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RESUMO 

 

As actinobactérias são um dos grupos de bactérias mais diversificados na natureza 

apresentando características anaeróbicas, aeróbicas, filamentosas e linhagens geradoras 

de esporos que possui alta importância biomédica e industrial. Dentre elas, o gênero 

Streptomyces se destaca pela produção de uma gama de celulases como exoglucanase, 

endoglucanase, β-glucosidase e celobiohidrolase. A partir da atividade dos seus 

constituintes, a celulase promove a hidrolisação da biomassa ligninocelulósica 

produzindo moléculas menores de açucares que são utilizados para processos 

bioquímicos como fabricação de biodiesel, produção de laticínios, cerveja, xaropes, entre 

outros, obtendo-se produtos de degradação de elevado interesse industrial. Nesse 

contexto, este trabalho objetivou a obtenção de um complexo enzimático produzido por 

Streptomyces capoamus capaz de degradar a celulose de maneira eficaz para posterior 

purificação e elucidação de suas propriedades físico-químicas a fim encontrar uma 

aplicação industrial relevante. Para tal, foram utilizadas da actino da actinobactéria, 

obtidas da coleção de culturas do Departamento de Antibióticos da Universidade Federal 

de Pernambuco (DANTI-UFPE) incubadas a 37°C, por 7 dias sob agitação de 150 rpm 

obtendo-se assim o extrato bruto enzimático que foi liofilizado por processo de freeze-

drying. Sua atividade enzimática foi avaliada utilizando como substrato 

carboximetilcelulose 1% (p/v) em pH 5,6 a 50 mM a 60 °C e as proteínas foram 

quantificadas pelo método de Bradford obtendo-se um rendimento de 0,03376 mg/mL. A 

fim de purificar o extrato bruto foram realizadas cromatografia de troca iônica 

verificando-se um pico principal com atividade de 50,6309 U/mL e purificação de 1,65 

vezes e cromatografia de exclusão molecular obtendo-se um pool de 12 amostras no 

mesmo pico demonstrando que são de mesma massa molecular. Foi realizada eletroforese 

em gel de poliacrilamida – sulfato sódico de dodecila (SDS-PAGE) a fim estimar a massa 

molecular da enzima estando próxima de 97,4 kDa. Em seguida, a temperatura e valores 

de pH ótimos foram determinados mostrando que a enzima apresenta atividade maior que 

50% nas faixas de pH entre 3 e 4 e entre 6 e 7. A temperatura ótima foi de 65 °C 

demonstrando atividade maior que 50% entre 30 e 60 °C. Os parâmetros cinéticos foram 

calculados e a enzima mostra atividade de acordo com a constante de Michaelis-Menten. 

Visando uma aplicação industrial, a sua compatibilidade com detergentes foi avaliada 



 

incubando-se a enzima com 4 marcas diferentes e mensurando-se sua atividade que 

demonstrou ser totalmente compatível e ativa nas marcas testadas: Ala (100%), Guarani 

(91,4 %), Class (57,2%) e Omo (48,2%) todas em relação ao controle sem detergentes 

(68,2 %). Sendo assim, os resultados mostram que as celulases obtidas de S. capoamus 

mostraram-se muito promissoras pois apresentaram termoestabilidade notável e 

versatilidade de valores de pH. Além disso apresentaram constante estabilidade em sua 

atividade mantendo-se ativa mesmo em condições desnaturantes. Esses achados fazem a 

enzima ganhar importância para futuras aplicações industriais.  

 

Palavras–chave: Actinobactérias. Enzimas. Celulase. Atividade Celulolítica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Actinobacteria are one of the most diversified bacteria groups in the wild with anaerobic, 

aerobic, filamentous and spore-forming lineages with highlighted biomedical and 

industrial importance. Among them, the genus Streptomyces stands out for the production 

of a range of cellulases like exoglucanase, endoglucanase, β-glucosidase and 

cellobiohidrolase. From the activity of its constituents, cellulase promotes the 

ligninocellulosic biomass hydrolysis producing smaller sugar molecules used for 

biochemical processes like biodiesel production, dairy production, beer, syrups, among 

others, obtaining degradation products of high industrial interest. In this context, this 

work aimed to obtain an enzymatic complex produced by Streptomyces capoamus 

capable of degrading the cellulose in an efficient manner for further purification and 

elucidation of its physicochemical properties in order to find a relevant industrial 

application. For this purpose, actinobacteria samples were obtained from the Antibiotics 

Department culture collection of the Federal University of Pernambuco (DANTI-UFPE) 

and incubated at 37 ° C for 7 days under 150 rpm agitation, obtaining crude enzymatic 

extract which was freeze-dried liophilizated. Its enzymatic activity was evaluated using 

