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RESUMO

Fol pesquisada a produgdo de celulase fiingica (C; e C)),
expressando-se em termos de atividade enzimitica, por fermentacao
submersa e por cultura em semi-sflido, utilizando-se farelo de tri
go como fonte de carbono. Trés linhagens de fungos imperfeitos fo
ram testados: Aspergillus niger ATCC 1004, Trichoderma viride QM

9123 e Pestalotiopsis westerdijkii QM 381. Para a fermentacio sub
mersa, em frascos agitados, utilizou-se o meio bisico de Reese e
Mandels com adigcao de 0,1% de ascorbato de sddio e 0,1% de acetato
de sodio. Para a cultura em semi-sdlido, foi utilizado somente fare
lo de trigo com 40 - 45% de umidade. Durante o processo fermentati
vo estudaram-se também as producdes de xilanase, protopectinase e
protease.

Verificou-se que a cultura em semi-s6lido & mais eficien
te na produgao de enzimas celuloliticas, como também de outras enzi
mas, que a fermentagao submersa para os fungos de T. viride e A.
niger. Em semi-sdlido, T. viride mostrou atividades de celulases Cx
e Cl‘ Xilanase e protopectinase superiores, em aproximadamente 78%,
13% (21 minutos), 86% e 22% respectivamente, com relacdao as obtidas
por fermentacao submersa. Para A. niger ,em semi-solido, as ativida
des de celulase Cx' xilanase e protease, foram marcadamente superio
res em aproximadamente 3,5; 2,2 e 11,0 vezes respectivamente ﬁqug

las obtidas por fermentagdo submersa.

Dentre as linhagens testadas foi selecionada Trichoderma

viride QM 9123 como responsavel pela producdo de um "sistema celula
se" C1 e Cx mais eficiente. Para esta linhagem as atividades méxi
mas de celulase C1 e Cx foram obtidas num periIodo de fermentagdo de
48 horas, em submerso, enquanto que em semi-solido foram neces
sarios periodos de 48 e 96 horas, respectivamente.

A adigao de 0,1% de um surfatante n3o ionico (Tween 80), ao
meio para fermentagao submersa, foi eficiente no aumento de produ
cao de celulases Cl e Cx’ xilanase e protopectinase para o fungo
T. viride. Aumentos de produgdo da ordem de 48%, 30% (49 minutos),



26% e 60% foram obtidos respectivamente, para celulase Cx’ celulase
Cl (FPA), xilanase e protopectinase, com relacao ao controle sem
surfatante. Nestas condigdes, as atividades enzimdticas em submerso

e semi-solido sd3o muito compariveis.



SUMMARY

Comparative production of fungal cellulase produced by
submerged and semi-solid cultures were examined. Three strains of
fungus (Aspergillus niger ATCC 1004, Trichoderma viride QM 9123,and
Pestalotiopsis westerdijkii QM 381) were tested in this study. For

submerged fermentation the culture was shaken and Reese and Mandels
basal medium with addition of 0.1% of sodium ascorbate and 0.1%
sodium acetate was used. For semi-solid fermentation, wheat bran
( 40 - 45% humidity) was wused. During fermentation, xylanase,

protopectinase, and proteases activities were also studied.

The results showed that semi-solid culture produced more
cellulolytic enzymes and other enzymes as compared to submerged
culture with T. viride and Aspergillus niger. Semi-s6lid culture by
T. viride demonstrated 78% Cyxs 13% C, cellulase, 86% xylanase, and

22% protopectinase more than that of the submerged culture. For
semi-solid culture by Aspergillus niger, activities of CX cellulase,
xylanase, and proteases were remarkably elevated to 3.5, 2.2, and

11 times, respectively as compared to its counterpart.

Comparing the three strains of fungus, Trichoderma viride
QM 9123 showed a more efficient proportion of Cl and CX cellulase.,
However, this strain had maximum production of C1 and Cy cellulase
activities after 48 hours in submerged fermentation compared to 48
hours for C1 cellulase and 96 hours for Cx cellulase in semi-

solid fermentation.

Addition of 0.1% of non-ionic surfactant, such as Tween
80, to submerged fermentation efficiently elevated production of Cl
and Cx cellulase, xylanase, and protopectinase activities for T.
viride. Under these conditions, enzyme activities for both
submerged and semi-solid culture were similar.



CAPITULO I

INTRODUCAO

No transcurso dos Gltimos anos, o estudo das enzimas fGE
gicas e suas aplicagoes tem tido um grande desenvolvimento, dando
se enfase especial a producdo e i aplicacdo dessas enzimas no cam
po da industria alimenticia e farmacéutica. Entre essas enzimas en
contram-se as celulases, enzimas que rompem as ligacdes glucosfdi

cas na celulose.

Na maioria dos organismos produtores de celulase, viarios
componentes celuloliticos pertencentes is classes C, ecC, consti
tuem um "sistema de celulase'" em que substratos celuldsicos sio con
vertidos em aclicares sollUveis pela acdo sinergética destes componen
ftes:.

As celulases fungicas podem ser obtidas principalmente
por dois processos: fermentacao submersa e cultura em semi-sodlido .
Fungos celuloliticos crescem rapidamente em um grande nimero de fon
tes diferentes de carbono, mas celulase € produzida somente em pre
senca de celulose ou seus derivados incluindo celobiose. Assim, a

celulase € uma enzima induzivel ou adaptavel.

Preparacoes comerciais de celulase altamente ativas, obti
das de T. viride e A. niger, encontram-se hoje disponiveis. Estas

preparacoes tem numerosas aplicacdes para varias finalidades em to
do o mundo. Na atualidade, as maiores aplicacdes destas enzimas es
tao no campo farmaceutico e na suplementacdo e preparacao de racgoes
animais. Porém, inOmeras aplicacdes estao em fase de experimentacio
muitas com boas perspectivas. Assim a producio de enzimas celuloli-
ticas tem um futuro promissor, levando-se ainda em considergao que
as proteinas celulares destes fungos podem ser utilizadas diretamen

te como forragem.



CAPITULO II

REVISAO DA LITERATURA

Celulase microbiana € uma enzima extracelular complexa,
produzida por todos os fungos e bactérias celuloliticas. Ela degra
da cadeias de celulose por hidrolise de ligacdes glucosidicas B8-1,4
(34.).

As celulases, enm sua maioria, tem sido apontadas como ca
pazes de hidrolizar B-1,4 D- glicanos em uma forma causal e podem
ser sistematicamente designadas como B-1,4 - glucano glucanohidro
lases (EC n°® 3,2,1,4) (40,43,44,62,63,64).

Entre os primeiros estudos sobre celulases a nivel enzimi
tico, estao os de KARRER et al., citadosem (41), os quais utiliza
ram para seus trabalhos, enzimas procedentes do suco digestivo de
caracol. Estes pesquisadores sugeriram que a celulase de caracol re
tirava unidades de celobiose a partir do final das cadeias de celu

lose, uma vez que celobiose foi o produto predominante da hidrolise.

PRINGSHEIM, citado em (41) verificou que a degradagdo en
zimatica de celulose nativa realiza-se através das seguintes fases:
1) desintegragao da estrutura micelar da celulose; 2) degradacao
das moleculas de celulose em B-1,4 oligoglicosideos 3)Conversdao de

B-1,4 oligoglicosideos em glicose.

GRASSMANN et al (16), estudando um sistema de celulase
fingica, reconheceram pelo menos dois componentes; a celobiase,para
a qual servia como substrato uma série de 8-1,4 oligoglicosideos de
grau de polimerizacdo até cerca de 6; e a celulase, que requeria,
como substrato B-1,4 oligoglicosideos de grau de polimerizacdo mui
to mais elevado do que aqueles. Estes autores encontram apoio para

suas suposicoes na hipdtese anteriormente proposta por PRINGSHEIM.

Em uma formulacdao mais recente do processo, REESE, SIU e
LEVINSON (57) sugeriram que o primeiro passo na degradacao de celu
lose insoluvel era a funcao da celulase C, e o segundo da celulase C,.

i
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As enzimas Cx representam, como &€ geralmente aceito, a
acao tipica das enzimas que hidrolizam polisacarideos. Este  grupo
de enzimas pode ser preferivelmente designado como B-1,4 glicanases
com a finalidade de preservar o termo "celulase' para a acao combi
nada de Cl e Cx' Assim B-1,4 glicanases (celulases Cx} hidrolizam cg
lulose cristalina em presenca de Cl' Na ausencia de Cl’ as 8-1-4
glicanases podem degradar (a) derivados de celulose (carboximetil
celulose), (b) celulose que tem sido modificadas (celulose entumeci
da), por moido, acido concentrado ou alcali, e (c) vdrios glicanos
contendo mistura de ligacoes, incluindo 1ligac¢Ges B8-1,4, tais como
B-glicanos de aveia e cevada. Os microrganismos celuloliticos, cres
cendo sobre celulose nativa produzem celulases C1 e Cx. Porem C1
nao € encontrada em quantidade apreciiavel nos filtrados de cultura
da maioria dos organismos celuloliticos ou na maioria das prepara

goes comerciais de celulase (36).

Algumas celulases possuem uma capacidade relativamente
elevada para degradar celulose insolGvel, assim como celulose nati
va, com relacdao a derivados sollveis de celulose,enquanto que ou

tras mostram uma afinidade inversa (45, 59, 60, 69).

2.1. - Conceito de componentes Cl e Cx da celulase.

Em 1950, REESE et al-.(57) sugeriram que celulose insold
vel, particularmente a celulose nativa, € sujeita a um ataque enzi
matico preliminar antes de sua solubilizacdo. A hidrolise seguinte
ocorre nas ligacGes glicosidicas B-1,4 das cadeias de celulose solu
bilizadas. As enzimas responSaveis por estes dois processos foram
chamadas pelos autores C, e C , respectivamente. Assim C, € possi
velmente uma enzima que quebra poucas ligacOes glicosidicas g=-1,4
na fibra de celulose ou algumas outras ligacoes.Alternativamente C1
pode ser uma enzima que quebra pontes de hidrogenio entre cadeias,
de celulose, mas até o presente nao tem sido publicado nenhum traba
lho em que este tipo de C; tenha sido isolado. Por outro lado o
composto C € responsdvel pela hidrélise de celulose amorfa, ocasio
nando a quebra de ligacOes glicosidicas B-1,4, como em carboximetil

celulose, B-1,4 oligoglicosideos, algodao entumecido, etc.

o



Celulose nativa sofrendo ataque por celulases, mostra ex
tensas mudancas em suas propriedades fisicas antes que haja produ
cao de uma quantidade mensuravel de aciicar redutor, tais como fra
cionamento transversal, uma consideravel perda em resisténcia a
tracao, um decréscimo no grau de polimerizacao, um incremento na
capacidade de incorporar umidade e alcali, ocorrendo ainda fragmen
tagao em pequenas fibras separaveis. Estas mudangas ocorrem simul
tanea ou sucessivamente. Para explicar a fragmentacio destas fi
bras muitas pesquisas notaveis tém sido realizadas por  HALLIWELL
(19) e por MARSH (37) usando filtrados de cultura de Trichoderma.

HALLIWELL et al (19) verificaram que vadrios fragmentos
insolliveis, mas degradados, sio produzidos do algoddao nas primei
ras etapas do ataque celulolitico. Isto parece ser causado por uma
mistura de componentes da celulase que agem por mecanismo intei
ramente ao acaso. Tais fragmentos foram, entdo, convertidos em agu
cares redutores, possivelmente por celulases diferentes das que ca
talizaram o primeiro ataque das fibras de celulose.

Nos experimentos de MARSH (37) houve também uma pequena
produgao de material solivel durante a fragmentacao de fibras de
algodao. Assim durante o tratamento de fibras de algodio nativo
com uma solucao de celulase, a perda de fibra como material ni3o se
dimentavel ndo excedeu a 6%, enquanto que 75% do material de parti
da foi convertido em fibras menores. O maior dos produtos sollveis
foi glicose, mas pequenas quantidades de B-1,4 oligoglicosideos
também foram detectadas. Este experimento n3o prova que o compo
nente Cl participe da degradagao, mas parece indicar que a fragmen
tagao observada foi um resultadosda maior fragilidade da fibra tra
tada com enzima. Este investigador observou, no seus primeiros ex
perimentos que ocorreram fracionamentos na fibra de algodao depois
de um curto tempo de exposicao a enzimas celuloliticas, de manei
ra que um aumento na fragilidade da fibra de algoddo pode ser de
vido a estes fracionamentos transversais.

