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RESUMO

A maior fracao que compde a biomassa lignoceluldsica € a celulose, representando
o material organico renovavel mais abundante e viavel, que através de conversao bioldgica,
quimica ou fisiologica, leva a formagao de produtos de interesse econémico. A degradagao
biolégica do material lignocelulésico constitui uma das etapas mais importantes do ciclo do
carbono. Muitos microrganismos possuem a habilidade de degradar o material
lignocelulésico em diferentes graus, metabolizando os compostos intermediarios de baixo
peso molecular. Os microrganismos celuloliticos possuem um papel importante na
degradacao da celulose, uma vez que as hifas destes fungos penetram na madeira, liberam
enzimas e degradam o material lignocelulésico. A maioria dos microrganismos conhecidos
em degradar a celulose eficientemente, produzem um conjunto de enzimas com diferentes
especificidades, atuando juntas em sinergismo. A capacidade de produgdo de enzimas
ligninoliticas sob condigao microaerébica pode conferir ao microrganismo vantagem seletiva
para sua sobrevivéncia em meio natural, proporcionando a este uma maior versatilidade em
relacdo aos estritamente aerdbios ou anaerdbios. A fim de verificar a capacidade dos
fungos em degradar material lignocelulésico sob diferentes condigdes microaerdbica, foram
testados 7 microrganismos, selecionando-se 3 linhagens: linhagem H2 (basidiomiceto);
Geotrichum terrestre (levedura) e Fusarium oxysporum (fungo imperfeito). As linhagens
apresentaram maiores produgdes das enzimas lignoceluloliticas apds crescimento em meio
complemento (adicao de tween 80, MnO,, e auséncia de cisteina) quando comparados os
resultados obtidos apés cultivo em meio nutriente. De acordo com os resultados obtidos
durante o desenvolvimento deste trabalho verificou-se que o tween 80 tem influéncia na
secregao enzimatica, pois houve aumento na produgdo das enzimas pelas linhagens. Com
relacao aos produtos de fermentagédo obtidos pode-se observar que algumas linhagens
apresentaram melhor produgdo quando tween 80 foi adicionado ao meio, como por
exemplo a linhagem G. terrestre que apresentou maior producao de acido citrico, acido
tartarico, acido latico e acido acético, e pela linhagem H2 com maior producédo de etanol.
De uma forma geral todos os microrganismos testados foram capazes de degradar e
fermentar o material lignocelul6sico nas diferentes concentragées de substratos (1%-20%)
e produzir as enzimas celuloliticas e ligninoliticas sob condigdes de baixa oxigenacéo. Este
resultado € importante, uma vez que a degradacao da lignina é conhecida como um
processo oxidativo e a possibilidade de sua degradacdo ocorrer em ambientes

microaerobicos implica em novas oportunidades de aplicagdes biotecnoldgicas.
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ABSTRACT

Cellulose accounts for the major part of lignocellulose found in nature, and
consequently, its degradation is essential for the operation of the global carbon cycle.
Lignocellulose, such as wood, is mainly composed of a mixture of cellulose (40%),
hemicellulose (20-30%), and lignin (15-30%). An association of enzymes acting in a
concerted fashion degrades cellulose. This cellulase enzyme system consists of three major
components, which are referred to as endoglucanase (carboximethylcellulase),
exoglucanase (avicelase), and cellobiase (B-glucosidase). These enzymatic components act
synergistically in the hydrolysis of crystalline cellulose. The process by which the
microorganisms degrade lignin is oxidative, involving enzymes such as lignin peroxidase,
manganese peroxidase, and laccase. Cellulolytic microorganisms are found among various
taxonomic groups. They include fungi and bacteria, aerobes and anaerobes, mesophiles
and thermophiles and occupy a variety of habitats. Only a few groups of microorganisms are
capable of degrading the complex lignin polymers and the white-rot fungi, which cause the
greatest degree of mineralization, best exemplify them. Most of the lignocelluloses in nature
are oxidized to carbon dioxide by aerobic microorganisms, but a substantial amount is
degraded in anaerobic environments such as soil and mud that contain plant material. To
verify the microbial capacity to degrade lignocellulosic material under microaerophilic
conditions, seven strains were studied and three were selected: Geotrichum terrestre,
Fusarium oxysporum and H2 strain (basidiomycete). The results obtained with strains H2, F.
oxysporum and G. terrestre suggest that they prefer lower oxygen concentrations for growth
and enzyme production. Lignocellulolytic activities were detected in all strains but varied
with the carbon source used. The highest levels of these activities were produced by strains
after growth in the complement media (addition of Tween 80, MnO, without cystein), when
compared with the result obtained after growth in nutrient media. The results obtained in this
study showed that Tween 80 influences the enzymatic activity, due to better enzyme
production. Ethanol and other non-gaseous fermentation products were detected following
HPLC analysis. Strain H2 showed a greater production of ethanol and G. terrestre of citrate,
tartarate. lactate and acetate. Since they produce enzymes necessary for the breakdown of
lignocellulosic materials and utilize most of the degradation products for growth, these

strains show great potential for novel biotechnological applications.
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1. INTRODUGAO

Na natureza, a biomassa é constituida basicamente de lignocelulose,
conseqientemente, sua degradacdo €& importante para a operagao do ciclo
global de carbono. A lignocelulose, € composta principalmente por uma mistura
de celulose (40%), hemicelulose (20-30%) e lignina (15-25%). A celulose € o
principal constituinte da parede celular das plantas sendo o composto organico
mais abundante na Terra. A hemicelulose, € um polimero de monossacarideos,
seus tipos e a distribuicdo dos mesmos variam dependendo da fonte de
biomassa. A xilana, um polimero de xilose, representa a fragao predominante da
hemicelulose. A lignina, € um polimero fenilpropano de composicao complexa
(WYMAN, 1994). Juntas, a celulose e a hemicelulose representam em torno de
65-75% do total da biomassa lignocelulésica, as quais ap6s serem hidrolisadas
em seus acgucares, torna-se viavel para fermentagao (WYMAN, 1996). Além da
sua especial importancia no ciclo de carbono, a lignocelulose tem grande
potencial como uma fonte alternativa de combustivel e matéria prima para a
industria quimica (NIKOLOV, 2000).

Exemplos comuns de biomassa lignocelulésica incluem a madeira,
residuos agricolas e de processamento industrial, como aqueles gerados pelas
industrias de papel e celulose, téxtil, etc. Porém para utiliza-la se faz necessario
a sua conversdo para compostos utilizaveis como, glicose, etanol, adubos

organicos, racao animal e outros.

A maior parte do material lignocelulésico € oxidado a CO, na natureza,
por microrganismos aerébios, mas uma quantia substancial (5 - 10%) é
degradada em ambientes microaerébicos ou anaerdbicos, uma vez que a
atividade anaerdbica em solos, compostos, pantanos e sedimentos ricos em

material lignocelulésico comega proxima a superficie e condigoes
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completamente aerobicas sdo usualmente restritas a uma camada fina da crosta
(BEGUIN & AUBERT, 1994).

Existe uma grande variedade de microrganismos capazes de degradar
material lignocelulésico, mas a degradacao da lignina é restrita a poucos
organismos (TUOR et al., 1995). A degradacao completa da lignina na natureza
deve-se ao resultado da agao cooperativa de fungos e bactérias. Todavia, a
degradacao extensiva da lignina € atribuida a acao de poucos fungos capazes
de degradar madeira (TUOR et al., 1995), dos quais os mais importantes s&o os
fungos de degradacao branca. Existem varias espécies desses fungos as quais
formam um grupo heterogéneo consistindo basicamente de basidiomicetos
(TUOMELA, 2000).

Para a degradagéao da lignocelulose as enzimas celuloliticas e xilanoliticas
podem ser produzidas por uma grande variedade de microrganismos, tais como
bactérias aerdbicas e anaerobicas, fungos de degradacdo branca e de

degradacéao branda e também por fungos microaerébicos e anaerobicos.

A utilizagdo biotecnolégica da lignocelulose requer um sistema
lignocelulolitico eficiente. A bioconversao de materiais lignocelulésicos tem sido
impedida pelo alto custo de producao das lignocelulases. Por este motivo, o
isolamento de novos microrganismos produtores destas enzimas e estudos
relacionados com a sua produgcao e também com a fermentagdao direta de

material lignocelulésico sao bastante importantes.

Sob o ponto de vista da aplicacdo tecnoldgica o estudo de fungos

ligninoliticos microaerdbios sao importantes pelos seguintes fatores:

1. Esses fungos seriam capazes degradar e fermentar a lignocelulose
diretamente, podendo entdo ser utilizados na producdo de acucares e de
produtos de fermentacao (ex. etanol, acetato, acido latico, e outros) ou na

producao de enzimas celuloliticas, hemiceluloliticas e ligninoliticas.
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2. Pelo fato de também crescerem em lignina eles podem ser utilizados para
tratamento de residuo agricola, tanto na producdo de agucares ou para
aumentar a digestibilidade e conteudo proteico desses residuos, que poderiam

ser empregados para ragao animal.

3. Podem ser utilizados com maior eficiéncia em fermentacdes solidas, nas
quais a aeracao € um fator importante, uma vez que a pressao parcial de
oxigénio e didxido de carbono no ambiente sao fatores criticos para o

crescimento micelial e também producao extracelular de enzimas.

4. Podem ser utilizados em processos de digestdo anaerobica de material
lignoceluldsico, tais como residuos agricolas e residuos solidos domésticos para
a producao de fontes alternativas de energia. Nestes processos, a hidrolise da
lignina e da celulose sao limitantes do processo e fungos anaerobios talvez
possam melhorar a economia do processo, dependendo das caracteristicas das

enzimas lignoceluloliticas por eles produzidas.

Este trabalho teve como objetivo principal selecionar linhagens fungicas
com alta capacidade de metabolizar e fermentar material lignocelulosico. Para

atingir este objetivo as seguintes metas foram realizadas:

° Estudo do sistema lignocelulolitico destes fungos sob diferentes

condigdes de oxigenacgao e concentragdes de substrato;

o Estudo do metabolismo fermentativo dos fungos selecionados e

efeito da adigao de nutrientes complementares.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Material Lignocelulésico

A lignocelulose € o principal constituinte da parede celular da maioria das
plantas terrestres e € uma das maiores fontes de carbono renovaveis, possuindo
uma sintese estimada em 4 x 107 toneladas por ano (KUBICEK, 1992). Sendo
assim, € o composto biolégico mais abundante encontrado na Terra, e o
material dominante do residuo da agricultura, na forma de talos, troncos e
cascas; sendo também um dos principais produtos de residuos naturais e de
atividades produzidas pelo homem. Na natureza a celulose nao € encontrada na
sua forma pura, ou seja, esta sempre associada com outros polissacarideos
(hemicelulose, pectina) e lignina. Para exploragao da celulose, é frequentemente
necessario remover os compostos ndo celulésicos. A maioria dos residuos
agroindustriais, como por exemplo, os residuos agricolas, os lixos urbanos, e os
residuos de processamento das industrias de papel e alimentos é composta de

celulose, hemicelulose e lignina (NIKOLOV, 2000).

Os residuos agricolas contém cerca de 20 a 60% de celulose, 20 a 30%
de hemicelulose e 15 a 30% de lignina. O farelo de trigo e de arroz, por
exemplo, contém cerca de 25 a 40% de celulose e o restante de hemicelulose
(20-35%) e lignina (30%). Os jornais possuem aproximadamente a mesma
composicao que as madeiras das quais sao derivados, apresentando 40 a 55%
de celulose, 25 a 40% de hemicelulose e 18 a 30% de lignina (WYMAN, 1996).