1% (w/v) carboxymethylcellulose at pH 5.6 to 50 mM at 60 °C and the proteins were 

quantified by the Bradford method resulting in a 0.03376 mg / ml yield. In order to purify 

the crude extract, ion exchange chromatography was performed, with a main peak with 

activity of 50.6309 U / mL and purification of 1.65 folds and molecular exclusion 

chromatography obtaining a pool of 12 samples in the same peak showing that they 

presented the same molecular mass. Polyacrylamide gel electrophoresis containing 

sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) was performed to estimate the enzyme molecular 

mass being approximately 97.4 kDa. Then, the optimum pH and temperature were 

determined showing enzyme activity greater than 50% in the pH ranges between 3 and 4 

and between 6 and 7. The optimum temperature was 65 °C, showing activity greater than 

50% between 30 and 60 °C. The kinetic parameters were calculated and the enzyme 

showed activity according to the Michaelis-Menten constant. Aiming for an industrial 

application, its compatibility with detergents was evaluated by incubating the enzyme 

with four different brands and measuring its activity, which was fully compatible and 

active in the tested brands: Ala (100%), Guarani (91.4% ), Class (57.2%) and Omo 



 

(48.2%) all compared to the control without detergents (68.2%). Thus, the results show 

that the cellulases obtained from S. capoamus were very promising since they presented 

remarkable thermostability and pH versatility. In addition, they showed constant stability 

in their activity, remaining active even in denaturing conditions. These findings make the 

enzyme gain importance for future industrial applications. 

 

Keywords: Actinobacteria. Enzymes. Cellulase. Cellulolytic Activity.
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1 INTRODUÇÃO 

 

Actinomicetos são bactérias filamentosas gram positivas, pertencentes ao filo 

Actinobacteria, com um DNA rico em guanina e citosina, capazes de formar hifas em 

alguns estágios de seu desenvolvimento (CARVALHO et al., 2012). Caracterizam-se pela 

sua diversidade morfológica e de metabólitos. Conhecidas por sua capacidade de produzir 

antibióticos, também produzem pigmentos, compostos terpenóides e enzimas 

extracelulares, por exemplo, as celulases, que hidrolisam celulose e hemicelulose. A 

produção de celulases também pode ser conhecida quando falamos do gênero 

Streptomyces a qual é citada em trabalhos que evidenciam a produção de metabolitos com 

atividade enzimática (LI; GAO, 1997; SARATALE, G. D.; SARATALE, R. G.; OH, 

2012). 

As celulases são enzimas que clivam as ligações glicosídicas β1→4 doS polímeros 

da celulose. Elas podem ser produzidas por plantas, participando da formação e 

remodelamento da parede celular, e por bactérias, leveduras e fungos filamentosos, com 

intuito de despolimerizar a cadeia de celulose, afim de obter a ciclagem da matéria 

orgânica ou produtos com alto valor agregados para serem usados na indústria. As 

celulases são de vários tipos e elas atuam sinergicamente para a hidrólise da celulose. As 

endoglucanases clivam regiões internas da cadeia, liberando cadeias menores (GOMEZ; 

STEELE-KING; MCQUEEN-MASON, 2008). Ao longo dos anos, um grande número 

de microrganismos incluindo bactérias, leveduras e fungos filamentosos têm sido usados 

para produção de celulase. Essas enzimas constituem um complexo capaz de atuar sobre 

materiais celulósicos, promovendo sua hidrólise, são biocatalisadores altamente 

específicos que atuam em sinergia para a liberação de açúcares, dos quais glicose é o que 

desperta maior interesse industrial, devido à possibilidade de sua conversão em etanol 

(LYND et al., 2002). 

As celulases têm uma gama de aplicações industriais, como na indústria alimentícia 

para produção de sucos de fruta, vinho e café; na indústria têxtil para processamento das 

fibras de algodão, finalização do produto e em detergentes para lavagem; na indústria de 

papel e polpa para descoloração e modificação das fibras; na indústria de ração animal 

para melhorar a digestibilidade de produtos derivados de plantas, entre outros (JUTURU; 

WU, 2014; SINGH, R. et al., 2016). 
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A tecnologia enzimática é, atualmente, um dos campos mais promissores dentro 

das tecnologias para a síntese de compostos de alto valor agregado. O elevado custo de 

celulase é o principal obstáculo à utilização de biomassa celulósica. Portanto, pesquisas 

estão sendo desenvolvidas visando à produção de celulases com elevada atividade 

enzimática e estabilidade (SINGHANIA et al., 2010). A aplicação das enzimas depende 

do seu grau de pureza; portanto, a purificação é uma etapa importante para o estudo das 

propriedades biológicas e moleculares desses biocatalisadores. Atualmente, o processo 

de separação e purificação de bioprodutos é um segmento muito importante na indústria, 

pois pode chegar a representar de 80 a 90% do custo de produção; o desenvolvimento de 

um processo eficiente e de baixo custo é de extrema relevância (BASSANI et al., 2010). 
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1.1 JUSTIFICATIVAS 

 

Por sua alta especificidade e promover reações rápidas e eficientes, além de ter uma alta 

aplicabilidade no mercado econômico industrial, as enzimas são amplamente estudadas 

para descobrir novas aplicações. Os microrganismos vem demostrado serem eficientes 

produtores de uma ampla gama de enzimas naturais e eficientes, abrindo mercado para o 

melhoramento biotecnológico pesquisas são aplicadas, visando descobrir as 

aplicabilidades dessas enzimas e demostrando um valor comercial para serem utilizadas 

nas diversas vertentes do mercado industrial. Pela facilidade de seu cultivo e também por 

mudar informações genéticas para otimização de produção de enzimas é necessário saber 

qual o conjunto específico de condições para uma função eficiente. Essas condições 

incluem temperatura ideal, pH, concentração de substrato etc. (SILVA, J. C. D. A., 2011). 