Um fenomeno similar foi recentemente verificado por RAU
TELA et al. (49) e por LIU et al (30) para varias preparagoes de
celulose cristalina tratadas com preparagoes de celulase bruta de



T. viride. O microscépio eletrdnico indica que o fracionamento que
acompanha a degradacdao enzimatica daquelas celuloses, parece ser ini
ciado com a formacao de fendas longitudinais.

MANDELS et al, citados em (41) tem desenvolvido a hipdte-
se dos componentes C, e C, Dbaseando-se na observagdo de que filtra
dos de cultura de T. viride, podeiam ser separados por cromatogra
fia em coluna de DEAE-dextran em varios componentes que incluiam
fragoes Cl e Cx’ O aumento de aclicar redutor em tiras de algodao e
em CM-celulose foi usado como medida das atividades de Cl e Cx' res
pectivamente. Estes pesquisadores sugeriram que as tiras de algodao
eram primeiro solubilizadas por Cl ¢ transformadas em uma forma si
milar a celulose entumecida ou regenerada, que por sua vez era hi
drolizada por C, em fragmentos soldveis. A fracdo C, ndo mostrou
atividade para algodao mas hidrolizou celulose amorfa, assim como
também CM-celulose. Purificacao destas fracoes, Cl e Cx' e a inves
tigacdo de suas propriedades ndo foram registradas por estes pesqui
sadores.,

LI et al (29) obtiveram 3 componentes celuliticos purifi
cados de um filtrado bruto de T. viride: a) uma enzima capaz de re
mover sucessivamente unidades glicosil do final nao-redutor do subs
trato-celulose amorfa (exoglucanase), b) uma enzima capaz de hidro
lizar 1ligacgoes internas na celulose amorfa (endoglucanase), c) um
componente capaz de hidrolizar celulose cristalina. O componente ¢y
(c) foi o unico capaz de atacar celulose cristalina numa apreciivel
extensdo. As enzimas exoglucanase e endoglucanase sdo representati
vas da classe de celulase descrita por REESE et al (57) como sendo

C .
X

O isolamento do componente C1 como uma entidade enziméti
ca foi conseguido mais tarde por SELBY et al (59, 60) e por WOOD

(75). Este componente foi encontrado primeiro no filtrado de cultu

ra de T. viride e logo em outras fontes, tais como Penicillium e
Fusarium (77). O componente Cl era ativado quando a fragao CM-ce
lulase era adicionada, mas por si s6 mostrou uma pequena ou nenhuma
capacidade celulolitica para celobiose , CM-celulose ou algodao. A
presenca adicional da fracao celobiase mostrou maior efeito sinerg§
tico sobre a solubilidade de algodao.

&
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SELBY (59) sugeriu duas possiveis explicacles para a acao
sinergética de C1 e Cx: primeiro, que a enzima C1 faz a fibra de al
godao mais sucesptivel a a acdo da segunda enzima e segundo,que C1
solubiliza o substrato, mas & inibido pelos produtos soliveis diali
zaveis de sua reacdo, até que eles sejam removidos pela acdo de C:
Sua opiniao parece inclinar-se a favor da ultima possibilidade, ja
que a atividade de Cl foi melhorada aproximadamente em 50% quando a
incubacao foi realizada dentro de uma bolsa de dialise,enquanto que
a atividade de Cy nao foi melhorada pelo mesmo processo. Esta ob
servacao foi a base para que ele preferisse a segunda possibilidade.
Assim, de acordo com a teoria dos componentes CI e Cx’ as fibras de
algodao sao atacadas sucessivamente nor Cys CY e R-glicosidade ou

celobiase e sao finalmente convertidas em olicose.

Estas observacbes, entretanto, estiao em contraste com
aquelas de OKADA, NISIZAWA et al (45), os quais obtiveram tres fra
coes altamente purificadas de celulase (F II, F III e F IV) de Twi
ride (Meicelase), cada uma das quais mostrou ambas atividades, C1
- Cx’ hidrolizando desordenadamente ndao s0 fibra de algodio e Avi
cel, como também CM-celulose e varios B-1,4 oligoglicosideos exceto
celobiose. Porém, as atividades dos trés componentes, para cada um

dos substratos, foram consideravelmente diferentes.

Em estudos mais recentes, NISIZAWA et al (42)chamaram ten
tativamente de Avicelase e CM- celulase, respectivamente, ao compos
to celulase F III, que mostrou uma atividade relativamente alta so
bre Avicel e ao composto F II, que mostrou uma atividade relativa
mente alta sobre CM-celulose. Estes sutores nao tiveram sucesso ao
tentar remover completamente a atividade de CM-celulase do composto
celulase F II1 (Avicelase). Assim, eventualmente, uma atividade re
sidual de CM-celulase permanece inseparavel, parecendo ser inerente
a propria Avicelase. O F II purificado (CM-celulase) sacarifica ce
luloses ricas em regides amorfas, (C.M.C. e celooligosacarideos),em
um mecanismo altamente desordenado, produzindo glicose e <celobiose
em quantidades quase iguais; mas nao ataca facilmente Avicel e algo
ddo. Em contraste, a Avicelase purificada nao,hidrolizou somente ce

lulose rica em regibes cristalinas, como Avicel e algod3do, mas tam



bém celulose rica em regioes amorfas e celooligosacaridens. nradu
zindo quase exclusivamente celobiose destes substratos. Avicela-se
também hidr-~lizou CM- -Celulase, mas em uma forma consideravelmente,
menos desordenada. Isto indica que a Avicelase pareceu retirar Te
siduos celobiosil, a partir dos finais da cadeia destes substratos.,
E particularmente notavel que CM-celulase purificada diminui o}
grau de polimerizacdo de algodio mais rapidamente que Avicelase.

Ademais, NISIZAWA et al (42), verificaram que uma mistu
ra de CM-celulase e Avicelase mostraram um evidente efeito sinergé
tico para celulose altamente cristalina, tais como Avicel e algo
dao mas ndo para celuloses ricas em regioes amorfas como CM- celu
lose e celulose tratada com Acido fosforico. A partir de filtrado,
de cultura de Irpex lacteus, dosi componentes Avicelase altamente

purificados, de peso molecular marcadamente diferente, e um compo
nente CM-celulase foram obtidos por estes pesquisadores. Estas ce
lulases mostraram propriedades similares aquelas da Avicelase e
carboximetilcelulase de Trichoderma viride, na especificidade

substrato e agles sinergéticas para Avicel e algodao,

Assim a CM-celulase e Avicelase destes fungos parecem
corresponder a C. e Cy, mas pode ser que CM-celulase promova o ata
que inicial a celulose resultando fragmentos de baixo grau de po
limerizacao, que servem como substratos para Avicelase., EsStas Glti
mas celulases sacarificam estes fragmentos de celulose a partir dos
novos terminais formados pela acdo de CM-celulase. Neste sentido
0sS nomes Cl e Cx’ que foram originalmente propostos por REESE at
al. (57), podem ser usados (41).

Resultados que levaram a conclusdes siMilares foram obti
dos recentemente por PETTERSON (48).

WOOD (76) e WOOD e McCRAE (78) tém obtido resultados com
pletamente similares para Trichoderma koningi nos quais se tem ex
posto que um componente celulase, conceituado por eles como sendo
um C,, exerce um papel importante na solubilizagdo do algoddo por

sua acdo sinergética com um componente de atividade CM-celulase
[CXJ; e que C1 ataca, em contraste ao Cl originalmente proposto por



REESE et al. (57), alguns celooligosacarideos, assim como também ce
lulose tratada com acido fosforico (celulose entumecida),produzindg
quase que unicamente celobiose deste Ultimo substrato. Para estes
pesquisadores , o componente celulolitico o também ataca o algodao,
mas lentamente, produzindo exclusivamente celobiose, de tal forma
que este componente parece retirar unidades celobiosil a partir do
final da cadeia dos substratos. Assim, o componente Cl obtido por
WOOD de Trichoderma Koningi foi muito marecido em suas pronrieda

des enzimaticas ao componente Avicelase obtido por NISIZAWA et al,
(42), de Trichoderma Viride.

NISIZAWA (41) conclue, em sua revisdo de varios autores ,
que o modo da acao das celulases depende aparentemente das fontes
das mesmas, mas € um fato comum que a solubilizacdao de celulose se
verifica fora da célula e que somente produtos de baixo peso mole
cular podem entrar nela. Ainda que ndao esteja claro qual é o tama
nho dos acucares que sao absorvidos, estes provavelmente nao sao
maiores que trisacarideos, ja que os produtos finais de celulose pe
la acao da maioria das celulases, sao misturadas de celobiose com

pequenas quantidades de glicose e celotriose.

L particularmente notavel ainda, segundo NISIZAWA (41)que
varios componentes celuloliticos estdo frequentemente presentes no
filtrado de cultura da maioria dos organismos produtores de celula
se, ou como uma forma ligada a suas células, e que misturas destes
componentes podem degradar, através de sua acdo sinergética, celulo
se nativa ou celulose cristalina em moléculas pequenas (absorviveis),
mais eficientemente que simples enzimas individuais. Verificou-se ,
que destas celulases, dois tipos diferentes em especificidade de
substrato contribuem para o sinergismo. Assim, o conceito de compo
nentes Cl & Cx da celulase, pronosto orginialmente por REESE et
al (57) € predoninante até o presente. A caracterizacao desses com
ponentes da celulase ao nivel molecular tem sido feita com apenas

alguns fungos.

Na autalidade, preparacdes enzimaticas celuloliticas sdao
fornecidas de acordo com suas atividades de celulase Cl ( atividade
para degradar papel filtro) e celulase Cx ou carboximetilcelulase

(atividade da enzima para carboximetil-celulose) (1,2).
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Muitos estudos cinéticos de celulase tém sido efetuados 3
usando celulose insoluvel, assim como também seus derivados sold
veis. Entretanto o modo de sua degradacdo nao & simples, e a equ;
cao classica de Michaelis e Menten & aplicada somente para algun;
casos restritos, enquanto que tratamentos cinéticos modificados s3o
necessarios para outros. Em particular deve-se considerar que a
acao da maioria das celulases & marcadamente inibida pelos produ
tos de sua hidrdolise. Assim, muitos problemas relativos ao modo de¢
acao das celulases, ainda ndo tem solucdo, Isto parece dever-se
principalmente a consideravel diferenga na especificidade de substra
to para os diferentes componentes celuliticos de um mesmo organis
mo. Uma hidrolise eficiente de celulose insollivel sd pode ser reali
zada nor suas acoes sinergéticas. Um importante auxilio aos estudos
ciméticos das celulases, seria, uma explicacao mais completa da es
trutura supra-molecular da fibra de celulose, NISIZAWA (41).

2.2. - Producao de celulases fungicas

Quatro métodos de cultura podem ser usados para a produ
cao de celulases: 1) cultura estacionaria em meio liquido; 2) cultu
ra agitada em meio liquido; 3) processo Koji (cultura em semi- 5513
do), em que o microrganismo cresce em um meio so6lido umedecido, (ex
farelo de trigo) de onde as enzimas sdo posteriormente extraidas, e
4) cultura submersa em meio liquido. Tem-se verificado que alguns
organismos somente produzem rendimento satisfatdrio de enzimas em
culturas estacionarias. Atualmente, fermentacao em cultura submersa
e cultura em meio semi-sGlido sdao praticamente os Unicos métodos

usados em escala industrial para a producdo de celulase fingica(47).

2.2.1. Producdo de ceiulase fungica por fermenta

¢ao submersa.

Entre os primeiros meios empregados para a obtencao de
enzimas celuloliticas por fermentacao submersa,estao os de SAUNDERS
(58) e REESE et al (57). O primeiro utilizou wum meio simples, cons
tiuido apenas de sais minerais € o segundo, um meio constituido de
sais minerais e extrato de levedura, aléem das fontes de carbono.



Para as fermentagdes submersas, uma temperatura entre
28°C e 30°C, e um pH inicial entre 5,0 e 6,0, tem sido considerados
otimos para a maioria dos fungos celuloliticos, sengundo os autores
consultados (18, 33, 34, 35, 56, 57).

REESE et al.(50) verificaram que celulase & uma enzima in
duzivel na maioria dos fungos. Os mesmos autores observaram que
glicose e celobiose nao induziam produgdo de celulase para a maio
ria dos fungos celuloliticos por eles testados. Filtrados de Tricho
derma viride além de ter uma elevada atividade de Cx, mostraram ser

os mais efetivos na degradacao de celulose nativa, segundo REESE
(5L} &

Celobiose & usualmente o primeiro produto soldvel detecta
vel da acao de celulase. Os oligoglicosideos, celotrlose a celohe
xaose, sao hidrolizados rapidamente, tendo uma ex1stenc1a fugaz
(52, 74).

