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RESUMO

Um total de B28 microrganismos foram isclados de

amoztras de sclos e de material eceluldsico em decomposicio,

coletadas em varias regides brasiledras. Deston, um fungo
mesnofflico, o cpraal i identificado GO Trichoderme
tongibrachiatun, fol seleclionado e utilizado em sstuwdos de

producle e caracterizagio de enzimas que promovem a degradagio de

materials celuldsicos. Celuloses comercials e residuos
agroindustrials compuseram  as fontes de carbong. As malores
atividades e hidrdlise clez papel e filtro, cel ulone
microeristalina e carboximetilcelulose, foram obitidas, aphs
crascimento do microrgani sms am Solka-Floo, ancuanto cpLieE,

fi~glicosidase e xilanase apressntaram wn maxino de atividade apds

crescimento em meio ligquidoe contendo bagago de cana.

A atividade 4o sistema celuloliitico, deterni nada
por hidrdlize de papel de Filtro, aprezentou pH &timo na faixa de
4.8 = 5,0 & conservou 874 de sua atividade depois de 24 horas de
ipcubacSe na faixa de pH 4,4 e 5,0, A temperatura &tima de agdo
resi B8°C o apés 1 hora 2 24 horas de innubacio a esta temperatura

a enrims conservou em torne de 0% @ 15% de sua atlividade,

respectiveangnte.



O sistema enzimibtice produzide pele fungo, fol
parcial mente purificado, apés cromatografia  em  colunma DREAE
Sephadex A-B0 e filtracio em gel Sephadex G~100. O pesc molecular
de alguns de seus componentes ol estimado aproximadamente,
ohtendo-se uma A-glicosidase de 44 kDa, duas xilanases de 14 « 18

ke 2 uma exoglicanase de 80 kla.

Um mutante fol obtido por exposicio da cepa isoclada
& luz dltraviolela, a M, aprasentou carsgcteristicas
morfolégicaz diferentes da linhagem original e produgdo enzimitica

menor , indicando possiveis alieragdes no sistema secreldria.



SUMMARY

A total of B28B ndcrnbfganisms were isolated ffaa
samples of soil and biocdegraded cellulosic material collected from
various areas in Brazil. One mesophllic fungus, which was
identified as Trichoderma longibrachiatun was selected. The
pﬁroduc:ticn and characterization éf the enzyms; which promote the

degradation of cellulosic materials were studied.

Relatively pure celiuleses and agrindustrial
residues were used as carbon scurces. The highest filter paper,
microcrystalline cellulese and carboxymetilcellulose hydrol ysis
activities were obtained following growth of the microorganism in.
Solka~Flac, whereas fI~glucosidase and xylanase exhibited the

greatest activities after growlh in sugar cane bagasse.

The activity of the vellulolytic system, determined
as filter paper hydrolysis showed pH optimum at the 4,6-5,0
interval and mntai.ned 874 of its c:riginai activity after 24 hours
incubation at the pH range 4,4~85,C. The optimum lemperature for
activity was ®WEOC and after 1 hour and 24 hours incubation at this
temperature de enzyme kept 70X and 15% respectively, of its

. activity.



The enzymatic system produced by the fungus was
partially purified after DEAE~Sephadex 4-50 column cromatography
and Sephadex G-100 gel filtration. The molecular weight of some of
Lhe components was aproximately estimated, getting a 44 kDa

A-glicosidase, 14 and 16 kDa xylanases and a 80 kla exoglucanase.

A mutant was obtained after exposition of the
isolated strain to UV, light. Its morphological characteristics
were different from the original strain and its enzymatic

production was lower, indicating a possible alteration in the

secretory syshem.



1 INTRODUCAO

Com o obijetive de =e¢ utilizar A biomassa
celuldsica. um  recurse renovavel e disponivel em  grandss
guantidades no mundo, tem sido reatizados trabalhos, tanto em
pesquisa relacionada com a microbiologia da degradagio da celulose
come  em sSua utilizagio industrial para produglc  de BCUC A &S .,

etancl, butanol e outros combustivelis.

A celulose natural € um polimero insclivel composto
de subunidades de glicose, unidas por ligaches A1, 4-glicosidicas.
& estrutura deste composto envolve regifes mals crgant zadas,
denomi nadas de  coristalinas e, regifes com balxo grau  de

organizacio, também conhecidas come amorfas.

A hidrdlise da celulose requer alguns Lipos e
enzimas. 92 modelo geral da hidrdlise enzimaiica &€ derivado de

estudos feitos com o funge Trichoderma reesel, conforme descrito a

meguic:

. exoglicanage ou -1, 4~D-glicanc-celobiohidrolase CE.C.
3.2.1. 91> as quais clivam unidades de celobliose a partir de finais

nio redutorsase da cadeta de celulose;



ervioglicanase CaLH endo—3-1, 4~glicano—glicanohidrol ase

CE.C.3.2.1.4), as gquais hidreolisam ligacdes glicosidicas internas;

A-U-glicosidage ou celobiase CE.OC. O A.R.1.2153, atuam en
axtremidades ndc redutoras de celooligosacarideos  1liberando

giicose.

Existe uma grande variedade de microrgani smos
celuleliticos (fungos ou bactdérias) na natureza. Apenas alguns =3
eonheci dos como celulcliticos verdadelros, izto &, que pOSSUem A

capacidade de degradar a celulose natural.

A utilizacBo bictecnolégica da celulose regquer um
sistema e enzimas celuloliticas eficiente. A bioconversic de
materialis celuldsicos tem =mido impedida pela alto custo e
producio destas enzinas. Por easte moblive, o isolamento de novos
microrganismos produtores de enzimas celuloiiticas e estudos
relacionados com 2 BuUuA produgic sio importantes para a obtengio de
celulases maisz sficientes e economni camente acessiveis, dal o

chbjetivo desta tese.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

24 Prnoieas ForTes £ ComproaiciAo pos Resbhuos CRLLASGSKROS

A celulose & o recurso natural renovavel nals
abundante, dizponivel ao homem. Cerca de 40% de toda bicomassa
Cmatéria orginical), estd estocada nas plantas superiores, o que
significa uma produglo anual média de residucs celuldsicos de
410 toneladas CMONTGOMERY,1983; KNAPP,198%5; COUGHLAN", 198%;
ERIKSSON & WOOD, 198%; EVELEIGH, 1987; ROBSOM & CHAMBLISE, 1988,
Na nmatureza a celulose nic & encontrada na sua forma pura, ou seja,

estd sempre associada com hemicelulose, 11 gnina e pollissacarideos

como pectina e amido CCOWLING & KIRK. 1GPEs.

Am homni cel ul oses ireclumm peel L ppr o Lot
meteropol ineros de galactose. manose, wilose, arabinoss e outros
actoares o seus &aeoidos ur Al s, sendn  gue  seua grau de
polimerizacio raramente excsde 200 4 C:GUGHLANh . 1085, DERKKER, 1985

KHOWALA et al. 1068; JOHNSON =t al. 19882

4 lignina 4 um polimero fendlico, tridimensional
formade por unidades de dlconl  coni ferilico, =iringilicce =«
cumarilico & se encontra intimaments 1 gada & celulose =
hemicelulose, na constituicle da parede selular das plantas

superiores (COWLING & KIRK, 1 G7E; KNaFP, 1983l

A maioria dos residucs agreoindustriaiz, coms por

exenplo, os residucs agricolas, oS liwos urbanos, @ os residucs de



processamante de papel ou alimentos sdo compostos de celulose,

hemicelulose o lignina (COWLING & KIRK, 19760,

On residucs agricolas contém cerca de 20 a 80X de
celulose, 20 a 30% de hemicelulose @ 18 a 30% de lignina. L
bagaco de cana. farelo de irigo e de arroz, por exemplon, contém
corca de 28 a 40% de celulose e o restante de hemicelulose
CRO-3B%Y e lignina €15 a 35%0. Os jornals possuem aproximadamente
a mesma compesicio gue as madeiras das quails s8¢ derivados, isto
&, AD a 555% de celulose, 28 a 40% de hemicelulose @ i a 30X de
lignina. A maloria dos residuocs de indiastria de alimentos como,
polipa de frutas e peles de vegetais, contém pouca lignina mas 530
ricas em cutros polissacaridecs nlo celulésicos CCOWLING & KIRK,

1E7ED .

2.1.2. ESTRUTURA DA CELULOSE

ouimicamente, a cslulose & um honopolinero linear
composto de unidades de D-anidro-glicopiranosidec unidam por
ligacSes [5-1,4d-glicosidicas sende que sua unidade Disica e a
colobiose (2 unidades de glicosed. O nimara ode moldculas  de
glicose por molécula de calulose Cgrau de polimerizagiod € de 10 a
14. 000 unidades, tendo em média 3. oo unidades de glicozse @&
podends medir, aproxi madamente, 7,0 um de comprimento (MONTGOMERY,

1083, EVELEIGH, 1687; COUGHLANT, 198%).

Mormal nente, A% mexl oyl as cler celulope nio

se encontram isoladas, mas unidas enire zf para formar as fibrilas



olementares. Cada molécula de celoblose sofre rotaglo de 180 graus
em relacds a sua molécula vizinha (Figura 1D. As cadelas e
relulose estio orientadas paralelamente e s3o ligadas por pontes
de hidrogénic inter e intramoleculares entre as glicoses

sucessivas e adiacentes respectivamente (Figura 13.

FIGURA 1: CADEIA DE CELULOSE MOSTRANMDO A ROTACAC DE 180° ENTRE OS
RESIDUOS DE CADEIAS VIZINHAS E AS PONTES DE HIDROGENIO

INTER E INTRAMOLECULARES

Liguglo de hidrogdnic intromaleculer

; :
g -

Ligasle de hidroginie
inferencdecuior

FONTE: COUGHLAMT, 1085,

Estas fibrilas tornam a unir-se por ponles de
midrogénio e forgas dde Van der Walls intercadeias resultands na
formacio de um polimero insol dvel denominado de microfibrila
CEVELEIGH, 1087; COWLING & KIRK., 18780. Quands az fibriias
el ementares Se unem para formar as mi erofibrilas, podem Lter um
arranjo altamente ordenado, chamads de regifio cristalina da
celulose. Entretanta, em algumas partes, 2a=s fibrilas niac se
enmontranm muito bem ordenadas, denominando-se entic de regilo

amorfa CENAPP, 1085; MONTGOMERY, 16830 como pode  ser obSer vado



na Figura abalxo:

FIGURA & ) ESTRUTURA INTERNA DAS MICROFIBRILAS QUE COMPSE AS VARIAS
CAMADAS DA PAREDE CELULAR

FegiGo Lristolineg {

Regifio Amorfa -‘{iﬁ 34 '

FONTE: MONTGOMERY, 1983.

Ervolvends a estrutura cristalina = infiltrando-se
na regilic amorfa. existem hemi celuloses @ cadelias iscladas de

celulose (MONTGOMERY, 19830,

A eristalinidade Juntaments com & presenga der
lignina sio oz maiores impedimentaos na hidrélise erzimitica da

celulose [(KNAPP, 1985; ERIKSSON & WOLD. 18, COUGHLANT, 1988,

A madeira e as fTibras naturails de algodic sdoc as
fontes mais comuns de celulose, conlbendo 45% o S0% do polimero

respectivanente. Portanto, © ronhecimentc de suas estruturas &



importante na compresnsico da celulose ocoms um substrato para
processes de bioconversio. A estrutura molecular da celulose no
algodio e na madeira sio muite semelhantes porém, as fibras de
algu&%a nis contém substincia intercelular. Entretanto. as fibras
de madeira, formam uma esirutura tridimensional coesiva, cuja
integridade & assegurada por uma grands guantidade de substincia
intercelular, composta principalmente de ligrina CMONTGOMERY.

1983; COWLING & KIRK, 18786).

Tante a Fibra de celulose do algodic, quanto a da
madeira, possuem ums parsde celular priméria fina gue envelve uma
parede saoundaria relativanente espessza, sSendo gue estas sBo
separadas entre si pela 1amela média. Geralmente, a parede celular
secundaria & constituida de trée camadas dencminadas de Ss' $z =2
Sa CFigura 33. As camadas da parede celular diferem em estrubura 2
contedds. A lamesia média e 2 parede celular priméria, contdm allo
tenr de lignina e pectina = ralativamente pouca celulose L8320 a
Wy, enguanto a pareds celular secundiéria tem altoe ieor de
colulose 358 a 88530 e hemicelulose. e haiws de lignina, Em termos
de sstrutara, a8 paredes primériaz = secundé&rias, diferem na
srientacico das fibrilas de relulose. Estas camadas da par ede
celular diferem também em lLermos ds sua degradaclco por enzimas

COOWLING & KIRK, 18978, KNAPF. 1985 .



FIGURA 3@ DIACRAMA MOSTRANDO AS DIFERENTES CAMADAS DA PAREDE

CELULAR SECUNDARIA DA MADEIRA

FParede Secunddeig

FONTE: COWLING 2 KIRK, 18786,

5o SwerveMa EnzpATicos Cerurouinco

Celulass & um sistema ou um aompl SxXo ernzimdiioco no
qual vérias enzimas atuam eom conjunto pars bhidrolisar a el Ul o
CERITZALTI & BROWN, 1879; MANDELS, 18982; MILLINGS, 1988, EVELEIGH,

19875,

¢ complexe de enzimazs varia e acordo  oom O
microrganisme que o produziu, Seu estade nutricional = fase de
crecelpento CMULLINGS, 15885, Sersio assim, o modelo bisico de aglo
daz celulases estid fundamentado principalmente no sistena s

fungos, e em particular de Trichoderns (GRITZALI & BROWN, 1978



MANDELS, 1982; ROBSON & CHAMBLISS, 10802, Este sistema possul r ég
enzimas principals: endo-f-l,4-gilcanase, exo~selobichidrolase e
A-glicosidase C(MANDELS, 1982, WARD, 1988; MULLINGS, TRESy . ogue

serio tratadas com mals detalhes no iflem 2.2.1.

P.2.1. MODO DE ACAD

Segundo COUGHLAN®TLE8SY, o mode de aglo das enzimas
celuloliticas flingicas esteve por muitc temps baseado na tanria
elAssica de REESE, SIU e LEVINSON (19803, Eles propuzeram que o
substrate cristaline tornava-se suceptivel i hidrdlise, pela agdo
de um componenie Ci* o gqual possuiria agdo ndo nidrolitica & cue
romperia a cadeia oristalina ou as pontes de hidrogénio qgue
sustentam a estrutura da celulose. Assim. & celulose modificada ou
reativa era hidrolisada pelos componsntes Cx, um grups de enzimas
gue  hidrolisavam ligagBes glicosidicas produzindo achcares
redutores CMANDELS ot ol., 1878; REESE & MANDELS, 19843, Esta

hipdtese estd demonsirada no esgquema a el e

Celulose e Celulose O Acticares

crigtalins raatliva soldeeilis

Pegquenas modificaghes foram feitas nests teoria. a
qual se manteve até o iniclo da década de 70, guando entio, WOOU %
Mo CRAE CLea7Es D ODUIEST am Uma DEYa, teoria, posteriormente

incrementada por outros pesquisadores CFigura 42. Esta iteoria & a



mais aceita atualmente e compreesnde os grupos de enzimas descrilos

albal wo:

ad endo--1,4-D-glicanase {1 s d~f~D-glicano-4-glicanohidrol ase
B0 3.2.1.4.0. Este grupe de snzimas promove a hidrdlize interna
da cadeis de celulose na regifico amorfa, aumentando o ntunero de
Fimais ndo redutores, Alguns autores a consideram como 2 antiga Cx
descrita por Reese & colaboradores em 16850, Ewigntenm varios tilpos
Ae endoglicanases o ik variam no seu  modo cler hidrélisse da

celulnse CCRITZALI & BROWN, 1878, MANDELS, 1982, MULLINGS, 18853,

Y exo—fi~i,4-D-glicanase, existem dois tipos, ambas atuando
em finals nioc redutores. A eswxo-glicohlidrolase L1, 4~g-Dglicano
glicohidrolase, E.C. 3201, 74.7% remove unlidades de glicose ¢ =2
pxo-cal obi ohidrol ass €4, 4-f-D-gl i cans celobl okl drol ase B, O
3. 21,91y, remove celoblose. As excenzipas atuam causandoe a2
inversSc na configuragBo do carbono 1 do  residuc liberado
CMANDELS, 1992; KNAPP, 1983; EVELEIGH, 1 STy, Estas enzimas hojle
s8e consideradas as antigas C: CREFSE & MANDELS, 19847 descrita

por Resse e colaboradores em 1880,

23 celobiasse ou F-D-glicosi dase Ci-Dglicosides—glicosil-
Kidrolase, B 3.2.4.821.3 convertem a celobloge e oaLr s
celodextrinas e balxo peso molscular, de atéd sete glicomes, 2
glicose, A calobl age nia & considerada 13 celul age
especificarents; eola apenas ajuda a agio das oslulazes Pl s

remocio dos residoos de celobiose gue s8o inibitdérios CENAPP,

10



e85, ERIKESON & WOOD, 19835). A configuragio beta da glicoss
iiberada permanece, & isto a distingue das exogl icanases
cooUGHLANT, 1885, A pP-glicosidase L amihdém catalisa reacdes de
transglicosilagio, iste &, transfere unidades de glicose A et o
ol igosacarideos. SRTTZALI & BROWN (19782 observaram Jque a £3-
glicosidase & inibida pela presenga de glicose em  alias
concentrachbes, e de celoblose @ celotriose devido a transferénca

clex unidades gliicosil o mando tri o tetrasacar i dec,

respectivanente.

FIGURA 4: ESQUEMA DO MODELD PROPOSTO PARA HIDROLISE ENZIMATICA DA

CELULOSE

CELULOSE

 Regides omorfos

Drl 3 - 3
_ y: I8 g-_gg%._kﬁ& o8
Wi Rl

G ICOSE

FOMTE: CUSKEY et al.. 1681



Ezste mociel o de agio daz celulases, sugere un
sipergisme entre a endo e excglicanases. JSendo que, a endogl lecanase
atua sobre a regifo amorfa da cadeia de celulose eriande finais

nic redutores para a agio dag exoglicanases.

NDentro deste trabalho bisico de slucidacio do
siztema celulolitices enzimdtico, alguns aSgUeMas de atividade
enzimadtica foram propostos, envolvendo a acglic sinergistica antre
as enzimas., O primeiro trabalho neste senticds, citado por ERIKSSON
& WooD C1885), foi realizado em 1834, utilizando celulose tratada
com scide fosfdrico. Solucfes enzimaticas de Trichoderma viride e
Myrothecium verrucaria foram fracionadas por cromatografia e foi
verificado que a hidrdlise da celulose tratada erz malor para
as fracfes reunidas do gque para cada fracio individual. Uma cdédcada
mais btarde, Mandels e Reeze demostraram que o8 componentes {:.a
{ewagl icanase) e Cx fendogl icanasel de Trichoderma reesel atuaram
sinergisticamente para efetuar a hidrdlise de substratos mals
eriztalinos comy algodio, e Avical CCOUGHLANT, 3@8@). Con bDase
nesta & outras evidéncias WOOD & MeCRAE £1978) sugeriram que dols

zinerglsmos podem oCorrer entre as trés enzimas.

O sinergismo do  Lipo Yando-exo™ aconbace ODum
primeirae sstiglo, gquande uma enzima A fendogl icanase) produz BOVoR
finale nic radutores para a a5ac da enzima B Cceloblohidrolased;
enmuanto que, o oulro 51 nergl sm wcnrf& num segundo estigio,. onde
uma enzima © 2 {A-glicosidamel remove o produte inibitdrio

Ceeloblose) da aclo da enzima B

i2



HENRISEAT et wal., 10853 » HERIBAN & CLAEYSSENS
£1000), evidenciaram um novo tipo de sinergismoe, o qual envoive
duas exogllcanases. Az enzimnas foram chamadas de
colobiohidrolaze I e celobiohidrolase 1I e exibem diferents
esterecespecificidade pelos finals nio redutores da cslulose

CFigura 0.

FIGURA S: MODO DE AGAO DAS CELOBIOHIDROLASES COBHD I OE IX

GELULOSE

-

I il - W i

A

FONTE: ERIKSSON & WOOD, 18983..