A celulase é uma das moléculas mais abundantes no planeta e atuam na degradação da 

celulose que é um dos constituintes da parede celular das plantas, e por atuar nesse 

material facilitando sua degradação torna-se uma molécula de alta relevância econômica, 

ambiental e industrial. As celulases que trabalham na degradação desse material são uma 

fonte de grande importância industrial, visto que, a maioria dos produtos são constituídos 

primariamente de materiais lignocelulósicos precisando de celulases eficientes que atuem 

no processo de degradação. São vários os âmbitos da indústria que utilizam as celulases 

para degradação da matéria orgânica assim como no melhoramento de alguns produtos 

visando a garantia de qualidade. Elas estão inseridas na indústria alimentar humana e 

animal, na indústria têxtil, na remoção de biofilme bacteriano assim como na produção 

de detergente como outros produtos conhecidos no mercado (JUTURU; WU, 2014; 

SINGH, R. et al., 2016). 

Desse modo, é essencial ensaios enzimáticos para estudo e principalmente para 

conhecer com especificidade as enzimas estudadas. Esse conhecimento é necessário para 

padronizar as técnicas de utilização das enzimas, assim também obter enzimas mais 

eficientes, produtivas e com um maior grau de especificidade. Saber as condições 

definidas como temperatura, o pH entre outras características facilita a aplicação dessas 

enzimas no setor industrial de modo confiável (BISSWANGER, 2014). 

O desenvolvimento desta pesquisa visa estudar uma celulase: a endoglucanase que 

participa de uma cadeia de processos de alta escala industrial para desenvolvimento de 
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novas tecnologias objetivando caracterizar e oferecer informações de enzimas a qual 

possa ser usada na produção industrial e que tenha baixo custo de manutenção, a partir 

do isolamento de microrganismos produtores. Isso é de grande interesse econômico e com 

alta aplicabilidade no mercado, vindo a contribuir positivamente no desenvolvimento de 

técnicas de purificação, caracterização, produção e aplicação prática dessas enzimas. 
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1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo Geral 

 

▪ Purificar e caracterizar parcialmente a endoglucanase termoestável produzida por 

Streptomyces capoamus. 

 

1.2.2 Objetivos Específicos 

 

▪ Aplicar diferentes métodos de pré-purificação. 

▪ Purificar parcialmente endoglucanase termoestável. 

▪ Caracterizar físico-quimicamente a enzima parcialmente purificada. 

▪ Determinar os parâmetros cinéticos Km e Vmax 

▪ Avaliar a estabilidade para a indústria de detergentes 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE CELULASE 

 

Diversos microrganismos como bactérias actinomicetos e fungos são 

frequentemente documentados como novas fontes de produção de celulases e 

hemicelulases (RAI; KAUR; CHADHA, 2016). 

Tanto bactérias quanto fungos podem produzir celulases que hidrolisam materiais 

ligninocelulósicos. Estes microrganismos podem ser aeróbicos ou anaeróbicos, 

mesofílicos ou termofílicos. Bactérias pertencentes aos gêneros Clostridium, 

Cellulomonas, Bacillus, Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, 

Acetovibrio, Microbispora, e Streptomyces podem produzir celulases. Cellulomonas fimi 

e Thermomonospora fusca tem sido extensivamente estudadas pela sua capacidade em 

produzir celulases. Embora muitas bactérias celulolíticas, particularmente as aneróbicas, 

como o Clostridium themocellum e Bacteroides cellusolvens produzam celulases com alta 

atividade específica, porém, elas não produzem grande quantidade de enzimas. Por causa 

do crescimento lento dos aneróbios e por requererem condições de crescimentos 

especiais,  muitas pesquisas para produção de celulases comerciais tem focado em fungos 

como Sclerotium rolfsii, Phanerochaete  chysoporium e espécies de Trichoderma, 

Aspergillus Schizophyllum e Penicilium (JUTURU; WU, 2014; SUN; CHENG, 2002) . 

De todos esses gêneros de fungos, Trichorderma principalmente o Trichoderma reesei 

tem sido mais extensivamente estudado (SUN; CHENG, 2002) além do Aspergillus niger 

(XUE et al., 2017). 

