niger e Tricoderma reesei ja
foram usadas no processamento de tecidos de algodéo e daqueles compostos por algodao
e poliéster respectivamente (NOREEN et al., 2014), bem como na remocéao de particulas
indesejas na fabricacao de |a bruta, substituindo o uso de &cido sulfurico, que é corrosivo,
perigoso e poluente (SHARMA et al., 2016; SHAH, 2013). Um complexo com atividade
celulolitica isolado de fungo do género Neocallismatix foi aplicado a fabricagdo de péo,
diminuindo esfarelamento, tornando-o mais macio e de facil mastigacao (YURDUGUL et
al., 2012).

Usando digestao anaerdbica e fermentagao fungica aerodbica, foi possivel, através da
acao combinada de celulases e amilases sobre palha de milho e estrume, obter biodiesel
com grade eficacia de maneira sustentavel (ZHONG et al., 2015).Sao usados residuos
vegetais tratados com enzimas celulésicas para enriquecer o solo, diminuindo utilizagéo
de fertilizantes minerais (TEJADA et al., 2008; ESCOBAR & HUE, 2008). Residuos da
agroindustria, geralmente sem valor comercial, sdo usados para fins importantes, como por
exemplo, a obtencédo de enzimas, agucares, biocombustiveis e fontes para fermentacao
de microrganismos (KUHAD, GUPTA & SINGH, 2011; MILALA et al., 2005; ABU et al.,
2000).

As celulases se mostraram capazes de facilitar a obtencédo com grande rendimento
de polifen6is com atividade antioxidante, servindo como carreadores de radicais livres,
combatendo processos relacionados a diferentes doencas (HUANG et al., 2008; BHANJA,
KUMARI & BANERJEE, 2009; DO et al., 2009; SHARMA et al., 2016). Celulases podem
ser usadas na extracao de carotenoides de vegetais para utilizacao como corantes,
qgue sao naturais e que possuem propriedades benéficas para a saude (SHARMA et al.,
2016). A industria também ja desenvolve suplementos alimentares contendo celulase,
para combater algumas desordens metabdlicas (KARMAKAR et al., 2011). O consumo
de diversos alimentos leva a ingestao de fibra nao digerivel pelo ser humano, fibras que
podem servir de suporte para bactérias no intestino (SHARMA et al., 2016).

6 | CONSIDERACOES FINAIS

Conforme observado nessa reviséo de literatura, varios trabalhos abordam o grande
interesse na obtencao e utilizacdo das celulases em aplicacbes industriais bem como
biotecnologicas, tais como, industrias alimenticias, téxtil, racdo animal, farmacéuticos,
produtos quimicos, producdo de biocombustiveis, entre outros. Mesmo em meio aos
obstaculos, que estdo intimamente ligados aos custos na producdo, bem como na
possivel reutilizacdo desse catalisador biologico muitos esforgos pela reducao de custos
na producéo de enzimas tem proporcionado o aumento das pesquisas na sua producao
através da utilizacdo de cepas microbianas associadas as técnicas de fermentacdo. No
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que diz respeito a utilizacéo de técnicas de purificacdo de celulases, muitos estudos vem
sendo realizados para o desenvolvimento e ampliacao de metodologias que apresentem
baixo custo, alto rendimento e maior pureza.

Diante disso vé-se a importancia de abordar e revisar essa tematica, uma vez
que muitos esforcos vém sendo realizados a fim de ampliar e fomentar essas linhas de
pesquisa que tanto cresce no ambito cientifico e biotecnologico.
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