2. 2. 2. SUBSTRATOS PARA MEDIDA DE ATIVIDADES

CELUMLOLITICAR

Mevides & falta de substratos especificos e e
padronizagio para as determinaghes das atividades cel uloliticas, @
muite dificil a comparagfc entre as atividades realizadas =am

4i ferentes laboratdrios (ENARI e PAAVOLA. 18873,
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Entretanta, foram desenvolvidos alguns ensaios
relativamente especificos para oS diferentes componsntes do
complexs celulolitice gque estico listados na Tabela 1. Estes
métedos, bpaselam-zse principalmente na determinagin de agdcares
redutores liberados a partir da hidrélise enzimatica do substrato
celuldsice. Dependends da cristalinidade do submitrato., o ensalo
serve para medir endo ou exoglicanase CROBSON 2 CHAMBLISE, 189830.
substratos come: celuloses tratadas quimicamente Ceom  Acido
Posférico) ou fisicamente Ciriturada em mod nho de bolas), celuloss
T Bal o grau e substituigio Crarboximetilceluloze 18
hidroximetileelulozel, s3o0 utilizados para .madir atividade de
endo-3-1,4-glicanase pela grande pressnga de regifes amorfas
CHMONTENECOURT et w«i., 198%5; ENART &% PAAVOLA.  19687; ROBSON &

CHAMBLISS, 1988).

A atividade de endo-f-1.4-gllicanase tambdn pode ser
determinada pelo decréscimo na viscosidade, ou aumento da fluldez
da solucic do substrato. Este méiodo pode ser utilizado para
diferenciar uma 2xo Jde uma endogl icanase, pols a exXo CAUSA ALONAS
uma diminuigio insignificants na vigcosidade, devido a produgio de
agtearess redutores a2 partir da extremidade da wactela COOUGHLANT,

1S, ROBSOM & CHAMBLISSE, 19893,

14



TABELA 1: EHSATOS PARA A DETERMINACAO DE ATIVIDADES CELULOLITICAS

Enzima Subztrato Produto ou propriedade
utilizado meed i

Compl exc ce- algodio acthcares redutores

lulomlitico Avicel actcares redutores

completo

Endoglica—

Namer

Faeeyerael eabd o

hidrolase

Exwoglicobl -

dr ol ase

-l fcosl dage

papel de fiitro
Solka~Floo
celulose tingida

hgar celulose

carboximetilce—
lulose CCMCD
hidroxietilcelulose
cel ool i gosacar { deos

CMC—-agar

celulose amorfia
celool igosacar ideos
penitrofend 1 -F-Droe-
loblosidec

celulose amoria

cel ool igosacarideos

celooligosacarideos
celobiose
p-nitrofenil ~G-D-
glicosideo

actoares redutlorss
actcares redulores
liberacic de cor

clarificacio do agar

aglicares redutores @
perda de viscosidade
perda de viscosidade
acteares redulores

elarificacio do Ager

actcares redutores
el obi ose

p-nitrofenal

actcares redutores

glicoge

actcares redutores
glicoses

p-nitrofenol

FONTE: MANDELS et al., 1876; COUGHLAN ~, 198S.
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A determinaci3o da atividade de exo-3-1,4-glicanase
em misturas de enzimaz & muito diffcil de ser realizada. &
dificuldade consiste em nio existir nenhum substrato especifico
para a determinagio da aglio desia enzima, Van TILBEURGH et «i..,
{19820 utilizaram metil-lumbsliferil-celobiosideo C(MUCH @
p-nitrofenil ~F-D~celobiosides CpNPCY porém, estes substratos Lambdm
podem sofrer alguma aglio das endoglicanases. As ewoglicanases
degradamn E: 1 caelulose tratacda MAS nio cdegradam A
carboximetilcelulose enguants que as endoglicanases s3c ativas
sobre os dois substratos. Entretanto as  duas atividades sao
necessarias para a degradagio de celuloss microcristalina comd por

exenplo, Avicel.

AlgodBio, Avicel e papel de filtro CWhatman N 12 sZo
citados na literatura tantc como substrato para as exoglicanazes,
come para medir a atividade do complexe celulolitico total
CMANDELS ot @l., 1978; MONTENECOURT et al., 1980 ROBSON &

CHAMBLISS, 19862,

A tGnica enzima do complexs gue possul ensaio
enrimitics definido € a fA-glicosidase, Sua atividade pode ser
medida pela liberaglo de p-nitrofencl a partir do gsubstrato
p*nit?cf&nil“ﬁ*ﬁ“QiiﬁﬁSiﬁ&ﬁ ou pela liberagdc de glicose 3 partir
de rcelobicse ou celooligosacaridecs com alé sete unidades de

glicose CENARL & PAAVOLA, T, JAFBELICE ot «i.. 19800



2.2.3. REGULACRC DA BIOSSINTESE

A biossintese das enzimaz celuloliticas esta
sujeita a uma série de controles biaquimicas e gendéticos. Foi
shservado que a mesma € induzida pela presenga de celulose,
jactose, soforose = celobiose e reprimida  por glicose ou agUcares

fariimente metabolizé&veis C(MANDELS, 1882; MONTERECOURT, 18830.

Em 1087, Mandels % FReese constataram Jguea, a
relulnse e a lactose induziam a produgie de oslulases por T.
ressei. Holje, sabe-ze que a lactose & um indutor apshas guando

presente em altas concentracies CERIKSSON & WOOD, 189853D.

ERIKSSON & HAMP (18780 demonstraram que a atividade
de endoglicanase em 5. pulverulentun & induzida por celoblose &
halxas concentragies (Imgeoillr, enguants gue =m 7. reesel esia mesma
concentragio n3c induz a formaglo de endogl icanase. Porédm. a
soforose {Zgﬂﬁﬂﬁwﬁwglicza;}irancgi}.—i}"giicasaﬁ, na concentragidc de 1
mgoml  causa a indugdo da endoglicanase nesta microrganismoe. A
saoforosse, Apesar der sar um potente indutor das enddo. @
exogl lcanases, nlo induz colobiase em 7. reessi (MANDELS, 18883. A
cel oblase e 7. réecsei & constl tutiva o produzrida

iptracelularmente a balxos nivels COTERNBERG ot al., 18777,
A natureza da inducBo ainda &€ dezconhecids pordm, &

maioria dos autoraes aceita & teoria de gque o8 slicrorganiSnos

prociuzen DEUanas quantidades de celil ases basals o

i?



constitutivas., Estas enzimas gquebram a el plose, @ o8 produtos
soltiveis, como a celobiose, sio carregados para dentro da célula
onde sic convertidos, pela propria [-glicosidase LHMERIVUORT =¢

al., 198593,

SRITZALLI & BROWMN, (19780 sugeriram gue & ooloblase
constitutiva deve ser responsavel pela formaglo de ol or ose
dentro da cslula através da transferdncia de unidades glicosil a
celablozne Ctransglicosilagiold, e gue, sends assim, a soforose
seria o verdadeiro indutor das ::aiuiaaas, Pordm, nem todas as
sspécies de Trichoderma @ outros microrganismos respondsn

positivamente 2 soforose,

A repressic catabélica foi  observada noes Tungos
produtores de celulases. Os produtos formados pela agic do proprio
sintema enzimiético reprimem & acio destas enzimas LHONTENECOURT,
B EVELEIGH® 189773, Hos mi crorgani smos procaridticos, ©»s genes
sujeitos a repressio catabélica 0 s8o reprimidos na presenega cher
duas condigdes; Se & concentragiio de glicose for bajxa, a
concentragio chMP deve Ser alta ou, na presenga de indutor
apropriade para ligar-se 30 repressor de proteina, cauvsando a
diamoci aclo do gene operador. Em fungos nic hd correlaglo ent.re a
quantidade de cAMP e repressiio catabdilica na producio de celulases

CMERIVUORLI ef =l., 18850

A secrecic das celulases & outro possivel ponto no

gual o controle pode ser exerolido ¢ CTUTZENBERGER, 1987, Todas as

1E



proteinas extracelulares sintetisadas peln Trichoderma durante o
seyu crescimento em celulose, 540 glicoproteinas. Alguns estudos
demonstraram que estas enzimas estio loealizadas no reticulo
endoplasmitico = em vesiculas secretdrias. Isto & comprovado pela
ewistdneia de alguns mutantes hipersecretdrios com gr ande

quantidade de reticulo endoplasmitico (CUSKEY et alf., 19810,

23 Propucio DE CELULASES POR MICRORGAMISMOS

Devido h grande gquantidade de celulose existeonte am
tode o mundo, sua blodegradagdo & quantitativamente importante em
muitos habitats naturais., tais como o solo, folhas ¢ florestas,
sedimentos aquaticos e sistemas fellos pelo  homem, comd A

compostagen ¢ digestores anaerdbices CKNAPP, 19890

A multiplicidade de formas  das enzimas
celuloliticas, come por exemplo: celulase de 7. reesei gque conblém
duas celobichidrelases, I e I1, na proporgio de 50 e 20%
respectivamente, varia conforme O microrgant sme produtor (ERIKSEON
2 WOOD, 19883, Assim, as propriedades das enzinas, isto &, Beu
modo  de  aglo, pesc molecular, especificidade pelo substrato,

também podem diferir, de scorde com o microrganismo gque as produz.

O princlpals mi ororgant Smos produtores cler

celulases estio listados na Tabela 2.

1%



TABELA &35

MICRORGANISMOS PRODUTORES DE CELULASES

Gr ups Qrganit s
Bactéria Acetiuvibrio callulolyiious, Bocteroides
cetllulosnlvens, B, succinogenes, {ellulomonas
sp., Celluibric fulvus, C.ogilvus, C. vul garis,
o, thermocellun, . thersomonospors, PSeudomnornas
Fluorescens, Runinocpocus aidus
Actinomyceles Streptomyces griseus, Thermoaciinomycsels Sp. .
Thermononosporda curyata, 7. Fusca.
Fungos Agaricus bisporus, Aspesrgilius Ffurigatus, A

niger, A. terreus, Boiryodipliodia theobromae,

Chaetomium thermephi Lumn, Fupenicilliun
Javanicwn, Fusarium solant, Humicola insolens,
Masrophoning phoassol Lrex, Murotheciun
Ve art e, Mycellophthora thermophila,
Petlicularia filamentosa, Penicillium citrinun
Penicitlliwun Funiculaosum, P, trensis, P,
Janthineliun, P voariabila, Pestalotiopsis
wes terdl FRLL, Polyporus ccdus s, P,
tulipl ferae Clrpex lacteusd, P. versicolor,
Poria sp.. Sporotrichum cellulophilwsl, 5.

e E r r PRUO S PR, S, puilverulentum (Chrysospoa—
riwm Lignorwmd, S. pruinosus, 5. thermophi le,
Telaromyces smpersoniil, Thernoaxsous casreind Lo us
Thielavia terrestris, Tranetes  sSonguilned,
Trichoderma hoarai arvn, T. honingili, F.
tignorun, T. longibrachictum, 7. peeudokoningiy

7 pepsei, Trichosporum cutaneun, 7. pullulans

FONTE: LJUNGDAHL % ERIKSSON, 1885
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2.3.1. PRODUCAC DE CELULASES POR FUNGOS

£.2.1.1. Fungos Aerdbios

Entre oz Tungos asrdbi oS mais ef elivos ra
bl odegradagic natural dos resfduos lignoceluldsicos., estdo os
fungos de decomposigio branca ¢ *white-rot—fungi™?, os fungos de
decomposicia MAT O ¢ “hrown—rot-fungd '3 @ 5% fungos de
decomnposicio branda ¢ vsoft-rot-fungi *y CMONTGOMERY, 18983; KNAPP,

10880.

o5 fungos de deconposicio branca possusm &m conum &
capacidade de degradar lignina t3n bem gquanto o8 polissacarideos
da madeira. O funge de degradagio branca mais sstudado £ o
Sporetrichun pulveruleniun  que & Lermoresistente, crescendoe bem a
temperaturas em torno de 38 e 35°¢. O mecanismo de agdco do 5.
culwveruleniun envol ve cineo endo~{i-1 , 4—-gllcanase @ duas

f-glicanases (MONTGOMERY, 1083, ERIKSSON & WOOD, 19835).

Uma enzima oxidativa, a gual foi denoninada  de
colobiose oxidase, oxida celoblose, grandes celodexirinas & seus
correspondentes | Acidos urdnicos uwtilizande oxigénico molecular
CVAHERT, 19823, Além da celobiose oxidase, s, pulwveruieniun possul
eutra enzima capaz de promover & owl dacio da celoblose, chamada
de celobiose quinona também conhecida como celobliose desidrogenass
CWESTERMARK & ERIKSSON, 18740, Esta enzima catalisa a oxidagie Jde

colobiose e oligossacarfidens acima de celopentaocge & 2 Suas
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correspondentes laclonas, e parece estar relacionada  com &
degradag3o de lignina e celulose pelos fungos de degradagdc branca

CCOUSHLANT, 1988,

Dichomitus sgualens & um fungs de decomposigio
branca pouco estudado, mas gue possul alta produgido de

ando-fi~1 , 4—glicanase somente em meio ligquido CROUAU & CDIER, 18BG3.

O fungos cles decomposigio mar i om at.acam
extensi vament.e a celul ose. Extes fungos produzen
endo—2-1 , 4—glicanases, falo verificade através de analises de
madeirs degradada por este tipo de fungo que mostra o decréscimno no
grau  che polimerizagio da celulose. Em 1874, Koenlgs, slgerliy
que o atague inicial da celulose microcristalina por este tipo de
funge =ra realizado via w=istema Hg&xﬂﬁm, porém <o mecanisno de

degradagio completa ainda nic & conhecido C(LIUNGDAMHL & ERIKESON,

18850 .

Legundo COUGHLANS Cioa8), em 18855 & em ignd,. foil
obser vado U oS fungos che decomposigio branda atacam
principalmente oS polissacarideos da madelra. Egtes, atacam
preferencialnente a camada ﬁz da parede celular secundaria, sendo
que a camada Ss e a lamela média =80 rezistentes ao atagus,

provavelmente pelo alteo teor de lignina.

Embora o5 fungos  de decomposicio branda mee jam

capazes de degradar a celulose cristalina, sob concdlcBes  de
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laboratdric, apenas algumas espécies estudadas parecem liberar
ewtracelul armente complexcs enzimdtico capaz de promover a
hidrélise completa deste material,. isto &, endo e excoglicanases e
fA-giicosidases. Neste sentido, © microrganismo mais estudado & o
Trichoderma viride, isolade a partir de material em decomposigdo do
exéreiteo americanc, na Nova Suiné, durante a II Guerra Mundial. A
partir de 1877, esta cepa foi designada T. reesei em homenagem ao

seu principal estudiosoe Edwin Reese CAUGUSTINE, 1978, MANDELS,

19820,

0 7. reesei & prototréfico, isto &, cresce em melo
inorginico contends apenas uma fonte si mple_w.s de carbono tals como,
glicose e lactose CANDREOTII et al., 19803, Hi3oc hé necessidade de
suplementagic do meio com vitaminas, aminocdcidos ou cutros falores
e éreseimnto. Devide aws fate do Trichoderma ndc utilizar
nitratos como fonte de nitrogénio, geralmente {NH‘DRSG“ e urdéia
a8 utilizados. A adicfio de cobalio e célcio nBo é necessaria para
o erescimento, mas a sua adigio promove um avmente na produgdo de

celulases CSTERNBERG, 18765.

Fontes de carbono, tals TS el ul osse
mieroeristalina CAvicell, celulose triturada em moinho de martelo
oy em moinho de bolas (Solka~Floc BW 40 e Belka-Floc B¥ 2003
residuss agreindustriais. podem ser utilizados =m concentraghes
que variam de 0,5 a 2 em iaboratério, embora concentracfies em
torne de BX Jji tenham sido ytilizadas na produglo de celulases

CESTERNBERG, 1978, MANDELSE &  ANDREOTTL, 19780, Entretanto,
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praticamente toda a celul ase e Trichoderma ai sponi vel
comercialmente & produzida em meio sdlido (fer mentagic Koiid

CTOYAMA, 18763,

Para a produgico enzimidtica em meio ligquides,
geralmente, sio adicionados detergentes nic idnicos, como © Tween
20, em concentracdes que variam entre 0,08 e 2% (REESE & MAGUIRE,
1 060). Oz detergentes parecem atuar a nivel de membrana aumentando

a secrec3o enzimitica (STERNBERG, 19765 .

Alguns indutores tals como: sof orogse, celobloge =
tactose sfo adicionados as meio de produgio CANDREOTII et «l.,
£ 080, MANDELS, 188BE; REESE & MANDELS, 1984). Quando o T. reesel
cresce em melo contendo glicoss Como fonte de carbonoe e soforose
como indutor, o complexs formado contém celobiohidrolase I o I na
proporcio de 60 o 20X respect.ivamente, 154 de endo-3-1 ,4-gllicanase

e alguma A-glicosidase (C CGRITZALI & BROWN, 18783,

A temperatura Stima para produgic de celulases por
T. ressel & 267c CMANDELS, 19828) porém,. 2 secragic enzimdilca
Cprincipalmente de endoglicanase =2 wilanasel & malor a
tenperaturas mais bailxas ¢CSUH et ol.., 1988; MERIVUORI et ol.,

198002,

o pH também & fator impor tante durante &

fermentacico, Enguanto o microrganisme cresce melhor em pH prdaino

a 5,0, a produgdo de celulases & maior eom pH em torno de 3,0.

&4



Entio, para produgio em batelada, utiliza-se o controle ratural de
pH, uma vez que o meio liguide utilizado possul pH inicial por
volia de 5,7, 2 apds 40 horas de fermentagio cal para 32,0-3.58,
mantendo-se constante atd o final de fermentaglio (MANDELE &

ANDREGTTI, 189780,

Um estudo relacionands pH, fonte de carbona e de
nitrogénio e suas concentragbes, fol realizadeo por COUHET (ig@is,
utilizande um mutante do 7. reegei (E-182. © estado revaelou umna
relacio bhalancsada ou equivalente entre atividade de hidrdlise de
papel de filtro @ celoblase quando as enzimas foram produzidas em
merd o contendo 8% de celulose microcristalina suplementads com

farelo de amendoim a pH 4,9 (COCHET, 19610,

Cutros fungos SAc capazes de produzie o compl exo
celuloiitico complets, tais comor T mRoningii C(WODD % Mo CRAE,
1872, Penictiiiiwn Ffuniculoswn C(BORCHERT & BUCHHOLZ, 18872,
Fusariwe scolani CENARI & PAAVOLA, 10873 & NewrosSpora Crogsg
CYAYDT et al., 19800, Estes fungos produzem grande gquantidade de
endogl icanases e guanti dade varidvel de S-glicosidase, mas poOUuca
exoglicanase. Us mutante de £, pinophilum (NTG II/8 fol capaz chey
produzir extracelul armente tode © 2 complesxs celulsiitico,
sspecialnente om melo contendn Avicel ou Solka~Floo, como fonte cher
carbonn @ adgua de maceragio de milho, Ccomo fonte de nitrogénios, A
G-ulicosidase ndoc ol produzida guando foram utilizadas fontes

inorgénicas de nitrogénio CRROWH 2t al., 18872



Algumas espécies do género Jdspergilius parecen
produzir A-glicosidase em grande guantidade, talis como: 4. niger
CGOKHALE ot abl., 1988; MADAMWAR et oi., 19883, 4. Juponicous
COANYAL ef al .,i088>, 4. phoenicis (DESCHAMPS & HUET, 18842, 4
Fumigatus C(WASE & VAID, 18830 e 4. pouleatus LARATI st al., 198D
senda que desta Gitima espécie foram caracterizadas cuas

avicelases, & a temperatura Stima de atividade de ambas foi B88°¢C.

KURICEK , £1982) estudou o mecanismo de excrecio
das g-glicosidases sm 7. pesudoRoningii que fol relaclionado com a

time ou solubilizac3o da parede celular do fungo.

BORGIA & SYPHERD (1977 estudaram o controle da
sintese e a producic de F-glicosi dase por Muceor rog er:éaﬁus . S
diversas fontes de carbono = verificaram que esta enzima &
sintetisada na presenga de giicerel, lactate, wiloge, ribose,
a-metilglicosides, a-fenilghi rosiden, maltose e celobhliose, como

fontes de carbond.

Alguns autores estudaram a produgio de oelulases
utilizande residucs agroindustrials como ronte de carborno. Heste
sortldo, SOUNDAR & CHANDRA 1988y, isclaram duas cepas de Mumicola
grisen mesofilicas com alta atividsde de endoglicanase, guando
crescidas em casca oo Danana. SHAMALA B SREEKANTIAH (19070
realizaram um coulbive sucessivo de cinco fungoes (A4, usteus, duas
coepas oo Frichoderma sp. . Botrytis sp. & 5. pulusrulentum 3 eum

camca de arroz e farslo de trigoe. As atividades celulaliticas
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foram diminuinds a cada cultive pelos diferentezs fungos sendo gue,
a perda do substrato em peso ol de TBX para a casca de arroz e

TEA% para o farelo de trigo.