MANDELS e REESE (35) pesquisaram a influencia de diferen
tes fontes de carbono e de metais na producdo de celulase por Tri

choderma viride. De 62 substratos testados, somente glicose,celobio

se, lactose e celulose induziram producdo de celulase. Segundo 0s
mesmos pesquisadores, a composicdo mineral do meio tem um efeito
marcado na producao de celulase., Calcio e elementos tracos, mostra
ram um ligeiro efeito no crescimento microbiano, mas um efeito mar
cante na producdao de celulase. Estas exigencias minerais foram as
mesmas para as diferentes fontes de carbono. Por outro lado, o ni
vel da atividade celulolitica mostrou estar estreitamente correla-
cionado com a quantidade de proteina no filtrado da cultura. Resul
tado analogo foi obtido mais tarde por MENDELS, WEBER, e PARIZEK

(33) .

MANDELS e REESE (34) verificaram que a concentracio do
indutor tem um efeito marcante na producio de Ci+ Assim, para 0s
varios substratos testados por estes pesquisadores gs max1mos rendimentos
foram obtidos para concentracdo de 1%. Maximos rendimentos de Cx fo
ram encontrados para substratos celuldsicos insollveis finamente
divididos (ex. algodao), enquanto que, derivados soliveis de celulo
se deram rendimentos baixos. Derivados soliveis de elevado grau de
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substituicdo, ndo ocasionaram inducdo de celulase. A enzima foi in
duzida quando celobiose octaacetato serviu como fonte de. carbono pa
ra aqueles fungos que também produzem a esterase necessaria. Segun
do os mesmos pesquisadores, celobiose pode ser um indutor de celula
Sé sempre que sua concentragao no meio seja mantida baixa. Porém,
mais tarde os mesmos pesquisadores verificaram i.ibigao  competiva
de celulases por celobiose e methocel (metil celulose), assim como
inativagdo por reativos halogenados, metais pesados e detergente
(36).

REESE e MANGUIRE (54, 55, 56) verificaram que a adicio de
Tween 80 (sorbitan polyoxyethylene monoleate) e sucrose monopalmita
to, surfatantes nao 1on1cos, a culturas ~“fungicas resulta em wm mar
cante aumento nas atividades de celulase, amilase, sacarose, B=-1,3
glicanase, xilanase, purina nucleosidase e benzoilesterase. A agao
parece ser um efeito do surfatante na permeabilidade celular, entre
tanto até o presente s6 existem conjecturas a este respeito. Os re
sultados indicam que a proporcdao de aumentos nos rendimentos de en
zimas variam de organismo para organismo e para as diferentes enzi
mas de um mesmo organismo. O efeito destes surfatantes nio se limi
ta somente a enzimas, uma vez que aumentos similares em rendimeg
tos tem sido obtidos para pigmentos fiingicos (56), caroteno (28) e
enterotoxinas (11). A acgao destes surfatantes estimula tante 2 en
trada como a saida de compostos através das paredes celulares.

Celulases sao notavelmente estdveis a mudangas de pH e
temperatura e também a inibidores quimicos. Em geral sao estaveis a
30°C dentro de uma faixa de pH de 3,0 - 8,0; ativas de 358 = F.0z @
usualmente mostram atividade otima a pH de 4,0 - 5,5 em tampdes .de
acetato, fosfato ou citrato. Celulases fingicas sendo marcadamente
estaveis ao calor, pelo menos ma forma bruta, necessitam ser aque
cidas a 100°C por 10 - 20 minutos para completa inativacao. O compo
nente C;, que permite o ataque de celulase a celulose insoliivel, &
mais termolabil que o componente hidrolitico C.+ A suscetibilidade
de celulases a inibidores quimicos aumenta com o grau de purifica
cao (36).

TOYAMA, citado em (47) verificou um pH Ootimo de 4,5 para
uma maxima atividade de celulase de T. koningi na degradagao de
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C.M.C. e um pH de 5,0 para a maxima atividade da enzima sobre ce
lulose insolivel. O mesmo pesquisador, verificou uma temperatura d;
40°C como a Otima para uma maxima atividade e uma temperatura de
25°C para crescimento no caso de T. viride. Resultados analogos fo

ram obtidos por SAUNDERS et al (58), para o fungo M. Verrucaria.

CHANG et al (6) propuseram um meio com extrato fangico de
Kiji (filtrado de cultura em semi-s6lido de Aspergillus oryzae) e
sais minerais (KH2P04, (NH4)ZSO4 , NaNO2 e MgSD4.?H20). O pH ini
cial era ajustado a 5,5. Geralmente em fermentacdes aerdobicas uma

maior quantidade de oxigénio no meio &€ um fator importante para . o
rendimento. Por esta razdo o0s mesmos pesquisadores estudaram a re
tacdao entre atividade celulolitica e oxigénio disolvido, para cul
turas em frascos agitados. Ensaiaram utilizando frascos erlenmeyers
de 500 ml contendo 40, 60, 80, 100, 130, 170 e 200 ml de meio, agita
dos a 250 rpm, medindo-se a quantidade de oxig%nio dissolvido pelo
método de sulfito de sodio. Para estes pesquisadores, volumes de 60
- 100 ml do.meio por frasco permitem obter os maximos rendimentos |,
nao seé observando diferengas significativas dentro desta faixa.

MANDELS et al (33) obtiveram uma linhagem mutante, por
irradiacao de conidia de T. viride QM 6a com um acelerador linear,
que produz o dobro da celulase que sua linhagem de origem. Este mu
tante, denominado QM 9123, tem sido usado para hidrolizar rapidament
te polpa de celulose a glicose com aproximadamente 100% de conver

sao, produzindo um xarope de glicose de aproximadamente 15% (13).Me
lhoramentos adicionais neste mutante poderdao originar celulases pa
ra a eliminacdo de poluidores celuldsicos e outros problemas. Um
tratamento posterior da linhagem QM 9123 produziu um mutante desig
nado por QM 9414, que produz altos niveis de proteina 2 o mesmo nivel de
celulase que o mutante QM 9123, segundo MANDELS et al., citados em

(47).

GUPTA et al (18) estudaram o efeito das condicoes de cul
tura na producdo de celulase por T. viride. Com a finalidade de ob
ter um aumento na producdao de celulase o microrganismo foi cultiva
do sob varios fatores de crescimentos. Celulose em pd-123 (Carl
Schleicher & Schul, Dassel, W-Germany), resultou a melhor fonte de
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carbono, enquanto que entre as matérias primas, palha de arroz com
tratamento alcalino apresentou o melhor rendimento. Estes pesquisa
dores observaram que uma combinacdo de peptona, uréia e sulfato d;
amonio permite obter atividades de C, mais elevadas que quando uma
inica fonte de nitrogenio & utilizada. Resultados analogos tém sido
obtidos por outros pesquisadores, citados em (18). Acetato e ascor
bato em concentragdo de 0,1% foram notdveis no aumento de produgég
de celulase Cy» tendo am efeito acumulativo quando adicionados juntos.

O tratamento de materiais celuldsicos tem um efeito esti
mulante na produgdo de celulase como foi observado por GUPTA e;
al (18), para folha de jornal lavada e palha de arroz tratada com
alcali, também verificado por RODZEIVICH et al., citado em (18)
MANDELS et al (34, 35), obtiveram resultados anilogos para celulo
ses finamente moida. -

A adigao de agucares (sacarose, maltose, lactose, fructo
se, glicose, celobiose) ao meio contendo celulose, geralmente repri
me o rendimento. Uma maior repressao foi observada para maltose e
lactose, enquanto que a minima para glicose (18). Inibicd3o na produ
cao de celulase pelos varios acucares antes citados também tém sido
verificado por HORTON e KEEN (23) e LUMSDEN (32) para diferentes or

ganismos celuloliticos.

O fracasso na produgao de celulase, quando sacarose, fruc
tose, glicose, e celobiose servem como fontes exclusivas de carbo
no, tém sido verificado por JOHANSSON (24) BUCH e ERIKSSON ( 5 ) ,
BRATHWAITE e DICKEY (4), BAILEY et al (3), FENIKSOVA (9), GUPTA et
al (18) e LUMSDEN (32).

Varios agentes precipitantes podem ser utilizados na sepa
racdo das enzimas celuloliticas dos filtrados de cultura: acetona |,
acido tricloroacético a 5%, sulfato de amonio entre os limites de
20% e 80% de saturagiao, alcool isopropilico, alcool etilico e aceta
to de chumbo (29, 35, 47, 53, 75). Industrialmente, € utilizado qua

se exclusivamente o alcool etilico por ser mais barato.

Os filtrados celuloliticos também podem ser armazenados
refrigerados (59C) baixo tolueno ou congelados, sem perda aprecié
vel de atividade (18) ou, entdo, concentrados a 40°C em evaporador

de filme e liofilizado, sem perda de atividade (34).
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MANDELS et al, citados em (47) obtiveram atividades elewva
das de celulases, com T. viride QM 9123 e T. viride QM-9414 , num

fermentador de 10 litros, usando 0,5% de celulose com baixa agita
¢@o (100 rpm) e aeracdo (0,2 vol/vol.min)a temperatura de 28°9C.

2,2.2, - Producgio de celulase fingica por cultura

em semi-solido.

Sao poucos os trabalhos publicados sobre produgao de ce
lulase fiingica em semi-sélido, apesar de este método ser bastante
utilizado em escala industrial, principalmente no Japao.,TOYAMA (71)
verificou que um meio celuldsico so6lido (ex. farelo de trigo, serra
gem de madeira, etc.) com aproximadamente 40 - 45% de umidade, €
adequado para muitos fungos celuloliticos. Os extratos das culturas
destes fungos em semi-s3lide tém elevadas atividades de celulase ;
celobiase e amilase,

TAKAMINE, citado em (10) sugeriu um processo associado
por fermentacao submersa e cultura em semi-s6lido para a producio
de uma ampla variedade de enzimas, parecendo ter boas perspectivas,
para a producao de celulase.

A cultura em semi-sdlido € amplamente utilizada na produ
cao industrial de amilase flngica, sendo neste sentido um processo
bastante antigo, PARK et al (46).

HESSELTINE (22) classifica a cultura em semi-solido em 3
tipos: a) n@o agitada, b) com agitacdo periddica e c) com agitacio
continua. Este autor e seus colaboraddres tém desenvolvido varios
métodos para a producdo de aflatoxina, de varias linhagens de Asper
gillus flavus , sobre diversos substratos solidos agitados (trigo,,
arroz e aveia), obtendo rendimentos marcadamente superiores aos ob

tidos por fermentagao submersa (22, 61, 70).

PATHAK et al (47) mostraram umoprocesso para a producdo
industrial, de celulase fingica em meio semi-solido de farelo de
trigo (ver ap@ndice A). O processo inclui, desde a preparacio do
inoculo, por fermentacdo submersa, até a obtencao do preparado de
celulase em pd. A solucdo enzimatica precipitada pode tratar-se, al

-14-



ternativamente, por concentraciao (concentrador de membrana) e se-
cagem em spray ou filtracao (filtro prensa) e secagem em secador

rotativo,

2.3. - Aplicacoes

Preparagoes comerciais de celulase altamente ativa, obti
das de Trichoderma viride e Aspergillus niger, se encontram hoje
em dia disponiveis. Estas preparacdes tem numerosas aplicacoes em

varios campos em todo o mundo. O Japao e os Estados Unidos sao
atualmente os maiores produtores de celulases (14). Em 1968 foram
produzidas no Japdo cerca de 5 toneladas de celulase por mes, das
quais 500 kg eram exportadas para a Europa, principalmente a Ale
manha Ocidental. Celulase de Trichoderma & também exportada pelo Ja
pao para a Austrdlia, como suplemento para ragoes animais (72). Uma
grande parte da celulase produzida no Japdo & destinada 3 industria
farmaceutica, para a preparacdo de tabletes digestivos (14). No Ja
pao, tém sido realizados estudos para sacarificacdo de residuos ce
lulosicos (bagago, palha, serragem de madeira, etc), usando prepara
coes de celulase fungica associadas com metodos de delignificacao ,

com a finalidade de diminuir materiais poluentes e obter agucares

fermentaveis, (producdo de proteina unicelular ) TOYAMA, et al (73).

nos Estaaos Unidos, tambem a principal aplicacdo de celu
lase tem sido como ajudante digestivo, aliviando a flatuléncia e
transtornos gastricos. Atualmente celulase & usada na extragdo de
o0leos essenciais e substancias flavorizantes. Processadores de ci
tricos nos Estados Unidos tém verificado que celulase ajuda a extra
cao e clarificacdo de sucos e permite obter sucos concentrados mais
homogéneos e estaveis (14). Alguns estudos sobre fermentagao micro
biana de celulose indicam a possibilidade de usar bagaco de cana e
outros residuos celuldsicos como substrato para produgdo de protei

na unicelular (7, 20, 21, 68).