O progresso na industria biotecnoldgica oferece excelentes oportunidades
para utilizacdo econdmica de residuos agro-industriais, como por exemplo, o
bagaco de cana-de-agicar. O bagago de cana-de-agucar consiste
aproximadamente de 50% de celulose, 25% de hemicelulose e 25% de lignina.
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Devido ao baixo conteudo de cinzas (2,4%), o bagagco oferece numerosas
vantagens em comparag¢ao aos outros residuos agropecuarios como palha de
arroz e palha de trigo, os quais tém 17,5% e 11%, respectivamente, de cinza,
para 0 uso em processos de conversao usando culturas microbianas (PANDEY
et al., 2000). Considerando esta abundante disponibilidade, o baga¢o de cana
pode servir como substrato ideal em processos microbiologicos para obtencao
de produtos com alto valor agregado. Tentativas tém sido feitas para produzir
racao animal com proteina enriquecida, enzimas, aminoacidos, acidos
organicos, e compostos de interesse na industria farmacéutica a partir de
bagaco de cana. Frequentemente, um processo de pré-tratamento tem resultado
no aumento da utilizacdo deste substrato por microrganismos. A aplicagao da
tecnologia de fermentagcado de estado sélido pode ser uma possibilidade atraente
para tal bioconversdo. Ao longo dos anos, um grande numero de bactérias,
leveduras e fungos tém sido cultivados em bagago, entretanto, os fungos
filamentosos, especialmente os basidiomicetos sdo os mais utilizados para

producdo de enzimas e enriquecimento de proteinas (PANDEY et al., 2000).

Ha diferentes maneiras nas quais a energia que esta ao nosso redor pode
ser estocada, convertida e ampliada para nosso uso. As fontes de energia estao
divididas em trés categorias: combustivel fossil, fontes renovaveis e fonte
nuclear. Os combustiveis fosseis sao 0 carvao, o petréleo e o gas natural. As
fontes de energia renovaveis sao solar, vento (edlica), hidroelétrica, biomassa e
forca geotérmica. As fontes de forga nuclear sao fissao e fusao (DEMIRBRAS,
2001).

A energia de biomassa € derivada a partir de material vegetal e animal,
como as madeiras das matas naturais, residuos de processos agricolas e

silviculturas e residuos industriais, humanos ou animais (DEMIRBRAS, 2001).

A energia a qual é estocada nas plantas e animais (herbivoros ou outros

animais), ou nos residuos que eles produzem é denominada energia de
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biomassa. Esta energia pode ser recuperada por aquecimento da biomassa
como um combustivel. Durante a combustdo, a biomassa libera calor e dioxido
de carbono que foram absorvidos enquanto a planta estava crescendo.
Essencialmente, o uso da biomassa é o contrario da fotossintese (DEMIRBRAS,
2001).

Na natureza, toda biomassa se decompde em moléculas com a liberagao
de calor. A liberacdo de energia a partir da combustao da biomassa imita o
processo natural. Entretanto, a energia obtida desta € uma forma de energia
renovavel e, em principio, utilizando-se esta energia nao se estara adicionando
dioxido de carbono ao meio ambiente, em contraste com o combustivel fossil.
De todas as fontes de energia renovaveis, a biomassa € a unica na qual a
energia solar é eficientemente estocada. Além disso, é fonte renovavel somente
de carbono e €& capaz de ser convertida em combustivel sélido, liquido ou
gasoso. A biomassa pode ser usada diretamente (por ex. queimando-se
madeira para aquecimento ou cozimento), ou indiretamente convertendo-se em
combustivel liquido ou gasoso (por ex. alcool a partir de cana de agucar ou
biogas a partir de residuos animais) (DEMIRBRAS, 2001).

2.2. Estrutura da Celulose

Quimicamente, a celulose € um polimero linear, composto de unidades de
D-anidro-glicopiranosideo unidas por ligagdes f-1,4-glicosidicas sendo a
celobiose sua unidade basica (Figura 1A). As unidades de anidroglicose
adotadas na configuracdo de cadeia mostrada na figura, sofre rotacdo de 180°
sobre o eixo principal em relagdo a sua molécula vizinha, gerando uma
configuragédo linear espontanea com o minimo de impedimento estérico. O

numero de unidades de glicose na molécula de celulose varia entre 100-14.000
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residuos e o grau de polimerizacao foi reportado entre 15 - 14.000
(COUGHLAN, 1992, BEGUIN & AUBERT, 1994).

A molécula de celulose esta acoplada por ligacées de hidrogénio intra e
intermoleculares gerando grandes cadeias, as quais tem importancia na
formacao de microfibrilas insoltuveis e rigidas (COUGHLAN, 1992; BEGUIN &
AUBERT, 1992), como esta apresentado na Figura 1B.

(A)
4 CH.OH L 1 H.OH
/,/1:;--~---...%§_____...------~0\ o}1/]"'~----.H5___’QH----T.\ \\Q-..go e & OH/_ ___OH- P
\ ; | \F ; ; .
— HOZY X cHon O - HO g Y cHoH ©
GLICOSE | |
(B)
VAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAY ,"'”‘,-"L"'.."\“-r'-‘d’ AN
— AANAANANAASNSANAANNAAN VNV NNAAANNAANAANASAN
REGIAO CRISTALINA REGIAO AMORFA REGIAO CRISTALINA

Figura 1. Estrutura da celulose. (A) Ligacdes pB-glicosidicas. (B) Estrutura
esquematica de uma fibrila (BEGUIN & AUBERT, 1992).

Estas fibrilas tornam a unir-se por ligagdes de hidrogénio e forgas de Van
der Walls intercadeias, resultando na formagdao de um polimero insoluvel
denominado de microfibrila (COUGHLAN, 1992). A menor unidade de fibra da
celulose é a fibrila elementar; e quando estas fibrilas se unem para formar as
microfibrilas, podem ter um arranjo altamente ordenado, denominado de regiao
cristalina da celulose. Entretanto, em algumas partes, as fibrilas nao se
encontram bem ordenadas, dando origem as regides amorfas (BEGUIN &
AUBERT, 1992).



A estrutura cristalina aparentemente executa um papel muito importante
na degradacao enzimatica da celulose, pois tem se observado que a celulose
com alta cristalinidade reage mais vagarosamente que a celulose com baixa
cristalinidade. A cristalinidade juntamente com a presenca de lignina sao os
maiores impedimentos para a hidrolise enzimatica da celulose (KNAPP, 1985).
Envolvendo a estrutura cristalina e infiltrando-se na regido amorfa, existem

hemiceluloses e cadeias isoladas de celulose (WYMAN, 1994).

2.2.1. Sistema Enzimatico Celulolitico

A primeira agao da enzima para hidrélise efetiva da celulose nativa requer
uma operagao sequencial das celulases, isto €, endoglucanases (antes
denominadas C,), exoglucanases (C,) e celobiases (B-glicosidase), como esta
representado na Figura 2. A endoglucanase € uma endoenzima que rompe
aleatoriamente a cadeia de celulose, por exemplo a carboximetilcelulase
(CMCase). A enzima é capaz de quebrar a molécula de celulose no meio da
cadeia para criar finais nao redutores para subsequente agdo da exoenzima. A
exoglucanase € uma enzima que rompe as unidades a partir do final da cadeia,
por exemplo, a Avicelase. Esta enzima é a principal responsavel pela produgao
de celobiose a partir da celulose cristalina. A B-glicosidase € uma enzima
especifica para celobiose tendo como produto final a glicose. As enzimas endo e
exoglucanases atuando juntas, podem solubilizar a celulose nativa em celobiose
(duas moléculas de glicose), e este efeito &€ denominado sinergismo. Nenhuma
das duas enzimas isoladamente sao capazes de realizar a hidrolise, conforme
esquematizado na Figura 2 (WOOD & McCRAE, 1979). BEGUIN & AUBERT,

1992 resumiram desta maneira: Endo-1,4-B-D-Glucanase, Exo-1,4-B-D-

Glucanase e p-D-Glicosidase.



2.21.1. Endo-1,4-8-D-Glucanase (1,4-B-D-glucano-4-glucanohidrolase,
E.C.3.2.1.4)

Este grupo de enzimas hidrolisa aleatoriamente as cadeias de celulose na
regiao amorfa, aumentando o numero de finais nao redutores e produzindo uma
rapida mudanga no grau de polimerizacdo. Os substratos incluem a
carboximetilcelulose ou celulose amorfa. A celulose cristalina ou Avicel nao sao
atacadas significativamente. O indice de hidrdlise de cadeias longas de
celooligossacarideos € alto, e este indice aumenta com o grau de polimerizagao.

A celobiose € um dos principais produtos da reacao.

2.2.1.2. Exo-1,4--D-Glucanase (E.C. 3.2.1.74. / E.C. 3.2.1.91.)

Existem dois tipos, ambos atuando em finais ndo redutores da cadeia. A
exo-glicohidrolase  (1,4-B-D-glucanoglicohidrolase, E.C. 3.2.1.74.) atua
removendo as unidades de glicose e a exo-celobiohidrolase (1,4-B-D-glucano
celobiohidrolase, E.C. 3.2.1.91.) remove residuos de celobiose. As
celobiohidrolases sdo as enzimas encontradas com maior frequéncia; liberam
pequenas quantidades de glicose a partir da celulose. A celobiose e cadeias
longas de celooligossacarideos sao hidrolisadas mais intensamente quanto
maior for o grau de polimerizagéo. O Avicel € um substrato que tem provado ser

muito Gtil para o isolamento e quantificagdo das celobiohidrolases.



2.2.1.3. B-D-Glicosidase (B-D-glicosideo-glicosil-hidrolase, E.C. 3.2.1.21.)

E um dos componentes mais importantes do sistema das celulases pois
convertem a celobiose e outras celodextrinas de baixo peso molecular, com até
sete moléculas de glicose, a glicose. A hidrélise de celooligossacarideos pela 3-
glicosidase € menos intensa quanto maior for o grau de polimerizagao. A

celobiase ndo € considerada uma celulase especifica, pois apenas ajuda na
acao das celulases através da remocao dos residuos de celobiose que sao

inibitorios.
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Figura 2. Agao das enzimas celuloliticas (WOOD & McCRAE, 1979).
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2.2.2. Microrganismos Produtores de Celulases

Devido a grande quantidade de material celulésico existente na Terra, sua
biodegradacao € importante em muitos habitats naturais, tais como: solo, folhas
e florestas, sedimentos aquaticos e sistemas produzidos pelo homem, como
compostagem e digestores anaerébios (BEGUIN & AUBERT, 1994).

Os microrganismos celuloliticos sao encontrados entre grupos
taxonémicos extremamente variados. Estes microrganismos incluem fungos,
actinomicetos e bactérias (TUOR, 1995). Sao geralmente encontrados em toda
biota onde ha acumulo de residuo celulésico, e ocorrem em populagdes mistas
compreendendo espécies celuloliticas e nao celuloliticas, as quais agem muitas
vezes em associacao. Estas interagcdes precedem a completa degradacao da
celulose, que finalmente € convertida em diéxido de carbono e agua sob
condi¢cdes aerodbicas, e em dioxido de carbono, metano, e agua sob condigoes
anaerdbicas (BEGUIN & AUBERT, 1994). Os principais microrganismos
produtores de celulases estao listados na Tabela 1.

Tabela 1. Microrganismos produtores de celulases

GRUPO ORGANISMO

Bactérias Acetivibrio cellulolyticus, Bacteroides cellulosolvens,
B. succinogenes, Cellulomonas sp., Cellvibrio fulvus,
C. gilvus, C. vulgaris, C. thermocellum, C.
thermomonospora, Pseudomonas fluorescens,

Ruminococcus albus

Actimomicetos Streptomyces griseus, Thermoactinomycete sp.,

Thermonospora curvata, T. fusca
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Tabela 1 (cont.)

Fungos

Agaricus bisporus, Aspergillus fumigatus, A. niger, A.
terreus, Botryodiplodia theobromae, Chaetomium
thermophilum, Eupenicillium javanicum, Fusarium
solanii, Humicola insolens, Macrophomina
phaseolina, Myrothecium verrucaria, Mycellophthora
thermophila, Pellicularia filamentosa, Penicillium
citrinum, P.funiculosum, P. trenis, P. janthinellum, P.
variabila, Pestalotiopsis westerdijkii, Polyporus
adustus, P. versicolor, Poria sp., Sporotrichum
cellulophilumi, S. dimorphosphorum, S. pruinosum,
S. thermophile, Talaromyces emersonii,
Thermoascus aurantiacus, Thielavia terrestris,
Trametes sanguinea, Trichoderma harzianum, T.
koningii, T. longibrachiatum, T. reesei, Trichosporum

cutaneum, T. pullulans

2.2.2.1. Producgao de Celulases por Fungos

Entre os fungos aerdbicos mais efetivos na biodegradagao natural dos
residuos lignocelulésicos, estao os fungos de decomposicdo branca, os fungos

de decomposi¢cao marrom e os fungos de decomposicdo branda (BLANCHETE,

2000).