A maioria dos fungos produtores de celulases
produzem xilanases, come & o casoe do T. reessi, algumas espécies
de A. niger, Agoricus bispgorus. Talaromyces Sp. enilre oulrom

CDEXKER, 16855,

Pecontemente, uma nova espécie de Trichoderma, o ¥,
tongibrochiatwn, esli sendo estudado por apresentar, além de
celulases, altas produglo de xilanases em melo contendo ollgdmeros

de wilose como indutores (ROYER & NAKAS, 1989 e Faln,

A maicria dos fungos celuloliticos sio mesofilicos,
o gue dificulta o seu culllivo =m regifes tropicals onde a DIiOmassa
coluldsica & abundanie. Outra desvantagem & que, as celul ases
produzidas  por microrgani saos meoscefilicos, em geral, ndo 330
resistentes a alitas tempesraturas. Isto pressupde gue, durante Sua
utilizacio no processo de sacarificacio da celulose, DONSa oCorrer
contaninacio por Bocillus sp., O8 quats s%c termololerantes

CKAWPMORT ot al. 19873,

Entre o fungos termofilicos, o JThernoascus
curant iacus & um dos mais estudados. Este fungs & capaz de orescer
g produzir celulasez a an”e, as gquaiz sfo resiztentes a 707

por, ndo minimo, 24 horas. Genticblose & soforose ndo sfo indutores
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da producdo de celulases por este fungo (FELDMAN et el L19880, Una
cepa de T. aurantiacus, denominada de A 121, foi isclada por
CAWAMORI et =l. 19873, sendo gqgue, sua produglo snzismdllica &
altamente induzida pela presenga de polissacarideos amorfos

contends ligacSes f~1,4, tals como a xilana.

A cepa termofilica Tolaromyces emersonii CBS Hsi4. 7O
produz um sistema celulolitico extracelular complele sendo gque,
uma S-glicosidase, (das diversas produzidas pelo fungn) chamada ey
2GEITT. ndce foi afetada pela inibicio de glicose CHcHALE &
MORRISON, 10883, ¢ 7. smersoni CBS B14.70 & capaz de cregeer 2mn
meic liguide contends lactose onde as celulases produzidas sBo

secretadas no melo durante o crescimento  do  alororgani smo

CHMORRISON &t al., 18873,

outros fungos termofilicos foram estudados para a
produc#o e el ulases, LN Sporotrichun C Charysos oo wmd
thermophi le CCANEVASCINI & MEYER, 1Q76: MEYER & CANEVASCINI. 1898%;
EFRACHEBROUD % CANEVASCINI, 189882 Termilomyces slypeatus (SENGUPTA
2 SENGUPTA, 18003 e Chastomiuwn thermophile var coprophile (LUSIS &

BECKER, 19733.
2. 3. 1.2, . Fungos Anaerdblos
Entre os fungos anasrdbios produtores de celul ases

destacamn~se s fungos do rdmem, os gualisz sintelizam oma g ande

variedade de enzimaz hidroliticas. Neocollimastisx fFfrontalis =



Piromyces spp. sio fungos anaerdbios presentes no rimem de
animais, pordm, a grande maioria dos microrganismos anaer &bl os
envolvidos na degradag3c da celulose no rimem sS3o bactdrias

CKNAPP, 108533,

O sistema de enzimas extracelulares produzidas pelo
fungo Neocallimastix frontalis, crescide s2m coculitura ocom A
bactéria metancgénica .Maiﬁaﬁnbr&wi&aﬂzer smithii, foli capaz dJde
solubdlizar algodio com mais eficiénoia que © T. reesei C(LYND &t

i, 1969; BARICHIEVICH & CALZA, 1802,
2. 3. 2. PRODUCAD DE CELULASES POR BACTERIAS

HE uma tendéneia em se comparar o 2 sistema
celuloliticn bacteriance com o fingleo, por este motivo, as
celulases de origem bacteriana s3o denominadas  por endo @
pwo-3-1 ,4-glicanases. Em geral, as bactdrias produzem pouca Ou
nenhuna exo—3~1 . 4~glicanase e f-glicosidase CLILNGDAHL 2 ERIKSSON,
1085: ROBSON & CHAMBLIES, 19890). A enzima, celoblose fosforilase
Ceel obi ose—orlofosfato-a-D-glicosiliranslerase E.C. 2.4.1.200
produzida intracelularmente, sarsce substituir & fungda  da
fi~glicosidase fingica, iste &, metaboliza a celobiose dimndnulndo
sey efelto inibitério sobre a atividade celulolitica CCOUGHLARS,

185, LIUNGDAHL & ERIKSSON, 198053,

Ao contrario dos fungos, o sistema enzimatico das

bactérias @ predominantenente intraceiular. Uma estrutura de alto
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pesa molecular, associada a cdlula, o celulossoms, parecse ser
rosponsivel pela aderéncia da bactéria ac substrate onde as
sndogllicanases Umais rarament e, axocelobl oli drol asesd atuam,
midrolizande a celulose, A celobiose = os oligocelossacar ideos
reztantes 0y celul ossoma HA metabol izados el a
celobiose fosforilase (ou #-glicosidazel no espaco peripl asmatil oo
¢ COUGHLAN®, 1988). A hidrélise da celulose pelo sistema enzimitico

bacterians estd demonstrade na Figura 8.

FIGURA 6: HIDROLISE bA CELULOSE PELD S1ISTEMA ENZIMATECO

CELULOLITICO DAS BACTERIAS

NSRRI ¥ ¥y . W——
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GeGt-2 &
FONTE : COUGHLAN %, 19895
2, 3.8.1. Bactdérias Asvidbias
Entre a% bactérias aerdil s envolvidas s

degradacio da celulose, as malis importantes sio ez do género
rel lulononas, algumas cepas de Pseudomonas ¢ Calluibrio agora estd

inclufida neste géneraod, Bacillus e mul tos actinomicelos Ccomo
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Streplomyees, Hicromonospora e Thermeactinomycss (MANDELS &

AMDRECTTI. 18978; ERIKSSON % WOoOD, 19850,

As espédcies celuloliticas conhecidas do géEnsr o
Cellulomonas sio: €. fimi, €. wia, C. Fflavigena e €. fermentans. O
sistema celulolitico de . Ffimi & composto de itrés, ou talvez
quatro enzimas, sendo duas ou Lrés endo-f-1l.4d-glicanases o uma
aso—3~1 ,4—glicanase (ROBSON & CHAMBLISS, 16803, RODRIGUEZ eof al.
r1088Y estudaram o efeito do pH e temperalura sobre as calulases
produzidas por Cellulomonas sp. em bagaco de cana., As condlces
stimas para atividade enzimdtica foram : pH 5,8 e temperatura de
5G°C para CMCase, pH 7.0 e 5070 ?ara atividade em papel de filtro

e para f-glicosidase pH 7,0 e 48°C.

Diversas espécies de Bagilius s3o produtoras  de
celul ases come, B, sublilis, B, polymyxa, B. ligueniformis @ Copas
alealofilicas CROBSON & CHAMBLISS, 18986; SHARMA =t «l.,13900.
Pesquisadores japonéses jsolaram um Baciilus sp. produtor  de
colulaze alcalina que tem o crescimento celular maximo na faixa de
pH entre 9 e 10 (ITO et al., 1080, SHIKATA et al., 1E800. OKOEHL e
eolaboradores (19900 purificaram trés endoglicanases produzidas

por esta cepa alcalofilica = a faixa de pH Stimo destas enzimas

foi entre 8§ & 10,
Mulbos autores estudaram a degradacio de materials

lignoceluldsicos por actinomicetos, uma vez gus uma parie das

celul ases produzidas jlo astas bactérias 8o liberadas

31



extracelularmente. STUTZENBERGER (19873 verificou o aumento na
liberacio das celulases da bactéria termofilica, Termomonospora

curvata, pela adiclo de Tween-80 ac meio de culiivo da bactéria.

van Z¥L 1985 utilizou Streptomyces albogriseolus,
5. ni trosporeus & 2 MIoromonospora %eianasparaa, actinomicetos
mesofilicos, na sacarificacio de bagaco de cana ndo tratado, senco
gque, © principal produte formado foi celobiose. Este fato ol
expl icade guando detectou-ze que 2 maior parte de A-glicosidase
produzida ara intracelular. MASON & colaboradores (19880
identificaram enzimas celuloliticas produzidas ém meio contensio
gliznose = em melio contendo palha triturada em moinho de besla. por
Az Linonadura B Lirepliomycas CYaNSUS ) Thermomoanos Dora
mesophila. Algumas enzimas tdentificadas enconbraram-se presenles
om ambas condichas de cultivo, pordm outras Toram especificas para

o tipo de meio utilizado.

Bactdrias termofijicas slo importantes na e B
de celulases termoresistentes, as guals podem ser ubilizadas em
processos industriaiz a altas temperaturas. Com este objestivo,
foram isoladas as cepas de Thermononospords Fusca (WALKER, =t al.,
1000y e T. curveta CSTUTZENBERSER , 19870, = estag, aldm de

atividade de endo-F-1,4-glicanase, apresentaram atividade de

exa-3-1 .4 glicanase.
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2. 3. 2. 2. BACTERTIAS ANAEROBIAS

A degradacfo anserdbia da celulose ¢ especialmente
importante em trés ambientes: npo r mem dos animais, =2m solos
pantanosos C(3guas residoaisd e diges tores anaerdbios  C(KNAFP,

19858,

Alguns animais herbiveores, Incapazes de produzir
enzimas gque degradam a celulose, possuen relacdes simbidticas com
microrgant Smos CAPAZTES de ddegradar pale polissacarideo. A
wicroflora do rimem do gado e do carneiro gfo bem conhecidas =
estudadas, @ a5 principais bactérias celul eliticas deste sistema
=3 T Bac terioides [USE LRORSeNeS, Bruninocooows aldug, B,
Flawilfaciens, Butyrouvibrio Fibrisolvens & Fuboc teriun
cellulvsoluens (MANN, 19868; TEATHER & wOOD, 1982, ROBSON &

CHAMBLISS, 1589; HUANG & FORSBERG, 1990, McALLISTER =t al., 18800,

A bactéria mesofilica, dcetovidbrio caltiulolyticous
parece ser a mals importante isolada de Adguas de ssgoto & difere
da maloria das baclérias coluloliticas pela sua habilidade de usar

apenas celuloss, celoblose & salicina para creascer (ROBSOMN &

CHAMBLISS, 19890,

Entre as bactérias anaerdbias produtoras ele
celulases, as do género Closiridium s8c as mals estudadas. O
cellobioparwn = L. thermocal lwn  sSe snconbradss em solos e

sedi mentos anaerdbicos, o em digestores anaerdbhlos onde fermenlam &
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glicose e glicose-i-fosfato, via Embden~Mayerhol , L piruvatos., Este
composto ¢ futuramente metabolizado a hidrogénio, Qma* et.anol ,
acetato, lactato & em alguns casos, formate, butirato e guccinato
CIOHMNSON et al., 1981; SUILIAND et al., 1983; LYND ot «al., 1828893.
A producio de celulases pela bactéria termofilica, . thermoceslium
& constitutiva = nic reprimida por glicose (ROBSOM & CHAMBLISE,

198583,

MORT C1i0007 isolou duas cepas de Clostridium, C.
thermohydrosul furicum ¥YM 3 e . thermoceliwn YM 4 de uma
cocultura, sendos que a primeira possul alta resistdncia ao etancl

preoduzido.

Uma avicelase fexoglicanase) termoresistente e L.
stercorarium fol isclada por BRONMENMEIER & STAUDENBAUR 18903, A
przima & completamente estidvel a 507 o degrada Avicel por varios

dias sem perder a atividade.

24 MELHORAMENTO DE MICRORGANSMOS CELULOLITICOS

Hos Gliimos anos, muitos laboratdrios dirscionaram
suas pesgquisas para a ohtencico de mutantes. Os oobjetivos da
mutacio siBc  aumentar a produtividade enzimdtica efou  as
propriedades intrinsecas das enzimas, come por exemplo: aumento da
taxa da sintese enzimalica & sua secracico, remsogio da repressio
catabéiica, isclamento de mutantes produtores de enzimas con alta

sspecificidade o aumente oda establlidade das enzimas.
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A maioria dos mutantes foram obtidos pelo uso e
Léenicas convencionals da genética classica, CHMANDELS et ai.,
1971 ; DURAND, 19881 Exstas téenicas incluem, tratamenio com
agenteas mulagénicos Cremetil-n-nitro-N® -nitrosoguanidinal,
radiaclso ultra-violeta, raios gama e acelerador linear. Pordm, por
astes métodos. s3o obtidos mais mutantes “megatives® {gue dimdnuen

o cessam a produgio enzimidtical do gque Pl tivos T,

0 aparecimente recente das técnicas de gendtica
molecular ofsrace DOVAR possibiliidades para o melhoramento das
Cepas Ccomd. a introdugie de uma fung3o codificada por um gene de
oubtre microrganisme. Porém, niio pode-se aflirmar gue a gendtica
molecular, a partir de uma cepa sel vagem, poderd produzir
mel or anentos cmmparﬁveig ams obtidos pela selegdc de muytantes,
devidoe i complexidade do sistena regulatdrio celulolitics (DURAND,

et al., 18883,

Foram desenvol vidos muitos programas de mut.agio
ne  mundo  todo, principalmente para 2 seleclo e isclamento de

mutantes da cepa selvagem do Trichoderma reesei (M Ga (Figura T2,

Também foram realizados muaitos trabalbos e
melhoramento com a cepa QM o414, e um HSos mails bem gucedidas, nha
i versidade de Rutgers, onde, apds tratamento com radiagio UV, e
nitrosoguanidina foram consnegulidas duas cepas. BUT O30 - RUT HOGL4
CRigura 73. A cepa RUT 30 & considerada completamente resistenie
a repressio catabdlica sendo gue, sua taxa de sintese de proteina

e secrecho também s3c altas COUSKEY, 18815,
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FIGURA 7: PROGRAMAS DE SELECAD DE MUTANTES PARA CEPAS DE T. reesel
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Foram isolades mutantes com alta produtividade
de cvelulase, a partir dos termofilicos, Termomoncospore curvala,
Thermooseus ouranitfocus o gual ndo tem sua regulaglo ligada a

repressio catabdlica (FELDMAN et ol., 189880,

Mutantes de dspergillus funigaius (WASE & VAID,
1983Y, Penicillium pinophilwn (BROWN i ai., 18873, Aspergiilus
niger {GOKHALE ¢t @l., 18883, Newospora ocrassa CYAZDT et al.,

19003 & multos outros microrganismos também foram obtides.

5 mutante Talaromyces emersoni CBS B814.70,
.pr oduz grande guantidade de f-glicosi dase em melc conbtendo
lactose, pordm, secrsita balxas concentracfes <de endoglicaname.
HORRTISON ef al. (19873 obtiveram um mutante do 7. emersonti <8BS
@i 4. 70, denominade de U V. 7, o gqual produz alta concentracio de

endogl lcanase em melo de mesma composicho,

Para isolaments dos motantes, sio wtilizados
mdtodos de selecdo (Uscreening™), que geralmente baselam-se 03X
rabilidade dos miororganismos clarsarem a celulose tLratada <om
deido fosférico ("Walseth cellulose™l incorporads  ao meic  #m
placas de petri CMONTENECOURT & EVELEI GH™, 1977, MURAD et al.,

1EVEY .

A wRles el ors, powiam sar acki ol onados
repressores catabdlicos como glicose ou glicerol, guandoc se deseja

obter mutantes resistentes b repressio desses catabdlitos CCUSKEY
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et ol., 1981; KAWAMORI et «il., 18883. KAWAMORI e colaboradores em
1985, selecionaram mutantes do 7. reesel plagueando o3 @Sporos
previamente expostos a radiagico U V. em melios contende de 1 a 5%

de glicose ou glicerol.
2. 4.1, GENETICA CLASSICA

O programa de melhoramentos mals importante
realizado fol no “Natick LS. Army Resgarch and Devel opment.
faboratory™ (C(Filgura 8), onde foram conseguidas .ﬁtﬂ‘paﬂ. importantes
do T. reesei , usadas posteriormente por outros laboratdricos enm

programas de mutagio, (Figura Ta.

A copa (M 9123 fol obtida a partir da oM Bz apds
aceleracia linear, produzindoe duas vezes mais celulases que 3
origical. Da mesma forma o T resser OM 9414 teve sua atividade
duplicada em relagio ac original OM 9123, Mais tarde {19773, sob
Lratamento com irradiac8c ULV, e Kanabicina., o QM 8414 originog o
MCG 77. As cepas QM 9138, QM 89977, oM Su7a. QM oS, GM 91LTO
¢wutante com esporos brancos) e M 8171 nido produtor do pligmento
snldavel amareleo caracteristico sioc mutantes “negatives™, isto &,

diminuiram ou cessaram sua produglo de celulases CFigura B,
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FIGURA B: PROCRAMA DE SELECAC DE MUTANTES REALIZADA PELO "NATICK

. 5. ARMY LABORATORY"
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MONTENECOURT % EVELEIGH (1977) testaram oxgal e
Phosfon 3, @ a combinagio dos dois compostos, sendo que a Gltima
aliternativa mostrou-se mais efetiva no retardo do craascimento das

hifas = na wvisualizagio do halo de hidrélise da celulose.

Rosa e bengala (di-sddio 4,.8,8, 7T-Letracloro-
=, 4,5, T-tetraiodof luoresceinal & muite usado comoe restritor de
orescimnento de fungos e Ltem atlvidade inipitdria sobre

actinomicetos em concentragdes acima de 870 mgsi COTTOW, 18720,

Em 1000, YAWANOBE ¢ colaboradores ulilizaram um
meri o paras seleciossr mutantes oonbends Haees de Bengelse, serbobge o

Tritorn X-100 como inibidores de crescimento das coldnias CY AWANTUEER

et al.,. 18802,

Outre métode de gendtica cléssica que entd
sendo utilizade mais recentemente, & a fusio de protoplastos. C
primeire trabalbe foi realizade por TOYAMA e colaboradores em
1964, utilizands 7. resssi QM 0414 e OM S138 Comutante nio produtor
de celulazes?, onde fol obibido um microrganisme gque produziu duas

veres mais endoglicanase que o QM Q414 (TOYAMA et w«l. . 1E5843.
STVAM et of. 18900 reallzaram uma fusdo de

protoplastos com © T harsicnun, onde ndclews do microrganismo

foram inseridos em protoplastos da sesma cepa € cepas diferentes.
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As cepas resultantes foram caracterizadas auanta  as BLUAS
caracteristicas genéticas pordém, nic foram determinadas  suas

atividades enzimiticas.

2. 4. 2. GENETICA MOLECULAR

Endor a i astudos cier gendtica classica
apresentemn mutantes et alta atividaﬁa celuloliticsa, a
produtividade ainda & baixa em fungos e o tempo de fermentacio
necessaric para a produglo das enzimas, multo prolongads. Talvez,
estes problemas possam 8eT sol ucionados pela clonagem dos gens dam
celul azes em bactériaz as guals ze  dividem rapidamente

CMONTENECOURT, 1983; DURASND ot al., 19883,

A maicoria dom gens das celulases j& fol ol onado
@wm EFscherichia eooili @ em Sarcharomyces cerguvisios. Um do=
problemas € gue a L. coli nio glicosila as protsinas 2 2 mali or

parte das celulases fungicas sio glicoproteinas CHMERIVUORT , 19855,

A levedura parece ser um hospedelro mals
aoessivel pars CHETIERE clonados Dl s, sendo eucarioto
presuni velmente ndo tenm problemas com & alicosilagio protéica. Em
1084, Sacco, Millet & Aubert clomaram uws gen de Closiridium
thermooel Lun, cel A, codificando e a erndogllcanagea, em
Sooeharomycses cersuisias. Entretanto, no plororganismo original
toda & enzima era  extracelular snguantos gue, na levedura

rasul tante fol encentrada no cltioplasma e COUGHLANT, 1088,
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DURAND et «l, 12882, implantaram o gen 3UE,
de 5. cerevisiae, produtor de invertase no mutante CL 847 de .
reesei. O ohjetivo era gue o CL B47 pudesse utilizar melago e
sacarose para produgdo de celulases, porém, o gen ni3c se eApressoy

Sm 1. ressel.