Viarias aplicacdes de protopectinase (cell separating

enzyme) de Rhizopus e celulases de Trichoderma viride e Aspergillus
niger tém sido desenvolvidos por TOYAMA et al. (72) no Japao, onde
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estas enzimas sao produzidas industrialmente em grande escala, A
existéncia de substincias intercelulares (protopectina nos vegetais
€ paredes celulares, influem marcadamente na digestibilidade, quali
dade de cozimento, retencao da forma de alimentos vegetais e no ren
dimento de nutrientes, tais como: amido e proteina,

Em tecidos vegetais, as células se aderem uma as outras
com protopectina, elas podem ser separadas em células individuais
com protopectinase, pela decomposicdo da protopectina insollvel em
acido péctico; e as paredes celulares, agora expostas, sao entio fa
cilmente degradadas com celulase, especificamente pelo componente
capaz de degradar papel filtro, ou seja celulase C1 (22),

Portanto, estas preparagdes enzimiaticas podem ser utiliza
das para os seguintes propdsitos:

a) Extragdo dos componentes do chi verde: varios componen
tes, tais como aminoacidos, carboidratos, taninos, cafeina, saponin
e componentes aromidticos, estio incluidos dentro das células das fo
lhas do cha verde. 0 uso de uma solugao enzimitica composta de pro
topectinase (cell separating enzyme) e celulase permite obter, de
pois de hidrolise e centrifugacao, um sobrenadante que contém os com
ponentes do cha com um rendimento de 2 a 3 vezes maior que aquele
obtido pelo processo tradicional de infusao,

b) Extragdo de proteina de tortas desengorduradas de soja
€ coco: o rendimento em proteina foi aumentado em 3,3 com celulase
e em 3,5 vezes com a mistura (cell separating enzyme e celulase
1:1) , comparados com o controle para tortas de soja desengordurada.
Mostrou ser adequado o uso da mistura de enzimas a concentragdes de
0.2 @ 1,0%:

c) Extrag@o de amido de batata e milho: o bagaco resultan
te da extragdo de amido de batata, depois de lavado duas vezes para
maior extragdo foi tratado com cell separating enzyme e gelulase,
obtendo-se um aumento no rendimento de 23% com relagiorao obtido pe

lo processo usual,

d) Digestdo da parede celular de leveduras (Saccharomyces
cerevisiae, Candida utilis). E bem conhecido o fato de que as pare
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des celulares de algumas leveduras nao sio digeriveis no trato in
testinal dos animais. Estas paredes celulares sio atacadas por celz
lase de Trichoderma viride koji, melhorando assim a digestibilidad;
das células de levedura, TOYAMA citado em (14).

e) Remocdao da camada externa de soja e producao de célu
las individuais com cell separating enzyme |,

f) Recuperagao de agar-agar de algas marinhas: agar-agar
tende a decompor-se por tratamento com acido e por aquecimento pro-
longado, assim nenhum destes dois métodos € satisfatdrio para  sua
extracao. O uso de celulase de T. viride evita este problema e me
lhora o rendimento, isto € atribuivel & degradacio das paredes celu
lares por agdo da celulase.

g) Produgdo de vinagre de fruta e pectina de polpa citri
ca (8, 17, 67).

h) Obtengdo de células simples de plantas e protoplasma
em estado ativo.

i) Modificagao de tecidos de alimentos vegetais: arroz,ce
noura, etc,

j) Digestdo enzimatica em tanques sépticos.

Toyama e seus colaboradores ndo apresentaram critérios so
bre custos economicos, em seus trabalhos.

Entre as aplicacOes mais recentes podem ser mencionadas:
Processamento de materiais fibrosos, como alimento para ruminantes,
a partir de residuos delignificados de arvores; sacarificagdo de re
siduos delignificados de madeira, em associacdo com xilanase; suple
mento de enzimas em ragoes de aves e porcos (l4)e sacarificacgao -
continua de polpa de celulose através de sistemas de filtracao (13,
15) e outros sistemas afins (12, 25).

Contudo, na atualidade, as maiores aplicagOes das enzi-
mas celuloliticas estdao no campo farmacéutico e na suplementacdo de

ragoes animais.
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CAPITULO III

MATERIAIS

3.1. Microrganismos

As seguintes 3 linhagens de fungos imperfeitos foram experi
mentadas para verificacao de sua capacidade celulolitica (celula-

ses C1 e Cx) em fermentacao submersa e por cultura em semi-solido:

(a) Trichoderma viride QM 9123
(b) Aspergillus niger ATCC 1004
(c) Pestalotiopsis westerdijkii QM 381

Os fungos T. viride QM 9123 e P. westerdijkii QM 381 foram
adquiridos do U.S. Army Natick Laboratories, Natick, Massachusets
01760 U.S.A.: enquanto que o A, niger ATCC 1004 foi adquirido da
“American Type Culture Collection, Md, USA",.

3.2. Equipamento para o desenvolvimento das fermentacoes

Utilizou-se um incubador-agitador rotativo com as seguin
tes caracteristicas:

Procedéncia: New Brunswick Scientif Co., Inc.
Denominagao: Psycrotherm

Modelo : G-27
Velocidade : 40 a 400 rpm (* 5)
Passo : 2,54 cm

Temperatura: 0 a 60°C (* 0,5)

3.3. Reagentes e equipamentos complementares

Todos os reagentes quimicos (xilana, sodio-carboximetilcelu
lose, proteose peptona, caseina, acetona, gel de silica, acido sul
firico, sulfato de cobre, hidroxido de sodio, acetato e ascorbato
de sodio, etc.) utilizados eram de grau analitico, sendo prineéi
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palmente das marcas Merck, Difco, Baker, Aldrich. Chem. Co. Além
dos materiais comumente usados em laboratérios, tais como pipetas,
beckers, provetas, funis, erlenmeyers, tubos de ensaio, termometros,
etc., foram utilizados os seguintes equipamentos:

(a) Balanga analitica Sauter (mdx. 200 g. div. 0,01 mg).

(b) Balanga Sauter (max. 200 g, div. 0,1 g).

(c) Potenciometro, pH-meter H-5, Horiba, com ajuste automati
co de temperatura e precisdo de + 0,05 unidades de pH.

(d) Autoclaves:
- Autoclave Luferco, n® 15,219 (max. 3kg/cm2).
- Autoclave Steroclave, n? 25X (mdx. 30 psig).

(e) Refrigerador Frigidaire e congelador Metalfrio.

(f) Centrifuga IEC UV da Damon/IEC Division (0-- 60,00 Spm).

(g) Dessecador com gel de silica e acido sulfurico conc.

(h) Banho-maria da Fabbe, modelo 110E:

(i) Esvectrofotometro Coleman, modelo 295E.

(j) Espectrofotometro Spectronic 20 Busch § Lomb,

(k) Agitador de movimento rotativo modelo 0S31, da Fermenta-
tion Design Inc. USA (0 - 500 rpm).

(1) Microscopio Busch § Lomb (aumento 10 x 43 = 430 vezes).
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CAPITULO IV

METODOS

4.1. Preparacao das culturas estoque

As 3 linhagens de fungos imperfeitos, citados em 3.1, foram
recebidas liofilizadas, sendo entao re-hidratadas em agua destilada
esteril e inoculadas em tubos inclinados contendo meio agar-batata-
dextrose. Tais tubos foram incubados a temperatura ambiente duran
te 1 semana. As culturas, depois de mostrarem um crescimento satis
fatorio, foram conservadas em refrigerador (3-5°C) por um periodo
nao superior a 1 mes. Mensalmente foram realizados repiques dagcul
turas estoque (padrao) para tubos inclinados com o mesmo meio, in
cubagao a temperatura ambiente por uma semana e posterior conserva-
cao em refrigerador.

Composigcao do meio agar-batata-dextrose para manutencao das

linhagens (culturas estoque):

Componentes g/1

Batata 100

Agar 32

Glicose (bacto-dextrose) 40

A batata picada foi fervida por 10 minutos, em 200 ml de
agua destilada, filtrada em pano, espremendo-se para maior extracao.
Os tubos de ensaio, contendo 10 ml de meio cada um, foram este

rilizddos em autoclave por 20 minutos a 121°C, deixando-se esfriar
em posigdo inclinada até a solidificagdo do meio.

4.2. Preparacao do indculo

O material de semeadura para as experiencias foi retirado
das proprias culturas estoque (padrao), eliminando-se sempre os tu
bos utilizados.

Para a preparacgao do material de indoculo, realizou-se uma
suspensao de esporos em 20 ml de agua destilada esteril a partir das

culturas de estoque (padrao) em agar-batata-dextrose, usando-se 3
ml desta suspensao para inocular cada frasco erlenmeyer da fermen
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tagao submersa e 1,5 ml para cada frasco erlenmeyer da cultura em
semi-s6lido. Para todas as fermentacoes, foi realizada uma contagem
aproximada de esporos do material indculo, pelo método de contagem
de leucocitos (Blood cell couting chamber-Arthur H. Thomas Co. USA) .

4.3. Processo fermentativo

4.3.1. Fermentacdo submersa

Para a fermentagao submersa, em frascos agitados, utili
zam-se 0s seguintes meios:

(a) Meio de Reese e Mandels (18,53), com adicdo de 0.1%
de acetato de sodio e 0.1% de ascorbato de sddio, cuja composicaoc &

dada a seguir:

Componentes
Fonte de celulose 10,0 ¢/1
2 D [N}
KH, PO, ;
(NH4JZSO4 1,4
(NH,),CO 0,3 o
0,3 "
MgS0, . 7H,0
Cac12 0,3 "
Proteose peptona 1,0 "
FeSO4.7H20 5,0 mg/1
1,6 Al
MnSO4.H20
L7 H
ZnCl2
O 2,0
CuC12

O pH foi ajustado a 5,0 com NaOH.

(b) Meio de cultura a base de extrato fiungico de Koji -

(6), tendo a seguinte composicgado:



Componentes g/1

Fonte de celulose 10,0
KH2P04 10,0
(NH,) ,S0, 3,0
NaNO2 5:;0
MgS0, . 7H,0 0,5
Bxtrato fingico 46 Kofdeisssvvvawes s 1 litro

(filtrado de cultura em semi-solido de
Aspergillus oryzae - fonte de proteinas

e vitaminas).

O pH foi ajustado a 5,5 com NaOH.

Para ambos os meios, utilizou-se farelo de trigo moido
(almofaris), como fonte de celulose (fonte de carbono), que foi adi-
cionado a cada frasco em separado. Os frascos erlenmeyers de 500
ml, contendo cada um 100 ml de meio e 1,0 g defarelo de trigo, fo-
ram esterilizados em autoclave por 30 minutos a 121°C. Depois da es
terilizagao, havia um pequeno aumento de pH em 0,5-0,8 unidades.Dei
xou-se resfriar a temperatura ambiente antes da inoculagdo, citada

em 4.2.

Nas experiencias realizadas, a temperatura foi fixada
em 29°C + 1°C e o nivel de agitagdao a 200 rpm, retirando-se amos
tras em triplicata, a intervalos de 24 horas, durante um periodo de
6 a 7 dias. (Incubador-agitador rotativo citado em 3.2).

4,3,2., Cultura em semi-solido

Para a cultura em semi-s6lido utilizou-se um meio cons
tituido somente de farelo de trigo com 40-45% de umidade (100 g de
farelo de trigo + 60 ml de agua destilada).

Os frascos erlenmeyers de 500 ml, contendo cada um 15 g
de farelo de trigo "uniformemente umidificado', foram esterilizados
em autoclave por 30 minutos a 121°C, deixando-se resfriar a tempera
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tura ambiente antes de sua inoculagiao. Nos ensaios realizados, o pH
inicial (nao ajustado) se situou entre 6,0 e 6,3 (filtrado do meio
apos a esterilizacao).

Nas experiencias realizadas, a temperatura foi fixada
em 29°C + 1+C, sem agitagao, utilizando-se o equipamento citado em
3.2. As amostras, em triplicata, foram retiradas a intervalos de 24
horas, durante um periodo de 6 a 7 dias.