É conhecida uma grande gama de descobertas ligada aos compostos produzidos por  

actinobacterias (SEIPKE; KALTENPOTH; HUTCHINGS, 2012). Desde a fabricação de 

antibióticos até enzimas com valor ambiental para degradação da matéria orgânica 

podendo ser isoladas de diferentes locais como ambientes marinhos (BULL; STACH, 

2007) e ambientes áridos (LOPES E OLIVEIRA et al., 2016). Estudos demostram que há 

várias décadas seus metabolitos secundários bioativos tem grande importância 

biotecnológica (BALLAV; DASTAGER; KERKAR, 2012). 
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2.2 ACTINOBACTÉRIAS E GÊNERO STREPTOMYCES 

 

Dentre as bactérias, mais de 500 espécies de Streptomyces têm sido descritas na 

literatura. Dentre elas as Streptomyces sp. são amplamente reconhecidas por sua 

importância industrial principalmente pela sua habilidade de elaborar diferentes tipos de 

novos metabólitos secundários  sendo considerados a mais abundante fonte natural de 

antibióticos e outros metabólitos secundários bioativos sendo de grande interesse também 

na medicina (ATTA, 2015; VENTURA et al., 2007). 

As actinobactérias exibem uma vasta variedade de morfologias indo de cocóides 

(Micrococus) ou coco-bacilares (Arthrobacter) até formas hifais fragmentadas (Nocardia 

spp.) ou de micélio permanente e altamente diferenciado (Streptomyces spp.) (Figura 1). 

Além disso, diversos comportamentos são encontrados entre as actinobactérias incluindo 

patógenos (Mycobacterium spp., Nocardia spp., Tropheryma spp., Corynebacterium spp. 

e Propionibacterium spp.), habitantes do solo (Streptomyces spp.), comensais de plantas 

(Leifsonia spp.), simbiontes fixadores de nitrogênio (Frankia) e habitantes do trato 

gastrintestinal (Bifidobacterium spp.) (VENTURA et al., 2007). 

 

Figura 1 – Morfologias características do gênero Streptomyces. A:Forma filamento 

espiralizado; B: filamentosos ; C: forma cocóide espiralizado e D: forma cocoide 

filamentado . Microscopia eletrônica de varredura. 

 
Fonte: Google Imagens. 
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Figura 2 – Micromorfologia de Nocardia spp. As hifas de emaranham em finos 

filamentos se fragmentando e formas filamentosa, bacilares ou cocobacilares. 

 
Fonte: LARONE, 1993 

 

Figura 3 – Micromorfologia de Streptomyces spp. As hifas são retas e onduladas com 

fragmentos ou não de formas cocoide e cocobacilares. 

 
Fonte: LARONE, 1993. 

 

As actinobactérias são amplamente distribuídas em ecossistemas terrestres e 

aquáticos (incluindo marinho) especialmente no solo, onde eles desempenham um papel 

crucial na reciclagem de biomateriais refratários pela decomposição e formação de húmus 

sendo responsáveis pelo ciclo do carbono em restos orgânicos insolúveis, especialmente 

de plantas e fungos através da produção de diversas exoenzimas hidrolíticas.(VENTURA 

et al., 2007).  
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 Essas actinobactérias secretarem enzimas que quebram os polímeros orgânicos 

insolúveis, incluindo a quitina e a celulose, em açúcares substituintes para ligação e 

absorção por múltiplos transportadores.  Os compostos bioativos produzidos por 

Streptomyces spp. são classificados como metabólitos secundários, que podem ser 

utilizados como agente biológicos para o controle de doenças em plantas e sementes. 

(PRIYADHARSINI; DHANASEKARAN, 2015)  

Várias substâncias antimicrobianas produzidas por Streptomyces sp. tem sido 

isoladas e caracterizadas como aminoglicosídeos, antraciclinas, glicopeptídeos, β-

lactamases, macrolídeos, nucleosídeos, peptídeos, polienos, poliésteres, policetideos, 

actinoeicinas e tetraciclinas (FOLASADE, 2016) (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Principais substâncias usados na medicina produzidas por espécies de 

Streptomyces. 

Antifúngicos Inmunosupresores Antibacterianos 

Nistatina (S. noursei) 

Anfotericina (S. nodosus) 

Pimaricina (S. natalensis) 

Tacrolimus (S. tsukubaensis ) 

Sirolimus (S. hygroscopicus) 

Eritromicina (S. erythreus) 

Espiramicina (S. ambofacies) 

Neomicina (S.  fradiae) 

Estreptomicina (S. griseus) 

Tetraciclina (S. rimosus) 

Vancomicina(S. orientalis) 

Rifamicina (S. mediterranei) 

Cloranfenicol (S. venezuelae) 

Daptomicina (S. roseosporus) 

Fonte: Disponível em: https://pt.scribd.com/doc/31341023/Streptomyces-sp. Acesso em: 

19 de fev. 2018. 