Outra tentativa de avumentar a producio
enzimitica foi feita por HARKKI et al. 219913, os quals
modi Ficaram a proporgfo das celulases secretadas pelo . reesel
atilizande iLécnicas de engenharia gendtica. O gen gue codifica
para celobliohidrolase fol inpativade reforgando assinm, a exXpressio

do gen que codifica endoglicanase.

25 AricasA0 DAs CELULASES

A celulose representa 40 a 80% dos residucs 5851 1idos
municipais, também & aburniante nDos residuos agricolas <« em
inddsirias de processamento de frutas e vegelals. Por esta razio,
a principal aplicacio das caelulases & na reciclagem desses

materiais a produtos utilizdvels. sendo 1til também no tratamento

da poluicfo ambiental.

2.%. 1, HIDRSLISE DA CELULOSE

5 conversio da celulosme presente nos residucs, i
glirzose, pela acl3o das celulases os F. reesei, tem sido muilo

estudada, maz nfo &€ economicamente widwvel abld o momento, A
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inviahilidade & devido principalmente a grande gquaniidade de
enzima necessaria para © processo e seu alto custo (MANDELS,

1885,

A conversfo enzimdtica obtida por celulase de 7.
ressei & em Lorno de 25 a 40%, pordm, ssta porcentagem aumsnta
quandoe S-glicosidase ¢ adicionada & solugdo snzdmética C(MANDELE.

ot wl., 1981: KNAPPERT et ai., 189B1; STOCKTON ef al., 15@10.

O xarope de glicose produzide. pode servir de
substrate para a producio de biomassa microblana, etancl & oulros
quimicos e para producio de biomassa protéica (MANDELS et ol.,
1674, GOLIDSTEIN, 18765, Georalmente, leveduras i género
Sorcharomyces ou  bactérias, tal como, Jymomonas mobilis =230
capazes de wlilizar glicose @ produzir altas comcentragdes de
et anonl LWOODWARD, LEET. Al guns microrgani smnos fermentam
diretaments a celulose, isteo &, a hidrélise e a fermentacio
CoOrrem &n uma. Gnica operacio. Um exemplo deste tipo de
mierorganisms & a bactéria termofilica ¢. thermocellim & o funhge
Fusariwa oxyspgorum. © problema da fermentaclo direta & meu Dbaixo
rendimente e a sensibilidade do microrganismo ao produto formado

CHODDWARD, 1687: CHRISTAKOPOULOS et al., 19849 « 19813

A bhiomassa protéica pode ser wobtida de duas
maneiras: pelo crescimento direto do mi crorganisme no material
celuldsico, geralmente ubilizando-se funges @ leveduras o pelo

eresciments do microrganismo (especialmente levedurald no xarope vl
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glicose obtidao pela hidrdlise snzimdtica g0 material

lignoceluldsico CTANAKA B MATSUNG, 18830

O maxior problema na otimizagdo da sacarificacioc dos
residuns celuldsicos & a presenca de lignina e a cristanilidade da
calulose CMILLET ot al., 1978; TANAKA & MATSUNO, 189883, os guais
nfo inibem quimicamente a acfo das celulases mas dificultam o
acossa da enzima ao substrateo. Este fato pode ser explicado il
mecanisme de adsorcio das enzimas cewluloliticas am lignina e

celulose microcristalina C(STEINER et ., 18887 CHERNOSLAZOV e+t

al., 18810,

Para aumentar a susceplibilidade dos materials
lignooeluldésicos i hidrdlise enzimitica, podem ser ulllizados
pré-tratamentos Fisicons @ oy gquimicos gue visam aumeniar &

eficidéncia total do processo hidrolitico.

a3 Pré—tratamentos fisicos

Os tratamentos fisicos meis utilizados sRo, a
trituracic em moinho de bola ou de rolo. por nds produazires

subprodutos indesejivels.

A moagem reduz a oristal intdade da celulose,
aumentande sua area de supsrficie, ¢ reduz Lambdm o Lteor de
lignina ligeda a celulose, tornando-a mais susceptivel ao ataque

enzimitico., Papel jornal molido (200 meshl) am moinhs de bols
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resul Loy numa conversio de 84% do carboidrato contra 284 do Jornal

sem sofrer nenhum tratamento CWOODWARD, 1G870.

Um aumento no grau de conversdo da celulose pode
ser ochtide, combinando-se o tratamento fisico com um Lratamntﬂ.
quimico., Amostras de farelo dee trige foram deslignificadas
gquimicamente com NaOH 5%, aumentando a conversico da celulose 3
glicose de 28 para 38%. Apds a moagen da amostra, o rendimentc de

giicoss passou para 874 CHMILLET et al.. 1@76).

A explosico a vapor. onde o materi al & agquecido a
alta temperatura de vapor, seguida de um rapido decréscimo na
pressio, fol o méiodo utili zado por ERTKSSON citado por WOODWARD,

CLOBTY para deslignificar farelo de trigo.

A irradiacis gama também pode ser utilizada, pordm
wéd o inconveniente do alto custo do investimento no pProceuso

CTANAKA & MATSUNG, 198852,

13 Pré-tratamentos guimicos

O  termw vrolulose amporfa™ ¢ 2 utilizado Dara
descrsver a celulose com altoe grau de desor dem estrutural apds
Lrataments quimico, podendo ser denomi nada ode celulose II, III ou

IV nas terminologia de difracio de ralos X CMILLET et wi. 189762,
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Os principais tipos de pré-tratamentos quimicos dem

materiais lignoceluldsices serio descritos a seguir:

o Trataments com Slcali esou amdnia: hidrdxido de
sédio e amdnia s3oc bons exemplos de agentes gue causam alteraches
definidas na estrutura da celulose., A amfnia, ligquida ou gasosa,
causa alteraclo na estrutura da celulose, (uUe passa da forma I

para a forma IIT.

Tante a amdnia, quante o hidréxido de =sddic pode
ser utilizado, a baixas concentracdes, para aumeﬁtar o valor
nutritive (digesitibilidaded de forragens e residucs agricolas para

a sua utilizacBo por animals ruminantes CHMILLET et «l., 18760,

.HAN % CALLIHAN Cig?é) utilizaram casca de arroz =2
bagace de cana tratados com NaGH 4% 2 100°C por 1% minutos, €, oS
mesmos substratos, tratados como amdnia 3 130°C @ 10 atmosferas de
pressdo. Os tratamentos aumentaram a conversio pela bactéria
Collulomongs de 29 para 53 o 73% para o3 subsiratos tratados com

amfnia e NaOH respectivamente.

N Tratamente com Acido: o pré-tratamento com dcido
diluido €O,1 a 1% de concentraclcol & wutilizado para axiralc

hemiceluloses = lignina na indistria de papel.

TAHAKA ot ol C1O7ED  relaclionaram o 2 grau de

eristalinidade da celulose com suaz conversio a glicose. Para tal,



foi ubilizada celulose cristalina tratada com &cido fosfdérico a
varias concentracfes. Para cada celulose tratada ol medido © sSau
grau de hidrélise por celulases e Feiiiaglaria Fllomentosa., O
maior grau de hidrélise foli oblido para a celulose tratada com
scido foafdrico 78% Cv vd, em que praticamente nio existiasm mals

regl des cristalinas.

Trabalhe semelhante foi realizadeo por KNAPPERT =t
al. 19813 onde polpa de madeira tratada com Scide sulfdrico
diilufde €0 a 1,8 a temperaturas entre 1682 & @222°C, foi utilizada
como substrato para celulases de 7. resgel. O malor rendinents de
glicose foi obtideo com polpa tratada acima de 180°C e 1,8% de

Gcido.

. Tratamente com sulfito: apesar do tratamento
icido apresentar bons resultados na reducio da cristalinidade. ndo

& efetive na deslignificacio dos residucs.

0 tratamenio de residuos lignoceluldsicos com Siﬁ)z
gagoso parecs apresentar vanlLagens pela remocdc smeletiva da
lignina sem danos a oulros eonstituentes. O material & colocado eom
contato com sulfito gaseso sob pressioc a 120°C por duas a trés
horas. Ds residucss lignocelulésicos tratados por este mdtodo

produzen 40% mais glicose que ©F rdo tratados (WOUDWARD, 18875,
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2. 5. 2. OUTRAS APLICACOES

Aldm da produgio de glic:aé’;&, az celulases tém sido
utilizadas na inddstria de alimentos, principalmente na ingddstiria
de processamento de frutas e vegetais. Az celulases atuam na
remocio da parede celular ou de fibras vegetais liberando
proteinas, enzimas, plgmentos, aromas, polissacaridecs, Gleos
essencials = outras substincias. Os protoplastos utilizados en
pesquisas genéiicas, também podem ser obtidos pela agdo das
colulases CMANDELS, 19833, A Tabela 3 resume as principais

aplicacdes das celulases.

SHARMA & JOSEPH (18832, utilizaram preparaces
enzimdticas de Jdspergillus lerreus e Neursesgora crasso ricas em
wilanase, pectinase ¢ celulases para aumentar a ewiraclo de dleo

sssencial de casca de laranja.

Para macerar coenoura, SREENATH et al. L2840
ubtilizaram celulase = peclinase, ohtendo uma degradacio de 50X
de subsitrato, Com o MESRO objetive, KOBA & TSHIZAKI 19802
utilizaram celulases ge T reagsl em pol pa sde palmito

deslignificada =« obtiveram uvma digestic de S0X% dJdo= carboidratos

presentes na polpa.



TABELA 3 : APLICACBES DAS CELULASES

ﬁhjati&u da aplicacio
enzimidtica

Rosultados obtidos

Remocio da parede celular e
fibra bruta.

liberacis do conteldo ce-
lular, *FlavoursY . enzinas,
polissacarideocs Thgard

aumento da digestibilida-
de racfes ricas em fibras

prcducﬁo\de protoplastos

Producio de glicose & acdoa—
res scldvels.

aumento do valor nutriti-
vy, aumentando o teor de
actear de racdHes

producio de proteina uni-
celular por leveduras

producia de Alcoonis e
mubros guimicos

oroducke de metéria-pri-
ma para =z inddstria de
fermentacis Cantibpidiicos
Grido citricod

Producio de lignina

pars producic de adesivos
rewinas, matéria-prima
para guimlcos

Aplicacdes em alimentos

adicBo da protelna exira-
celular ¢ micelial

remocio de fibra brutas

convaersas de fibra a
acticar

FOMTE: MANDELS, 18985,



3 MATERIAIS E METODOS

21 ISOLAMENTO E SELESAC DE MICRORGAMNISMOS

3.1.1. COLETA DE AMOSTRAS

Foram coletadas amostras de material celuldsico em
decomposisio e de solo obtidas de diferentes regides do Brasil, &s
amostras foram acondicionadas em Sacos plasticos para transporte

ao laboratdrio.

3.1.2. ISOLAMENTO DE MICRORGANISHOS

A amostras foram oolocadas am erlanmeyers,
contendo agus destilada esterilizada, em volume suficiente para
que ficassem submersas. Apdm 24 horas, uma aliguota de cads
amostra fol retirada com alga de platina sendo plagqueada am mezd o
de isoclaments (ver Apéndice, item 12. As placas foram incubadas
a 30°C até o aparscimento de colénlas, sende em seguida
transferidas para 45°¢ por 18 horas. A8 coldnt as que apressntaram

hale transparente ao seu redor foram imaladas.

3, %.3. SELECAD DE HICRORGAMISHOG

As ecoldnias  isocoladas, conforme descrito acimna,

roram Lestadas guantoe a sua habilidade de degradaglio de papel de

filtro. Para tal, foi usado welo 1iquideo, em jtubo de ermalo,
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suficiente para cobrir 23 de uma fita (10xicmd de papel de filtro
whatman N°1. Este meio continha a mesma composicio de sals do meio
de isslamento, variando-se o pH o as fontes de nitrogénio conforme
o microrganisme testado (fungo, bactdéria ou levedurad e esti

descrito no Apéndices, item 2.

O microrganismos capazes de degradar a {ita de
papel de filtro em menos de 14 dias, foram selecionades. Entre
estes, fFoi selecionado o© microrganisme gue apresentou malor
atividade enzimiticsa sobre celulose microcristalina Coonforme item
3.7.2), apds cultive em meio sdlide contendo farelo de trigo e

Agua €1:1D, por B dias a 30°C.

302 MANUTENSAO DOS MICRORGAMISMOS

o fungos foram mantidos em tubos de ensalo
contendos &gar-~batata (Biobrasd inclinado. As bactérias mantidas em

meic Agar-nutriente (Biobrdsd inclinade o as leveduras em Aoyar

malie (STGEMAD.

Ayl b cresoclimento dos microrgeanlsmoes, Feud
acrescentads aocs tuboes, vaselina liguida estdril em quantidade
suficients para cobrir o Agar. Estes foram mantidos a 4°¢, com

repicagens a intervales de 4 a 5 meses.



33 MicroroANsHOS UTILIZADOS

Foram utilizadoes o5 seguinites miecrorganismos:
linhagem selvagem C(fungol isoclada de material celuldsico em
decomposigio conforme descrito ne liem 3.4., = wuma linhagem
mutante, obtida por exposigico a luz UV, conforme descrito no item
3.04.., o5 guals foram denomnd nados de Blg 6.5 @ ™

ar

respecti vamente.

Como padrice utilizou-se o Trichodermo reesei QM Da
CMANDELS & REESE, 1987 e o Trichoderma reesei UM G414 CMANDELS,
1082) os guais foram doados pela Dra. Mary Mapndels do “Matick U.S.

Army Research and Developement Laboratory™., Natick-M. A USA.

34. MutasAo

A oite tubos contendo a linhagem selvagem Blu 6.8
previamente crescida foi adicionada Agua destilada estéril, =n
quantidade suficients para um volume final total de B0 ml. A
guperficie de cada igar fol raspada com uma alga exstéril para
facilitar a remocic dos esporos. A suspensic de esporos ol
fFilbtrada =m 1% d&de vidro por duas Vezes para & obiengio de
monoespores, os guais foram contados utilizando-se uma CAmara de
Newhauer., Cince mililitros desta suspensic foram colocados em
placas de Petri estéreis, sando 2 segulr ewpostos d radiag Ao
gltravioletas por diferentes pericdos de tempo. Para a irrasdiagio

nseu-se lampada de 15 watils e comprimente de onda de 300 nm a uma



diztincia de 18 om das placas contendo a suspensfo de esporos. Gy

Lempos de exposi¢io usados foram: 5, 10, 15, 20 = 28 minutos.

Apds a irradiaclo. fol adicionade 10 mi de dgua
destilada estéril =m cada placa, as guals fa;:tram homogelni zadas @
0,1 ml de cada solugio fol incculada por esgotamento em pilacas
contendo meio de isolamento CApéndice, item 12, Estas placas foram
{ poubadas a I0°C atéd o erescimento de coldnias. Apos =ste peer § odo,
an placas foram colocadas a 45°C & as colfnias gue produziram halo
ao seu redor foram contadas, iscladas @ transferidas para tubos
contends Agar-batata inclinado, o8 quals foram inoubados novamente
a 30°C para crescimento. A pariir da diferenga entre o nGoerao
inicial e final de esporos (apds irradiac3oy foi obtido o nlmers
de sobhreviventes. Relacionands o logaritmes do  nlwero  de
sobreviventes com o tempo de irradiacio foi obtida a curva de
sobrevivéncia. O tempo de irradiaclc em gue ohteve-ge 11X de

sobreviventes foi sscolhido para proceder as demais mutacdes.
%, 4.1. SELECAO DAS COLONIAS MUTADAS

Para verificar o resultade do tratamenic com luz
7.V, , as coldnias iscladas apds a exposicio Citem 3.4.5 foram
testadas quanto a atividade enzimbtica sobre papel filiro e
celitlose micreocristalina, conforme descrito nos itens 3.7.2.
3.7.3., apos cultive em meio ssilde, contends farelo de irigo 2

Sgua C1:1D, por B dias a 30°C,

)
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35. Propucio pE EnNzmas CELULOLITICAS

Um estudc da preducfo das enzimas celul oliticas
pelas linhagens Blu 8.5, M. T. reesei UM Ba = QM 8414, foi
realizade em meio ligquide com agitac3c e em nelio sHhlido
uyiilizando-se diversas fontes de carbono. Em mein liguide foram

astudadas também a infludnecia do tempo de cultive & do tamanho do

indoulo na produgio de celulases.

3. 5.1. PRODUCAD DE CELULASES EM MEIO LEQUIDD

As enzinmas feram produzidas por fermentacdco em
erienmeyers de 2B0 mi contends B0 ml de meio ligquido base
C Ap@ndice, item 33 mals as fontes de carbono estudadas, inoculado
com  aproximadamente 131 6° esporos-ml . Os  erlenmeyers foram

incubacdos em clmara de agitaclc (Fanenl a 3070 e 180 rpm por B

wias.

3.5.1.1. Infludncia da Fonte de Carbond

As seguintes fontes de celulose puras foram
utilizadas 2m concentragio cher Byl e met o calulose

microcristalina (MERKD, carboximetilecelulose (BDHI, Solka~Filok Bw
AD & Bw 200 (James Riever Corporation? = laclose {Ecibral; ¢ oS
seguintes residucs agroindustrials Cconcentracio de 10 g/l de meio
tiquido based: casca de arroz, serragem, farelo de Lrigo. farinha
de bhabagu, raspa de mandieca e bagago de cana foram stilizados

e Tonte de carbono.,



F3eB.1.2. Infludncia de InbSculo

Foram incoculados de 1320 2 1xa0° esporoes.sml  em
frasco erlenmeyer de 250 ml contende 50 ml de melo liquido base
¢ Apéndi ce, item 33 e celulozse microcristaliina como fonte de
carbono. Os esporos foram contados em cimara de Newbawer @ apds o
crescimente por B dias em cimara de agitacio determi noit~g2e as
atividades enzimaticas de PFase = avicelase conforme degorito @m

3.7.83 @& 3.7.2.
3.5.1.3. Influénecia do Tempo de Cullivo

Oz frascos erlenmeyers de 280 ml, contendo 50 ml de
meio base {Apdndice. item 32 e Solka-Floo BW 200 como fonte de
carbons, foram inoculados com apraﬁmdagﬁemt& 10° esporos/mi & as
atividades de celulases foram determinadas entre o primeiroe & o
décime terceiro dia de incubaglo. 2 307 e 1B0 rpm, conforne

deserito no item 3.7,
3,8, 2, FRODUCED DE CELULASES EM BEID SELIDG

0 meic sdlide foi constituide de uma parte dos
residuos agricolas {citados no item 3.%.1.1.2, para uma parte de
dgua ou soluglo de sals Cdescrita no Apéndice, item 12. Para casca
de arroz e bagago de cana a proporgio residus-<dgua ou soclucic de

zatls Tol 4= 1:2.

Gt



3.6. OBTENGAO DAS ENZIMAS

As enzimas produzidas em meio liquido foram oyt idas
Filtrando-se o meio em 1% de wvidro, onde o mivélio do fungo fica

retido e o filtrado obtido corresponds aoc extrato enzimidtico bruto.

Az enzimas produzidas em meio sdlido foram opbtidas
serescentando-se &gua destilada em volume 10 vezes malor gue a
quantidade de meio (P/VD, seguicia pola) hc&mgenizagﬁa & repousc de
B0 minutos. O extrato obtido fol filtr_adc am 14 de widro e mantido
em  gelo {ou  freezer) atd a determinaclc das atividades

enzimidticas.

7. DETERMINASGES DAS ATIVIDADES ErnziMATICAS

Todas as determinaches das atividades pnzimiticas
foram realizadas em dupllicata e avompanhadas do branco da errlma e
do brance do substrato, Para o branco da enzima, o substrato fol
substituide pelo tampio usado na reagice, emguanto gus, para o

brancs do substrato, a enzima fol substituida pelo tampio.

Has determi nacies tle carboximetilcaelulase,
avicelase, ® de hidrélise de papel de filtro, a glicose (Ecibrad
foi utilizada como padrio e para wilanase e [A-glicosidase fol
gtilizada wxilose (Risdel De Haen A e paraniirofenol (BDHD

respectl vamente.

i3
=



A unidade de enzima fol expressa como a libsragio
de 1 micromoal de agGear redutor Cglicose ou =xilomed FaT
parani trofencl por minute por mi de enzima, nas condi oBes  do
ensaio. E a atividade especifica fol expressa como unidade de

enzima por miligrama de proteina

3.7.4. ATIVIDADE DE CARBOXIMETILCELULASE ({Mlase)

0 extrate enzimdtico (0,28 mld foi adicionado &
3, Bml de seal gl 1% dex carboximetilcslulose Chalxa
visconsidade-marca Sigma) em tLampic acetato 0,08 M, pH 8,0,
previamente incubado b 50°C, misturado e deixado reagir por &0
minutos. O agUcares redutores liberados foram determinados pelo
m&t oo do Aci dcmﬁ,ﬁ—.di nitrosalicilico (DNS) conforme MILLER (19530,

descrits no ftem 3.8 3.