Tanto na fermentacao submersa, como na cultura em semi-
solido, foram utilizados tampas de algodao para manutengao das con
digoes assepticas. As observagoes microscopicas das culturas foram
empregadas principalmente para verificar mudangas na morfologia do
micélio, durante o transcurso da fermentacgao, assim como para o con

trole de possiveis contaminacgoes.

4.4, Técnicas de recuperacdo e analise do produto enzimatico

4.4.1. Recuperacao do produto (celulase bruta).

Apos retiradas as amostras, procede-se a obtencdo do
filtrado da cultura do mosto fermentado (fermentacao submersa) ou do
farelo flingico (cultura em semi-solido), conforme o caso.

Na fermentagao submersa, o filtrado da cultura € obtido
por filtragao simples (Whatman N° 1) do mosto fermentado, uma - vez
que as celulases sao enzimas extracelulares e sollveis em meio aquo

so.
Na cultura em semi-so6lido, o farelo fungico & submetido

inicialmente a uma extragao aquosa para posterior obtengao do £11
trado de cultura. A extragao €& realizada com agua destilada na pro
porgao de 1:10 (farelo flingico: agua destilada), com agitacao ma
nual periodica a temperatura ambiente, durante 2 horas. Em seguida,
o farelo fingico extraido € filtrado (Whatman N°¢ 1).

A partir deste ponto, o fluxograma do processo, na pagi

na seguinte € igual para ambas as fermentagoes.
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Filtrado de enzimas celuloliticas

}

Ajustar a pH 6,0 com HCl ou NaOH
conforme o caso.

Precipitagao: Adicionar 2 volumes
de acetona por volume de filtrado
de enzimas celuloliticas e agitar
por alguns minutos.

}

Deixar repousar por uma noite, a
4°C para precipitacgao.

Centrifugar a 1.000 g, por 5 minu
tos.
Sobrenadante * l

Lavar o precipitado com acetona.

l

Centrifugar a 1.000 g, por 5 minu
tos.
¥
Sobrenadante 1

Colocar o precipitado em vidro re
logio, deixando evaporar a aceto
na residual em temperatura ambien

l

Colocar os residuos em dessecador

te.

(HZSO4 conc.) por uma noite.

|

Moer (celulase bruta em pod).

O produto assim obtido denomina-se '"celulase bruta', posto
que, aleém das celulases, outras enzimas estao presentes, tais como:
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xilanase, protopectinase (cell separating enzyme), protease, etc. e
alguns carboidratos.

4.4.2. Determinacdo da atividade de celulase C

1

A atividade de celulase C foi determinada pela capacida
de da enzima (celulase bruta) em degradar papel filtro. Utilizou-se
o método de incubacgao-agitada de Toyama citado em (72). O ensaio
foi realizado da seguinte forma: em tubos de ensaio grandes (200 mm
X 23 mm), foram colocados 4 ml da solugao celulase de 10 mg/ml (pre
parada a partir do precipitado enzimatico: celulase bruta), 1 ml de
tampao acetato 0,IM, pH 5,0 e um pedago de papel filtro (Whatman N¥¢
40) de 10 mm x 10 mm. O conjunto foi incubado em banho-maria a 40°9C
e 120 rpm (agitagdo mecanica reciproca). Esta determinagao foi rea
lizada simultaneamente para todas as amostras de uma mesma fermenta
¢ao, sendo a atividade relativa expressa em porcentagem de degrada
¢ao, dando-se o valor de 100% aquela que mostrou degradacao total
do papel filtro. A atividade absoluta, expressa em minutos, foi de
terminada para as amostras que chegaram a degradar totalmente o pa
pel filtro sob as condigOes anteriormente especificadas (atividade

absoluta = minutos necessarios para degradacao completa). Para o
controle utilizou-se 4 ml de agua destilada em lugar da solugao ce

luldse de 10 mg/ml.
Para a transmissao do movimento de agitacdo, foi utili
zado um agitador de movimento rotativo, descrito em 3.3.

4.4.3. Determinacao da atividade da celulase o

A atividade da celulase C, foi determinada pela quanti
dade de agucar redutor, expresso como glicose, resultante da acgao
enzimatica sobre o substrato carboximetilcelulose (C.M.C. - Na),sob
condigoes especificas. Foi utilizado o método originalmente propos

to por Reese et. al. (57).

Os tubos de ensaio, contendo cada um 4 ml de solugado de

carboximetilcelulose (sal sddico) a 0,625%, pH 4,5 e 1 ml da  solu
cao de celulase (filtrado de enzimas celuloliticas ou solucdo de ce
lulase contendo 1 mg/ml), foram incubados por 30 minutos a 40°C. Ao

4B



final da incubagao, foram retiradas aliquotas (usualmente 0,2 a 0,5
ml da mistura incubada) para determinagdo de acicares redutores. Uti
lizou-se o método colorimétrico de Somogyi e Nelson (39, 65, 66). O
volume final da solugao € elevado a 25 ml com agua destilada e a ab
sorvancia lida a 540 nm. Para os controles (poder redutor da solu
gao enzimatica) os tubos foram preparados da mesma forma descrita
anteriormente, mas sem incubagao.

Para o calculo da quantidade de agucar redutor em mili
gramas de glicose, utilizou-se uma curva padrdo (absorvancia a 540
nm contra mg de glicose). Uma unidade de atividade de celulase Cy
foi tomada como a quantidade de enzima que produz 1 mg de agiicar re
dutor, expresso como glicose, a partir do substrato carboximetilce
lulose (sal sodica) durante um tempo de incubacio de 30 minutos a

40°C.

4.4.4. Determinacao da atividade de xilanase

A atividade de xilanase foi determinada pela quantidade
de aglcar redutor, expresso como xilose, resultande da agdo enzimd

tica sobre o substrato xilana (27).

Os tubos de ensaio, contendo cada um 2,5 ml de solucgao
de xilana a 0,5%, 2,5 ml de tampao acetato 0,05M, pH 4,0 e 1 ml da
solugao de celulase (filtrado de enzimas celulotiticas ou da solu
cao enzimatica de 1 mg/ml), foram incubados por 30 minutos a 50°C.
Ao final da incubagao, foram retiradas aliquotas (usualmente 0,2 a
0,5 ml da solugao incubada) para determinacoes de aglcares reduto
res, utilizando-se o método colorimétrico de Somogyi e Nelson. Para
os controles (poder redutor da solucao enzimatica), os tubos foram

preparados da mesma forma descrita anteriormente, mas sem incubagao.

Para o calculo das miligramas de xilose utilizou-se uma
curva padrao (absorvancia a 540 nm contra mg de xilose). Uma wunida
de de atividade de xilanase foi tomada como a quantidade de enzima
que produz 1 mg de agucar redutor, expresso como xilose, a partir
do substrato xilana, durante um tempo de incubacao de 30 minutos a
50°C.
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4.4.5. Determinacado da atividade de protopectinase

(cell separating enzyme).

A capacidade dos preparados enzimaticos para degradar
batata foi utilizada como medida da atividade protopectinolitica
(26, 72).

A atividade foi determinada de acordo com o método pro
posto por Kawai et al. (26). Os tubos de ensaio, contendo 2 ml do
preparado enzimatico de 10 mg/ml (mesmo usado para determinacao de
celulase C;) 2 ml de tampao acetato 0,2M, pH 5,0 e um pedago de te
cido de batata de 10 mm x 10 mm x 2 mm, de peso conhecido, foram in
cubados em banho-maria durante 5 horas a 45°C e 120 rpm (agitagao me
canica reciproca, mesmo usado em celulase CIJ-AO final da incubacio
foi determinado o peso (umido) para os pedacos de batata residuais.
Entao, a atividade de protopectinase foi calculada pela seguinte

formula:
Ma: (%) = (Wo - Wt - Co - Ct) x 100
Wo Co
onde Wo = peso da amostra de batata ao inicio da incubacdo.
Wt = peso da amostra de batata depois de um tempo t de incuba-

¢ao (5 horas).

Co = peso da amostra de batata ao inicio da incubacio, para o
controle.

Ct = peso da amostra de batata ao final da incubagdo (5 horas)
para o controle (agua destilada em lugar de solucdo enzimitica).

Esta determinagao era realizada simultaneamente para todas as amos-
tras da fermentagao submersa e da cultura em semi-so6lido.

4.4.6. Determinacao de protease

O ensaio para protease foi realizado pela técnica de di
gestao de caseina (38). Baseia-se na digestdo de uma solugao tampo
nada de caseina, pH 7,4, por 35 minutos a 409C, seguida da precipi
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tacao da caseina nao digerida e posterior filtragao. A quantidade
de caseina digerida € medida colorimetricamente usando-se o Teagen
te de Folin e Ciocalteau. As determinagoes realizaram-se nos prepa
rados enzimaticos de 1 mg/ml (mesmos usados para celulase Cx e xila
nase), sendo as leituras de absorvancia realizadas a 600 nm em es
pectrofotometro Spectronic 20 Busch § Lomb.

4.4.7. Determinacao de pH

O pH foi determinado com um potenciometro Horiba. As de
terminagoes foram efetuadas nos filtrados das culturas (fiTtrados
celuloliticos).

4.4.8. Determinacao de proteina

A proteina foi determinada pelo método de Lowry (31).As
determinagoes foram efetuadas nos preparados enzimaticos de 1 mg/ml
(os mesmos usados para determinar as atividades de xilanase. C, e
protease). Empregou-se albumina bovina para preparar a curva padrao,
de onde foram obtidos os valores para proteina. Tanto para as deter
minacoes, como para a preparacao da curva padrao, a absorvancia foi
lida a 700 nm em espectrofotometro Coleman.
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CAPITULO V

Resultados e Discussio

Basicamente, todos os experimentos real: -dos com os fun
gos T. viride QM 9123, A, niger ATCC 1004 e P. westerdijkii OM
381. visaram comparar a producdo de celulases C, e Cy (enzimas ce

luloliticas) por fermentagao submersa e por cultura em semi-solido
expressando-se os resultados de producdo em termos de atividade en
zimdtica. Como os produtos enzimiticos obtidos por precipitacao
(celulase bruta) ndo continham somente celulase, mas também outras
enzimas, aproveitaram-se as experiencias realizadas para comparar
(em submerso e semi-solido) as atividades de outras enzimas, isto
€, xilanase, protopectinase (cell separating enzyme) e protease,

Os melhores resultados para fermentacao submersa foram ob
tidos utilizando-se o meio Reese e Mandels (descrito em 4.3.1. Jpor
esta razao foi utilizado para todos os estudos comparativos entre

submerso e semi-solido.

5.1. - Comparacao das atividades enziméticai ( celulases

(C, e C_ , xilanase e protopectinase) obtidas pa
1 X J% P

ra T. viride QM 9123 por fermentacio submersa e

por cultura em semi-solido.

Observou~-se que o fungo T. viride apresentava colonias
amarelo-esverdeadas depois de incubacdo em meio agar-batata-dextrg
se, tomando todo o meio uma coloracdo amarela. O mesmo fungo, quan
do foi incubado no meio semi-sélido de farelo de trigo (umidade de
40 - 45%), mostrou um crescimento branco em forma de algodﬁo.Obsez
vou-se um ligeiro crescimento apds as primeiras 24 horas (possivel
mente fase "laténcia"), tornando-se intenso entre o 3° e 4° dia da
fermentacdo, coincidindo com o aparecimento das primeiras zonas de
coloragao verdes (zonas de esporulacdo), zonas estas,predominantes
nas regioes mais aeradas. Na fermentacio submersa (meio de Reese
e Mandels, descrito em 4.3.1.), T. viride mostrou um -erescimento
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moderado apés 24 horas, chegando a um crescimento maximo (meio
com aparéncia mais espessa ou viscosa) ao redor de 48 horas de
fermentagdo. A seguir o meio tornou-se cada vez mais liquido ateé
chegar a um ponto quase igual ao meio de partida.

5.1.1. - Comparacao das atividades de celulases C; eC,

Verificamos pela figura 1 e o quadro 1 que as maximas ati
vidades relativas de celulase C1 foram obtidas para um tempo de
fermentagao de 48 horas (2 dias), tanto para a fermentagdao submer
sa, como para a cultura em semi-solido, sendo a maxima atividade,
relativa de celulase C1 em semi-sdlido, superior em 65% a corres
pondente obtida em submerso.