A superficie da terra € a mais importante biota aerdbica, onde ha acumulo
de residuos celulésicos. Entre estes, a madeira € o componente mais
lentamente atacado por microrganismos celuloliticos, devido a alta quantidade

de lignina. A degradacgdo completa de lignina € um processo oxidativo o qual €
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realizado por poucos microrganismos como por exemplo, o fungo de
degradacao branca Phanerochaete chrysosporium. Entretanto, uma larga
variedade de organismos, em particular actinomicetos (McCARTHY, 1987), sao
capazes de efetuar delignificacdo parcial para obter acesso ao substrato
celulésico. O fungo Trichoderma reesei, um deuteromiceto aerobico e altamente
celulolitico, &€ provavelmente o microrganismo cujo sistema celulolitico tem sido
mais pesquisado. Outros fungos sao capazes de produzir o complexo
celulolitico, como o T. Koningii (WOOD & McCRAE, 1979), Penicillium
funiculosum (BORCHERT & BUCHHOLZS, 1987), Fusarium solanii (ENARI &
PAAVOLA, 1987) e Neurospora crassa. Estes fungos produzem grande
quantidade de endoglucanases e quantidade variavel de p-glucosidase, mas

pouca exoglucanase.

A degradagao anaerdbica de celulose ocorre em uma variedade de
substratos da biota anaerdbica, como estercos, adubo composto, lodo de
tratamentos de esgotos de agua (vegetais e marinhos) ou sedimentos de agua
doce. A hidrélise da celulose por microrganismos anaerobicos presentes no
rimen e trato gastro-intestinal apresenta um papel essencial na nutricao dos
animais herbivoros. A microbiota do rumen hospeda uma variedade de
microrganismos anaerobicos que se utilizam dos polissacarideos da parede
celular vegetal. Os fungos anaerébicos de rumen incluem os chytridiomycetos,
em particular Neocallimastix frontalis, N. patriciarum e Piromyces sp. Muitos
ciliados anaerdbicos que utilizam fragmentos celul6sicos foram identificados no
rumen, pertencentes ao género Diplodinium e Eudiplodinium (ORPIN, 1988),
porém a grande maioria dos microrganismos anaerobicos envolvidos na

degradacao da celulose no rumen sao bactérias (KNAPP, 1985).

Estudos realizados por TEUNISSEN & OP DEN CAMP (1993) revelaram
que os fungos anaerodbicos tém grande potencial na digestao de lignocelulose,

presente no rumen de animais herbivoros, devido a capacidade em colonizar e
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degradar tecidos da parede celular vegetal contendo lignina mais eficientemente

que as bactérias presentes.

Muitos microrganismos isolados do rumen apresentaram produgao de
celulases e xilanases, 0s quais sao importantes na quebra dos polimeros
vegetais (TEUNISSEN et al., 1992).

DURRANT et al. (1995) relataram o isolamento, usando condicées de
cultura anaerébica, de duas linhagens (H2 e Q10) morfolégica e fisiologicamente
distintas de fungos fermentadores da celulose. A linhagem H2 pertence a classe
dos Basidiomicetos e a linhagem Q10 foi identificada como Trichocladium
canadense. As duas linhagens cresceram e utilizaram celulose mais
rapidamente quando incubadas sob condigées microaerofilicas. A linhagem H2
degradou celulose mais rapidamente em culturas sob aeracdo. Os sistemas
ativos, celulase e xilanase sao produzidos por ambas as linhagens, e as

enzimas estao presentes no sobrenadante (DURRANT, 1996a).

2.2.2.2. Producao de Celulases por Bactérias

Ao contrario dos fungos, o sistema enzimatico das bactérias é
predominantemente intracelular. Uma estrutura de alto peso molecular,
associada a célula, o celulossoma, parece ser responsavel pela aderéncia da
bactéria ao substrato onde as endoglucanases atuam hidrolisando a celulose,
enquanto que a celobiose e os oligossacarideos restantes no celulossoma sao
metabolizados pela p-glucosidase (celobiose fosforilase) no espago
periplasmatico (COUGHLAN, 1992). Em geral as bactérias produzem pouca ou
nenhuma atividade de exo-p-1,4-glucanase e a enzima celobiose-fosforilase
(celobiose-ortofosfato-a-D-glucosil transferase, E.C. 2.4.1.F.20) produzida
intracelularmente, parece substituir a funcao da B-glicosidase fungica.
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Entre as bactéerias aerdbicas celuloliticas de solo, muitas espécies
pertencem ao género Cellulomonas, algumas cepas de Pseudomonas
(Cellvibrio), Bacillus e muitos actinomicetos como  Streptomyces,
Thermonospora e Microbispora tém sido estudadas em detalhes (BEGUIN &
AUBERT, 1994).

A bactéria mesofilica, Acetovibrio cellulolyticus parece ser a mais
importante das bactérias isoladas de esgoto e diferente da maioria das bactérias
celuloliticas pela sua habilidade de usar apenas celulose, celobiose e salicina
para crescer. Entre as bactérias anaerdbias produtoras de celulases, as do

género Clostridium sao as mais estudadas.

Os microrganismos celuloliticos anaerébicos sao os primeiros elos de
uma cadeia nutricional complexa convertendo carboidratos poliméricos em
metano e dioxido de carbono. Em uma primeira etapa, a glicose derivada de
celulose é fermentada por organismos celuloliticos em hidrogénio, didxido de
carbono, e varios compostos organicos incluindo acidos e alcoois. Em uma
segunda etapa, estes compostos sao convertidos em acetato e didxido de
carbono, sendo este passo termodinamicamente desfavoravel (a menos que a
pressdo parcial do hidrogénio esteja mantida em niveis muitos baixos). O
excesso de equivalentes redutor deve futuramente ser transferido para

aceptores apropriados como sulfato e dioxido de carbono (LINKO et al., 1992).

2.3. Estrutura da Hemicelulose

As hemiceluloses sao heteropolimeros lineares compostos de D-xilose, L-
arabinose, D-manose, D-glicose, D-galactose, e D-acido glucurénico (Figura 3).
As xilanas sdo as hemiceluloses mais abundantes, possuem uma ligagao p-1,4

xilopiranose principal, conectada com grupos laterais de acetato,
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arabinofuranose e acido o-metil glucurénico. As hemiceluloses envolvem as
microfibrilas da celulose e ocupam os espacgos entre as fibrilas (ERIKSSON et
al., 1990). Certos grupos do tipo arabinofuranosil podem ser esterificados por
acidos aromaticos como acido ferulico e p-cumarilico, podendo participar da
ligagao cruzada lignina-hemicelulose (SHOSEYOV & DOI, 1990).

H HO:C
OH J-—1 ) HO
H OH H OH - CHS H
HE HO
OH HO
MiH OH HO OH
D-xilopiranose D-glucopiranose D-glucuranopiranose L-raminose
HO:C
HO £
\ h
CH H OH H HO H
OH HO
H || CHe0 HO
OH HO saic OH
L-arabinopiranose D-manopiranose 4-o-metil-D- L-fucose
glucuranopiranose

HO-C
HO HO
oH H OH  DweOH
HO
OH OH OH
N-arahinnfiirannca D-galactopiranose D-galactoranopiranose

Figura 3. Estrutura da hemicelulose

2.3.1. Sistema Enzimatico Hemicelulolitico

A hidrélise completa da xilana (principal constituinte da fragao

hemicelulésica da parede vegetal), requer acdo de algumas enzimas,
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provavelmente analogas a acao sinergistica das enzimas envolvidas na
degradagao da celulose cristalina. As hemicelulases podem ser colocadas em
trés categorias gerais: as endoxilanases quebram aleatoriamente ligacées -1,4
do polimero produzindo oligossacarideos de tamanhos variados; a atividade -
xilosidase gera D-xilose a partir de pequenas cadeias de oligossacarideos e
xilobiose; a agao da exoxilanase € menos frequente, tendem a agir a partir de
finais redutores e nao redutores (BRIGHAM et al., 1996).

Grande numero de microrganismos patogénicos a plantas € conhecido em
produzir xilanases, o estudo destas enzimas na patogénese & de grande
interesse (BRIGHAM et al., 1996).

2.3.2. Microrganismos Produtores de Hemicelulases

2.3.2.1. Produgao por Fungos

A maioria dos fungos produtores de celulases produzem xilanases, como
€ o caso do T. reesei, e algumas espécies de A. niger, Agaricus bisporus,
Talaromyces sp, entre outros (COUGHLAN, 1993).

2.3.2.2. Producao por Bactérias

Algumas das bactérias celuloliticas e xilanoliticas mais extensivamente
estudadas do rumen de herbivoros pertencem as espécies Gram-negativas,
como: Fibrobacter (formalmente Bacterbides) succinogenes e Butyrivibrio
fibrisolvens e as espécies Gram-positivas Ruminococcus albus e Ruminococcus

flavefaciens (COUGHLAN, 1993).
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2.4. Estrutura da Lignina

A lignina € um polimero tridimensional aromatico, complexo, hidrofébico
com unidades p-hidroxifenilpropanodicas ligadas por ligagdes do tipo C-C e

C-O-C, conforme pode ser observado na Figura 4 (LEE, 1997).
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Figura 4. Estrutura da lignina (LEE, 1997)
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Biossinteticamente, a lignina é formada a partir de trés diferentes grupos
de alcoois precursores: p-cumarilico (unidades de p-hidroxifenil), coniferilico

(unidades guaiacil) e sinapilico (unidades seringicas), conforme esquema da

Figura 5.
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Figura 5. Precursores da lignina (A = alcool p-cumarilico, B = alcool coniferilico,
C = alcool sinapilico) (FENGEL & WEGENER, 1983).

A lignina é parte integrante de todas as plantas superiores, sendo o
segundo polimero natural mais abundante na natureza. Compreende de 15 a
36% do material lignoceluldsico (10" - 10" toneladas/ano) produzido pela
fotossintese (KIRK & FARRELL, 1987).

A condensacdo de radicais livres destes precursores iniciadas por
peroxidases na parede celular de plantas, resulta em uma macromolécula
heterogénea, amorfa, opticamente inativa e altamente ramificada com pelo
menos doze tipos de diferentes ligagdes como aril-éter e C-C, conectadas a um
nucleo aromatico. Os tipos de ligagdes encontradas em lignina de madeira sao:
B-O-4 (guaiacol-p-aril éter), a-O-4, p-5 (fenilcumaran), -1 (diarilpropano), 5-5'
(bifenil), 4-O-5" (difenil éter) e B-p' (KIRK & FARREL, 1987). Estas liga¢cdes nao
sdo hidrolisadas enzimaticamente, e requerem uma despolimerizagao atravées
de mecanismos oxidativos extracelulares (ERIKSSON et al., 1990).
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A distribuicao da lignina na parede celular e o seu conteudo em diferentes
partes de uma arvore ndo sdo uniformes. Sua quantidade & bastante variavel
dentro do grupo de plantas superiores. Proporcionam resisténcia mecanica,
transporte de nutrientes metabdlicos e agua e protegdao a madeira contra o

ataque enzimatico (LEE,1997).

2.4.1. Sistema Enzimatico Ligninolitico

A degradacao da lignina pelos fungos € um processo do metabolismo
secundario, ocorrendo sob baixos niveis de nitrogénio e requerendo a presenga

de uma fonte de carbono como celulose ou glicose.

A atividade de fenoloxidases extracelulares, indicando a presenca de
enzimas ligninoliticas, foi descoberta na década de 30 em fungos de
degradacao branca (ERIKSSON et al., 1990); logo depois foi demonstrado que
as reacbes eram catalisadas por oxidoredutases do tipo de lacases e
peroxidases (KIRK et al., 1986). Em seguida ao isolamento e caracterizagao de
lacases, duas peroxidases, denominadas lignina peroxidase e manganés
peroxidase, foram evidenciadas na participagdao da quebra da lignina e outras
enzimas. Essas enzimas, além daquelas relacionadas a quebra da lignina, como
a produgao de peroxido de hidrogénio, sao indispensaveis para ligninolisis e
logo devem ser também relatadas (NIKU-PAAVOLA et al., 1995).