B.7.2. ATIVIDADE DE AVICELASE

Fei realizado da mesma maneira gque para CMCase,
apenas substituindo-se a solucle de carboximetileelulose (UMD
pela suspenslo 1% de celulose microcristalina (MERCKD tLambem
denominada de Avicel, em tampio acetato 0,08 M pH 5.0, A incubagio
dn sistems Csubsirato-enzimad fol feita por 60 minutos 2 50°C com
agitacdes periddicas com & finalidade de manter a celuloss eom

suspansio.



3. 7.3. ATIVIDADE DE HIDROLISE DE PAPEL DE FILTRO (PFased

A determinagio foi feita de acordo com MANDELS et
2l.C1G78). A uma tira de papel de filtro Whatman N°1, 3,0%0,8 Comd
foi adicionade, 0,5 ml de tampio acetato 0,00 M pH 5.0 oz guals
foram previamente incubados a 80°C por 10 minutos. A segulr
adicionou-se 0,25 ml de extrato enzimtico = delxou-se reagir por
80 minutos. Os acdcares redutores liberados foram deter i nadaos

pelo método do DNS.
3. 7. 4. ATIVIDADE DE XILAMNASE

Fei realizado das mesma forma ocomo para CMCase,
substituindo a scluglo de CMO por solucic de xilana 1% ("Xylan
from ocat spelts™ - SIGMAD., A reagdo foi realizada 2 S0°C durante
90 minutos. medindo-se os aglcares redutores 1iberados pelo método

do DNS ao final da reagdo

3.7.5. ATIVIDADE DA p-GLICOSIDASE

A atividads da A-glicosidase, YL mal s
especi ficamente aril -3-D-glicosidase fol deter minada ode acordo
O JAFELICE ed al, 19800, incubando-s5e © substrato,
p-nitrofenil-3-D-gl jeosides 0,08 M em tamplc acetaice 0,05 M pH
5.0, com a enzima, por 19 minutos. A reaglo fol interrompida
pela adigie de 2,0 mi de bicarbonato de sédic 1,0 M e a

abzorbincia medida a 410 nm



38 Mono pE AcAC DAS EnzZiMas CELULOLITICAS

Fed verificado o modo de agio do compl exo
calulolitico sobre Lrés substratas 4 ferentes: celulose
microcristalina CHMERCKD ; celulose tratada ada: ) HBPO‘ &

carboximetilcelul ose CRDHS .,

Ne substratos foram incubados em tubos der ensalo a
507 por 10 minutos e apds foi adicionada a enzima., Faoram
retiradas amostras de cada mistura de reaclic nos segulntes ltempos:
o, 3, B, 10, 20, 30, 40, B0 = &0 minutos. A degradac3o da celulose
foi wverificada pela formagldo de aglGeares redutores, deter mi nados
pelo método do DNS, e pela formagio de glicose determinada pelo
mdt.odo glicose-—oxidase CWERNER, 19700 utilizando-se RN B
comparacio duas Curvas padrfes, de glicose & por cromatografia em

papel conforme item 3.8 4.

3G DETERMINACOES ANALITICAS

3. 9.1. DETERMINACAC DE PROTEINAS

As proteinas foram determinadas pelo mélodo de
LOWRY 108513, usando SOro albumina bovina (BRHD como padriac. Una
amostra de 1,0 ml contendo snire 26 o HBOO ug de proteina fol
adicionada a 1,0 ml de um reagente A Ceontends 1 ml de soluglo
CZUS'C}‘ o o+ 1 ml soluglo tartarato Na e ¥ 4% + 2 ml de igua sendo

gque, a 1 ml desila solugio foi adicionado 19 ml Hazﬁﬁg a 10% em



HaOH 0,8 NY. A mistura da amostra e o reagenis A foil deixada em
repouse por 10 minutos e em seguida adicionado 3.0 ml do reagente
des Folin diluide C1:13. Apds 30 minutos, fol feita a leitura da

reagic a 880 nm.

Para concentracfes mais elevadas de proteinall-10
mosml) foi utilizado o método de Biurete CLAYNE, 188575, Um
mililitro da amostra foi adicionade a 4 ml do reagente de Biureto
1,5 g de sulfate cdprico + 6 g de tartarato de Na ¢ K + 800 a1l de
sgua + 3OO ml de solugdo NaCH 10%, e © velume fol conpletado para
3 litre com Agua destiladad. Apds 30 minutos de repouso da

mistura, a leitura fol realizada a B40 nm.

Durante a etapa de purificagio e determi nacia de
pese molecular, as proteinas foram determinadas pela lelitura de

absorbincia de cada fragfo em luz ultra viocleta a 280 rum.

3. 9. 2. DETERMINACAO DO pH

A determinagiao do pH do medoe Tol realizada

uiilizando-se o potencifmetro (Digimedd pr aviamente calibrado com

soluckes padrBes a pH 4,0 e pH R

3, 0. 3. DETERMINACAD DE ACUCARES

Az determipacfes de agdcares redutores Foram

realizadas pelo méitodo do Seido-3,8-dinitrosalicilice  CDNSD

£



descrito por MILLER (19583, = utilizande uma curwva padrio de
glicose para comparagio., A mistura contendo os agleares (0,75 mi>
foi adicionada a mesma guantidade de reagents de DN, agitada e
colocada em banho maria em ebuligio por T minulos. & reacio ol
retirada da ebuligdo e colocada em banho de gelo, @ apds resfriada
foi adicionado 15 ml de solucio de tartarato de Na =@ ¥ 1,30, Em

seguida foi realizada a leitura em espectrofot.dmetre a #40 nm.

guande desejava-se medir apesnas glicose, o mnétodo
utilizade era o da glicose-oxddase CWERNER, 1870). Foi utilizado o
Kit de reagio da Boeringar*Hannheimﬂﬁmbﬁwﬁiagnoﬁtica. Cineco
mililitros de um reagente contendo a enzima gl icose—oxd dase fol
adicionado & 0,1 ml de amostra. Apds 20 minutos em local 9@SCuUro,

foi realizada a leitura da reacio a G20 nm.

3. 0. 4. CROMATOGRAFIA EM PAPEL FPARA DETECCAG DE

ACUOCARES REDUTORES

A deteccio de agicares redutores por cromatografia
em papel ol realizada de acordo com O métode de TREVELYAM =t al.

L1080,

Em papel de [iliro Whatmann N2 (17x50 cmd Toram
aplicados 4 ul das amostras com tubo capilar, & 7 em do infcio do
papel de filtro. © sistema de slulglec utilizado ol Acido acdtico,
bubanol o Agua (6:3:10 por 20 horas. Apds este periodo, OS

cromatogramas foram secos @ revelados com nitrato de prata om

%3



acetonra, sendo o excesse retirado eom Acyua o hidrédxido de
sédic 0,8 M em Alcool stilico, esperou-se secar € em seguida

lavou-~se com Liosulfato de sdHdio C10M0.

3140, CARACTERIZASAS DO ExtRaTo EnvziMATICO BRUTO

0 extrato enzimdtico produzideo =2m meis liguido
contendo Solka~Flor Bw 200 como fonte de carbono fol caracterizado
qu#ntc} am seu pH e temperatura étima e de estabilidade. Para tal,
fef utilizada a atividade de hidrdlise de papel de filtro CPRaced
descrita no item 3.7.3.. A constante de Michaelis-Menten (Km) e

velocidade maxima CVm) foram determinadas para f-glicosidase.

3.10.3. EFEITO DG pH MA ATIVIDAGE E

ESTARILIDADE DA ENZIMA

A infludneia do pH na atividade de hidrdlise de
papel de filtre C(determinada conforme descrito no ttem 3I.7.3.0.
foi wverificada utilizando-se tampio acetato 0,08 M na faixa de pH

de 3.4 a 5,4 ¢ tampic borato 0,085 M na faixa entre pH 8,0 & 8,0,

A metabilidade da enzima, em fungdo do pH, fol
determinada pela atividade residual de hidrélise de papel de
filtro, apds incubaglo do extrato enzi mitico por 1. &, 8 = 24

horas em soluclo tamplo na faixa de pH de 2,4 a 8.0,

e
&



3.10.2. EFEITO DA TEMPERATURA HA ATIVIDADE E

ESTABILIDADE D& ENZIMA

0 efeito da Lemperatura scbre & atividade PFase fol
verificade determinando-se a atividade enzimitica em temperaluras

entre =25 e B507C.

A termoestabilidade foi determinada incubando-se ©
extrate enzimidtico em lemperaturas na faixa de 285 a 80, em
pericdos de tempo entre 10 minutos & 24 horas. Apds a incubagio,
foi determinada a atividade residual de hidrélise de papel de

filtreo, conforme descrito no item 3. 7.3

3.40.3. EFEITO DA CONCENTRACAC DE SUBSTRATO NA

ATIVIDADE ENZIMATICA DA A-GLICOSI DASE

O efeito da concentragfo do substrato na velovldade
de reaclico fol estudado, sob condicdes Stimas de pH e temperatura.

muma faixa de 0,2 2 4 mM de o-ni trofenil ~#3-D-glicoplranosidec
COMPFG .

A constante de Michaslis (Kmd 2 a velooidade méxima
C¥max? foram calceuladas, mediants distribuigdc dos dados em
grafico de veloeidade de reaglo versus concentragio de substrato,

de acordo com o mébodo de LINGSWEAVER & BURK (12343,



311 APLICASAD DO EXTRATO ENZMMATICO Na DEGRADACAD

ne Material CELULGSICO

Foi verificada a acglio do extrato enzimitico bruto,
abtide conforme item 3.8, na degradacdo de papel jornal e bagago
de cana. Para tal, os substratos foram colocados em erlenmeyers de
B500 ml, em concentraches de B, 10 e 18X em relaglo ac sxtrato
bruto, o gual foi acrescentade em seguida, Este sistema e,
ipcubado a BETC. Os agidcares redutores formadeos foram determi nados

pelo método do DNS no pericdo de O a @4 hor as.

Consideranda-ge a  concenbraglo de substrato  em
relaglic a enzima que mals produziu aglicares redutorss, ol
realizade oubre ensaio utilizando-se esta concentragdco por um

periodo de 40 horas.

392 PURFICACAD Da Enzima

Foram realizadas duas stapas de purificaglio, uma
cromatografia de troca idnica e uma de filtrag3c em gel. ~As
operacdes foram realizadas em c8mars fria, a 4°C e as fragtes

coletadaz com auxilio de um coletor LKB-BROMA

O fluxe foi de 3.4 ml a cada 10 minutos (quantidade

coletada por tubod para todos os ensalos.



3, 12.1. FRACIONAMENTO COM SULFATO DE AMONIO

O extrato bruto da enzima C16800 ml), fol saturado a
AR%, pela adigdo lenta de sulfato de amdnio (81 gol000 miDd sob
agitagfo constante em banho de gelo. A mistura fol deixada em
repouse por 18 horas a 4°C. Apds este perfods, a amostra ol
centrifugada =z 10000 rpm por 30 minutos, sob refrigeraglo. O
precipitado obtido foi dissolvido em 26 ml de tampico acetato de
sddic 0,08M pH 4.8. O sulfato de amdnio CEcibral utilizadoe na
precipitagioc da enzima fol retirado desta preparagio enzimdtica

por passagem em ultrafiliro AMICON CPM 103,

3.12. 2. CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM
COLUNA DEAE SEPHADEX A-DO

A preparacic obtida no item anterior Ffoli aplicada
€5,0 ml) em coluna DEAE Sephadex A-D50 CSIMMAY, medindo 2,840 om 2
previamente equilibrada com tampico acetato de sédio 0,085 M pH 4,8,
O complexo enzimdtico foi eluldo com gradients de HaCl de O a
0,2 M, A pressnca de proteina fol detecltada por leitura de cada
fracio em espectrofoldmetro (VAR ANT a #BC nm Az atlvidades

enzimdticas das fracdes contends proteina, foram determni nadas

conforme item 37,

%
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3, 12. 3. DETERMINACAO DO PESO MOLECULAR

As  fragdes componentes dos picos de proteinas
obtidos no item anterior foram reunidas e concentradas pela
saturac3c a 88% com sulfato de amdnio. O gel Sephadex G100 foi
preparado e equilibrado em tampio acetato 0,085 M pH 35,8 em coluna
mecdinde 2.6x86 cm. Foram utilizados os segulinles padrfes (IIGHMA
com pesos moleculares conhecidos: shlue dextran®™ (2000 kDas,

sorcalbumina bovina (88 kDa), ovoalbumina (485 kDad, quimotripsina

182 kDad e ribonuclease (18kDal.

A eluigic fol realizada com © #Besmo tampio
utilizade para equilibrar a coluna. Os picos contendo proteina
Cleitura a ZB0nm, foram analisados quanto aAm suas atividades
enzimaticas. Us pesms molecul ares destas enzimnas foram
determinados por extrapolacko em um grafice contends logaritms dos

pesos moleculares dos padrdes contra saus Kavs.

Koy = Yo = VYo
¥ - Ve
L
Sendo que: Kev = fraclo da fase estaciondria gue estsé disponivel

para a dispersic do sclulc.
Vo = volume de eluicio para uma dada meldoula.
Vo = volume de eluicio para o padrio "blue dextran”.

¥ o= yolume tobtal da coluna.



4. RESULTADOS E DISCUSSAQ

41 IsoLAMENTO E SELEcAO DOS MICRORGANISMOS

Foram isolados 626 microrganismos sendo, 254
fungos, 287 bactérias e 75 leveduras. Destes, 70 fungos romperam a
fita de papel de filtro em menos de 14 dias CFigura 9). Suas
atividades celuloliticas foram testadas apds crescimento em meio
sélido Cfarelo de trigo + 4agua 1:1) e foi escolhido o
microrganismo gque apresentou major atividade enzimAtica sobre
papel de filtro. O microrganismo escolhido foi denominado de Blu
8.5, e foi isolado de material celuldsico em decomposicio (folhas,

madeiras) na regi3o de Blumenau, Santa Catarina.

FIGURA 9: MICRORGANISMOS Blu 6.5 CadQM 6A (b) e QM 90414 (c) AP6S
7 DIAS DE CRESCIMENTO EM MEIO SELETIVO, CONTENDO FITA
DE PAPEL DE FILTRO, COMPARADOS COM UM MEIO SEM INGCULO
CBD)




4.1.1. IDENTIFICACAO DO MICRORGAMISMO

0 microrganisme escolhido para © titrabalho ol
identificado no departamento de Botlnica da “Universidad de la
Reptblica - Facultad de Clencias™ Uruguali, como, Trichoderma

longibrachiatwn, conforme RIFAL, 1869,

4.2 Mutacio

A curva de sobrevivéneia do microrganisme T
tongibrachictun Blu 6.8, onde 167 esporossml foram expostos a
diversos Lempos de irradiacBo por luz ultravioleta, enconbra-se

representada na Figura 10,

A partir da curva de sobreviventes fol escolhlido o
tempo de irradiacioc para oS ensalos de mutaclo. o qual fol de 20
minputos, pois neste intervalo obteve-se uma raxa e sobrevivéncia
de aproximadamente 1% dos microrganismos. Esta taxa de 1%,
aumenta & chance de ccorrer alteracdes a nivel de DMA nuclear, DU
L formacio de dimereos de plrimidina entre  as  bases

pirimidicas deos sobreviventes CRAWAMORT et al, 198350,

Foram isoladas 558 cepas. as quals apresentaram
malo transparente ao seu redor, quands crescidas em melo e
izolamento. Ands o crescimento destas colénias em farelo de trigo
e Agua (1:12, foram determinadas suas atividades de hidrolise e
papsl de filtro = avicelase, sendo que a grande maioria das cepas

n&Ao Liveram SUEAE atividades enximiticas alteradas

&



significativamente, nem Suas caracteristicas morfolégicas . Duas
cepas, denominadas de Moa € T s apresentaram difer e ncas

morfoldgicas em relacBo a cepa selvagem Blu 6.5, principalmente
quante a coloragio =2 conzisténcia dos esporos. Os mutantes
apresentaram esporas cinza-claro, muito sclios e finos (similar a

pd3, enguanto gque a ocepa selvagem possul esporos de col oracio

verde—escura e muito unidos, formando grumos.

FIGURA 10: RELACAO ENTRE A DOSE DE RADIACAD ULTRAYIOQLETA E
SOBREVIVERCIA DAS COLONIAS DE T. tongibrochiatwn (Blu
B.5.3
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As atividades enzimiticas obtidas apds o
crescimento dos mutantes Moa © M s =0 farelo de trigo estio

descritas na Tabesla 4.

TABELA 4 :PRODUCAC DE ENZIMAS CELULGLITICAS POR MUTANT ES DERIVADOS

DG 7. leongibrachiatun Blu 8.5

Cepa Atividade especifica
U mz proteinald

PFase Avicel ase
Big 8.8 .08 0,08
m 0,06 O,03
A%, 5
m 0,07 0,08
ag

Apesar das enzimas celuloliticas produzidas pelos
putantes, apresentarem atividades enzimidticas mais balixas que a
cepa selvagem, os estudos referentes a producic de celulases pela
cepa m_ prosseguiram.  Quando cresclido em melo de isolamento, ©
mutante mss apresentou um halo grande e tranzparente ac seu redor
indicando sua capacidade de produzir  algum tipo de snzima
celulolitica. Uma cepa “celulass negativa™., isto &, gue produz
menores guantidades de enzima, pode ser importante em estudos de
genética classica ¢ molecular., para o reconheci mento de um gene
que determina a sintese de um determinade Lipo de selulase (DURAND

ef wl., 188853,

Durante o programa de mutaclo do T ressel QM Ba,

desenvolvido pelo “Natick U.S. Army Research angd Development

T



Laboratory®, foram obtidos alguns mutantes “ralul ase-negativos®
como por exemple o QM 9136, QM 9877, oM 9970 & OM 9878 (JUSKEY =t
al., 19813, Estes mutantes foram dLels em estudos posteriores,
comn € o caso da fuslo de protoplastos realizada por TOYAMA o
colaboradores onde foram fundidos protoplastos derivados de T.
resse! OM 9414 e OM 9136, originando um microargant smo que produziu

duas vezes mais endoglicanase que o OM D414 CTOYAMA ot «l., 19840,

A maior parte dos estudos sobre mutaclo e
microrganismos celuloliticos estd relaciomada com a repressio
catabdlica que estas enzimas poden sofrer. Assim, meios zeletivos
tem side utilizados contendo repressores catabdlices, Lals <como
glicose e glicerol. MONTENECOURT e EVELEIGH® C1977), isclaram um
mitante do T. reesei QM 8414 denomi nado  de NG-&& em meio sdlide
contends 5% de glicerol. Este mutante apresenton desrreprassio

parcial do seu complexo.

43 PropuchAo DE CriuLases M Moo Liowino

A producio de celulases em meio liguido foi
realizada em melo base contendo fontes de carbonc puras  ou
residuos celuldsicos por © dias a F0°C & 150 rpm, conforme

descrite no item 3.5.1.

4,3.1. INFLUENCIA DA FONTE DE CARBONG

As Tabelas de B a B mostram oS resultados obiidoes

guando os microrgani smos T, longibrachiotwe (Blu & 30, seu mutante,

Fi



maa’ T, ressei QM 8a =« QM 8414 cresceram om diferentes fontes de
carbons puras em meioc ligquido base CApéndice, ltem 3>, para a

producic de celulases.

As atividades enzimiticas obtidas, nico serdo
comparadas com outros valores da literatura devide a dificuldade
nestas éamparac&es. Isto pode ser atribuide aos i ferentes tipos
de substratos utilizados, sua solupilizacio, diferentes maneiras
de exprimir a atividade enzimitica, e a diferenca entre O3

equipamentos utilizados pelos iaboratérics, entre muitos oulros

fatores (MANDELS et al. 18976, ENARI & FAAVOLA, 18872,

TABELA S: ATIVIDADES EMZIMATICAS DOS MICRORGANISMOS Biu 6.5, m_
7. recsel OM Ba e (M 9414, UTILIZANDOC CELULOSE
MICROCRISTALINA EM MEIO LIQUIDO APSS B DIAS DE

CRESCIMENTO A 30°C E 150 RPM,

ml crorgant Smo Atividade Enzimdtica Protaeina
Cumol produtosml ming € eyl

PFase Avicelase CHMCase Xilanase [F-gli.