 

Além disso muitas actinobactérias são usadas como ingredientes bioativos em uma 

variedade de alimentos funcionais a fim de promover propriedades probióticas e 

saudáveis como a proteção contra patógenos mediada pelo processo de exclusão 

competitiva, atividade de hidrólise de sais biliares, modulação imune e a habilidade de 

aderir à mucosa ou epitélio intestinal (VENTURA et al., 2007) e  até mesmo secretarem 

enzimas que quebram os polímeros orgânicos insolúveis, incluindo a quitina e a celulose, 

em açúcares substituintes para ligação e absorção por múltiplos transportadores (SEIPKE; 

KALTENPOTH; HUTCHINGS, 2012). 
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2.3 ESPÉCIE STREPTOMYCES CAPOAMUS 

 

Streptomyces capoamus insere-se nas características gerais das espécies de 

Streptomyces spp.. Apresentam características comuns de desenvolvimento que são 

demonstradas por muitos gêneros de actinobactérias, como a maioria das  Streptomyces 

apresentando formação de micélio aéreo esporulante, persistente ou  não-replicativo 

exibido por algumas micobactérias. (VENTURA et al., 2007).  

Há relatos que uma espécie de S. capoamus, a MTCC 8123 produziu um metabólito 

secundário intracelularmente que após extração e purificação por métodos 

cromatográficos, foi testado contra vários organismos multirresistente à drogas 

demonstrando forte atividade antifúngica e antibacteriana (SINGH, V.; TRIPATHI; 

BIHARI, 2008). 

A produção de metabólitos antibacterianos como ciclamicina também pôde ser 

observada em crescente atividade antibiótica tanto intra como extracelularmente durante 

o crescimento do microrganismo nas condições de cultura utilizadas (MARTINS; 

SOUTO-MAIOR, 2003). 

Além de antibacterianos, outros metabólitos bioativos também podem ser 

produzidos. É o caso das endoglucanases. Em condições de cultura ótimas a produção é 

otimizada sendo obtida uma endoglucanase termoestável, com uma larga faixa de 

variação de pH, estável à variações de temperatura e que possui alta especificidade a partir 

da utilização do meio complementado com CMC, com um positivo potencial de liberação 

de glicose (LOPES E OLIVEIRA et al., 2016). 

 

2.4 ENZIMAS 

 

As enzimas são catalisadores biológicos que aceleram as reações, tendo como o 

principal papel o controle metabólico (COELHO et al., 2008). Elas atuam no meio interno 

ou externo dependendo da sua especificidade sendo conhecidas como endoenzimas ou 

exoenzimas (DAVID L. NELSON; MICHAEL M. COX, 2014).  

Por conta de sua versatilidade, realizam diversos tipos de reações podendo ser 

classificadas pela segundo as reações que catalisam, em oxido-redutases, transferases, 
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hidrolases, liases, isomerases e ligases, polimerases e oxidorredutases (VOET, D.; VOET, 

J. G., 2013). 

Funcionam como máquinas moleculares complexas atuando por diversos 

mecanismos. Algumas agem sobre apenas um só substrato. Outras sobre dois ou mais. A 

especificidade pelo substrato e a especificidade em promover reações bioquímicas com 

seu substrato é uma das características notáveis comparadas com catalisadores químicos. 

As enzimas são comparadas como catalizadores por atuarem em pequena quantidade e 

podem ser recuperadas, dependendo das condições de tratamento utilizadas (SANTOS, 

2007; VOET, D.; VOET, J. G., 2013). 

 

2.4.1 Hidrolases 

 

As hidrolases são nomeadas pelos tipos de reações que executam, como: Amilase 

– (hidrólise do amido), protease (hidrólise de proteína), celulase (hidrólise da celulose), 

lipase (hidrólise de lipídeo). As hidrolases utilizam a água como receptor de grupos 

funcionais de outras moléculas sendo muito importante para o meio industrial, visto que,  

estão altamente inseridas em indústrias biotecnológicas conferindo uma qualidade melhor 

a produtos como, por exemplo, aos alimentos: sabor, textura, aroma  para que sejam 

comercializados (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2011) 

As hidrolases quebram as macromoléculas de celulose ou hemicelulose, por meio 

da adição de ácido sulfúrico aos resíduos, no caso da hidrólise ácida, ou pela ação de 

enzimas, no caso da hidrólise enzimática. Essa última reproduz o processo existente na 

natureza, em que a quebra das longas cadeias das moléculas de celulose em açúcares é 

feita por enzimas (chamadas celulases, secretadas por fungos ou bactérias, 

microrganismos que se alimentam da matéria orgânica, alterando-a e formando 

substâncias químicas (DEMIRBAS, 2007; PASCUAL SERRANO; VERA 

PASAMONTES; GIRÓN MORENO, 2016). 