Duas enzimas extracelulares, lignina peroxidase (LiP) e manganés
peroxidase (MnP), foram descobertas em P. chrysosporium e demonstraram ser

os principais componentes do sistema de degradacdo da lignina neste
organismo (TIEN & KIRK, 1983; KUWAHARA et al., 1984).
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2.4.1.1. Lignina Peroxidase (LiP - EC 1.11.1.7)

A lignina peroxidase, isolada por dois grupos de pesquisadores (TIEN &
KIRK, 1983; GLENN et al., 1983), € uma glicoproteina que contém ferro
protoporfirinico IX como grupo prostético, sendo dependente de perdxido de
hidrogénio para sua atividade catalitica. Apresenta-se como uma série de
isoenzimas com ponto isoelétrico variando entre 3,2 a 4,0 e massa molar em
torno de 38 a 40 KDa (GLENN & GOLD, 1985; KIRK et al., 1986). Durante o
ciclo catalitico, o ferro, contido no grupamento heme da LiP passa por quatro
etapas de reacdes de oxido-reducao (Figura 6):

1. Oxidagao de Fe (lll) da enzima nativa para Fe (V) através da agao do

perdxido de hidrogénio, formando o Composto |;

2. Reducdo do Composto |, via transferéncia de um elétron, formando o
Composto Il. O agente redutor pode ser alcool veratrilico ou peroxido de
hidrogénio;

3. Redugao, via um elétron que retorna a enzima a seu estado nativo

completando o ciclo catalitico;

4. Na auséncia do substrato redutor, o Composto Il &€ oxidado pelo peroxido

de hidrogénio, formando o Composto lll (uma forma de LiP com
capacidade catalitica limitada, que quando ha excesso de perdxido de
hidrogénio é rapidamente inativada) (CAl & TIEN, 1993; DE JONG et al.,
1994).
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Figura 6. Ciclo Catalitico da Enzima Lignina-Peroxidase (CAMERON et al.,
2000)

A enzima lignina peroxidase catalisa uma variedade de compostos modelo
de lignina nao fendlicos (KIRK & FARREL, 1987; GOLD et al., 1989; HIGUCHI,
1993; VALLI et al., 1992) bem como lignina sintética (HAMMEL & MOEN, 1991).
Estas reagbes incluem oxidagdes do alcool benzilico, clivagem da cadeia lateral,
reacoes de abertura do anel, desmetoxilacées e desclorinagao oxidativa. Todas
estas reagdes sao relacionadas com um mecanismo envolvendo a oxidacao
inicial de um elétron do nucleo aromatico, formando um radical cation arila, e
este pode sofrer varias reacbes nao enzimaticas, formando outros produtos
(GOLD et al., 1989).

2.4.1.2. Manganés Peroxidase (MnP - EC 1.11.1.7)

A enzima manganés peroxidase foi isolada em culturas de P.
chrysosporium por KUWAHARA et al. (1984). A maioria de suas propriedades
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estrutural & semelhantes a LiP. E uma glicoproteina com ferro protoporfirinico IX
como grupo prostético, dependente de perdéxido de hidrogénio para sua
atividade e apresenta-se como uma série de isoenzimas com pontos isoelétricos
variando entre 4,2 até 4,9 e massa molar de 46 KDa (GOLD et al., 1989). A
enzima € produzida simultaneamente com a LiP, durante o metabolismo
secundario e é regulada pelas concentragées de carbono e nitrogénio no meio
de cultura (BUSWELL & ODIER, 1987).

A enzima MnP é dependente de peréxido de hidrogénio e ions Mn (ll) e a-
cetoacidos que estabilizam sua atividade oxidativa. Seu ciclo catalitico e
semelhante ao da LiP, com formacao de compostos |, Il e lll. Um excesso de
peroxido de hidrogénio da origem ao composto Ill, porém a concentragao
requerida &€ maior que aquela utilizada na formacao do composto Ill da LiP. A
diferengca com relacao ao ciclo catalitico da LiP esta no doador de elétrons que
gera o composto Il, que no caso da MnP, é Mn (ll). Alguns compostos fendlicos
e ferrocianeto também podem atuar como doadores. O mesmo Mn (Il) participa

da conversao do composto Il na enzima nativa, como pode ser observado na
Figura 7 (WARIISHI & GOLD, 1991; DE JONG et al., 1994).
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Figura 7. Ciclo Catalitico da Enzima Manganés-Peroxidase (CAMERON et al.,
2000).

A enzima catalisa a oxidacao de lignina (WARIISHI et al., 1992), derivados
de lignina (LACKNER et al., 1991) e uma variedade de compostos modelo de
lignina fendlica (TUOR et al., 1992). Demonstrou-se que o Mn (ll) € o substrato
mais utilizado pela MnP (WARIISHI et al., 1992). A enzima oxida Mn (ll) a Mn
(Ill), o qual se difunde para a superficie da enzima e por sua vez oxida
substratos fendlicos. Acidos organicos, como oxalato e malonato, produzidos
por P. chrysosporium, ativam o sistema MnP através da quelacao do Mn (lll)
com o fenol e a oxidagdo de um elétron para a formacéo de radicais
intermediarios fenoxila. Subseqiientemente ha clivagem do alquil-fenil, Ca-Cp
ou oxidacdo do carbonil benzilico, formando outros produtos. A enzima
extracelular manganés peroxidase €& capaz de degradar a lignina por uma

oxidacdo dependente de peroxido de hidrogénio do Mn (Il) para a forma reativa
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Mn (lll) que ataca a lignina. A Mn (lll) ndo & capaz de oxidar diretamente a

estrutura nao fendlica que predomina na lignina nativa. (TUOR et al., 1992).

2.4.1.3. Lacase (benzenodiol: oxigénio oxidorredutase, EC 1.10.3.2)

A lacase € uma enzima glicoprotéica, que contém cobre no seu sitio ativo
e catalisa a reducao de oxigénio para agua. Em geral, contém quatro atomos de
cobre por molécula de enzima, embora existam enzimas com dois, trés ou seis
atomos de cobre (THURSTON, 1994)

As lacases sao muito difundidas na natureza, sendo produzidas por
fungos ou plantas e podem oxidar, desmetilar, polimerizar ou despolimerizar
compostos fendlicos. Em plantas, tém sido associadas com a lignificagdo. Em
fungos, por outro lado, estdo associadas a degradacao da lignina (HIGUCHI,
1990).

A lacase fungica oxida fendis e subestruturas de lignina fendlica pela
abstracdo de um elétron com formagao de radicais fenoxila (THURSTON, 1994).
Os radicais assim formados podem ser convertidos em quinonas atraves de
uma segunda etapa, catalisada por enzima ou através de reagdes nao
enzimaticas espontaneas (Figura 8). As quinonas e os radicais livres geram
produtos amorfos insoluveis através da polimerizacdo dos compostos fendlicos
(REINHAMMAR, 1984; THURSTON, 1994).
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Figura 8. Representacao de uma reacao tipica catalisada por uma lacase

A siringaldazine [N,N’-bis-(dimetoxi-4-hidroxibenziledeno) hidrazina] tem
se mostrado um excelente substrato para uma facil e rapida detecg¢ao de lacase.
Em solugéo de siringaldazine (0,1% em etanol) a mudan¢a de cor resulta da
dupla desidrogenagao do fenol e do pareamento intramolecular dos radicais
livres, formando o composto tetrametoxi-azo-bis-metileno-quinona, altamente
colorido e conjugado (HARKIN & OBST, 1973).

2.4.2. Microrganismos Produtores de Ligninases

Os fungos degradadores da madeira podem ser divididos em trés grupos,
de acordo com a morfologia da degradagdo que produzem: fungos de
degradacao branca, marrom e macia. Os fungos degradares da madeira sao
taxonomicamente diversos e a maioria deles pertence a subdivisao
Basidiomycotina. Os basidiomicetos de degradagao branca sa&o os mais
eficientes organismos degradadores de lignina. Sao capazes de mineralizar
lignina, eventualmente até CO, e H,O. Os fungos de degradagao marrom e
macia sao capazes de degradar lignina em alguma extensdo, embora

preferencialmente ataquem a celulose na madeira (KIRK & FARREL, 1987).

A capacidade de producdo de enzimas ligninoliticas sob condigdes

anaerobica e microaerobica pode conferir ao microrganismo vantagens para a
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sua sobrevida em seu meio natural, proporcionando a este uma maior
versatilidade em relagao aos estritamente aerdbicos ou anaerdbicos. A
produgao de enzimas do sistema ligninolitico sob condigao microaerdbica, indica
a possibilidade de degradagao da lignina nestas condi¢gdes, ampliando assim a
aplicacao desses microrganismos e/ou enzimas. Algumas espécies de fungos
sao capazes de se adaptar a mudancas nos ambientes nos quais eles ocorrem,
podendo crescer sob tensées de oxigénio relativamente baixas e tambem em
altas concentracées de dioxido de carbono (BEGUIN & AUBERT, 1994). Varios
microrganismos degradam celulose na natureza. Estes microrganismos tém em
comum a produg¢do de enzimas hidroliticas extracelulares, celulases, as quais
atacam o polimero. Todavia, apenas alguns microrganismos sao capazes de
produzir todas as enzimas necessarias para a degradacao de lignocelulose
(ERIKSSON et al., 1990, BHAT & BHAT, 1997).

A degradacao de lignina pelo Dbasidiomiceto Phanerochaete
chrysosporium tem sido estudada extensivamente. Este fungo degrada lignina
sob condigcbes especiais de crescimento, como por exemplo sob limitagao de
nutrientes, nitrogénio ou carbono e promovendo-se oxigenagao das culturas em

crescimento (MOUCHACCA, 1997). Cinco linhagens fungicas: T.canadense

(Q10); G. terrestre (LD); basidiomiceto - linhagem H2 e os deuteromicetos -
linhagens 20 e LH5 (PAVARINA 1997 e 1999), foram capazes de produzir
enzimas celuloliticas e xilanoliticas quando crescidas em meio contendo papel
de filtro, celulose microcristalina, bagaco de cana, serragem e xilana como fonte
de carbono, tanto sob condi¢do de baixa oxigenagao como condigao combinada
de agitacdo e posterior microaerofilia. A levedura LD foi capaz de produzir
atividade de carboximetilcelulase, avicelase e xilanase. Alta atividade de -
glicosidase foi obtida com a linhagem F.LH5. Duas linhagens de fungos (H2 -
basidiomiceto, e Q10 - deuteromiceto), capazes de fermentar celulose, foram
isoladas sob condicées anaerobicas (DURRANT et al, 1995). Esses fungos
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também degradaram celulose, hemicelulose e compostos derivados de lignina
quando crescidos sob condigdes microaerdbicas e aerdbicas (DURRANT 1996a,
e 1996b). A producédo de enzimas celuloliticas e de xilanases por essas duas
linhagens crescidas em meio contendo celulose e sob condigbes anaerobica,
microaerdbica e aerdbica foi reportada (DURRANT 1996b). O processo de
fermentacao da celulose por estas duas linhagens sob condicdes anaerdbicas é
lento, mas mesmo assim esta descoberta é de importancia significante quando
se considera a degradacao de material lignocelulésico em ambientes naturais,
uma vez que esses fungos sendo capazes de crescer sob condi¢des variadas
de oxigénio, devem participar mais ativamente na degradacao desses materiais
do que microrganismos estritamente aerobios ou anaerdbios (DURRANT 199643,
e 1996b).