Em termos de atividade absoluta, expressada em minutos, a
atividade maxima de celulase C1 em semi-s6lido foi superior em
aproximadamente 13% (21 minutos) a atividade maxima obtida em sub
merso; quadro 4,

A figura 2 e o quadro 1 mostram a cinética de producdo de
celulase Cx’ expressa em unidades por grama de celulase bruta,em
submerso e em semi-sélido. As atividades miximas foram obtidas pa
ra tempos de fermentacao de 48 horas (2 dias) em submerso e 96 ho
ras (4 dias) em semi-s6lido, observando-se que a atividade maxima
de celulase C, em semi-solido & superior em 78% (560 unidades/g),

aproximadamente a correspondente obtida por fermentacao submersa.

5.1.2. - Comparacdao da atividade de xilanase

Pela figura 3 e o quadro 1, verificamos que as maximas
atividades de xilanase (expressa em unidades por grama de precipi
tado enzimatico-celulase bruta) para fermentagao submersa e para
cultura em semi-s6lido, foram obtidas para tempos de fermentagao
de 48 horas (2 dias) e 96 horas ( 4 dias), respectivamente. A ma
xima atividade em semi-s6lido resulteu superior em aproximadamen
te 86% (732 u/g) a correspondente obtida por fermentacgao submer

Sal
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As atividades de xilanase e celulase Cx foram também de
terminadas nos filtrados celuloliticos de cultura, durante 0
transcurso das fermentagoes (submersa e semi-solida), expressando
se os resultados em unidades por mililitro de filtrado de cultu
ra. Os resultados estao indicados nas figuras 4 e 5. Entretanto ,
uma andlise comparativa submerso e semi~sdlido, nio pode ser rea
lizada nesta base. Os tempos de fermentacdoc correspondente is ati
vidades miximas de xilanase e celulase C, nos filtrados de cultu
ra parecem coincidir com aqueles correspondentes as atividades ma
ximas de xilanase e celulase Cx‘ no produto enzimitico precipita

do (celulase bruta), figuras 2, 3, 4 e 5,

Pode-se notar também, nas mesmas figuras, que na fermenta
¢do submersa as enzimas celulase C, € xilanase aparecem geralmen
te a um mesmo tempo de fermentacdo (24 horas); o mesmo ndo parece
se verificar para a cultura em semi-sb6lido. Nesta {iltima, a enzi
ma xilanase normalmente aparece antes que a celulase Cx'

5.1.3. - Comparacao da atividade protopectinolitica (cell

separating enzyme).

As atividades relativas de protopectinase foram
determinadas pela capacidade dos preparados enzimaticos para de
gradar batata, como descrito em 4.4.5, Os resultados obtidos es
tao indicados na figura 6 e no quadro 1. A miaxima atividade em
submerso foi obtida para um tempo de fermentacao de 48 horas ( 2
dias) e de 96 horas (4 dias) para a cultura de semi-s6lido. Pode-

-se observar que a atividade relativa maxima em semi-sdlido € su
perior em aproximadamente 22% aquela correspondente obtida por
fermentagao submersa.

5,1.4. = Proteina Soluvel

0 conteiido de proteina séliivel no produto enzimatico pre
cipitado (celulase bruta) foi determinade pelo método de Lowry et
al, citado em 4.4.8; os resultados mostram=-se na figura 7 e no
quadro 1. Pelos resultados obtidos, verificamos que existe uma es
treita correlacdo entre o contelido de proteina sollvel e as ativi
dades celuloliticas(celulases C1 e Cx} no precipitado enzimatico
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(celulase bruta) tanto na fermentacao submersa comc na cultura em
semi-s6lido. Resultados analogos foram conseguidos por Mandels ,
et al (33,35). O mesmo parece verificar-se para xilanase e proto
pectinase.

5.1.5. Variacao de pH, durante a fermentacac

Observando a figura 8, vemos que para a fermentagao sub
mersa, o pH aumentou rapidamente entre as 24 e 48 horas de fermei-
tagcdo; a partir deste ponto, a proporcio de aumento decresce mar
cadamente até o pH permanecer constante apos as 144 horas de fer
mentagao.

Para a fermentagdo em semi-sdlido, como mostrado na figu-
ra8, o pH decresce bruscamente apos as primeiras 24 horas,atingin
do um minimo em torno das 72 horas., A seguir, passa a aumentar,
ultrapassando o valor de pH inicial, ao redor de 96 horas de fer

mentacgao.

Para todas as fermentagdes realizadas, o pH dos filtrados
de cultura (filtrado de enzimas celuloliticas) foi ajustado a 6,0
antes da precipitagdo, porém considera-sec que uma faixa de pH en
tre 5,0 e 6,0 € adequada.

5.2. - Comparacao das atividades enzimiticas (celulases

C1 e Cx' Xilanase, protopectinase e protease) ,obti
das para P. westerdijkii QM 381, por fermentacao

submersa e por cultura em semi-sdélido.

O fungo P. westerdijkii apresentava coldnias mucoides-pre

tas brilhantes, depois da incubacdo em meio agar-batata-dextrose.
0 mesmo fungo, quando incubado em meio semi-sdlido (farelo de tri
go-umidade de 40 - 45%) mostrou um crescimento branco compacto
(nao em forma de algoddo), completamente aderido ao material celu
1losico. Observou-se um pequeno crescimento apos as 24 horas de
fermentacdo, tornando-se intenso a partir das 72 horas (3 dias).

Na fermentagdo submersa, meio de Reese e Mandels, descri
to em 4.3.1, P, westerdijkii mostrou um ligeiro crescimento apos
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as primeiras 24 horas, chegando a um miximo (meio com aparéncia
mais viscosa ou espessa) entre as 65 e 89 horas da fermentacdo. A
seguir o meio foi se tornando gradativamente mais liquido.

5.2.1. - Comparacdo das atividades de celulase CpecC

X

Os resultados obtidos para as atividades de celulase Cy
em submerso e semi-sdlido sio mostrados na figura 9 e no quadro 2,
obtidos para um periodo de incubacdo-agitada de 4 horas( descrito
em 4.4,2). Em submerso, a maxima atividade relativa de Cl' em tor
no de 15%, foi obtida para um tempo de fermentacao de 65 horas, en
quanto que, em semi-s6lido, a atividade foi nula durante todo o}
transcurso da fermentacao.

Pelos resultados obtidos, a linhagem P. westerdijkii, uti

lizada nesta experiencia, mostra-se como um pobre produtor de ce
lulase Cl’ tanto na fermentagdo submersa (meio de Reese eeMandels)
como na cultura em semi-solido (farelo de trigo).

Verfica-se na figura 10 e no quadro 2 que as atividades
maximas de celulale Cx, expressas em unidades por grama de celu
lase bruta, foram obtidas para um tempo de fermentacdo ao redor
de 96 horas (4 dias) para ambos os casos. Sendo a atividade méxi
ma de Cx’ em submerso, superior em 79% 3 correspondente obtida em
semi~-solido.

5.2.2., - Comparacdo da atividade de xilanase

Os resultados para a atividade de xilanase, em submerso e
semi-solido para P. westerdijkii, est3o mostrados na figura 11 e
no quadro 2. A atividade maxima foi obtida para um tempo de fer
mentagdo de 65 horas em submerso e de 120 horas (5 dias) em semi=-
s6lido, sendo a mesma, praticamente igual para ambos os casos.

As atividades de xilanase e celulase C foram tambeém ueter
minadas nos filtrados de culturas, durante o transcurso das fer
mentagoes (submersa e semi-solido ), sendo expressas em unidades
por mililitro de filtrado de cultura. Os resultados sio mostrados

nas figuras 12 e 13,
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5.2.3. - Comparacdo da atividade protopectinolitica (cell

separating enzyme),

As atividades relativas de protopectinase, obtidas para
P, westerdijkii por fermentacdo submersa e cultura em semi- so61i

do, sdo mostrados na figura 14 e no quadro 2. Estas atividades fo

-

ram determinadas conforme citado em 454455,

A atividade maxima de protopectinase foi obtida para  um
tempo de fermentacao de 24 horas em semi-s6lidos e de 48 horas em
submerso, resultando a atividade em semi-sdlido quase o dobro da
quela obtida por fermentacdao submersa. No entanto, P.westerdijkii

revelou-se um pobre produtor de protopectinase, tanto na fermenta
¢cao submersa, como na cultura em semi-sélido.

5.2.4. - Atividade de protease

Na figura 15 e no quadro 2, observamos que as atividades
proteoliticas maximas em submerso e semi-sdlido para P. westerdi

jkii foram obtidas para um tempo de fermentacido ao redor de 72 ho
ras (3 dias), sendo a atividade maxima em semi-sdlido 17 vezes
maior que a correspondente obtida em submerso.

5.2.5. - Proteina sollvel

0 contelido de proteina soliivel no produto enzimitico pre
cipitado (ceiulase bruta) foi determinado pelo método de Lowry et
al, citado em 4.4.8. Os resultados mostram-se na figura 16 e no
quadro-2. Em ambas as fermentagdes, ndao parece existir uma corre
lag@o estreita entre proteina soliivel e atividade celulolftica,
como se observa nas figuras 9, 10 e 16.

5.2,6, - Variacao de pH, durante a fermentacio

Na fermentagao submersa, o pH aumentou gradativamente des
de seu valor inicial de 5,65 até um valor final de 7,71 apds as
113 horas de fermentacao, figura 12. Para a cultura em semi=- soli
do, fig. 13, o pH decresce nas primeiras horas de fermentacgio,
atingindo um minimo ao redor de 72 horas; a seguir, passa a aumen
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tar gradativamente, ultrapassando o valor de pH inicial,

5.3. - Comparacao das atividades enzimaticas (celulases C1

e Cx’ xilanase, protopectinase e protease) obtidas

para A. niger ATCC 1004 por fermentacio submersa e

por cultura em semi-sdlido.

O fungo A. niger apresenta colGnias pretas-opacas depois
de incubado no meio de agar-batata-dextrose., O mesmo fungo, quan
do incubado no meio semi-sGlido (farelo de trigo com 40 - 45% de
umidade), mostrou um crescimento em forma de veludo de coloracao
preta. Houve um ligeiro crescimento apds as primeiras 24 horas |,
tornando-se intenso entre 48 e 72 horas de fermentacgdo. Em submer
so (meio de Reese e Mandels), A. niger mostrou um crescimento ra
zoavel apds as primeiras 24 horas, atingindo o maximo em - torno
das 48 horas ( meio com aparéncia mais espessa ou viscosa). A se
guir, o meio se tornou cada vez mais liquido, chegando quase a
consisténcia do meio de partida.

5.3.1. Comparacao das atividades de celulases C, e Cx

Para esta linhagem de fungo, nao se observou atividade de
celulase C; em submerso e em semi-s6lido, apés um periodo de in
cubag@o com agitacdo de 4 horas (como descrito em 4.4.2,), qua
dro 3.

A cinética de producido de celulase C, em submerso e em
semi-s6lido € mostrada na figura 17 e quadro 3, expressando=-se a
producdo em termos de atividade enzimdtica, isto &, unidades por
grama de celulase bruta. As atividades maximas foram obtidas para
um periodo de fermentacdo de 72 horas (3 dias) em submerso e - de
120 horas (5 dias) em semi-solido, sendo a atividade em semi-soli
do, aproximadamente 3,5 vezes maior que a correspondente obtida em

submerso.

5.3.2, Comparacao da atividade de xilanase

Um estudo comparativo entre as atividades de xilanase ob
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tidas para A, nigef¥, por fermentacio submersa e per cultura em
semi-s6lido, € mostrado na figura 18 e no quadro 3. As atividades
maximas foram obtidas para um periodo de fermentacdo de 72 horas
(3 dias) em submerso e ao redor de 144 horas (6 dias) em semi-sg
lido, resultando a atividade em semi-sdlido aprovimadamente ik
vezes maior que a correspondente obtida em submerso,

As atividades de‘celulase C; e xilanase também foram de
terminadas nos filtrados de cultura (filtrado de enzimas celuloll.
ticas), expressando-se as mesmas em unidades por ml de filtrado
de cultura. Os resultados s3o mostrados nas figuras 19 e 20,

5.3.3. - Comparagdo da atividade protopectinolitica (cell

separating enzyme).

As atividades relativas de protopectinase, determinadas
como deéscrito sm 4,4,5., obtidas para A.niger por fermentacio sub
mersa e por cultura em semi-sé6lido, s3o mostradas na figura 21 e
no quadro 3, Para ambas as fermentagles, as atividades maximas fo
ram obtidas para periodos de fermentacdo de 48 a 72 horas, nao
existindo diferengas significativas entre seus valores. A. A. niger ,
revelou-se um pobre produtor de protopectinase em ambas as fermen
tagoes.