Os microrganismos, plantas e animais por sua vez podem produzir reações capazes 

de produzir enzimas hidrolíticas com alta importância industrial biotecnológica. Uma 

dessas enzimas com forte interesse industrial são as celulases que participam do processo 

de despolimerização do material celulolítico. 
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2.4.2 Celulases 

 

A celulose é conhecida como um polissacarídeo formado por várias unidades de 

glicose unidas através de ligações químicas glicosídicas do tipo β (1-4), atuando como 

integrante da lignocelulose, o principal composto das células vegetais na bioconversão de 

açucares formados para utilização de produtos de alto interesse industrial. Realizando a 

quebra das ligações químicas existentes entre as unidades de glicose que formam a 

celulose (CASTRO, 2010)  

Para formar as fibrilas, cadeias de celulose se agregam formando pontes de 

hidrogênio entre os grupamentos hidroxila intra e intercadeias, o que resulta na 

cristalinidade da celulose. Essas regiões cristalinas, nas quais as cadeias estão ordenadas 

paralelamente, são separadas por regiões menos ordenadas, conhecidas como amorfas 

(Figura 4) (RODRIGUES, 2014; VÁSQUEZ et al., 2007). 

 

Figura 4 – Estrutura  química da celulose. 

 
Fonte: Adaptada de CARVALHO et al., 2009 

 

A uma grande necessidade de descobrir enzimas capazes de atuar sobre a parede 

celular de plantas e vegetais que são constituídos por uma composição química de 

celulose. Essa composição química de celulose é composta por hemicelulose e lignina 

que estão unidas por ligações covalentes proporcionando uma flexibilidade e alta 

resistência química, assim a necessidade  de descobrir e conhecer enzimas especificas 

para a degradação desse material celulolítico de alta resistência (CASTRO, 2010). 
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Celulases são compostas de exoglucanase, endoglucanase e β-glucosidade (Figura 

5). Um mecanismo de ação amplamente aceito para a hidrolise da biomasa 

ligninocelulósica é a ação sinérgica dessas três enzimas, sendo que a endoglucanase e a 

exoglucanase possui a função principal de despolimerizar a celulose. A β-glucosidade 

transforma os subtratos despolimerizados em glicose (XUE et al., 2017).  

 

Figura 5 – Sistema enzimático envolvido na degradação da celulose. 

 
Fonte: Adaptada de CARVALHO et al., 2009. 

 

Os componentes do sistema de celulase foram primeiro classificados baseado no 

seu modo de ação catalítica e tem sido mais recentemente classificado baseado nas 

propriedades estruturais. Três principais tipos de atividade enzimática são encontradas: 

(1) endoglucanases ou 1,4-β-D-glucan-4-glucanohidrolases, (2) exoglucanases incluindo 

as 1,4- β-D-glucan glucanohidrolases (também conhecidas como celodextrinases) e 1,4- 

β-D- glucan celobiohidrolases (celobiohidrolases) e (3) β -glucosidades ou β-glucoside 

glicohidrolases. Endoglucanases cortam randomicamente em sítios amorfos internos na 

cadeia de polissacarídeos de celulose, gerando oligossacarídeos de vários tamanhos e 

consequentemente novas cadeias terminais. Exoglucanases agem de uma maneira 

processando terminais reduzidas e não-reduzidas de cadeias polissacarídicas de celulose, 

liberando glicose (glicanohidrolases) ou celobiose (celobiohidrolase) como produtos 

principal. Exoglucanases podem também agir na celulose microcristalina, quebrando 

cadeias de celulose da estrutura microcristalina. Glicosidades hidrolizam celodextrinas 

solúveis e celobiose em glicose. Celulases são distinguidas de outras hidrolases 

glicosídicas pela sua habilidade em hidrolizar ligações β-1,4-glicosídicas (Figura 6) 

(LYND et al., 2002). 
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Figura 6 – Tipos de atividade enzimática característicos das celulases. 

 
Fonte: JUTURU; WU, 2014. 

 

A hidrólise enzimática da celulose é realizada por celulases as quais são altamente 

específicas. Os produtos da hidrólise são normalmente açúcares reduzidos como a 

glicose. O custo útil da hidrólise enzimática é baixo comparado à hidrólise alcalina ou 

ácida porque a hidrólise enzimática é conduzida  em condições amenas (pH 4,8 e 

temperatura 45-50 °C) e não há problemas de corrosão (SUN; CHENG, 2002). 

Pesquisas extensivas têm sido realizadas a fim de converter materiais 

ligninocelulósicos em etanol nas últimas duas décadas. Assim como a descobertas 

continuas de microorganismos como as Streptomyces sp. capazes de secretar enzimas 

com poder de degradar materiais ligninocelulolíticas com atividade confirmada 

(SARATALE, G. D.; SARATALE, R. G.; OH, 2012). Essa conversão para a 

biodegradação desses materiais inclui does processos: (1) hidrólise da celulose em 

materiais ligninocelulósicos em açúcares reduzidos fermentáveis e (2) fermentação de 

açúcares à etanol. A hidrólise é normalmente catalisada por celulases e a fermentação é 

realizada por leveduras ou bactérias. Os fatores identificados que afetam a hidrolise da 

celulose incluem porosidade (acesso à superfície de contato) de materiais desprezados, 

cristalinidade da fibra de celulose e conteúdo de hemicelulose e lignina. A presença de 
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lignina e hemicelulose torna o acesso da celulase à celulose mais difícil reduzindo a 

eficiência da hidrólise. A redução da cristalinidade da celulose e o aumento da porosidade 

no processo de pré-tratamento pode aumentar significantemente a hidrólise (SUN; 

CHENG, 2002) 

 

2.4.2.1 Importância Industrial das Celulases 

 

Algumas celulases apresentam atividade significativa na hidrólise de materiais 

ligninocelulósicos. Sabendo disso, algumas indústrias têm demonstrado interesse em 

aplicar essas enzimas a fim de otimizar seus processos industriais. Para isso, alguns 

microrganismos têm sido estudados, e a partir do avanço biotecnológico gerado, são 

melhorados geneticamente visando um rendimento melhor e mais eficaz. Na Tabela 2 são 

listadas algumas das principais finalidades e os respectivos microrganismos que 

produzem celulases de interesse industrial (JUTURU; WU, 2014).  