A degradacdao completa de lignina € um processo oxidativo o qual é
realizado por poucos microrganismos como por exemplo, o fungo de
degradacao branca Phanerochaete chrysosporium. Entretanto, uma grande
variedade de organismos, particularmente os actinomicetos, € capazes de
efetuar deslignificacdo parcial para obter acesso ao substrato celulésico
(McCARTHY, 1987). Os principais microrganismos que degradam a lignina

estao listados na Tabela 2.
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Tabela 2. Microrganismos que degradam a lignina

GRUPO SUB-DIVISAO ORGANISMO AMBIENTE
Fungos de Basidiomicotina  Phanerochaete,  Principalmente
degradacgao branca (Ascomicotina) Phlebia, madeira dura

Trametes

Coriolus
Fungos de Basidiomicotina Poria, Polyporus  Principalmente
degradagao marrom madeira mole
Fungos de Ascomicotinaou  Chaetomium, Ambiente
degradacgao ‘soft’ Deuteromicotina Fusarium aquatico, madeira

com preservantes

quimicos
Bactéria Actinomicetos Streptomyces, Madeira em
ou Nocardia, estagio de
Mixobactérias Pseudomonas decomposicao

Fonte: BLANCHETTE (2000)

2.4.2.1. Fungos produtores de ligninases

Os fungos de decomposicdo branca sdo membros da classe de fungos
Basidiomicetos que geralmente produzem corpos de frutificagao,
comumentemente reconhecidos como cogumelos. Causam a podridao branca
na madeira sendo os mais eficientes degradadores da lignina na natureza. As
hifas destes fungos penetram na madeira, liberam enzimas e degradam o
material lignocelulésico. Em culturas puras, sao capazes de mineralizar a lignina

até gas carboénico e agua (TUOMELA, 2000).
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A degradacao da lignina por fungos de decomposicao branca € mais
rapida do que qualquer outro microrganismo e sdo os responsaveis pela maioria
da decomposi¢cao da lignina na natureza. O substrato de crescimento n&o €&

somente lignina, mas também hemicelulose e celulose (BLANCHETTE, 2000).

Muitos basidiomicetos de degradacgao branca e alguns actinomicetes tém
sido empregados para producao de enzimas degradantes de lignina e para
delignificagao de material lignocelulésico via fermentagao estado sélido (LEE,
1997).

Coriolus versicolor, Phlebia radiata e Phanerochaete chrysosporium sao
exemplos de fungos de decomposi¢ao branca que degradam a lignina (LEE,
1997). O fungo P. chrysosporium degrada a lignina somente durante o
metabolismo secundario (idiofasico), quando ocorre deplecao de nutrientes,
como nitrogénio, carbono e enxofre no meio de cultura. A limitacao de nitrogénio
€ o recurso mais utilizado em experimentos com este fungo (TUOMELA, 2000;
KIRK & FARREL, 1987; BUSWELL & ODIER, 1987; CAl & TIEN, 1993).

Devido as diferencas estruturais e quimicas dos substratos de lignina,
ocorre uma especializagado com relacao aos fungos que a degradam,
particularmente quanto as enzimas, do tipo peroxidase, expressas por cada
organismo. Estes sado classificados em cinco principais grupos (TUOR et al.,

1995), conforme descrito abaixo:

e Grupo | = fungos de decomposicao branca que expressam LiP, MnP e
lacase. Os mais conhecidos sao Coriolus versicolor, Phanerochaete
chrysosporium e Phlebia radiata. O fungo P. chrysosporium pertence a este
grupo desde que a producao da lacase foi detectada. No entanto, geralmente

e considerado nao produtor da mesma.
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e Grupo Il = fungos de decomposicao branca que produzem lacase e MnP
mas nao secretam niveis detectaveis de LiP, como por exemplo Dichomitus
squalens e Lentinula edoles.

e Grupo Ill = fungos de decomposi¢cao branca que secretam LiP e lacase,

como Coriolus pruinosum e Phlebia tremellosus.

e Grupo IV = fungos de decomposicdo branca que secretam somente LiP,
neste grupo encontram-se Bjerkandera adusta, Daedaleopsis confrasa,

Phallus impudicus e Polyporus varuis.

e Grupo V = fungos nao caracterizados, ou seja, que degradam lignina, mas
nenhuma das enzimas acima foram detectadas, como por exemplo Trametes

cingulata.

Estudos realizados por LEE, 1997, TEUNISSEN & Op DEN CAMP, 1993
indicaram que alguns fungos anaerobicos, isolados de rumen de mamiferos
herbivoros, sao capazes de degradar a lignina presente na parede celular de

células vegetais com maior eficiéncia do que as bacterias e os protozoarios.

2.4 2.2. Bactérias produtoras de ligninases

Muitos actinomicetos e eubactérias podem solubilizar e modificar a
estrutura da lignina, mas sua habilidade em mineralizar a lignina € limitada. Os
actinomicetes degradam a lignina na presenga de altos niveis de nitrogénio em
metabolismo primario ao contrario dos fungos de degradacao branca que
preferencialmente degradam a lignina via metabolismo secundario. Muitas
espécies de Streptomyces e Nocardia tém sido apresentadas para degradar
lignina no solo (TUOMELA, 2000).



A madeira € degradada por bactérias sob condicées ambientais extremas:
madeira saturada com agua; condicbes anaer6bicas ou madeira com alto
conteudo extrativo, sendo a taxa de degradacao muito baixa. Bactérias de
alguns géneros como as Pseudomonas, Alcaligens, Nocardia e Streptomyces
podem degradar compostos aromaticos simples. O papel da bactéria pode ser
significante no consumo de pequenos compostos de peso molecular

intermediario produzidos pelos fungos (ERIKSSON et al., 1990).

A compostagem é em geral um processo aerébico, mas microambientes
anaerodbicos podem ser gerados. Todas as bactérias anaerébicas encontradas
sao altamente celuloliticas e deste modo podem ter um papel importante na
degradacao de macromoléculas (MOUCHACCA, 1997).

2.5. Bioconverséao de Lignocelulose

A bioconversao da lignocelulose a etanol e outros acidos organicos de
interesse industrial por métodos convencionais € geralmente ativada em duas
etapas: a primeira etapa consiste na sacarificacdo dos polissacarideos em
monossacarideos; e a segunda, na bioconversao do monossacarideo a etanol.
Uma combinacao de hidrolise enzimatica e producdo de etanol no mesmo reator
tem sido testada para promover um processo eficiente usando diferentes
celulases e espécies microbianas produtoras de etanol (PHILIPPIDIS, 1996). A
producdo de etanol a partir de celulose em um processo simultdneo de
sacarificagao e conversao biologica aliviaria o problema da inibicao pelo produto
final, uma vez que a glicose ndo se acumularia no sistema, sendo convertida a

etanol imediatamente apos a sacarificacao (PHILIPPIDIS, 1996).

A producao de acidos organicos por fermentagao solida esta associada

com o desenvolvimento histérico da fermentacdo. O acido citrico € o mais
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importante acido organico produzido em alta escala e & extensivamente usado
em industria de alimentos e farmacéutica. E produzido principalmente por
fermentacao submergida usando Aspergillus niger ou Candida sp. a partir de
diferentes fontes de carbono, como por exemplo melago. Entretanto, a
fermentacdo soélida usando fonte de carbono alternativa como residuo
agroindustrial tem grande potencial (PANDEY, 2000). A producéo de acido latico
usando fermentacao soélida tem sido realizada usando tanto linhagens fungicas
(Rhizopus sp.) quanto bacterianas (Lactobacillus sp). Diferentes culturas
agricolas como mandioca e residuos agricolas como bagac¢o de cana tem sido
usados neste processo (PANDEY, 2000).

A producdo de etanol a partir de biomassa celulosica requer hidrélise
enzimatica ou hidrolise acida (por ex. acido sulfurico na conc. 1-5%). A hidrolise
enzimatica desta biomassa por celulases, xilanases e ligninases produzidas por
microrganismos lignoceluloliticos apresenta vantagens sobre os processos
quimicos e/ou fisicos existentes, especialmente no que diz respeito a diminuigao
da poluicdo ambiental e dos gastos energéticos envolvidos no processo. As
linhagens capazes de crescer sob condigao microaerobica podem ser utilizadas
com maior eficiéncia em fermentagdes sélidas, nas quais a aeragao € um fator
importante, uma vez que a pressao parcial de oxigénio e didéxido de carbono no
ambiente sao fatores criticos para o crescimento micelial e também produgéao
extracelular de enzimas; e podendo também ser utilizadas em processos de
digestao anaerobica de material lignocelulésico, tais como residuos agricolas e
residuos soélidos municipais para a producao de fontes alternativas de energia.
Nestes processos, a hidrolise da celulose é o passo limitante do processo e
fungos anaerébios talvez possam melhorar a economia do processo,
dependendo das caracteristicas das enzimas lignoceluloliticas por eles
produzidas (SINGH & KUMAR, 1991; WYMAN, 1996).
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Juntas, a celulose e a hemicelulose compde aproximadamente 65-75% de
toda composicao da biomassa lignocelulésica, estes materiais sao hidrolisados
nos seus agucares constituintes por acidos ou enzimas microbianas, tendo
como produto de hidrolise (dos materiais celulésicos) uma mistura de agucares
predominantemente a glicose e xilose. Para converter agucares derivados da
biomassa a etanol eficientemente, se faz necessaria a conversao das hexoses e
pentoses. A eficiéncia da produgao de etanol a partir de biomassa renovavel
depende totalmente da habilidade do microrganismo em converter a fonte de
carbono viavel em produtos (WYMAN, 1996).

A lignina € um dos componentes mais recalcitrantes da parede celular
vegetal, sendo que a alta proporcao da lignina diminui a biodisponibilidade do
substrato. A presenca de moléculas de lignina forma uma barreira, reduzindo a
area disponivel para penetracdo e acao das enzimas lignoceluloliticas (KIRK &
FARRELL, 1987).

Muitos eucariotas e procariotas produzem celulases e hemicelulases
extracelulares quando crescidos em um meio contendo celulose ou indutores de
celulases e eles hidrolisam material celulésico em agucares a partir de fontes de
carbono e energia. Entretanto, muitos deles ndo sdo capazes de converter estes
acucares a etanol, enquanto que outros organismos sao capazes de produzir

etanol eficientemente a partir de agucares simples (GONG et al., 1981a).

Muitos fungos do género Fusarium (CHRISTAKOPOULOS et al., 1991),
Rhizopus, Mucor (UENG & GONG, 1982), Neurospora (DESHPANDE et al.,
1986), Monilia (GONG et al., 1981b), Polyporus e Paecilomyces (WU et al.,

1986) conseguem converter glicose e xilose a etanol.

Algumas linhagens possuem a habilidade de converter celulose
diretamente a etanol. Fungos como, Monilia, Neurospora crassa e Fusarium
oxysporum apresentam alto potencial em hidrolisar e converter diretamente

celulose a etanol/acido acético. A produgao de etanol € concluida colocando o
<34



micélio crescido aerobicamente sob condi¢cées anaerdbicas (SINGH & KUMAR,
1991). Entretanto, o processo de producao de etanol por fungo filamentoso &
dificultado pela necessidade de um longo periodo para que ocorra alta taxa de
conversao (ENARI & PAAVOLA, 1987).

DURRANT (1996b), cultivou o fungo Trichocladium canadense (linhagem
Q10) e um basidiomiceto (linhagem H2) em meio definido contendo 0,25% de
papel de filtro moido como fonte de carbono, variando as condigbes de
oxigenagdo: anaerdbica, microaerobica e aerdbica. Apdés degradagao da
celulose, as enzimas lignoceluloliticas e os produtos de fermentagcdo foram
determinados. O etanol foi o maior produto de fermentacao encontrado. A maior
conversdo de celulose a etanol foi obtida com a linhagem Q10 (90-96%), sob
condicdes microaerofilicas. A produgcao de etanol diminuiu quando celulose

microcristalina e substrato lignocelulésico foram utilizados.

Segundo STERNBERG (1976) a adigao do tween 80 aumenta a
permeabilidade da membrana celular das linhagens fungicas permitindo uma
maior secrecdo de enzimas. Foi relatado na literatura que a adicdo de MnO,,
ions nitrato, selénico e férrico em meio de cultura base favorece o crescimento
dos microrganismos sob condicao anaerdbica (GUNNER & ALEXANDER,
1964). De acordo com DUBE (1990) a presenca de alta concentracado de

cisteina pode afetar o metabolismo fermentativo de alguns fungos.

De acordo com PANDEY et al., (2000), utilizando bagago de cana sem
tratamento a degradacdo é lenta pelos microrganismos, uma etapa de pre-
tratamento pode ser util para aumentar a utilizagdo do substrato pelos
microrganismos. A obtencao de lignina por hidrélise pode ser nova fonte para
producao de muitos compostos fenolicos aromaticos. Esses fungos capazes de
degradar e fermentar a celulose diretamente, podem ser utilizados na produgao
de acucares a partir de celulose, ou de produtos de fermentagao (ex. etanol,

acetato) ou na producdo de enzimas celuloliticas, hemiceluloliticas e
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ligninoliticas; e pelo fato de também crescerem em lignina eles podem ser
utilizados para tratamento de residuo agricola, tanto na produgcao de agucares
ou para aumentar a digestibilidade e conteudo protéico desses residuos, que

poderiam se empregados para ra¢ao animal.