5.3.4. - Comparacgdo da atividade proteolitica

A producdo de protease por A. niger, em fermentacgao sub
mersa e por cultura em semi-s6lido, estia mostrada na figura 22 e
no quadro 3. As atividades midximas foram obtidas para perfodos de
fermentagdo de 120 horas (5 dias) em semi-s6lido e ao redor de
144 horas (6 dias) para submerso, resultando a atividade maxima
em semi-sdlido, aproximadamente 11 vezes maior que a corresponden
te obtida por fermentacdo submersa.

5.3.5. = Proteina soldvel

O contelido de proteina solfivel no produto enzimitico pre
cipitado (celulase bruta) foi determinado pelo metodo de Lowry et
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al, citado em 4.4.8. Os resultados sio mostrados na figura 23 e
no quadro 3. Para a cultura em semi-sdlido parece haver alguma
correlagao entre a proteina solivel e atividades de celulase C

xilanase, mas o mesmo nio parece se verificar na fermentacdo sub
mersa, figuras 17, 18 e 23,

5.3.6. - Variacdo do pH durante a fermentacio

Para ambas as fermentagoes, o pH decresce nas primeiras
horas de fermentacao, atingindo um minimo ao redor de 24 horas. A
seguir, passa a aumentar, ultrapassando o valor inicial, até um va
lor que permanece praticamente constante apos as 120 horas de fer
mentagao. Estes resultados sdo mostrados nas figuras 19 e 20.

5.4. - Comparacao do potencial enzimatico (celulases Cl_g

Cx‘ xilanase, protopectinase e protease) dos fun

gos T. viride, P. westerdijkii e A. niger.

Verificamos pelo quadro 4 que a maior producdo de celula
se C1 foi obtida com a linhagem T. viride, por cultura em semi-
s6lido. Os resultados indicam que A. niger e P. westerdijkii sdo

pobres produtoras de celulase Cl nas condigdes ensaiadas. A maior
producao de celulase Cx foi obtida por A. niger por cultura em se
mi-solido. No entanto, T. viride produz um '"sistema celulase'com
melhores proporcoes de C, e Cy» 0 que € importante para a degrada-
cao de celulose nativa.,

* 0 fungo A. niger mostrou-se como um excelente produtor de

Xilanase por cultura em semi-solido, superando marcadamente as
outras linhagens. Por outro lado, T. viride mostrou ser um bom

produtor de protopectinase (cell separating enzyme), também em se
mi-solido.

Para as linhagens testadas, a cultura em semi-s6lido pare
ce favorecer uma maior produgao de protease.

No quadro 4, estao incluidas, para efeito de comparagao
as atividades de celulase C1 e Cx' Xxilanase, protopectinase e pro
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tease, calculadas no laboratdrio para algumas enzimas comerciais.

5.5. - Efeito da adicao de um surfatante (Tween 80) na pro

ducao de celulases, xilanase,e protopectinase por

fermentacdo submersa.

Das linhagens de fungos experimentadas, T. viride mostrou
uma maior capacidade na producao de enzimas celuloliticas, sendo
portanto utilizada nas experiéncias seguintes,

Foi adicionado Tween 80 (sorbitan polyoxyethylene monolea
te) ao meio de cultura para fermentacao submersa, com a flnallda
de de verificar o efeito da adicdo de surfatantenao ionicos na
producao de certas enzimas. Preferiu-se utilizar este SUTfatante
por ser mais soluvel em meio aquoso e de facil manejo. O Tween 80
foi adicionado nas proporgoes de 0,1% e 0,3% (v/v) durante a pre
paracao dos meios de cultura (56). Para todos os ensaios foi uti
lizada a linhagem T, viride.

A adigao de 0,1% (v/v) de Tween 80 mostrou ser eficiente
na produgao das enzima celulases Cl e C x? xilanase e protopectina
se, por fermentacao submersa. Por outro 1ado uma adigao de 0,3%
ocasionou uma repressio na producdo para a maioria das enzimas es
tudadas.

Os resultados obtidos para a celulase C1 sao mostrados na
figura 24 e no quadro 5. Com a adicao de 0,1% de Tween 80, obteve
se um aumento de 75% na atividade relativa de celulase Cl' em re
lagao ao controle sem surfatante Em termos de atividade absolu
ta, expressa em munitos, o aumento foi da ordem de 30% (49 minu
tos).

O efeito da adicdo de Tween 80 na producao de celulase Cy
€ mostrado na figura 25 e quadro 5. Com a adicio de 0 y 1%, consg
guiu-se um aumento de atividade- (expressa em unidades por grama
de celulase bruta) de aproximadamente 48%, em relacdo ao controle
em surfatante Resultado analogo foi obtido por Reese et al (56),
para o fungo T. viride QM 6 a.
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Verifica~se na figura 26 e quadro 5 que quando se adicio
nou o surfatante ao meio de cultura, na proporgdao de 0,1%,: thevg
S€é um aumento de 26% para a atividade de xilanase em relacio ao
controle sem surfatante. A adigcdo de 0,3% do surfatante n3o provo-
cou uma repress@o na producido desta enzima, mas a proporcdo do au
mento foi inferior a obtida com uma adicdo de 0,1%,

Os resultados da influencia de Tween 80 na produgdo de
protopectinase por fermentacdo submersa sio mostrados na  figura
27 e quadro 5. Para todos os casos, a maxima atividade protopecti
nolitica foi obtida para um tempo de fermentacio de 41 horas. A
adigao de 0,1% do surfatante provocou um aumento de produgio, ex
presso em termos de atividade relativa, de aproximadamente 60% em
relagdo ao controle sem surfatante. '

A figura 28 (proteina soliivel contra tempo de fermenta
Cd0 mostra que existe uma estreita correlagdo entre os aumentos
de atividades enzimiticas observados e o conteddo de proteina so
lavel no precipitado enzimatico (celulase bruta).

Um estudo comparativo das atividades enzimaticas ( celula
ses C1 e Cx. Xilanase e protopectinase), obtidas para T, viride
por cultura e semi-sglido e por fermentacao submersa com adigao
de Tween 80, é mostrado no quadro 5. Verificou-se que, com adi
¢do de 0,1% de surfatante ap meio de cultura para fermentacio sub
mersa, se obteve um aumento de 20% na atividade de celulase C1
com relagdo a obtida por cultura em semi-sdlido. Porém, as ativi
dades de cehﬂase(& e xilanase | ainda sio superiores em aproximada
mente 33% e 24%, respectivamente, na cultura em semi~sd6lido. Nio
se observou diferenca significativa na producgado de protopectina
se. No mesmo quadro se incluem as atividades calculadas no labora

torio para algumas enzimas comerciais.

5.6. - Efeito de outras fontes de celulose na producdo de
celulase Cx e xilanase por cultura em semi-sdlido.

‘ Para verificar a influéncia de diferentes fontes de celu
lose na produgao de celulase Cx e xilanase por cultura em semi-s§
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lido, realizaram-se experienciascom meios de cultura mixtos, cons
tiuidos de 80 partes de farelo de trigo e 20 partes de outras fon
tes:de celulose. Preferiu-se o uso de meios mixtos para se obter
melhores condigBes de aeracdo. Os resultados estdo indicados no
quadro 6. Verificou-se que um meip  simples de farelo de trigo &
mais adequado para a producao destas enzimas por cultura em semi-
s6lido.
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CAPITULO VI

CONCLUSOES

1. Das tres linhagens de fungos celuloliticos ensaiadas, Tri-
choderma viride QM 9123 foi responsavel pela producao de um "siste

ma de celulase " mais eficiente; isto €, com melhores proporgoes de
celulases Cl e Cx’ 0 que € importante para a degradacao de celulose

nativa.

2, Entre as fontes de celulose experimentadas, para a cultu
ra em semi-solido, os melhores resultados foram obtidos com um meio
simples de farelo de trigo.

3. Para os fungos Trichoderma viride QM 9123 e Aspergillus

niger ATCC 1004, a cultura em semi-solido mostrou ser mais eficien

te na produgao de xilanase, protopectinase e enzimas celuloliticas,
que a fermentagao submersa. T. viride em semi-sélido, mostrou ati
vidades de celulasescx e Cl’ xilanase e protopectinase, superiores

em aproximadamente 78%, 13% (21 minutos), 86% e 22% respectivamente
aquelas obtidas por fermentacao submersa. Para A. niger em semi -
solido, as atividades de celulase Cx‘ xilanase e protease, foram
marcadamente superiores em aproximadamente 3,5; 2,2 e 11,0 vezes
respectivamente, aquelas obtidas por fermentacdo submersa. Para es
ta linhagem a produgao de celulase C,, nos dois processos, foi nula.
P. westerdijkii mostrou-se como um pobre produtor de enzimas celu
loliticas (em termos de celulase bruta) tanto em fermentacgio sub

mersa, como em semi-solido.

4. Os resultados mostram a existencia de uma estreita cor
relagao entre o conteldo de proteina soldvel e as atividddes celulo
liticas, para a 'celulase bruta" de T. viride. Resultados analogos
foram obtidos por MANDELS et al. (33, 35),

5. A adigao de 0,1% (v/v) de Tween 80 ao meio, para fermenta
cao submersa, foi eficiente na producao de celulases C1 e Cx’ xila
nase e protopectinase por T. viride. Aumentos de produgao (ativida
de) da ordem de 48%, 30% (49 minutos) 26% e 60% foram obtidos res
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pectivamente, para celulase Cx’ celulase Cl, xilanase e protopectina
se, com relagao ao controle sem surfatante. Uma adigdo de 0,3% (v/v)
do suTfatante ocasionou uma repressio na produgao para a maioria das
enzimas estudadas.

6. Com adigao de Tween 80 ao meio para fermentacao submersa
foi possivel obter-se producoes (atividades) de celulases C1 e Cx,
xilanase e protopectinase bastante similares as obtidas por cultura
em semi-so6lido, para a linhagem T. viride. Nestas condigcdes o uso de
um ou outro processo, na produgao em grande escala destas enzimas ,de
vera depender principalmente dos fatores econdmicos envolvidos.

7. As ‘"celulases' obtidas de T. viride, por fermentag2o sub
mersa com adigao de 0,1% de Tween 80 ou por cultura em semi-solido,
sao marcadamente mais ativas que as celulases comerciais experimenta

das.
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QUADRO 6 Efeito da fonte de celulose na produgao de celulase Cx e xilanase por
cultura em semi-solido.
Atividade de Atividade de
Meio celulase Cx xilanase

u/ml u/ml
Farelo de trigo 5550 3,21
Farelo de trigo + (polpa tratada) bagago de cana 2,58 3,66
Farelo de trigo + sabugo de milho 2,03 2,91
Farelo de trigo + cascas de arroz 2,18 0,36




FIGURA 1
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Atividades

cultura em

Meio
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tempo de fermentagao (dias)

de celulase C1 obtidas por fermentagao submersa e por

semi-solido para Trichoderma viride QM 9123

(a)
(b)
(a)

(b)

Submerso; Reese e Mandels

Semi-solido; Farelo de trigo com 40-45% de umidade
Submerso: 1 ml de uma suspensao de esporos de

8,5 x 106 esporos/ml.

Semi-solido: 2 ml de uma suspensao de esporos de

85 % 106 esporos/ml.
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FIGURA 2
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Atividades

cultura em
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(b)

Inoculo(a)

(b)

tempo de fermentagao (diaé)

de celulase Cx obtidas por fermentagao submersa e por

semi-solido para Trichoderma viride QM 9123

Submerso: Reese e Mandels

Semi-solido: Farelo de trigo com 40-457 umidade

Submerso: 1 ml de uma suspensao de esporo de 8,5 x 106

esporos/ml.

Semi-solido: 2 ml de uma suspensao de esporo de 8,5 x 106

esporos/ml.