Bla 6.5 G, 37 0,14 0,37 3, 60 G, 865 1,38
e 0,08 o,02 G, 20 O, B8 O.65 O, 48
oM Ga 0,16 o, 08 0. 24 0,05 0,88 0,83
oM 241 4 0,35 0,23 O, B 0,86 O, BE 1,67
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Comparando—se os microrganismos QM G414 e o Biu 8.8
pode—se observar gue o3 valores das atividades sio semelhantes,
exceto para CMCase e avicelase, as quais foram superiores para ©
oM 0414, Em relacl3o ac QM Ba, o microrganismo Blu 6.5 apresentou

niveis mais elevados de atividades cel ulenliticas.

TABELA 6: ATIVIDADES ENZIMATICAS DOS MICRORGANISMOS Blu O. 5, L
T, reeset OM Ba E M a4l 4, UTTILIZANDO
CARBOXIMETILCELULOSE EM MEIO Li{QUIDO APGS 6 DIAS DE

CRESCIMENTO A 30°C E 150 RPH

microrganismo Atividade Enzimitica Proteina
Cumnl produtosmi<mind € amyrml

PFase Avicelase CMCase Xilanase [3-gli.

Biu 5.8 0,13 0,10 0,33 O, 47 0,88 G, 62
Mo 2,03 0,02 0,17 0,13 3,88 0.43
oM Sa .08 O, 08 6,10 O, &7 0,44 O.i2
oM 2414 G.11 0,10 G, 20 O, 47 0,58 .18

Observando-se os valores das atividades enzimiticas
apresentadas na Tabela 8 podemos observar qgue consideranda a
Qro@ei na produzida pelo mi crorganismo QM 9414, suas atl vidades
sspecificas zio  supsriores as obtidas pelo  Blu 6.5, Os
microrganismos Blu 8.8 e seu mutante B produziram guantidads

alevada de proteina apds crescimentns em carbosdmetilcelulose,
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quando comparados com M 2414 e OM Sa. Pordém, as atlvidades

enzimdticas especificas destes microrganismos foram inferiores.

TABELA 7: ATIVIDADES ENZIMATICAS DOS MICRORGANISMOS Blu 6.5, m_,
T. reesei QM  Ba E QM 9414, UTILIZANDD
SOLKA~FLOC BW 200 EM MEIO LIQUIDC APSS 6 DIAS DE

CRESCIMENTC A 30°C E 150 RPM

mi ororgant smo Atividade Enzimidtica Proteina
fumnl produtorsmtsmind Camggrml’s

PFase Avicelase UHMCase Xilanase f-gli.

HBlu B.5 0,36 0,18 G, 38 1,74 0,68 0,93
m oo Q,08 Q0,04 Q.28 .70 O, 88 0,43
DM Sa 0,17 o, 08 C,.20 Q.87 o, 5 0,25
OM 9414 0,44 QA8 0,32 O,88 0,80 0,82

Az atividades obtidas para o microrganismo Blu 8.9
apdHs crescimento em Solka~Flec BW 200 foram comparavels as oblidas
para © M 8414 nas mesmas condicBes de cultive. Eniretanto, a

atividade de xilanase foi bem superior para o Blu 6.9

O microrganismo QM Ba produziua baixe teor de

proteina, apresentandae assim atividades especificas elevadas.
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TABELA B : ATIVIDADES ENZIMATICAS DOS MICRORGANISMOS Blu 8.5, m s
7. reesel QM A o E oM 341 4, UTILIZANDD
SOLKA~FLOC  BW 40 EM MEIO LIQUIDO APSS 6 DIAS DE
CRESCIMENTO A 30°C E 150 RPM
mi crorgani smo Atividade Enzimiatica Proteina
Cumol produtosml sming Cmggr/mld
PFase Avicelase {MCase Xilanase #S-gli.
Blu 8.5 0,33 5,14 0,38 G. B4 G, 655 o, 82
e 0,08 0,08 0,28 0,9 0,78 0, B5
M o O, 21 0,07 0,20 G, 71 0,72 LI 5 §
QM 9414 O, B8 O.24 3,068 G, 84 .64 .62

Az atividades de xilanase e @-glicosidass foram

semelhantes para o8 microrganismnos Blu 8.8 & QM 8414, FEstas mesmas

atividades

foram superiores para o mutante M por &m,

consider ando—se as atividades especificas, foram mais elevadas

para o microrganismo QM Ba.

T



TABELA G: ATIVIDADES ENZIMATICAS DOS MICRORGANISMOS Blu 6.5, m ,
T. reeseil QM Ga E M g41 4, UTTLIZANDO
LACTOSE EM MEIO LIQUIDD APSS 8 DIAS DE CRESCIMENTO

A 30°C E 150 RPM

sicrorganismo Atividade Enzimdtica Proteina
Cumol produtosml/mdin Coygrml D

PFase Avicelase (MCase ¥Xilanase 3—gli.

Biu 8.9 O, a0 0,08 o,18 G, 80 G, 58 1.1
L 0,02 O, 20 o, 02 0. 84 C.80 0,31
oM Ga ' 0,04 0,04 0,08 G, 48 ¢, 857 Q.25
oM Q414 0,13 0, 06 O, O 0,31 ¢,.31 G, 859

Comn pode ser observado na Tabela acima a maloria
das atividades enzimiticas determinadas foram superiores para o
microrganisms Blu 8.9, Porém, a quantidade de proteina produzida
por este microrganismo foi muite elevada, diminuindn suas
atividades especificas. Em termos de atividade especifica, o UM
G414 apresentou-se melhor, devido ao baixa teor de proteina
produzida : por este microrganismno, quande cultivado em nmelio

contends lactose.

A lactose nic demonstrou ser uma boa fonte de
carbone para a produgic de =snzimas com atividade de celulases,

pelos microrganismos utild zados. Pordém, a maior atividade de
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xilanase foi obtida quands o microrganismoe m__ utilizou lactose
como Unica fonte de carbone. A cepa selvagem, Biu 8.5 ndo produziu
alta atividade de xilanase quando crescida em lactose. BOYER &
MAKAS €19Q0), os principals estudicses do T. longibrachiatum como
produtor de xilanases, obtiveram baixas atividades de »xilanase e
celulases guando este microrganisme cresceu em lactozse como dndca
fonte de carbono. Entretanto, ©0,8% de lactose e 0,8X de wilana,
resultou num aumento significative das atividades de xilanase <

colul ases, fato este atribuido a provavel inducdc pela presenga de

wilana.

A lactose & considerada como um indutor da producio
de celulases por 7. reesei e portanto, nio  apresenta  bons
resultados quando é wutilizada Como Gnica fonte de carbono, mas

sim, quando utilizada em combinacio com celulose CANDREOTII ef al.

1980, MANDELS 1882).

Visande aumentar 3 producio enzimiltica pela cepa
isolada, Blu 8.5, foi utilizade um meic de cultura para producdo
de celulases contendo, 0,84 de lactose 2 0,.5% de Scolka-Floo BW 40,

e oz resultados obtidos estio mostrados na Tabela a segulr.
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TABELA 10: ATIVIDADES CELULODLITICAS DAS ENZIMAS PRODUZIDAS PELO
MICRORGANISNO Blu 8.5 EM MEIO CONTEKDO 0,5X DE LACTOSE

E 0,5% DE SOGLKA-FLOC BW 40

Fonte de Atividades Especificas (Usmg proteinal
Carbono
PFase Avicelase C(MCase Xilanase Agli.

lactose

+
Soclka~Floo 06,18 0,10 0,18 0,88 0,70
BW 40
Bolka-Floco
BW 40 0,17 O,07 _ 6,18 0.51 2,47

Os resultados gue se encontram na Tabela acima,
indicam que a lactose, nesta concentragldo, ndo atuou como indutor
de celulases para este microrganismo, porém, as atividades de

fi~glicosidase & xilanase aumentaram significativamente.

Tendo em vizta o Stime crescimento do microrganismo
ewm lactose, utilizou-ze soro de leite em pd (74% lactosed como

fonte de lactose.

Para se determinar a melhor concentracdo de soro
para produclco de celulases pelo microrganismo Blu 6.8 ., foram
gtilizadas diversas concentracfes de soro no meio, em relacBo ao

sty Leor de lactose.
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TABELA 11 : ATIVIDADES ENZIMATICAS DO MICRORGANIEZMC Blu 8.7 EM MEIO
CONTENDO SORO DE LEITE EM PG COMO FONTE DE CARBOHC APGE

& DIAS DE CRESCIMENTO A 30°C E 150 RPM

Concentra- Atividade Enzimdtica Proteina

clo de lac— (umol produtosml-min} € my.sml 3

tome T3

meio cone PFase Avicelase CMCase f-glic.

tendD soro

de lelte & 1 & o 2 b & b

-4
B,a% H,14 3,18 0,18 8,21 4,11 g.14 8,583 0,8% 0,74
4,10 i,14 0,19 g.1% 8,21 n,12 A 3,63 0. 85 B,?74
i§,2% g,2% 1,34 0,15 m,21 g,43 4,588 g.67 g,3n G,74
8.8 i,30 B,41 f,1? R,24 iB,458 0,81 g, 0,34 0,74
1,0 .3 0,26 n,i7 8,18 3,44 £f,%8 1,68 .61 1,12
1.8 0,23 4,15 g,11 3,68 g,2% i,16 4,50 i1, =i} 1,49
2.0 8,17 a,u¥ H I .S 0,08 1,198 0,08 4,84 8,2% Z.35
2.8 0.12 fi,04 a, 08 .03 0,20 4,08 {1,681 3,19 3,12
3.0 1,17 1,84 0.1% i, 03 n,2% 0, 48 n,.70% B,1%8 3.82
.5 0,17 B, 04 6,13 4,143 ,2% 3,08 6,70 4,18 3. 4898
4.0 7,28 a.087 9,28 t,05 fi,35 .08 a,71 8,18 3,498
4.5 .28 {1,086 4,28 1,04 8,35 a,ia7 0,71 0,1% 4 B3
E. O i, 30 0,04 .20 1,02 i3, 46 .05 3,70 q,u4 $,.8%
.0 1,27 0,04 0,19 0,02 G, 48 i, 0% U,71 i1, 88 .67
io,. 0 .33 o,s3 p,.20 G,02 0,68 0,08 0,71 5,07 i5.8

a: atividade nSo especifica Cu mol praduts. /mlsmind

b atividade especifica s wel produts. s/minsmg proteinad

Crmnes ke ser abser vado & Tabela i, a
concentracic de lactose (presente no Sorol gue produzia maiores
atividades sspecificas foi de 0,85%. As atividades foram malores do

gque quandse as enzimas foram produzidas em lactose pura como fonmte
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de carbone, €. comparivels guande utilizou-se Spika-Floc BW 40

para a producic enzimitica (Tabela 8.

As atividades espacificas e nio especificas
aumentaram até 0,5% de lactose e diminuiram na faixa de 1,0 a
3,8%, sendo gque, as atividades especificas continuaram a diminuir,
pois a concentragidoe de proteina aumentou. As atividades nao
especificas, as gquals independem da zsoncentraglo de proteina,

voltaram a aumentar. a partir de 4,0%

Devidso aos altos tecres de proteinas, aclcares e
sais presentes no soro de leite, o microrganisme Bilu 8.9 cresceu
muito bhem neéte meio, aumentando ainda mais o canteﬁda'pratéicc do
zoro. lsto sugeres que a proteina produzida pelo microrganismoe
crescide no soroe de leite, poderia ser ugtilizada como suplemento
para alimentacdo animal. ou mesmo coRo uma proteina comestivel

substitutiva para proteina de soja CMANDELS & REESE, 19845,

Com o©» objetivo de se sncontrar uma fonte de
carbona, para producBo de enzima com alta atividade celulolitica,

feram utilizados residucs celuldsicos em meio 1iquido,

Az Tabelazs de 12 a 17 mostram o= resultados obtldas
quando estas fontes alternativazs de celulose foram utilizadas

pelos microrgani smos estudados.
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TABELA 12: ATIVIDADES ENZIMATICAS DOS MICRORGANISMOS Blu 8.5, m_»
T.reesei QM Ba e M 9414, QUANDG CULTIVADOS EM MNMEIC
LEQUIDD CONTENDO CASCA DE ARROZ COMO FONTE DE CARBOMO,

POR 8 DIAS A 30°C e 150 RPM

microrgani nmo Atividade Enzimdtica Protaina
{umal produtosmisming { magtemld

PFagse Avicelase CMCase ¥ilanase [i-gli.

Blu 6.8 0,08 0,08 G,15 1,085 G, 44 03,74
I 3,04 0,02 0,12 G.72 0,38 Q.8
oM Sa 0,04 O, 08 0;14 02,77 ¢, 37 0,68
OM B4l 4 0,06 0,02 6,18 0,850 o,21 G, 43

Come pode ser observado na Tabela 12, gquando os
microrganismos coresceram em casca de arroz  para producic  de
celulases, as malores atividades obtidas foram de xilanase, devido
provavel mente -3 presenca de hemi cel ul ose (xilanal estar
"y mAduzinde” esta atividade, ROYER & NAKAS 188073, observaram a
inducio de xilanase produzida por 7. longibrochigium em presenca de
xilana Cvpat spelts") e oligdmeros de xilose. As baixas atividades
dass celulases, em geral, produzidas neste residuo, pode ser devido
2 presenca.de lignina €(10%3 (SHAMALA & SREEKANTIAH, 189875. Uma
alternativa para se aumentar a produclo de celulases seria através

de um pré-tratamento da zasca de arroz para a remogic total ou
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parcial da lignina. TANAKA et al. L9790, itrataram casca de arrox
com NaOH 1% Cp-pd para deslignificar o substrato e aumenlar 3sua

solubilidade, tornando—o assim, mais suscativel as microrganismo.

TABELA 131 ATIVIDADES ENZIMATICAS DOS MICRORGANISHMOS Blu 8.5, mo
T reesei QM Ba E (M 9414, QUANIXO CULTIYADUS EM MEXO
LiQUIDO CONTENDO FARELO DE TRIGO COMO FONTE DE CARBONO,

POR 6 DIAS A 30°C e 150 RPM

microrganism Atividades Enwzimdtica Proteina
Cumol produtosml/mind € gy sl D

Prase Avicelase CMCase Nilanase [A-gli.

Biu 6.5 0,04 0,03 0,114 1,83 0,988 O, 48
™o 0,08 0,02 0,10 0, B0 G, 58 0,74
M Ba 0,08 0,04 0,08 G, 44 O, 33 0,31
LM R4l 4 0,08 0,09 0,18 =, 365 0,85 O, 562

0 farelo de trigo apresenta menos lignina 6,00
gque a casca de arroz CSHAMALA & SREEKANTIAH, 1@870, © que nio

promoveu atividades celuleliticas significativanente maiores.

¥ilanase apresentou Tt atividade pelos
microrganismos 7. reesei oM 9414 = 7. longibrachiatum CRly 683

gquande crescidos neste residaoc.
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TABELA 14: ATIVIDADES ENZIMATICAS DOS MICRORGANISMOUS Blua 8.5, LW
T.reesel (M 82 e (M 8414, QUANDO CULTIVADOS EM MEIO
LIQUIDO CONTEMDO CASCA DE MANDIOCA COMO FONTE DE

CARBONO POR 8 DIAS A 30°C e 150 RPM

microrganismo Atividade Enrimitica Protedlrua
{umnl produtosml “ming Cmgsmld

PFase Avicelase (MCase Nilanase [F-gli.

Blu 6.8 G,09 3,08 G.a22 1,33 0,585 O,68
R 0,09 0,04 .13 1.12 G, 568 0,83
oM Ba G007 G, 08 O, 20 1.44 0,87 0,87
QM 2414 0,21 0,13 ¢, 23 0,97 G, 82 .87

A rcasca de mandiocca foi um bom substratoe para
produgic de celulases em melo liquido, gquandos comparado com O
ocutros residucs utilizados. © microrganismo Blu 5.8, cresclido
neste melo, apresentou as malores atividades gzpacificas de
wilanase 2 [fF-glicosidase, enguanto que, Sem considerar o bLeor de
praoteina, o QMBa apresentou maior atividade ndc sspecifica de

wilanase e o OM 9414 maior atividade ndo especifica  de

A-glicosidase.
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TABELA 158: ATIVIDADES ENZIMATICAS DOS MICRORGANISMOL Blu 5.5, m
T reeset QM Ba e OM G414, QUANDO CULTIVADOS EM MEIO
LiQUIDO CONTENDO BAGACO DE CANA COMO FONTE DE CARBONO,

POR B8 DIAS A 30°C e 150 RPM

microrganismo Atividade Enzimatica Proteina
Cumol produtosmismind £ ey ml 3

PFase Avicelase CMCase Xilanase f3-gii.

Blu 5.8 G, 07 ©,04 0,20 1.45 3,58 .37

L 0,07 0,03 0,13 (G, 83 0,88 G,31

O Ba O, 08 0,03 0,22 O, 44 0,87 O,3

oM D414 .14 0,07 O, 255 N 3, 96 0,32
Guando o5 microrgani smos utilizados foram

cultivades em meio ligquido, contends bagago der cana come fonte de
carbone, as concentracdes de proteinas foram balxas, aumentando

as=im, as atividades enzimadticas especificas.

05 microrganismos Blu 8.5 =2 QM @414, apresentaramn

altas atividades de xilanase quando el tivados neste meio,

RAD =& wob. C1989Y, wutilizaram Dbagago e cana
Lratado com NaOH 16% (psvd 2 aquecido a Qﬁﬁﬁ-par uma hora. Este

Lratamento, aumentou a $olubi1id§da 4o bagago s=m omelo liguids e

8B4



consequentiemente, a produclo de enzimas celuleoliticas., Istoe indica
que, a realizacdo de um pré-tratamento no bagaco de cana com O
objetive de diminuir suas regides cristalinas, poderia aumsntar a

produgio de celulases.

TABELA 16: ATIVIDADES EMZIMATICAS DOS MICRORGCANLIEMOS Blu 6.5, m_
T. recsei QN Ba o (M 9414, QUANDD CULTIVADOS EH MEIQ
LiQUIDO CONTENDO FARINHA DE BABACU COMO FONTE DE

CARBONO POR 6 DIAS A 30°C e 150 RPHM

il crorgani sm Atividade Enzimaética Proteina
ol produtosmlsmind £y Aol D

PFase Avicelase CHCase Xilanase B-~gii.

Blua 8.5 G, OF o, 07 3,18 1.38 G, 850 1,085
L 3,08 0,08 0,13 O, 80 0,858 G, 25
oM Ba 0,08 O, 03 0,18 1,18 &, 87 0,93
OM G414 0,19 0. 10 4,28 i.41 O, 60 0,37

A atividads especifica ez f-glicosidase,

apresentada pelo mutante m_s quands cultivado en meio liguido
contends farinha de babagu como fonte de carbono, foi a mais
elevada do gque gquandoe qualguer outro residuc celuldsice, fol
utilizado em meio sob as mesmas condicBes. O microrganismo QM 9414
apresentou as demals ablvidades determinadas superiores aos oulros

mi ororgani smos,



TABELA $7: ATIVIDADES ENZIMATICAS DOS MICRORGANISHMOS Blu 8.5, ™o
7. reesei QM Ba e (M 9414, QUANDO CULTIVADDS EM MEIO
LIOUIDG CONTENDO SERRAGEM COMO FONTE DE CARBOMNO, POR 6

DIAS A 30°C e 150 RPM

microrgani smo Atividade Enzimidtica Proteing
Cumol produtosmlsmind {mey A1l )

PFase Avicelase CHCase ¥ilanase [-gli.