2.6. Aplicagcao das Enzimas Lignoceluloliticas

Nos ultimos anos, a producao de enzimas celuloliticas tem sido estudada
com grande detalhe, mas com progresso limitado. A maioria das pesquisas tem
focado sobre um “screening” de possiveis mutantes para melhorar o
desenvolvimento de microrganismos produtores de celulase. Compreender a
cinética enzimatica e a estrutura das celulases € de crucial importancia para
melhorar a atividade enzimatica (BEGUIN & AUBERT, 1994).

Sob o ponto de vista pratico, muitos processos envolvendo celulases e

hemicelulases podem ser considerados.

No setor de processamento de alimentos, a lignocelulose natural (palhas,
filetes de madeira) é tradicionalmente usada para crescimento de cogumelos
comestiveis, como o Agaricus bisporus, que é geralmente produzido na faixa de
1 milhdo de toneladas por ano (BEGUIN & AUBERT, 1994). As preparacdes de
celulases e hemicelulases sao utilizadas para clarificacao de sucos de frutas,
podendo também ajudar na extracdo do suco e 6leo de frutas e sementes da
polpa. As celulases e hemicelulases sao utilizadas também no processamento
de racao animal (BHAT & BHAT, 1997). O processamento téxtil & outra area
onde a celulase tem sido sucessivamente colocada em uso. As celulases
adicionadas em lavanderias cortam as microfibrilas que tendem a soltar as
fibras de algodao apds muitos ciclos de lavagem, ajudando a retornar a leveza e

a tonalidade da cor dos tecidos de algodao, e elas também tém sido usadas
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para remover o excesso do colorido do jeans azul pré-desbotado (BEGUIN e
AUBERT, 1994). Ha também um interesse consideravel do uso da hemicelulase
no processamento de papel, pois muitos estudos indicam que as xilanases
ajudam a reduzir a quantidade de cloro requerido no processo de
branqueamento da polpa (LINKO et al.,, 1992). Outra aplicagdo esta no
tratamento de residuos, os quais sao produzidos em grandes quantidades, seja
como residuos sodlidos de aterros municipais ou como residuos agricolas
celulésicos. A conversao anaerébica em metano e didéxido de carbono por
bactérias associadas esta sendo utilizada como uma solugao de escolha para o
tratamento de residuos industriais e fertilizantes (BEGUIN & AUBERT, 1994).

O fungo Fusarium oxysporum metaboliza diretamente a celulose, isto &, o
processo de hidrélise e fermentacdo ocorrem em uma unica operagao
(CHRISTAKOPOQULOS et al.,, 1991). A proteina unicelular pode ser obtida por
duas maneiras: a primeira, pelo crescimento direto do microrganismo no
material celulésico (utilizando leveduras ou bacterias devido aos seus altos
teores protéicos); e a segunda, pelo crescimento do microrganismo (levedura)

na glicose obtida pela hidrolise enzimatica do material lignocelulosico.

Além das aplicagbes citadas acima, os microrganismos celuloliticos e
suas enzimas possuem também aplicagdes industriais (MANDELS, 1982; BHAT
& BHAT, 1997).

*+ Uso do fungo anaerdbico:

e Decomposi¢ao de esgotos e residuos, decomposicao de esgotos

com simultanea producado de enzimas e fermentacao de produtos;
e Produgéao de alimentos fermentados (ragéo animal);

e Producéao de enzimas (despolimerizantes).



*+ Uso de enzimas celuloliticas e xilanoliticas:

Remover parede celular e fibra bruta: melhorar a extragao fria de
sementes contendo dleo; producdo de sucos de plantas e frutas;
clarificacao de sucos de frutas; liberacdo do conteudo celular para
producdo de aromas, enzimas, polissacarideos ou proteinas de
sementes e folhas; melhorar a reidratacdo dos vegetais secos;
producdo de protoplastos por engenharia genética de plantas

superiores; melhorar as propriedades das fibras;

Producéao de glicose, xilose e outros acucares soluveis: melhorar a
qualidade dos alimentos de nao herbivoros, aumentando o teor de
acucar na racao; uso industrial para produgao de colas, adesivos e
quimicos como etanol, butanol, fonte de producao de adogantes
como frutose de glicose e xilitol de xilose; preparacao de dextranas
como alimentos espessantes; produgao de proteina unicelular por

leveduras;

Aplicacdes especiais de xilanases: biopolpacao e

biobranqueamento de polpas Krafts em industrias de papéis;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismos

Sete linhagens de fungos lignoceluloliticos isoladas de amostras de solo
provenientes de diferentes regides foram utilizadas neste estudo. O
microrganismo Trichocladium canadense (Q10) e o basidiomiceto (H2) foram
isolados conforme descrito por DURRANT et al. (1995); a linhagem de Fusarium
oxysporum (FUS) foi obtida no Departamento de Microbiologia da Universidade
de Massachusetts em Amhest; a levedura Geotrichum terrestre (LD) foi isolada
e identificada no Laboratério de Sistematica e Fisiologia Microbiana
(Departamento de Ciéncia de Alimentos / FEA - UNICAMP); os deuteromicetos
(F.870, F.1039, LH5) foram isolados de amostras de solo coletadas na reserva
ecoldgica Juréia-ltatins (SP). As linhagens (Q10, FUS, H2 e LH5 e LD) foram
mantidas em placas de Petri contendo meio agar-GYP (agar 1%, glicose 2%,
extrato de levedura 0,5% e peptona 1%), enquanto que as linhagens F.870 e
F.1039 foram mantidas em meio PDA (potato - dextrose - agar); todas sob
refrigeragao.

3.2. Inéculo

As linhagens foram crescidas em placas de Petri contendo meio Agar-
GYP ou PDA, por um periodo de 5 dias a 30 °C, e como inoculo utilizando-se

quadrados (1,0 x 1,0 cm) de agar-miceélio.

Para cada Erlenmeyer (125 mL contendo 50 mL de meio) foram utilizados

oito quadrados de agar-micélio (1,0 x 1,0 cm). Para cada tubo de ensaio (50 mL

_39-



contendo 15 mL de meio) foram utilizados trés quadrados de agar-miceélio (1,0 x
1,0 cm). Para cada Erlenmeyer (300 mL contendo 100 mL de meio) foram

utilizados dezesseis quadrados de agar-micélio (1,0 x 1,0 cm).

Todos os experimentos com as linhagens e seus respectivos controles

foram realizados em duplicata.

3.3. Fontes de carbono

Para o desenvolvimento do trabalho foram utilizadas as seguintes fontes
de carbono: bagago de cana — doado pela Usina Ester — Cosmopolis — SP
(utilizou-se peneira mesh 1,19 mm), nas concentragdées finais 1%, 2%, 4% , 10%
e 20% (m/v); p6 de serragem — mistura de cedrinho, peroba e pinheiro — obtido
na marcenaria da Unicamp (utilizou-se peneira mesh 1,19 mm), nas
concentracoes finais 1%, 2%, 4%, 10% e 20% (m/v); papel de filtro Whatman
n°1 (15 cm de comprimento x 1 cm de largura); papel jornal (moido) nas
concentragdes finais 1% e 2% (m/v); papel refugo (mistura de folhas de revista,
sulfites impressas) na concentracao final de 1% (m/v); xilana (Birchwood -
Sigma Co) na concentragao final de 1% (m/v), avicel (celulose microcristalina)
na concentracao final de 1% (m/v) e acido lignosulfénico (Sigma Co) na

concentracao final de 1% (m/v).

3.4. Meios de Cultura

As linhagens foram inoculadas em diferentes meios liquidos (pH 5,5-6,0)

conforme descrito na Tabela 3:
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Tabela 3. Composicao dos diferentes meios de cultura liquidos utilizados

Meio Componente Quantidade
Meio Nutriente (N) KH2PO4 19/l
(NH4),HPO, 0,5¢g/L
CaCl, 0,3 g/L
l-cisteina HCI 1g/L
Risazurina 0,1% 1 mL/L
* Sol. Minerais 1 mL/L
** Sol. Vitaminas 0,5 mL/L
Meio Peptona ( P ) KH,PO4 2 g/L
(NH4),SO4 1,4 g/L
MgSO, . 7H,0 0,3 g/L
CaCl, 0,3 g/L
FeSO; . 7H,0 5 mg/L
MnSO, . H,0O 1,56 mg/L
ZnS0O4 . 7H0 1,4 mg/L
CoCl, 2 mg/L
Peptona 0,75 g/L
Meio Levedura (L) KH,;PO4 0,8 g/L
(NH4)2S04 0,5¢g/L
MgSO, . 7H,0 0,3g/L
CaCl, 1g/L
FeSO; . 7H,0 1 mg/L
MnSO, . H,O 5 mg/L
ZnS0O4 . 7TH,0 4 mg/L
CoCl; 2 mg/L
Extrato de levedura 0,2 g/L
Meio Extratos ( E ) Extrato de malte 0.5 %
E:xtrato de levedura 0,2 %
I-cisteina HCI 0.1%

Risazurina 0,1%
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Tabela 3 (cont.)

Meio Complemento KH,PO4 1g/L
(NH4);HPO,4 0,5g/L
CaCl, 0,3 g/L
Risazurina 0,1% 1 mL/L
MnO, 5 x 102M
Tween 80 1 mL/L
* Sol. Minerais 1 mL/L
** Sol. Vitaminas 0,5 mL/L

* Solugcao de minerais: tartarato de aménia, 0,22 g/L; sulfato de manganés, 0,66 g/L,;
sulfato de ferro, 0,15 g/L; sulfato de cobalto, 0,10 g/L; sulfato de zinco, 0,10 g/L; sulfato
de cobre, 0,64 g/L e sulfato de aluminio potassio, 10 mg/L;

** Solugao de vitaminas: biotina, 2 mg/L; acido félico, 2 mg/L; tiamina HCI, 5 mg/L;
riboflavina, 5 mg/L; piridoxina HCI, 10 mg/L; cianocobalamina, 0,10 mg/L, acido
nicotinico, 5 mg/L; DL-pantotenato de calcio, 5 mg/L e acido tidtico, 5 mg/L.

Obs.: As solugcbes de sais e de vitaminas foram esterilizadas por filtragao em
membrana Millipore 0,22 um e mantidas sob refrigeracao de 4-10 °C. Posteriormente

foram adicionadas a cada Erlenmeyer, obedecendo a concentragdao indicada na
Tabela 3.

3.5. Condi¢cbes Ambientais

3.5.1 Cultivo sob condigcao aerobica

- As linhagens foram incubadas em Erlenmeyers fechados com tampdes de

aluminio e mantidos em estufas com temperatura controlada a 30 °C.
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3.5.2 Cultivo sob condi¢do microaerébica

- As linhagens foram incubadas em Erlenmeyers fechados com tampdes de
aluminio e mantidos em recipiente hermeticamente fechado contendo placas de
Microaerobac (PROBAC) sob temperatura controlada a 30 °C, proporcionando

uma atmosfera de microaerobiose (5-15% de O, e 10% de CO,).

3.5.3 Cultivo sob condigcao anaerdbica

- As linhagens foram incubadas em Erlenmeyers fechados com tampdes de
aluminio e mantidos em recipiente hermeticamente fechado contendo placas de
anaerobacter (PROBAC) sob temperatura controlada a 30 °C. A reagao de
oxido-reducao ocorrida na placa de anaerobiose ap6s acréscimo de agua
proporcionou um ambiente de 9-13% de CO, e auséncia de O, reduzindo o azul

de metileno da fita indicadora a azul de leucometileno, incolor.

3.6. Condigdes de Cultivo

3.6.1. Crescimento aerobico em diferentes meios de cultivo

3.6.1.1. Selecao do melhor meio de cultivo por analise visual do

crescimento

As linhagens (H2, Geotrichum terrestre (LD), Fusarium oxysporum (FUS),
LH5, F870 e F1039) foram crescidas sob condicbes aerdbicas em trés
diferentes meios de cultura (conforme descrito no item 3.4): meio nutriente, meio
peptona e meio levedura, contendo como fonte de carbono uma tira de papel de

filtro Whatman n® 1 (15 cm de comprimento x 1 cm de largura). Foi realizada
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analise visual do crescimento, com o objetivo de verificar o melhor meio de

cultivo para as linhagens.