 

  



29 

Tabela 2 – Principais usos das celulases na indústria e a diversidade de microrganismos 

produtores nas respectivas aplicabilidades industriais. 

Indústria Importância dos microrganismos em alguns processos 
Exemplos de microrganismo que 

participam do processo. 

Têxtil Acabamento e processamento têxtil. 

T. reesei 

H. insolens 

Thermonospora fusca 

Chrysosporium lucknowense 

Detergente 

Ajudar na remoção de manchas de panela proporcionando 

brilho e limpeza. 

E em tecidos oferecendo limpeza brilho suavidade, tração, 

amaciando e fixando a cor. 

Bacillus sps 669.63 

Bacillus sps 670.93 

Trichoderma longibrachiaTum 

Trichoderma sps 

Alimentos 

Combinadas com outras enzimas ou não. Na clarificação 

de sucos, melhorando a estabilidade e propriedades. 

Na panificação adicionada a farinha para melhorar a 

qualidade. 

Como fonte de açúcar para produção de xaropes para 

utilizar como ingrediente e conferir um melhor sabor 

adocicado. . 

A. niger 

Alimentação 

animal 

Melhorar a emulsificação dos alimentos para ser digerido 

com maior rapidez e proporcionar aos animais uma 

melhor digestão de nutrientes e consequentemente um 

maior crescimento. 

Melhorando a estabilidade e validade no tempo de 

armazenamento e dos materiais utilizados. 

T. reesei 

A. niger 

Remoção de 

biofilme 

bacteriano 

As enzimas ajudam na remoção de biofilme bacteriano. 

Na parede de torres, no tratamento de águas residuais e 

indústria de papel. Aplicado em ambientes industriais ou 

residências para manter ou eliminar a produção de 

biofilmes bacterianos. 

Klebsiella pneumoniae 

Pseudomonas aeruginosa 

Biorrefinaria 

Na produção de açucares fermentáveis para produção de 

biocombustível e outros produtos químicos de valor 

agregado. 

Streptomyces cerevisiae 

Aspergillus aculeatus 

T. reesei 

Penicillium janthinellum 

Lactobacilluslactis 

Fonte: JUTURU; WU, 2014 
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2.5 MÉTODOS DE PURIFICAÇÃO DE ENZIMAS 

 

Para estudar as proteínas são necessários utilizar técnicas para separa-las e purifica-

las com base nas diferenças de suas propriedades. Essas técnicas estão citadas abaixo: 

Dialise: processo de separação que considera o tamanho das proteínas, podendo 

separar as de tamanho maior das de menor. Esse método é bastante usado quando é 

necessário remover o sulfato de amônio de soluções proteicas (NELSON; COX, 2014). 

Cromatografia em coluna: Se utiliza dos diferenciais nas cargas das proteínas, 

tamanho, afinidade de ligação. Podem ser classificadas como de troca iônica, catiônica, 

exclusão molecular, afinidade e HPLC (NELSON; COX, 2014) (Figura 7). 

 

Figura 7 – Exemplo de coluna cromatográfica. 

 
Fonte: Toda Matéria – Cromatografia. Disponível em: 

https://www.todamateria.com.br/cromatografia/. Acesso em 10 fev. 2018. 

 

2.6 FATORES QUE INFLUENCIAM NA VELOCIDADE DAS REAÇÕES 

 

2.6.1 pH e Temperatura 

 

A velocidade das reações enzimáticas não é apenas influenciada pela quantidade de 

substrato presentes para realizar a atividade, sabe-se que outros fatores também influencia 

a realização das reações enzimáticas. Entre eles podemos destacar o pH e a temperatura. 

Esses fatores podem vir a atuar em sinergia de maneira a tornar a reação mais rápida, 

prolongando-a ou até mesmo inibindo-a (VOET, D.; VOET, J. G., 2013) . 

https://www.todamateria.com.br/cromatografia/
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O pH e a temperatura influenciam de modo relevante para a realização da atividade 

enzimática e o seu monitoramento se torna algo importante para o controle satisfatório 

nos efeitos das reações. O papel do monitoramento e conseguintemente o controle do pH 

e a temperatura é importante para amenizar o efeito de alguma reação brusca que venha 

acontecer durante o processo. Para ajudar nesse monitoramento do pH é necessário 

utilizar substratos de boa referência e de alta capacidade e tampões conhecidos para as 

etapas de umidificação (CUNHA, 2012; DAVID L. NELSON; MICHAEL M. COX, 

2014).  