Biu 6.8 0,03 G,03 6,15 1,238 0, B8 0. 80
LN 0,04 G,04 0,11 0,80 ¢, 58 1.84
M Ba 0,02 0,03 0,07 O, 84 3,589 1.00
OM 9414 0,05 6,09 0,18 i.,i2 0,897 0,93

A serragem nio apresentou-se oomo um pom substrato
para a producio de celulases pelos microrganismos estudados,
exceto para producio de xilanase pelos microrganismos Blu 5.5 2 OM
0414, onde, tanto a atividade especifica quanto a nio especifica
foi supsrior para @ microrganismo Blu &.5.. Deve-se considerar,
gque nenhum Lipo de pré—tratamento fol realizado neste substrabo.
Exintam tratamentos gquimicos es/ou fimicos, discutidos no item
2.85.1., que poderiam facilitar o crescimento dos microrganismos en

material lignoceluldsico CKHNAPPERT ot al., 18810,
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4.3.2. INFLUENCIA DO INSCULO

A infludncia do tamanho do indculo na producic de
celul ases pelos microrganismos Blu 5.8 & T.recsel QM 89414 em melo
liquido, contendo celulose micerocristalina (0,30 como fonte de
carbong, fol verificada na faixa de 10% a 10° esporos.ml de meio
reonforme descrito no item 3.9.1.8) e os resul tados podem =ser

ohservados na Tabela 18,

TABELA 18: INFLUENCIA DO INGCULO NA PRODUCHKD DE CELULASES EM MELO
LIQUIDe CONTENDD CELULOSE MICROCRISTALINA COMO FONTE

DE CARGONO POR 8 DIAS A 30°C e 150 RPM

indoulio
mi crorgani smos{ @Spoross Atividades especificas (Urlmyg profteinal
mt de
meilol} PFrase Avicelase
Blu 6.5 154 0% o.11 0,06
131 0° 0,10 8,07
1sio0® G,14 0,08
121 0% 0,16 0,07
oM D414 131 0% 0,10 0,07
131 07 0,158 0,10
15t 0* 0,17 0,10
1310 G, 20 3,13
A malar parie s sstudos encontrados ot
literatura, socbhre produclo de colul ases por T.reesei, Foram

roalizedos utilimande a faixa de indcule entre 15407 & 40

CMANDELS & REESE, 1857; UMILE % KUBICEK, 1986; SUH et ol. 1R8YI.
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Como pode ser observado na Tabela 18, = mel hor
concentracio de esporos utilizada nas condicles do exparimento ol
dee ix105 esporos-ml de melo, tanto para o oM 9414 quanto para o
Biu 8.5,

ROYER & MNAKAS 19882 realizaram um estuds  da
producio de celulases e il anase .pele 7z, longibrachiatun =
constataram gue 1c° esporos~ml Toi o melhor inGculo para um melo
contendo 1% de Solka-~Floc BW 40 como fonte de carbono. O indculo
e 10° esporossml épr&gemtau am efeito negative sobre a producio
das enzimas, indeperndente da concentracic de substrate utilizada.
Cetes mesmos auvtores observaram due  as diferencas entre as
atividades enzimdticas obtidas com indculo de 10%, 10° e 10°

asporos.sml Ca 1% de substratod nio foram significativas.

4.3.3, INPFLUBNCIA DO TEMPO DE CULTIVO

A Fﬁgura ii mostra a relagio entre o tempo de
cultive do microrganismo Blu .5 enm meia liguide, wutilizando
Solka-Floc BW 200 como fonte de carbono, © pH do melio = @ as
atiwvidades enzimaticas do microrganismo durante o periocdo de zero
a 13 dias.

o pH do meio aumentou atéd o 5 dia de crescimento
{de 4,8 pars 6,18), decresced um  pouco ne Sdia (8,073 e
per manscel praticamente constante (6,32 apds o 7%dia de
crescimente.  Este comportamento difere do T, reeget  guando
crescido em meio liguido, onds, o pH spicial do meic &, em Lorno de

5,7 (HARDELE % ANDRESTTI, 1978) e duranie O coOnsSuma de celulose, ©
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pH decresce de 5,7 para 3,0, pH no qual a producio enzimatica &
maxi ma.

A maior parte dos fungos celuloliticos apresaentam
comportanento semelhante ao T. reessi durante o crescimento, isto
&, produzem diminuiglo do pH do melo. Porém, SOUNDAR & CHANDRA
19883 estudaram a produgdo de celulases por Humicola griseq obde
o pH do meio aumentou de 5,0 para 5,8 nas primeiras 100 horas de
crescimento, © as maiores atividades celuloliticas, foram obtidas
no quarto dia de fermentacio, quando o pH do meio estava em torno

eler E5,%,

FIGURA 14: INFLUENCIA DO TEMPO DE CULTIVC DO 7. lengibrachioclwsa
(Rlu 8.5 NAS ATIVIDADES ENZIKMATICAS
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Utilizande T, lengibrachictun, ROYER & HAKAS (19887,
cbaervaram o efeito do pH inicial do meio na producio de celulases
e wilanase. Ouande o pH inicial esteve entre 4,9 e 6,3, o©
crescimento do microrganismo resultou num aumento do  pH entre G, 0
e 1.2 unidades. Entretanto, nic foram observadas alteraches
significativas no pH durante o crescimentao, quando o pH inicial do
meie foi acima de 8.5, Porém, a producdeo anzimdtica aumentou
consideravelmente céuandc: o pH inicial do meic foi modificade para

T

Observande a Figura 11 pode-se wverificar gue o pH
inicial do meio de 4,8, aumentou 1,38 unidades, até o pH maxd e
abtido, no 3°dia de crescimento do microrganismo Biu ®# 5. Segundo
POYER 5 NAKAS 19893, se o pH iniclal do meio fosse aumentado,
provavelmente seriam produzidas atividades enzimiticas mails
elevadas. As atividades enzimiticas especificas de PFase, CHMCase,
avicelase e S-glicosidase mais elevadas foram obtidas no 8 dia de
fermentacioc e & de xilanase no 3% e 47 diam. Entretanto. as
atividades de avicelase e fS-glicosidase tiveram uma pedquena cpueda
des 7Y ac 10° dia, retornmandc a aumentar até o 13 dia. Estas
mscilaches nas atividades enzimdticas durante o© crescimentos do
microrganisno podem ser devido a diversos fatores, tals oono:
1% a modificacBo do pH pode causar inativacio de algunas anlinas e
estimular a secrecio de outras; 22 algumas Formas e enzimas poden
sofrer a acio proteslitica de oulras enzimas preaxi stentes
{proteazesl; 3D durante © cresciments do microrganismo, @sstas

enzimas podem =ser adsorvidas prelos substratos insol Savels & Sar



liberadas apenas apds a exaustldo da celulose C(LABUDOVA & FARKAS,

19832,

4.4 Prooucio pE CeLurases M Mo SHLDO

o5 residucos celuldsicos wtilizados no item 4. 3.4,
para a fermentacio liguida foram utilizados para fermentacdo
s&lida Cconforme item 3.8.28. de Materialis e Métodosd = @ as
atividades das enzimas produzidas foram determinadas sobre papel
de filtro =2 celulose miereceristalina como pode ser observado na
Tabela 13

A Tabela 19 mostra que o farelo de irigo: Agua
€i:1) apreseniou-se COMG O melhor subsirate para a produgio de
cslulases em meio sélido. A adigio de soluglo de sails a esie
substrato ndo fol benéfica com relaclo a produgio enzimitica, pﬁis
as atividades enzimiticas, de hidrdélise de papel de filtro e
avicalase, foram reducidas praticamente pela metade gquando el

adicionado solugfo de sals em vex de dgua a este subsirato.

MADAMWAR et «l, (1989 obtiveram um aumento de 30 a
0% na produgdo de celulases por A4 niger em malo sdlido com
relacio a produgdc em meio liguido, utilizando residucs
celuldsicos ot wtsile) substrato. Comparando-se =3 atividades
enzimilicas especificas obtidas em meio liguide contends farelo de

trigo como fonte de carbono CTabela 13}, com as oblidas guando a8

gt



TABFLA 10: ATIVIDADES ENZIMATICAS ESPECIFICAS DOS MICRORGANISMOS
CULTIVADOS RESIDUOS CELULSSICOS E AGUA oY SALS, COM 8
DI AS DE CRESCIMENTO A 30°C

Atividades especificas (Urmg proteina)l

Malo de Cultura microrga- a . E 1
S451ido nd smos PFrase Avicelaseée PFase Avicelase
Farelo de trigoe 1 3, B0 G, 328 0,16 0,18
+ &gua 2 <, 68 0,38 O, 32 3,16
et 4+ =melucio < o, 85 G, 32 G, 83 3,16
de sats $1:10 4 3, 84 O, B8 O, 38 .24
Casca de man— 1 O, 04 3,00 G,13 0, 0
dioca + Agua 2 0,08 G, 00 0,03 O, 00
ou + solucio 3 0,04 G, 08 3, 053 o,02
Cil:432 4 0. 00 O, 00 Q,03 GO0
Bagaco de i 0,04 G, 00 0,068 3,03
cana + Agua 2 0,04 &, 00 0,06 G, 00
mi ¥+ molu- 3 0, 04 o, 00 0,07 3, 00
cio de mals 4 0,04 O, 00 O, 08 O, 04
£1:82
Farinha de i 0,04 G, 04 0,08 02,03
pabagu + = O, 04 O, Ok 4,03 O, 08
g o b 3 &,08 0,04 9,08 0,05
sol ucdo de 4 O, Ol Q.05 O, 06 0,03
mais CR:10
Serragem v i O, 04 0,03 G, 08 G,i1
Agua ou + P no e 0,04 0, 08
sonlucio de 3 O, 04 .03 G, 0% 0,03
sais C1:23 4 ne Ep T rsex e

. microrganismoes 12 T. tongibrachictwn Blu 8.5, ; 22 mutante m

3% T.reessi M 6a; 43 7. reesesi QM Q414

S8

. a residuc celuldzice + Agua
. b residus celuldsico + s5ails

. ne = nfc houve crescimento

Ohservacio: os miororganismos N0 Cresceram &mn Casca e arros @
Agua. Quando faol adicionada soluclo de sals em lugar de dgus. oS
miororgani Snos oresceram pouco & praticamente ndo aprasentaram
atiwvidades celuloliticas.
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enzimas foram produzidas em meic sélido contendo a mesma {fonte de
carbong, pode-se observar que a enzima produzida em melo s&iido
apresentou atividades multo superiores que as enzlmnas produridas
pelo microrganisme Blu 8.3, em meic ligquido. FPorém, os demals
residucs celuldsicoes (casca de mandicca, bagaco de cana, farinha
de babacy e serragemd foram melhor utilizados como subsiralo para

producic enzimitica, guando em medo 1icuide

O microrganismo T.reesei OM 9414 ndo produziu PFase
e avicelase gquando crescido em casca de mandioca © que nao era
asperadoe uma vez Jgue este mesmo microrganismo & ulilizado na
sacarificacio da mandicca (MENEZES et «l., 1978). Entretanto, a
caseca da mandioca pode apresentar alguma substineia que t.enha

difieultade o crescimento do microrganismo 7. reese! QM 9414.

Quando ms microrganismos foram inoculades em bagaco
de cana ou serragem: dgua (1:13, nlo houve crescimentc, por et
motive a guantidade de agua e solugloc de sails fool duplicada {31:283

em relacio ao substrato, o gue ndo promoveu aumento signicativo na

produsio enzimitica.

Em serragem, o microrganismo 7.ressei OM 9414 o
cresceu quando Agua ou soluclo de sals foi adicionada. O mutants
L também nio apresentou crescimento am serragen: dgua CL: 83 e, as

atividades snzimdticas de todos os microrgand smos utilizados foramn

malxas gquands crescldos neste substrato.

&3



Az Dbaixas atividades enzimdticaz obtidas pelo
crescimentos dos microrganismos em residucs celuldsicos pode ser
devids a pressnca de ligninas nestes materiais. A realizacio de um
tratamento quimico esou fisico dos materials celuldsicoes, como por
ewemplo, utilizacio de bases (NaOH 3M ou CaﬁGHﬁza%D oz brituracio
em moinho poderiam ser Gteis na deslignificacio, aumeniando azsim,
a susceptibilidade dos subsiratos aos microrganismos CHADAMWAR ot

el 19883.

4.5 ArLicacAo DO EXTRATO ENZIMATICO BrRUTO NA DEGrADACAO DE

MaTteEriaL CeLuLdsico

Com o objetivo dex se determinar a mexl hor
concentracio de substrato para a aplicagio do extrato enzimatico
brutn foi realizade um ensaio preliminar a =5°¢, onde foram
utilizadas concentracies de 5, 10 e 15% de papsl Jjornal ou bagacs
de cana em relacido ALy ewtrate enzimatico., A concentracdo de
acGeares redutores fol determinada em diversos pericdos de Lempo
Centre O e 24 horas2, e os resultados podem ser verificados na

Tabels 0.

A maior producic de aglcares redutores, ol obtida
com a concentracio de 10% de substrato em relaclio ao exirato
enzimitico bruto. Esta concentracio fol arnt3o witilizada em um

ensalo pelo perfcodo de 40 horas a B850, A concentragic de aclcares

i



TABELA 20: CONCENTRACAO DE ACUCARES REDUTORES (g1 PRODUZIDOS PELA
ACEC DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO EM BAGACO DE CANA E

PAPEL JORNAL EN CONCENTRACBES DE 5, 10 E 15X

bagaco de cana X% papel jornal ¥

temnno
{horas3 5 10 15 o 18 i85
Concentracio de acdcares redutores (g-o13
Q 0,04 0,04 &, 08 .08 o, 08 o, OB
= £, 453 0,68 o, B8 O, 88 1,40 1,82
4 Q.60 1,07 1.07 1,58 2,43 2,33
8 0,85 1,80 1,07 3,13 4,37 4,18
10 G, 40 1.18 G, 49 4,04 5,36 4,48
iz 0, 30 .84 0,30 4,04 B, 37 4,068
24 03, 20 0,28 O, =2 4,71 &, 36 4,72

redutores produzidos fol determinada durante este intervalo e pode

zer observada na Figura 12 (a e b3,

Os estudos relacionados com celulases. em sua maior
parte, objstivam a sua utilizacio na conversic dde residuos
celuldsicos & aclcares fermentdvels, oz gquais podem ser utilizados

para gerar fontes snergéticas alternativas,

Nos Eztados Unidos ewistem programas gque visam a
utilizagieo de lixos muaicipai& para produclo de alcoocis, via
microrganismos CBARRIER, 18@12. No Brasil, seria Interessante o
aproveitamnento de residuos agreindustrials  para producico de

acdcares, principalmente a partir de bagago de cana, devido a

o
£



FIGURA 12: CONCENTRACAD DE ACUCARES REDUTCRES {(gr 1) PRODUZIDOS PELA
ACAD DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO EM CONCENTRACAC DE 10%
EM PAPEL JORNAL {a) E BAGACO DE CAHA (b2
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grande gquantidade deste residuc produzide pelas inddstrias de
agtcar e dlcool. O papel jornal, ndo pode ser considerado como
residuc agroindustrial, mas representa uma parte significativa dos
lixos municipals e portanto também pode ser aproveltado na

producio de agucares fermentivels.

Ne swperimento reallizado, conforme Figura 12, a
producio de agdcares redutores ol majior quando utilizou—se papel
Jornal do que gquande bagago de cana fol utllizado como subgtrato.
A relativa facilldade da enzima em degradar papel jornal pode ser
puplicada pela celulogse do papel Jjornal estar maiz acessivel a0
atague enzimdtico do gque a celulose do bagago de cana. A
acessibllidade pode ser devide aoc tratamento do papel fornal
durante sua manufatura, alterands a barreira de lignina & tornando

a celulose mais acessivel ao ataque enzimdtico.

A concentracio de acfcares redutores mals slevads,
65,358 gsl, fol observada con 18 horas de reacfio enzimdtica sobre o

papel jornal, a qual permanecsu constante até 40 horas de reacio.

A midxima conceniracie de agdcares redutorss obtida
através da aglo enzimitica sobre o bagage de cana fol 1,80 g1 am
8 horas de reac3o. Apds este periodo, a concentragio de aglucares
diminuiu para 0,288 grl em 20 horas de reacdo, permanecendo
constants até o términc do ensaio. Esta reduglio na concentragio de
aciicarss redutores, apds 8 horas de aclo enzimdtica sobre o bagago

de  cana pode ser observade na Figura 12 (b3 ¢ poderia =ser
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explicada pel Dresenca de lignina e patel reacdes de
transglicosilacBo. A lignina e a celulose na forma cristalina,
presentes no  bagagoe de  cana, podem adsorver as celul ases
impedindo~as de atuarem schre o substrate C(CHERNOGLAZOY &t «l.,
jEs, STEINER ef ai., 18880, enguanto gue, a A-glicosidage,
presente no extrato enzimdtico bruto, transfere unidades de
glicose para outros aclcares C(MANDELE, 1882) formando agticares ndo

redutores que nic 580 detectados pelo método de DLH.E.

MANDELES et of. 198135, observaram a importdncia da
estabilidade e a inibiclo &nzimét.i_.f:a pelo produtos formado 1A
utilizaco de enzimas celuloliticas., A aplicacdo do extrateo
enzimitico bruto sobre os residucs celuldsicos para producio de
actcares fol realizada a B5°C, temperatura Stima para a atividade
enzimidtica. Entretanto, apés um pericdo de 24 horas, sob esta
temperatura, a enzima perdeu 88% de sua atividade, conforme ol
ehservade no item 4.8, Outro fator importante, & que a glicose
formada pode ter inibido a aclo da prglicosidase, enguantio ques a
celoblose pode inibir tanto a acBo da endo quanto da exoglicanase
CHANDELZ, 10823, Assim, a produclo de agticares redutores, a partir
de bagago de cana e papel jornal, pode ler sido prejudicada pwla
perda da estabilidade enzimdtica, apds longos periodos a 5570, =,

pela inibigzio pelos produtos formados.



4 6. EFeito DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE E ESTABILIDADE DA EreiMa

Q efeito da temperatura sobre a atividade e
establlidade enzimitica € mulite importante guands se considera a
utilizacio desta =nzima. A temperatura Stima e de sstabilidade
varia de acordo com o mderorganismo que produz a2 enzima, & suas,

condicdHhes de culilive,

A Figura 13, indica a iLempsratura Sdtinma de
atividade das celulases produzidas pelo microrganismoe isclado,
7. longibrachiatwn (Blu B8.5.), representada pela atividade de
idraiise de papel de filtro., Assim, a temperatuwra onde oblLeve-se
a atividade méxima foi 58°C, a qual mostrou-se um pouco supsrior a
temperatura Stima de atividade das celulases de 7. reeseil gue &

BOYC CMANDELS, 1981).

Exigten celulases que poessuen atividade méxima a
temperaturas elevadas, como € o caso de uma carboximetilcelulaze e
uma avicelase da bactéria O, stercorarium, para as guals. a
temperatura dtima € em torno de S0°C (BRONMENMEIER % STAUDENBAUER
1000) ., Em estudos de caracterizaclo de celulases de Fupenicillium

Jevanicun a temperatura Stima obtida Tol de BE°C (TANAKA et =i.,

LTo81 .
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FIGURA 13: DETERMINACKO DA TEMPERATURA oSTIMA PARA ATIVIDADE

DAS CELULASES DE 7. longibrachigtum (Blu &, 5.0
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A Figura 14 mostra a Lermoestabllidade do extrato
enzimidtico produzido pelo T. longibrachiatws isolado. A atiwidade
de hidrdlise de papel de filiro fol determinada apds incubagico da
enzims a temperaturas na falxa de 23 a GOTC, por perfodos de 10

minuvtos a 24 horas.
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FIGURA 14: EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A ESTABILIDADE DAS
CELULASES DE 7. longibrachiaotun (Blu 8.5).
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A atividade celuleclitica permaneceuy praticamenis
constante gquando a enzimpa fol submetida as lemperaturas de 25 e
A30°C por 1 hora, pordm, pelo pericdo de 24 horas a estas mesmas
temperaluras a enzima diminuiu sua atividade de hidrélise de papel

de Ffiltro em 17,354

191



MNio houve diferenca significativa entre a
estabdlidade da enzima 2s temperaturas de 40 e 45°C, mendo que a
enzima perdeu 10,8% de sua atividade apds uma hora de incubacio, e

35% apds 24 horas de incubagcio a estas temperaturas.

Aumentando-se a temperatura, a establlidade da
ernzima diminuiu, sendo que, apds incubagfco por 10 minutos a BO7C,
sus atividade foi reduzida em 17,.8%, o, em 24 horas de incubagBo a
esta mesma temperatura, a2 enzima perdeu 84,7% de sua atividade de

hidrélise de papel de filtro.

A estabilidade da enzima ac calor por longos
pericodos & muito importante quando se deseja aplica~-lia em
processes industriaiz a altas temperaturas, como por exemplo, em

processos de sacarificacio do material celuldsico.