3.6.1.2. Selegao do meio de cultivo por atividade enzimatica

As linhagens (H2, Geotrichum terrestre (LD), Fusarium oxysporum (FUS),
LH5, F870 e F1039) foram crescidas em dois diferentes meios de cultivo
(conforme descrito no item 3.4): meio nutriente e meio extrato, sob condigao
aerébica. Como fonte de carbono foram utilizados residuos agroindustriais:
serragem ou bagaco de cana na concentracdo de 2 % (peso seco/vol). As

culturas foram incubadas por um periodo de 7, 14, 21 e 30 dias a 30°C.

3.6.2. Crescimento em bagacgo de cana e serragem

3.6.2.1. Avaliagcao do crescimento anerobico e microaerobico em bagaco

de cana e serragem (1%) e producao das enzimas ligninoliticas e celuloliticas

As linhagens H2, Geotrichum terrestre (LD), Fusarium oxysporum (FUS),
LH5, F870 e F1039 foram crescidas em meio nutriente (conforme descrito no
item 3.4) contendo 1 % (peso seco/vol.) de residuo agroindustrial: bagago de
cana ou serragem. As culturas foram incubadas por 20 dias a 30°C sob

condigées anaerébicas e microaerdbicas (conforme descrito no item 3.5).
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3.6.2.2. Avaliagao do crescimento microaerébico em bagaco de cana e

serragem (2%) e producgao das enzimas celuloliticas e ligninoliticas

As linhagens selecionadas (H2, LH5, Geotrichum terrestre (LD) e
Fusarium oxysporum (FUS) foram cultivadas em meio nutriente (conforme
descrito no item 3.4), contendo como fonte de carbono - serragem ou bagaco de
cana na concentragao 2%, sob um periodo de 20 dias a 30°C, sob condicao

microaerébica (conforme descrito no item 3.5).

3.6.3. Avaliacao do crescimento microaerobico e anaerdbico e producao das

enzimas celuloliticas e ligninoliticas sob diferentes fontes de carbono

As linhagens H2, LH5, Geotrichum terrestre (LD) e Fusarium oxysporum
(FUS) foram cultivadas em meio nutriente (conforme descrito no item 3.4) sob
quatro diferentes fontes de carbono: xilana, Avicel (celulose microcristalina),
acido lignosulfénico ou papel jornal, na concentragao final de 1% (peso
seco/vol), por um periodo de incubagao de 20 dias, em duas diferentes
condicdes de oxigenacao: microaerobica e anaerdbica (conforme descrito no
item 3.5).

3.6.4. Crescimento em meio contendo papel jornal como fonte de carbono

3.6.4.1. Analise visual do crescimento das linhagens em papel jornal e

papel refugo sob condigdo aerdbica
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As linhagens H2, LH5, Geotrichum terrestre (LD) e Fusarium oxysporum
(FUS) foram cultivadas em meio nutriente (conforme descrito no item 3.4) em
duas diferentes fontes de carbono: papel de jornal (moido) ou papel de refugo
(mistura de papeis de revistas, folhas sulfite impressas, entre outros tipos
diversos de papéis encontrados no laboratorio), na concentracao final de 1%
(peso seco/vol), sob condicdo aerébica, durante 30 dias de incubacao. Apos o

periodo verificou-se visualmente o crescimento das linhagens.

3.6.4.2. Avaliacao das atividades enzimaticas celuloliticas e ligninoliticas

apos crescimento dos fungos em papel jornal sob condi¢édo microaerobica

As linhagens H2, LH5, Geotrichum terrestre (LD), Fusarium oxysporum
(FUS) e Trichocladium canadense (Q10) foram cultivadas em meio nutriente
(conforme descrito no item 3.4) contendo papel jornal como fonte de carbono,
na concentracao de 2% (peso seco/vol), por um periodo de 20, 30 e 40 dias, sob

condi¢cao microaerobica (conforme descrito no item 3.5).

3.6.5. Avaliagao da composicao das fracbes fibras apods crescimento das

linhagens em meio contendo bagaco de cana, serragem e papel jornal

As linhagens H2, LH5, Geotrichum terrestre (LD), Fusarium oxysporum
(FUS) e Trichocladium canadense (Q10) foram cultivadas em meio nutriente
(conforme descrito no item 3.4), em trés diferentes fontes de carbono: serragem,
bagaco de cana ou papel jornal, por um periodo de 20 dias na concentragéo de
2%.
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3.6.6. Crescimento variando as condi¢ées de oxigenacao e determinacdo das
atividades enzimaticas celuloliticas e ligninoliticas em reacdo e em gel

(zimograma) e producao de biomassa fungica.

As linhagens (H2, LH5, Geotrichum terrestre (LD), Fusarium oxysporum
(FUS) e Trichocladium canadense (Q10) foram cultivadas em meio nutriente
(conforme descrito no item 3.4), em trés diferentes fontes de carbono: serragem,
bagaco de cana ou papel jornal, nas concentracdes de 4% e 10%. Para este

teste foram utilizados as seguintes condigdes combinadas de oxigenagao:

- Condicao A: 14 dias sob agitagao (aerobica) seguido de 7 dias sob condigao

microaerobica

- Condicao B: 7 dias sob agitagao (aerdbica) seguido de 21 dias sob condi¢cao

microaerobica

- Condigao C: 7 dias sob agitacao (aerobica) seguido de 14 dias sob condigao

microaerdbica

3.6.7. Crescimento microaerébico em diferentes concentracées de substrato e

avaliacdo da biomassa fungica e das enzimas celuloliticas e ligninoliticas

As linhagens H2, LH5, Geotrichum terrestre (LD), Fusarium oxysporum
(FUS) e Trichocladium canadense (Q10) foram cultivadas em meio nutriente
(conforme descrito no item 3.4) contendo serragem ou bagago de cana como
fontes de carbono, em duas concentragdes diferentes: 4 e 10%. As linhagens
foram incubadas por um periodo de 20, 30 e 40 dias, sob condigao

microaerodbica (conforme descrito no item 3.5).



3.6.8. Efeito de diferentes compostos na fermentacdo e producéo enzimatica

das linhagens.

3.6.8.1. Avaliacao das atividades enzimaticas celuloliticas e ligninoliticas,
e dos produtos de fermentagcdo produzidos pelas linhagens apoés adicdo de

Tween 80 ao meio de cultivo

O efeito da adicao de tween 80 foi verificado nas linhagens selecionadas.
As linhagens H2, Geotrichum terrestre (LD) e Fusarium oxysporum (FUS),
foram crescidas em meio nutriente (conforme descrito no item 3.4), contendo
serragem e bagaco de cana como fontes de carbono na concentragao de 4%.
Ap6s o crescimento das linhagens por 30 dias sob condigdo microaerébica

(conforme descrito no item 3.5).

O tween 80 foi adicionado ao meio nutriente (descrito no item 3.4) nas
seguintes concentragdes: 0 mL/L (sem tween 80); 0,5 mL/L; 1,0 mL/L; 2,0 mL/L.

3.6.8.2. Determinacao dos produtos de fermentacdo produzidos pelas

linhagens apos adicao nutrientes suplementares ao meio de cultivo

O efeito da adicao de alguns suplementos foi verificado nas linhagens
selecionadas. As linhagens (H2, Geotrichum terrestre (LD) e Fusarium
oxysporum (FUS), foram crescidas em meio nutriente(conforme descrito no item
3.4), contendo serragem ou bagago de cana como fontes de carbono na
concentragdo de 4%. Apds o crescimento das linhagens por 30 dias sob

condigao microaerobica (conforme descrito no item 3.5).



Os suplementos foram adicionados separadamente ao meio nutriente nas
seguintes concentragdes: KNO3: 4 x 10°M ( K ); Na,SeOs5: 10° M ( Se ); Citrato
Férrico Amoniaco: 10°M ( Fe ); MnO,: 5 x 102M ( Mn ).

3.6.8.3. Determinacao dos produtos de fermentacdo produzidos pelas
linhagens apo6s adicao de diferentes concentragdes de cisteina no meio de

cultivo

O efeito causado pela adicao de cisteina foi verificado nas linhagens
selecionadas. As linhagens (H2, Geotrichum terrestre (LD) e Fusarium
oxysporum (FUS), foram crescidas em meio nutriente (conforme descrito no item
3.4), contendo serragem ou bagagco de cana como fontes de carbono na
concentragao de 4%. ApOs o crescimento das linhagens por 30 dias sob

condicao microaerdbica (conforme descrito no item 3.5).

A cisteina foi adicionada ao meio nutriente nas seguintes concentragdes
finais (p/v): 0% (sem cisteina); 0,025%; 0,05%; 0,10%; 0,15%.

3.6.9. Crescimento microaerébico em meio complemento e determinagao das
enzimas celuloliticas e ligninoliticas em reagcao e em gel (zimograma), da

biomassa fungica, dos produtos de fermentagéo.

As linhagens (H2, Geotrichum terrestre (LD) e Fusarium oxysporum
(FUS), foram cultivadas em meio complemento (conforme descrito no item 3.4,
esta formulacdo contém adicdo de suplementos, tween 80 e auséncia de
cisteina) contendo serragem ou bagag¢o de cana como fontes de carbono, em

trés concentragdes diferentes: 4, 10 e 20%. As linhagens foram incubadas por
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um periodo de 20, 30, 40, 60 e 90 dias, sob condicdo microaerdbica (conforme

descrito no item 3.5).

3.7. Determinacgao do crescimento visual das linhagens

Os crescimentos visuais dos fungos para cada dia de cultivo com as
respectivas fontes de carbono foram observados e determinados de acordo com
um padrao adaptado da ASTM (American Society for testing materials) Standard
Methods G21-90 (1990) e de DURRANT et al., 1995, apresentando as seguintes
faixas de crescimento: (-) auséncia de crescimento, (+) pouco crescimento com
pequena turvacdo fragmentos de micélio soltos no meio, (++) moderado
crescimento com surgimento de ‘pellet’ fino na superficie do meio, e (+++) 6timo

crescimento de massa micelial da metade a todo frasco.

3.8. Preparo das amostras para as analises experimentais

Apoés crescimento nas diferentes condigdes de cultivo as amostras foram
centrifugadas por 15 minutos a 13.674 G (5°C), os caldos enzimaticos
(sobrenadante) foram distribuidos em recipientes adequados e mantidos em
freezer (-20 °C) até sua utilizacdo para determinagao de atividade celulolitica; de
atividade ligninolitica; das bandas de atividade enzimatica em gel (zimogramas);
e dos produtos de fermentacdo. O residuo obtido apds centrifugacao foi
separado para determinagcdo de biomassa fungica e determinagéo da fragao

fibra. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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3.9. Determinagao das Atividades Enzimaticas Ligninoliticas

Todas as determinacdes das atividades enzimaticas foram realizadas em
triplicata. Os valores do controle foram descontados dos resultados obtidos com
as amostras. As leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotémetro

UV/VIS. As atividades foram expressas em U.L".min™, utilizando-se a seguinte

formula: | U/L = A Abs x 10°
exRxT

Onde: A Abs = Absorbancia final — Absorbancia inicial

€ = especifico para cada enzima
R = volume de sobrenadante (L)
T = tempo da reagao (min)

3.9.1. Liginina Peroxidase - LiP

Esta atividade foi determinada pela oxidagdo do alcool veratrilico
(e310 = 9.300 mol.L".cm™) (TIEN & KIRK, 1984). A mistura de reacdo foi
composta por 0,6 mL de sobrenadante (descrito no item 3.7), 0,2 mL de H,0O, 2
mM e 0,2 mL de uma solucao de alcool veratrilico 2 mM em tampao tartarato de
sodio 0,4 M pH 3,0. A reacao foi iniciada pela adigao de H,O, e o aparecimento
de aldeido veratrilico foi determinado lendo-se a absorbancia a 310 nm, durante

10 minutos. Esta atividade foi expressa em U.L™".min™.
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3.9.2. Manganés Peroxidase - MnP

A atividade de MnP foi determinada pela oxidagdo do vermelho de fenol
(€510 = 4.460 mol.L".cm™), na presenca de manganés e perdxido de hidrogénio
(KUWAHARA et al., 1984). A mistura de reagao foi composta por 0,5 mL de
sobrenadante (descrito no item 3.7); 0,1 mL de lactato de sdédio 0,25 M; 0,05 mL
de MnSO,4 2 mM; 0,2 mL de albumina bovina 0,5%; 0,1 mL de vermelho de fenol
0,1% e 0,05 mL de peréxido de hidrogénio 2 mM em tampéao succinato de sédio

0,2 M (pH 4,5). Essa mistura foi incubada por 5 minutos a 30 °C, e a reagao foi

interrompida adicionando-se 0,04 mL de NaOH 2,0 M.