 

Também podemos encontrar a temperatura como um fator crítico no papel da atividade 

da reação enzimática devido ao acumulo de calor que é gerado na atividade enzimática 

(PINTO, 2003). As enzimas são estáveis em temperaturas menores e podem perder sua 

atividade caso aconteça um aumento brusco na quantidade de temperatura, além de 

muitas enzimas perderem totalmente sua atividade com o aumento da temperatura. 

Alguns dos sítios ativos das enzimas podem protonar e desprotonar ao mudar o pH e a 

temperatura da reação enzimática. Por isso a grande importância de encontrar e 

determinar o pH e a temperatura ótima das reações (SOUZA, F. Da R. De, 2010).  

 

2.6.2 Inibição Enzimática 

 

Ao ligar moléculas específicas ou determinados íons às enzimas, pode haver a 

inibição de sua atividade causando influência direta sobre a ligação enzima-substrato 

servindo como mecanismo de regulação enzimático. Alguns desses inibidores são 

semelhantes ao substrato das enzimas porém não reagem com elas, causando inibição ou 

retardam as reações (VOET, D.; VOET, J. G., 2013). Essas substâncias são chamadas de 

inibidores e podem ser classificados em competitivos e não competitivos. 

Quando são competitivos, competem com o substrato pelo sítio de ligação da 

enzima e por serem muito semelhantes ao substrato mimetizam a ligação específica 

esperada pela enzima, porém não produzem efeito, ou seja, não são reativos. Dessa 

maneira, o inibidor competitivo tem a capacidade de diminuir a velocidade da reação 

através da quantidade de moléculas inibitórias ligadas à enzima. Isso quer dizer que ao 
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aumentar a quantidade de substrato específico para a enzima, a inibição pode ser 

removida (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2014; VOET, D.; VOET, J. G., 2013). 

Quando a inibição é do tipo incompetitiva, o inibidor causa alterações na atividade 

catalítica mas sem afetar na ligação enzima-substrato. É o caso de inibidores com prótons 

ou íons metálicos que afetam geralmente enzimas com mais de um substrato (VOET, D.; 

VOET, J. G., 2013). Nesse tipo de inibição o inibidor e o substrato ligam-se de maneira 

simultânea à enzima, mas em sítios de ligação diferentes (BERG; TYMOCZKO; 

STRYER, 2014). 

Existe ainda um tipo de inibição não-competitiva. É chamada de inibição mista, 

onde o inibidor liga-se tanto ao sítio de ligação do substrato quanto ao sítio que participa 

da catálise (VOET, D.; VOET, J. G., 2013). Nesse tipo de inibição, o inibidor tem a 

capacidade de dificultar a ligação do substrato e ao mesmo tempo dificultar a renovação 

da enzima inibindo que ela esteja pronta para se ligar a um novo substrato. 
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3 RESULTADOS 

 

3.1 ARTIGO 1 

 

Artigo em processo de submissão na revista Electronic Journal of Biotechnology 

(ISSN: 0717-3458) 

Fator de Impacto Thomson Reuters: 1,527  

Classificação dos Periódicos no Quadriênio 2013 – 2016 no Qualis CAPES na área 

de avaliação de Biotecnologia: B2 
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Figura 1 – Ion exchange chromatography of S. capoamus cellulases. 

 

Tabela 1 – Purificação das celulases de S. capoamus 
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 Figura 2 – Sephadex G-75 gel filtration of S. capoamus cellulases. 
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Figura 3 – SDS-PAGE (12% w/v) of S. capoamus purified cellulases A and 

B. 
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Figura 4 – Influence of pH values on S. capoamus cellulases activity. 

 

Figura 5 - Thermal stability of S. capoamus cellulases. 
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 Figura 6 – Thermal stability of S. capoamus purified cellulases. 
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 Figura 7 – Determination of Km and Vmax for S. capoamus purified cellulases 

through Michaelis-Menten kinetics. 
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Figura 8 – Detergent compatibility of purified S. capoamus cellulases. 
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4 CONCLUSÃO 

 

• Foi obtido complexo celulolítico a partir de cultivo de Streptomyces 

capoamus 

 

• Foram realizadas etapas de purificação do extrato bruto, obtendo-se frações 

com relevante atividade enzimática 

 

• Foram verificadas as propriedades físico-químicas da enzima estudada onde 

constatou-se elevada resistência ao calor, termoestabilidade e estabilidade 

em faixa de pH de 3 a 7 

 

• Foi estimada a massa molecular da enzima sendo atribuída uma massa 

molecular próxima de 97,4 kDa 

 

• A enzima mostrou-se estável e com atividade acima de 60% em condições 

desnaturantes quando adicionada a marcas de detergentes disponíveis no 

mercado 

 

• A enzima mostrou-se promissora como agente degradante de celulose 

mostrando sua atividade  
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