FIGURA 3
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tempo de fermentagao (dias)

Atividades de xilanase obtidas por fermentagao submersa e por cul

tura em semi-solido para Trichoderma viride nM-9123

Meio (a) Submerso: Reese e Mandels
(b) Semi-solido: Farelo de trigo com 40-457 umidade
Inoculo(a) Submerso: 1 ml de uma suspensao de esporo de 8,5 x 106
esporos/ml.
(b) Semi-solido: 2 ml de uma suspensao de esporos de

BiD o 106 esporos /ml.
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FIGURA 4
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tempo de fermentacao (dias)

Atividades de celulase Cx e xilanase, no filtrado de cultura, ob

tidas por fermentagao submersa para Trichoderma viride QM 9123

Meio : Reese e Mandels

Inoculo:1,5 ml de uma suspensgo de esporoc de 9,4 X 106 esporos/m
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FIGURA 5
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tempo de fermentagao(dias)

Atividades de celulase Cx e xilanase, no filtrado de cultura, obti

das por cultura em semi-solido para Trichoderma viride QM 9123

Meio : Farelo de trigo com 40 - 457 umidade

Inoculo: 1 ml da suspensao de esporos de uma cultura estoque em

20 m1 de agua destilada.
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FIGURA 6
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Atividades de protopectinase(cell separating ,enzyme€) obtidas por

fermentagao submersa e por cultura em semi-solido para Trichoder-

ma viride QM 9123

Meio: (a)
(b)

Inoculo(a)

(b)

Submerso: Reese e Mandels

Semi-solido: Farelo de trigo com 40-45 % umidade

Submerso: 1 ml de uma suspensao de esporo de 8,5 x 106
esporos/ml.
Semi-solido: 2 ml de uma suspensao de esporo de 8,5 x 108

esporos/ml.



FIGURA 7
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tempo de fermentacao(dias)
Proteina Soluvel - Fermentagao submersa e semi-sglido para T.vi-

—

ride QM 9123

Meio : (a) Submerso: Reese e Mandels
(b) Semi-sdlido: Farelo de trigo com 40-45% de umidade
InBculo(a) Submerso; 1 ml de uma suspensao de esporo de 8,5 x 106
esporos/ml.
(b) Semi-solido: 2 ml de uma suspensao de esporo de

8,5 x 106 esporos/ml.
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FIGURA 8
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1 2 3 4 5 6 7

tempo de fermentagao (dias)

Variagao de pH durante as fermentagoes submersa e semi-solido

para Trichoderma viride QM 9123

Meio : (a) Submerso: Reese e Mandels
(b) Semi-solido; Farelo de trigo com 40-457 de umidade
Inoculo : (a) Submerso: 1 ml de uma suspensao de esporos de
8,5 x 106 esporos/ml,
(b) Semi~-solido: 2 ml de uma suspensao de esporos de

8,5 x 106 esporos/ml.
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FIGURA 9
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Atividades da celulase C1 obtidas por fermentacao submersa e por

cultura em semi-solido para o fungo Pestalotiopsis westerdijkii

QM 381.
Meios: (a)

(b)

Inoculo: (a)

(b)

Submerso: Reese e Mandels

Semi-solido: Farelo de trigo cow 40-457 de umidade
Submerso: 1 ml de uma suspensao de esporos de
gl lO6 esporos/ml.

Semi-solido: 1,5 m1 de uma suspensﬁo de esporos de

3,4 x 106 esporos/ml,
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FIGURA 10
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| | ] ! ] I
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tempo de fermentagao (dias)

Atividades de celulase Cx obtidas por fermentagao submersa e por
cultura em semi-solido para o fungo Pestalotiopsis westerdijkii

QM 381,

Meios: (a) Submerso: Reese é Mandels
(b) Semi-solido: Farelo de trigo com 40+457 de umidade
Inoculase:(a) Submerso: 1 ml de uma suspensao de esporos de
3,4 x 106 esporos/ml.
(b) Semi-solido: 1,5 ml de uma suspensao de esporos de

3,4 x 106 esporos/ml.
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FIGURA 11
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tempo de fermentagao (dias)

Atividades de xilanase obtidas por fermentagao submersa e por cul
tura em semi-solido para o fungo Pestalotiopsis westerdijkii

QM 381.

Meios: (a) Submerso: Reese e Mandels
(b) Semi-solido: Farelo de trigo com 40-45% de umidade
Inoculo:(a) Stbmerso: 1 ml de uma suspensao de esporo de 3,4 x 106
esporos/ml.
(b) Semi-solido; 1,5 ml de uma suspensao de esporo de

A4 x 106 esporos/ml.
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FIGURA 12
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Atividades de celulase Cx e Xilanase, no filtrado de cultura, ob
tidas por fermentagao submersa para Pestalotiopsis westerdijkii
QM 381.

Meio: Reese e Mandels

Inoculo: 1 ml de uma suspensao de esporo de 3,4 x 10° esporos/ml.

-62=



U/ml

FIGURA 13
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Xilanase, no filtrado de cultura,

semi-solido para Pestalotiopsis westerdijkii

QM 381.
Meio: Farelo de trigo com 40-457 de umidade
Inoculo: 1,5 ml de uma
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FIGURA 14
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Atividades de protopectinase obtidas por fermentagao submersa e
por cultura em semi-solido para Pestalotiopsis westerdijkii QM

381.

Meios: (a) Submerso: Reese e Mandels
(b) Semi-solido: Farelo de trigo com 40-45% de umidade
Inoculos.(a) Submerso: 1 ml de uma suspensao de esporos der -
3,4 % 106 esporos/ml,
(b) Semi-solidos: 1,5 ml de uma suspensao de esporos de

34 x 106 esporos/ml.
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FIGURA 15
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Atividades proteoliticas obtidas por fermentagao submersa e por
cultura em semi-solido para o fungo Pestalotiopsis westerdijkii

QM 381.

Meios: (a) Submerso: Reese ' Mandels
(b) Semi-solido: Farelo de trigo com 40-457 de umidade
Inoculo: (a) Submerso: 1 ml de uma suspensao de esporos de -
3,4 x 106 esporos/ml.
(b) Semi-solido: 1,5 ml de uma suspensao de esporos de

3,4 x 106 esporos/ml.,
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FIGURA 16
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Proteina soluvel - Fermentagao submersa e semi-solida para

Pestalotiopsis westerdijkii QM 381.

Meios: (a)
(b)

Inoculos: (a)

(b)

Submerso: Reese e Mandels

Semi-solido: Farelo de trigo com 40-457 de umidade
Submerso: 1 ml de uma suspensao de esporos de -
3,4 x 106 esporos/ml.

Semi-solidos: 1,5 ml de uma suspensao de esporos de

3,4 x ].O6 esporos/ml.
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FIGURA 17
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Atividades de Celulase Cx obtidas por fermentagao submersa e por

cultura em semi-solido para Aspergillus niger ATCC 1004

Meio: (a) Submerso: Reese e Mandels

(b) Semi-solido: Farelo de trigo com 40-457 de umidade

Inoculo(a)

(b)

Submerso: 1 ml de uma suspensao de esporo de 25,5 x 106

esporos/ml.
Semi-solido: 1,5 ml de uma suspensae de esporo de

2545 & 106 esporos/ml.
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FIGURA 18
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de xilanase obtidas por fermentagao submersa e por cultu

solido para Aspergillus niger ATCC 1004

Submerso: Reese e Mandels

Semi-solido: Farelo de trigo com 40-45%7 de umidade
Submerso: 1 ml de uma suspensao de esporo de 25,5 x 106
esporos/ml.

Semi-solido: 1,5 ml de uma suspensao de esporo de

25,5 x 106 esporos/ml.
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FIGURA 19
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Atividades de celulase Cx e Xilanase, no filtrado de cultura, ob-
ATCC 1004
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tidas por fermentagao submersa para Aspergillus niger

Meio: Reese e Mandels

Inoculo: 1 ml de uma suspensao de esporos de 25,5 x 106
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FIGURA 20

o
&

- -
LN

o

0=-0 Celulase Cx
A-A Xilanase

e—e pH

] |

pH
/‘ . 47,0
.‘-'-_'____._-—'—'"'-FF.
'\\\\\\ ',///// Biches ~6,0
o ./ o
k5

5 6

tempo de fermentagao (dias)

Atividades de celulase Cx e Xilanase, no filtrado de cultura,

obtidas por cultura em semi-solido para Aspergillus niger ATCC 1004

Meio: Farelo de trigo com 40 - 45% de umidade

Inoculo: 1,5 ml de uma suspensao de esporos de 25,5 x 106 espé

ros/ml.
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FIGURA 21
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Atividades de protopectinase obtida por fermentacao submersa e por

cultura em semi-solido para Aspergillus niger ATCC 1004.

Meios : (a)

(b)

Inoculo : (a)

(b)

Submerso: Reese e Mandels

Semi-solido: Farelo de Trigo com 40 =457 de umidade

Submerso: 1 ml de uma suspensao de esporo de

2545 % 106 esporos/ml.
Semi-solido; 1,5 ml de uma suspensao de esporo de

2545 x 106 esporos/ml.
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FIGURA 22
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Atividades proteoliticas obtidas por fermentagao submersa e por cul

tura em semi-solido para Aspergillus niger ATCC 1004

Meios: (a) Submerso: Reese e Mandels
(b) Semi-solido; Farelo de trigo com 40 - 457 de umidade
Inoculo: {a) Submerso: 1 ml de uma suspensao de esporos de
2955 106 esporos ml.
(b) Semi-solido: 1,5 ml de uma suspensao de esporos de

25,5 % 106 esporos ml.
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FIGURA 23
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tempo de fermentagao (dias)

Proteina Solivel - Fermentagao submersa e semi-sdlida para Asper-

gillus niger ATCC 1004

Meios : (a) Submerso: Reese e Mandels
(b) Semi-solido: Farelo de trigo com 40 -45% de umidade
Indculo: (a) Submerso: 1 ml de uma suspensao de esporos de
25,5 % 106 esporos/ml.
(b) Semi-solido; 1,5 ml de uma suspensao de esporos de

25,5 x 106 esporos/ml.
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FIGURA 24
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Efeito da adigao de Tween 80 na produgao de celulase C1 por fer-

mentagao submersa.

Microrganismo : T. viride QM 9123
Meio : Reese e Mandels

- ~ 6
Inoculo : 1 ml de uma suspensao de esporos de 4,3 x 10 es

poros/ml.
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FIGURA 25
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Inoculo : 1 ml de uma suspensao de esporo de 4,3 x 10 es-

poros/ml.
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FIGURA 26
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0-0 Meio com 0,17 de Tween 80
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Efeito da adigao de Tween 80 na produgao de xilanase por fermenta

¢ao submersa.

Microrganismo : T. viride QM 9123
Meio : Reese e Mandels .
Inoculo : 1 ml de uma suspensao de esporos de 4,3 X 10, es

poros/ml,
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FIGURA 27

e-=-o Meio sem Tween 80
0-0 Meio com 0,17 de Tween 80
A-A Meio com 0,37 de Tween 80
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Efeito da afigao de Tween 80 na produgao de protopectinase por fer

mentagao submersa.

Microrganismo: T.viride QM 9123

Meio ' : Regse e Mandels
Inoculo : 1 ml de uma suspensao de esporo de 4,3 x 10° espo-
ros/ml.

SR,



roteina

_oluvel

0,20

(mg proteina/mg enzima bruta)

FIGURA 28
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APENDICE &

Fluxograma do processo para produgao de celulase fungica por cultura em meio
semi-solido de farelo de trigo.

A - preparacao do material da semeadura por cultura submersa; B - linha de
ar (livre de oleo), C - filtro de ar; D - inoculo; E - ar de exaustao; F -
coleta de amostras; G - bomba centrifuga; H - cultura em meio semi-solido de

farelo de trigo, controlada automaticamente; I - spray de agua; I' - sulfato
de amonio, acetona, alcool e agua; J - correia transportadora; J' -  trans-
portador de parafuso; K = funil de descarga; L - coluna de extragao; M - tan
que de armazenamento; N - centrifuga; 0O - tanque de precipitagao; P =
tanque de mistura; Q - coluna de intercambio ionico; K - concentrador de mem
brana; S - spray dryer; T - filtro prensga; U - sacador de tambor; V - mistu

rador; W - preparagao celulase; & - sais estabilizadores.

Fonte: Process biochemestry, April 1973, p. 35-38.
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Fluxograma do processo para produgao de celulase fungica por cultura em sub
merso.

A, - cultura snclinada em meio agar-batata-dextrose; A, - suspensao de espo
ros do fungo A - preparagao do material de semeadura; B - linha de ar (11
vre de oleo); C - filtro de ar; E - ar de exaustao; F - coleta de amostraa?
G = bomba centrlfuga, X - tanque de armazenamento do substrato, X' - centri-
fuga, 0 - tanque de precipitagao; I' - sulfato de amonio; acetona, alcool e
agua; I - agua; P - tanque de mistura; O - coluna de intercambio 1on1co, R -
concentrador de membrana; S - spray dryer V - misturador; W - preparagao ce
lulase; & - sais estabilisadores.

Fonte: Process biocnemestry, April 1973, p. 35-38.
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