Neste sentido, foram estudadas duas avicelases de
4. oculeatus que mostraram—se estdvels por 10 minutos acima de S0°C
fARAY =t al. 1987), enguanto que, uma avicelase de £, glercorariun

mosirou~se estivel por varios dias a S30°C  CERONNENMEIER &

STAUDENBAUER, 18200.
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4.7. Eremo Do PH NA ATIVIDADE E ESTABILIDADE DA ENZIMA

Na Figura 15 estd representado o pH dtimo para a
atividade de hidrélise de papel de filiro. A atividade mixima foi
encontrada quando a reaclo enzimdtica fol realizada numa faixa de
piH entre 4,8 ¢ 5,0, Porém, gquando o pH da reaclo fol slevado para
.4 e B.8, a atlvidade enzimitica diminuiu 417.8 e 25,0x

respectivamente, em relaclo ac valor da atividade a pH 5.0,

FIGURA 192 EFEITO DBO pH KA ATIVIDADE DAS CELULASES DE
T. lengibroachiatwun (Blu §6.%8)
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A Figura 16, representa ¢ efeitc do pH na
establilidade da enzima. O extrate enzimitico bruto fol submetido a
variacHfes de pH eontre 3.4 o B,.O &, as atividades de hidréllise de
papel de filtro determinadas periocdicaments, entre 1 o 24 horas. De
Bcorde com oz resultadoz obltidos, as celulases presentes no
extrate enzimdtico =3o maiz estivels na fajixas de pH entre 4,4 e
5.0, onde, apds 24 horas de incubacio conservaram aproximadamente
B7% de sua atividade inicial. #As celulases mostraram-se mals
estdvels quando incubadas en valores de pH abaixo de 5,0, do gue
gquando entre pH 5,8 e B,0., Quando o extrato enzimitico ol
incubado por 1 hora a pH 3.8 e 8,0 sua abtividade snzimdtica foi
2 .5% mais baixa em relaclo a atividade da enzima incubada a pH
%5.0 pelo mesmo periodo de tempe. Aumentando-se a faixa de pH para
7.0 e 8,0 a enzima apresentou-se totalments instivel, praticamente

nio exibindo atividade apds 1 hora de incubagBo neste intervalo de

pH.

Relacionando-se os resulitados obitidos., do sfelito do
pH seobre a atividade & estabilidade enzimbtica, com a literatura,
pode-se  observar gque as celulases fingicas, principalmente as
produzidas peloe 7. reesei possuem o pH Stimo entre 4.8 e 5,0
LHMAMDELS, 12815, A atividade mixima de hidrdlize de ocelulose
microcoristalina por celulase de 5. thermophile fol cobtida entre pH
4,0 e 5,0 (FRACHEBOUD & CANEVASCIHI, 18882 enguanto gue, para
celulase de £ jovanicum o pH dtimo de hidrdlise z‘éi entre 5,0 e

5.8 (TANAKA ¢ al. 12815,
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FIGURA 18: EFEITO DO pH HA ESTABILIDADE DAS J(ELULASES DE
T. longibrachictum (Bilua 5.5

produzidas por alguns microrganismos apresentam valores et e mos
de pH o6timo e pH de establ lidade. ARAL et al.. CLes7s,
caracterizaram uma avicwlase de 4. aculegius a qual apresantou pH
SGtimo de 2.4 o estabilidade em pH dcido por 24 horas., Por oulro
lade, SHIKATA 2t l. 18800 isoclaram uUma cepa de Boacillus
alcalofilico capaz de produzir celulases com pH Stime entre B,D @

9.5 as guais podem ser wutilizadas como aditive para aumsntar a

aficiéncia de produtos detergentes.
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48 Ersiro pa ConcenTRASAO Do SUBSTRATO NA  ATIVIDADE  DE

B-GLICOSINASE

O efeito da voncent.racio des substrate,
w-nitrofeni] ~A-D-glicosides CONPEY, determinado de acordo com as

condlicdes desceritas no ftem 3.10.3., estd ilustrado na Figura 17,

A constante de Michaelis Menten {(Kmd e a velocidade
mAxima (Vmex? foram determinades de acordo com o sistema grafico

de Lineweaver-~Burk.

CGs valores obtidos para Km & Vmex segundo a Figura
17 foram O0.85540° M & 0,73 umel aclcar redutor-minsmg de

proteina,

WILSON & HNIEDERPRUEM (19672 obtiveram um Km de
0,33xia_9 M para fglicosidase cier Sohizophyl lun LI ,
utilizando ONFG como substrato. O Km para a ff~glicosidase
intracelular de T. resssi estd em Ltorno de 0,9 a Q,Bxi&_g M e para

B

a extracsllular & de 1,5 a &.,8x0 5 M guands celobiose ol

gtilizads como substrato (MANDELS, 18883,
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FIGURA 17: EFEITO DA CONCENTRACAD DE O-NITRO-A-D-GLICOSIDES NA
ATIVIDADE DE [-GLYCOSIDASE
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48 Mopo pE ACAO DAS Erzimas CELULOL TICAS

Este ensaio fol realizado com o obijstiveo de
verificar o modo de acBo do extrate enzimdticos bruto sobre dols
substratos celulésicos: carboximetilcslul ose e celulose
microcrizstalina, Fara tbtal, foram wbllizados dols mndiodos de
determinacie de acloarss, o do DHN.S o qual determina aclcares

redutores totals 2 o mélodo da glicose-oxidazse, esapecifico para

glicozse,
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FIGURA 18: ACXO DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO SOBRE CARBOXI
METILCELULOSE
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Conforme a Figura 18, a formaclo de agdcares
redutores totals Cglicose, celobiose e celooligossacarideons)

aconteceu rapidamente quando o extrato enzimdtico atusu scbre CMC .

Aproximadamente apds 20 minutos de reacio,  a
glicose formada C(glicose cocxidased, representava em torne de 38X
dos agleares redutores totais (AR T.D, determinades peio método
de DNS, e ac final da reacio (80 minutosd, a glicose representou
B5O% dos aclcares redutores formados. Assim, a acio do exirato
enzimitice bruto sobre a CHMCO, formando elevada concentracio de
AR.T., pode ser devide ao alto grau de regifies amorfas gque este
substrate apresenta facilitando a acdc da endoglicanasse @

conseqgquentenente das demzis enzimas do complexo celulolitico.

A acl3oc do extraito enzimdtico scobre =a ceiulmse
microcristalina estd representada na Figura 18, onde pode—se
shservar a acio maiz lenta da enzima sobre este substrato,
indicands que a complexidade do substrato, pela presenca  de
regides cristalinas, deve dificultar a hi drélise enzimdtica. Apds
20 minutos de reacico pode-se verificar uma formacio ainda lenta de
glicoze = apds 80 minutos aproximadamente, S0 X dos agdcares

redutores totals formados & glicose.
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FIGURA 19: ACAO0O DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO SOBRE CELULOSE

MICROCRISTALINA
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4.10. PuriFicasA0 DO EXTRATO BNz srico BrRuTo

0 fungo Blu 6.8 foi cultivado em meio base contendo
Solka~Floc—-BW 40 como fonte de carbono, conlorme descrito no item

3.8 1.

Apds o ecultivo, obleve-se o extrate enzimitico
mruto 1800 ml), filtrando-se o melo em 13 de vidro. Az proteinas
do filtrado foram precipitadas por saturacdo com sulfats de amdnio
a B5%, ocbtendo-se awn final 12,538g de precipitado, © gual foi
ressuspendide em tampdo acetato. Para a remocic do sal foi
roalizads uma ultracentrifugacfo chegando-se a um wolume de Z0 ml.
Este extrato bruto concentrado foi utilizado na etapa de

eromatografia de troca idnica.
4.10.1. CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE DEAE SEPHADEX AmE0

0 extrate enzimiticeo concentrado, conforme deserito
mes Ltem anterior, foi aplicado CBml3 sgobre a coluna de troca
{&mica. Durante a eluiclo das enzimas fol realizado um gradiente
de Natl de 0,08 a 0.2M e foram obtidas S fraches proté&icas,. as
cuais foram deierminadas suas atividades enzimiticas conforme ssti

demonstradoe na Figura 20.
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A fracao k4 apresentou maior atividade de
fi—glicosidase, sends sua atividade especifica total de 7.1 Usmg
proteina (Tabela €13, Esta mésma fracio apresentou atividades
sobre os substratos, CMC, xilana e papel de filtro. Segundo
MANDELS et «l. 19743, a atividade de hidrélise de papel de filtro
ooorre na presenca de endo, ou de endo e exoglicanase, por 1Sso
eeta atividade & muite utilizada para representar a atividade do

sistema celulolitico.

Come pode ser ohservado na Figura 20, o malior pico
de proteina (leitura a 280 nmd foi obtide na fracBo II. Nesta
fracio foram encontradas atividades g CMCase, xilanase.
avicelase, hidrélise de papel de filtro e pouca 3—glicosidase. A
aclc das enzimas sobre os substratos CMC, xilana e celulose
mierocristalina nfc representa necessarliamente a presenca de
endogl icanase, xilanase e avicelase respectlivamente, Conforme
deseritc no item 2. 2.8, os substratos utilizados na determinacio
de atividades enzimaticas celuloliticas, na sua maioria, ndo sio
especificos, sendo que, uma endoglicanase & capaz de atuar sobre
CMC, wilana e Avicel, pois todos estes substratos apresentam na
sua sstrutura, ligacdes £-1,4 glicosfdicas. ROYER & NAKAS C1o8ad
relataram gque a presenca de atividade de xilanase sobre substratos
celulésicogs  pode ser devido a atividade de celulases nio
_especificas e alertaram para o fato de que a carbox metiloel ul ose
pode estar contaminada com tragos de #ilana. Assim, a presenca de
atividade de xilanase pode também seor devido ao fato da

carboximetilcelulose conter residuocs de xilana.
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A frac3e III apresentou atividade de CMCase,
wilanase, PFase, o que provavelmente também & devido a auséncia de

especificidade das enzimas pelos substratos.

A Gltima fracl3o protéica foi a fragfo VI, a qual
apresentou atividades de CMCase e avicelase e baixas atividades de

xilanase e hidrélise de papel de filtro.

A ecromatografia de troca idnica fol repetida por
trds vezes afim de se obter um resultado repetitivo. Os valores
das atividades enzimiticas desta stapa de purificaclo encontram-se

na Tabela 21.

4.10.2. FRACIONAMENTO EM GEL SEPHADEX G~100

An final da etapa de cromatografia de troca l0nica
foram obtidas 8 fracdes as quais foram concentradas por
precipitacio com sulfato de amdnio B85% e aplicadas em gel Sephadex

G100 para Separar as enzimas e determinar SEeUS pesos

mol ecul ares.

As atividades enzimiticas das fracdes de I a VI
apdés filtrac3eo em gel e seus lLeores protéicos estlo listados na

CTabela &2,
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Apdés filtracio em gel, a fraclo I apresentou as
maiores atividades especificas de xilanase e fi~glicosidase,

CTabela 223 indicando a presenca destas enzimas na fraglo.

A fraclc II apresentou alta atividade especifica de
wilanase e CMCase e uma atividade especifica menor para avicel ase
e PFase. A presenca destas atividades nesta fragio sugere a aglo
de uma endoglicanase sobre estes subztratos, e talvez de uma
wilanase, devido a sua alta atividade especifica nasta fragio. A
fraclc III, apresentou as MNESDAS atividades que a fracido II,
excete hidrélise de papel de filtro, sendo gques Suas atividades
especificas foram bem menares, indicando talvez tracos das enzimas
da fraclc II ou perda do sinergismc enire endo & exoglicanase pela

separacio destas duas enzinmas.

A auséneia de atividade de PFase e xi lanase na
fracio IV e o aumenito na atividade especifica de avicelase em
relac8o a fragio III, sugere que a enzima pressnte nesta Ir agio

dave ser exoglicanasze.

A atividade espescifica sobre xilana na fragio WV
pode indicar, provavelmente, a preasenga de uma xilanase ou OMCasze,
sendo que, as atividades de avi celase presente nesta fracio pode

indicar a presenga da enzima da fraglo anterior.

O aumento da atividade sspecifica de CHlase

wilanase na fragio VI em relacio a fraglo V, =, a pressnca de
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atividades de PFase o avicelase sugerem gue a enzima presante na
fracio VI possa ser uma endoglicanase. Esta enzima além de atuar
sobre CMC possuli a capacidade de agir sobre o subsirato papel de

filtro. e xilana, e, em  meEnor proporgio, sobre celulose

microcristalina,

A1l DETERMINACAO DO PESO MOLECULAR

A coluna de gel Sephadex G-100 gque foi utilizada
para separagic das fracdes enzimaticas, fol  calibrada  <om
compostos de pescos molsculares conhecidos conforme descrito no
jtem 3.12.3., cobiendo-se uma curva de calibracio (Figura 21J, que

relaciona o logaritmo dos pesos mol eculares com Kov.

Foram realizadas a determinacia o Ppesos

molecul ares das enzimas presentes nas fraciées I, II & IV.

A fracio I apresentou alta atividade especiflca de
wilanase e [G-glicosidase apds filtragio em gel, sendo que, Sous
Kave foram determinados & extrapolando-se o valor obtido na ourva
de calibrac8o (Figura 212 foram obtidos os pesos noleculares
destas enzimas. A f-glicosidase apresentou um pPesc molecular de
aproximadamente 44. 000 ¥Da e a wilanase em torno de 14,000 kia.
Estes valores sio comparavels aos encontrados na literatura, oS
quais variam conforme O microrganismo produtor  da enzima, A
f-glicosidase de 7. viride possul peso molecular de 47.700 kla =
de T. koningiti 38.8B0C kDa, entretanto, existem [F-glicosidases de

5. pulverulentum gque chegam 2 possuir 182, 00C kDa CENART &
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PAAVOLA, 18873, As xilanases, em geral parecem apresent.ar um peso

molecular um pouce inferior aocs da f-glicosidase, sends que, as

wilanases encontradas ne 7. reeseil possuem um peso molecul ar gque

varia de 85800 a 40.700 Da (DEKKER. 1885).

FIGURA 21: CURVA DE CALIBRACRG PARA DETERMI NACAC DO PESO
MOLECULAR
S
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Na fragio I foram encontradas duas atividades

especificas altas; de endoglicanase  (CHCased de xilanase e,

quands SeUs pesos molecul ares foram delerminados, encontrou-se

valores de 28.000 e 186.000 kba respectivamente.
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molecul ares das endoglinases encontrados na literatura variam <om
o microrganisme produteor, assim, as selis endoglicanases do 7.
ressel estudadas possuem valores que variam na faixa de B0, 000 a

#7. 000 Da CEMART % PAAYOLA, 18872,

A provavel exoglicanase encontrada na fraclBo IV
apresentou peso molecular em torno de 80,000 kDa, sendo gue o=
pesos moleculares das celcbiochidrolases de espécies dé Trichoderma
estudadas coincidem com este valor Centre 44.000 e B4 000  Dad

CENARI & PAAVOLA, 189870,
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5. CONCLUSOES

- O dois mdtodos utilizados para isolamento & selecio dos
microrganismoes, foram complementares para a deteccio de smzimas
celuloliticas. O método de formacico de halo em placas, contendo
Agar—celulose-rosa de bengala, indica apenas a presenca ou nic de
enzimas celuleliticas, ou seia., © tamanhe do halo formado, N
corresponde a quaﬁntidade de enzimas produzidas pelo microrganismo.
Por sua vez, o método de rompimento de flta, nos permile comparar
gquantitativamente a producic enzimitica entre microrganismos de
acorde com o tLempo necessario para romper da fita. Dos 284 fungos
isolades devids a formacio de haleo, apenas 70 romperam a Tfita no
intervalo de 14 dias, nas condicdes de estudo. 0s fungos rastantes
provavelmente produzem uma menor quantidade de celulases,
necessitando de um tempo mais prolongado ou de outras condi cles de
cultivo, como por exemplo, temperatura mals alevada. Apesar das
hactdrias isoladas produzirem halo, ndc foram capazZes der degradar
a fita de papel de filtro, indicando que as enzimas celuloliticas
produzidas devem ser intracelulares ou podem estar ligadas a

parede celular, fato este ja observado por muilos pesqul sadeores.

-~ O mubtante m_. apesar de apressntar um grande halo
transparente ao seu redar nie foi capaz de romper a fita no
periado de 14 dias, indicando uma diminuicio na producdo de
colulases, fato este comprovado apdés a determi naclo de suas

atividades celuloliticas.

A produgic de proteinas pelo muatante fol inferior a do
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microrganisme selvagem indicando que a mutaciio pode ter allerado o

sou sistemas secretdrio.

- De uma forma geral, as maiores atividades de hidrélise de
papel de filtro, CMCase e avicelase foram oblidas quando
Solka-Floco fai utilizada COmo fonte cler carbono pelos

microrganismos Bla 6.8, m, e OM D41 4.

~ O residucs agricolas apresentaram-se como uma Stima opglo
para a produgfio de xilanase em meloc liguido zob agitagidoc, uma vez
que, os melhores resultados foram oblides quando estas fontes de

carbong foram utilizadas.

- 0 microrganismo Blu 6.5 apresentou maior producio de
xilanase guando cultivado em bagago de cana. O melhor resultado de
atividade de xilanase para < mutante Mo fol obtido apds seu
cresciments em casca de mandioca. A alta produgdo de wxllanase em
residucs agricolas pelos microrganismos utlilizados deve sor

provavelmente devido a2 presenga de hemicelulose (xilanad nestes

mataeriais.

- As mel hores atividades de S-glicosidase para o
microrganismo Blu 8.85. foram obtidas guando utilizou—-se bagaco de
canax ou farinha de babacu em meic liguido, sendo que, a maior
atividade de f-glicosidase fol obtida guando o mutante m, CTesceu
em meio contends Farelo de trigo. De uma maneira geral, a producio

de fi~glicosidase em celulose pura, pelos microrgani smos estudados,
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foi comparivel aguela obtida em residuc agricola.

- A cepa de T. longibrachictum isolada (Blu &.85, apresentou
maior produclo de celulases que a cepa selvagem 7. reesei QM Ga e
comparédvel a <o mutante 7. reesei- QM 941 4. Apesar do mutante
obt i do {maé) nic ter apresentado melhores nivels de celul ases, a
cepa selvagem € promissora para estudos de mutacio, devido a sua
capacidade de produciio de enzimas celulcliticas com  boas
atividades. Provavelmente o© uso de ouilros agentes mulagénicos,
SO por axenplo, Henitro-N-nitroso-guanidina, POSSA ger ar

mutantes mals eficisntes.

- A melhor producio das celulases em geral, e de
f~glicozidase fol no 5°dia de incubacfo, sendo que, a atividade
mais elevada de xilanase fol obtida no 3%dia e 4°dias de incubacio
de microrganisme Blu 6.% em melo liquido contendo Solka-Floc BW

200.

-~ © papel jormal foi hidreolisado com maizs eficidncia do gue
¢ bagaco de cana pelo extrato enzimitico bruto, provavelmente pela
malor preéenca de lignina no bagago nd3o tratado, o que dificulta

figicamente o acesso enzimdtico.

- A temperatura &tima para atividade das celulases
produzidas pelo microrganismo izolade & S5°C, sends estivels por
uma hora a 85 e 3I0°C. A faixa de pH Stimo para aclic das celulases

produzidas & entre 4.8 e 5,0, sendo mais estivels entre
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pH 4.4 e 5,0.

- A econstante de Michaelis Menten para g-glicosidase &
0823407 M e a velocidade mixima 0,73 umol de acucar

redutor-ml min/mg de proteina,

- A producio de agUcares redutores totais pela aclo do
ext.rato enzimitico sobre carbosdimetilcelul ose ol al evada
provavelmente pela acic de endoglicanase em regides amorfas,
permitindoc a aclco da exoglicanase a qual libera ceoloblose esou
glicose. A celoblose fica disponivel para 2a f-glicosidase,
aumentands ainda mais a quantidade de glicose. A aglo do aextrato
enzimitico sobre celulose microcristalina resultog =m uma menor
formacio de agtcares redutorss totals demonstrande a dificuldade
da endoglicanase atuar neste substrato para liberar finals nio
redutores, permitindo a aclo de exoglicanase e posterior aclo de

-gglicosidase.

- O extrato enzimitico bruteo foil parcialmente purificado
pela utilizacio dos métodos de cromatografia de troca idnica
filtracio em gel. Provavelmente, as fracies opbtidas devem conter
mais de uma snzima em Sua composicio , demonstrands a necessidade
de wutilizac3o de substratos mais sspecificos para a deteccio
destas enzimas., Técnicas avancadas para purificacio, como por
exempl o, cromatografia de afinidade e isoeletrofocalizacido,

poderiam, ser utilizadas para obtencSc de enzimas mais puras. Na
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pritica, o isolaments das enzimas componenies do complexo
celulolitico n3o é interessante, uma vez que aprasentam sinergismo

entre si, tendo suas atividades reduzidas quando separadas.
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