ApoOs a adicao de NaOH foi lida a absorbancia a 610 nm. A preparagao do
branco foi realizada da mesma forma, porém utilizando-se o sobrenadante

tratado a 100 °C durante 30 minutos. A atividade é expressa por U.L™".min™.

3.9.3. Lacase

A atividade de lacase foi determinada na auséncia de H,O, exdgeno no
meio de reagao - tipo lacase (SZKLARZ et al., 1989 - modificado), utilizando-se

siringaldazina 0,1% em etanol como substrato.

A mistura de reacao foi constituida por 0,6 mL de sobrenadante (descrito
no item 3.7); 0,2 mL de tampao citrato-fosfato 0,06 mM (pH 5,0); 0,1 mL de
siringaldazina 0,1% em etanol e 0,1 mL de agua destilada. A oxidacao da
siringaldazina até sua forma quinona foi acompanhada durante 10 minutos a

525 nm (g555 = 65.000 moI.L'1.cm“1). A atividade foi expressa em U.L".min™.
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3.9.4. Peroxidase

Esta atividade foi determinada na presenca de peréxido de hidrogénio
(SZKLARZ et al.,, 1989). A mistura de reagao foi preparada nas mesmas
condicbes como para lacase, utilizando-se o0 mesmo substrato enzimatico
(siringaldazina 0,1% em etanol), porém na presenga de 0,1 mL de H,O, mM em

lugar da agua destilada. A atividade de peroxidase foi expressa em U.L™".min™".

3.10. Determinagdes das Atividades Enzimaticas Celuloliticas

Todas as determinacdes das atividades enzimaticas foram realizadas em
triplicata e acompanhadas do branco da enzima e do branco do substrato. Para
o branco da enzima, o substrato foi substituido pelo tampao usado na reagao,

enquanto que, para o branco do substrato, a enzima foi substituida pelo tampao.

Nas determinagdes de carboximetilcelulase e avicelase, a glicose foi
utilizada como padrdao e para p-glicosidase foi utilizado p-nitrofenol,
respectivamente. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como o
numero de umoles de agucar redutor ou pmoles de p-nitrofenol produzido por

minuto por L de enzima (U/L), sob as condigées do ensaio.

3.10.1. Carboximetilcelulase (CMCase)

A mistura da reacao foi constituida de 1,0 mL de sobrenadante (descrito
no item 3.7) (1.0 mL) e 1,0 mL de solugao de carboximetilcelulose 1% (tampao
acetato 0,05 M, pH 5,0) esta mistura foi incubada a 50 °C por 30 minutos, e a

reacdo foi interrompida adicionando-se 2,0 mL de DNS, e colocada em banho
-53-



maria em ebulicdo por 5 minutos. Em seguida foi realizada a leitura em
espectrofotometro a 550 nm. Os acgucares redutores liberados foram
determinados pelo método do acido-3,5-dinitrosalicilico (DNS) conforme MILLER

et al. (1960), utilizando-se uma curva padrao de glicose.

3.10.2. Avicelase

Foi realizado da mesma maneira que para carboximetilcelulase, apenas
substituindo-se a solugdo de carboximetilcelulose pela suspensao 1% de Avicel
(celulose microcristalina) em tampao acetato 0,05 M, pH 5,0. Ap6s incubacao a
50°C, por 30 minutos, e a reagao foi interrompida adicionando-se 2,0 mL de
DNS, e colocada em banho maria em ebulicdo por 5 minutos. Em seguida foi
realizada a leitura em espectrofotbmetro a 550 nm. Os acgucares redutores
liberados foram determinados pelo método do acido-3,5-dinitrosalicilico (DNS)

conforme MILLER et al. (1960), utilizando-se uma curva padrao de glicose.

3.10.3. Atividade de B-glicosidase

A atividade da p-glicosidase (aril-B-D-glicosidase) foi determinada
incubando 1,0 mL de p-nitrofenil-B-D-Glucopiranosideo 5 mM (tampao acetato
0,05 M, pH 5,0) e 0,5 mL de sobrenadante (descrito no item 3.7) por 15 min. a
50°C, a reacao foi interrompida ap6s adicao de da adicao de 2,0 mL Na,CO;
1M. O p-nitrofenol produzido, foi medido espectrofotometricamente a 410 nm,

utilizando-se a curva padrao.



3.11. Determinacao de Biomassa Fungica

A biomassa fungica foi determinada de acordo com a metodologia de
MESSNER & KUBICEK (1991). Apés o crescimento das linhagens e
centrifugagao das amostras, foi reservado 1 g do substrato sélido (conforme
item 3.7), que foi homogeneizado com 15 mL de NaOH 0,1N, em Sonifer por 10
minutos a 4°C. A suspensao foi colocada em Eppendorf, centrifugada, e a
proteina contida no sobrenadante foi medida de acordo com BRADFORD
(1976). O meétodo, € um procedimento simples e seguro para determinar a
concentracao de proteina soluvel. Este método envolve a adicao de um corante
acido (neste caso Coomassie Brilliant Blue G-250) na solugao de proteina, e
subsequente leitura a 595 nm em espectrofotdmetro. Comparando o resultado
obtido das amostras com a curva padrao, obtemos a concentragao de proteina
presente. O resultado final foi expresso em mg de biomassa fungica/ 100 g de

substrato.

3.12. Determinacao dos Produtos de Fermentacao

Os produtos de fermentacdo foram determinados utilizando-se
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A eluigao foi monitorada usando
detector ultravioleta (comprimento de onda 210 nm — para detecg¢ao dos acidos
organicos) e um diferencial de indice de refragao (utilizado para detec¢cao do
etanol), ambos conectados em série. Condigbes de analise: fase mével H;PO,
0,1%, com fluxo de 05 mLmin' a 30°C; fase estacionaria
poliestirenodivinilbenzeno; coluna Supelcogel C610H, e o volume injetado de 20
uL. Apds crescimento dos microrganismos nas diferentes condigées de cultivo

os sobreanadantes (descrito no item 3.7) foram analisados a fim de verificar a
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producao de acidos organicos e etanol. O sobreadante antes de ser injetado no
cromatégrafo foi filtrado em membrana Millipore (0,45 um). Foi realizada a curva
padrao dos seguintes acidos organicos: acido citrico, acido latico, acido tartarico
e acido acético (Kit organic acids — Sigma Co) e do etanol (Merck — grau
analitico). A quantificacdo dos acidos organicos presentes nas amostras foi
realizada através da curva de calibragao para cada composto. Os valores foram

expressos em mg/mL.

3.13. Determinacao das Fracdes Fibras

O conteudo das fracoes fibras das amostras foram analisados em
triplicata, segundo os métodos de VAN SOEST (1963) e VAN SOEST & WINE
(1967). Apos o crescimento das linhagens e centrifugacao das amostras, foi
reservado 1 g do substrato sélido (conforme item 3.7), que foi homogeneizado
com 100 mL de solugao para fibra detergente acida - FDA (1 litro de H,SO4 1 N
contendo 20 g de CTAB). Apos fervura de 1 hora, o liquido foi filtrado em
cadinho previamente pesado, lavado com agua e acetona (por 2 vezes). Levado
a estufa 100 °C por 12 horas. Os cadinhos contendo o residuo de FDA (cadinho
FDA) foram dispostos em bandeja de vidro inclinada, adicionando H,SO, 72%
até cobrir completamente o contelido, a mistura foi homogeneizada com auxilio
de um bastdo de vidro até virar uma pasta, e entdao deixada a temperatura
ambiente por 3 horas, quando o volume foi completado com acido e
homogeneizado. Os cadinhos foram lavados com agua quente até que todo
acido tenha sido eliminado, levados a estufa 100 °C por 12 horas, pesados
(cadinho acido) e colocados na mufla 500 °C por 2 horas. Apo6s este periodo

foram deixados por 1 hora a 105 °C, resfriados em dessecador e pesados

novamente (cadinho mufla). Com o residuo resultante do processo descrito

acima determinou-se as seguintes fragoes:
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- Residuo celulose: cadinho FDA - cadinho acido
- 9% Celulose: residuo celulose x 100
- Residuo lignina: cadinho acido — cadinho mufla

- % Lignina: residuo lignina x 100

3.14. Determinagcdo das bandas de atividade enzimatica em gel de

poliacrilamida - zimograma

A técnica de zimograma envolve a eletroforese utilizando gel de
poliacrilamida embebido no substrato da enzima de interesse. A enzima é
visualizada apds incubagcdo com uma mistura de reagao apropriada. As bandas
de atividade da enzima Carboximetilcelulse foram detectadas por zimogramas
de géis de poliacrilamida contendo carboximetilcelulose como substrato. De
maneira similar, as bandas de atividades de B-glicosidase, lacase e manganés
peroxidase foram detectadas nos zimogramas contendo os respectivos

substratos para as determinagdes enzimaticas.

As bandas de proteinas foram separadas por eletroforese de gel de
poliacrilaminada - PAGE sob condigao nao desnaturante (auséncia de dodecil
sulfato de sédio). As analises foram feitas em equipamento Mighty Small I SE
250 (Pharmacia), sob sistema de corrida vertical com mini gel de poliacrilamida
12,5% gel de corrida e 4% gel de empacotamento (Tabela 4). Para
determinacdo da atividade de carboximetilcelulase foi desenvolvido um gel

contendo o substrato especifico (Tabela 5).

Antes da eletroforese, os sobreanadantes (conforme item 3.7) foram

tratados da seguinte forma:



1. Nativa: sem nenhum tratamento térmico, auséncia de dodecil sulfato de
sodio (SDS)

2. Desnaturacao Branda Com Tratamento Térmico: incubadas por 7 min.

a 50 °C, na presencga de SDS

3. Desnaturacdo Branda Sem Tratamento Térmico: incubadas a

temperatura ambiente por 1 hora, na presenca de SDS

Tabela 4: Composicao do gel de poliacrilamida

Gel 12,5% (corrida) 4% (empacotamento)
Acrilamida/Bis (30:0,8) 6,25 mL 1,5mL

Tampao Tris (pH 8,8) 3,75 mL -

Tampao Tris (pH 6,8) - 2,5mL

H,O 4,8 mL 5,5 mL

Perssulfato de Amdnia 200 uL 100 uL

TEMED 20 uL 10 uL

Tabela 5: Composicao do gel contendo substrato carboximetilcelulose (CMC)

Gel

Acrilamida/Bis (30:0,8) 6,25 mL
CMC 1% em Tampéao Acetato de Saédio 8,55 mL
Perssulfato de Aménia 200 uL
TEMED 20 uL
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3.14 1. Atividade Manganés Peroxidase

A presenca de manganés peroxidase foi determinada pelo aparecimento
de banda verde indicando precipitacao do reagente ABTS (FU et al., 1997), na
presenca de sulfato de manganés e peroxido de hidrogénio. A mistura de reacao
foi composta por tampao acetato de sodio 55,6 mM pH 4,5 contendo: MnSO, 40
mM; solugcao ABTS 0,075% e peroxido de hidrogénio 0,04 mM. Apés corrida o

gel (Tabela 4) foi incubado submerso nesta mistura por 30 minutos a 30 °C.

Para a atividade de manganés peroxidase foram testadas amostras
nativas e com desnaturacdo branda com tratamento térmico (conforme item
3:13).

3.14.2. Atividade de B-glicosidase

A presenca de B-glicosidase (aril-B-D-glicosidase) foi determinada pelo
aparecimento de banda amarela indicando produgao de p-nitrofenol (PITSON et
al., 1997). A mistura de reacao foi composta por tampéao acetato de sédio 0,05
M, pH 5,0 contendo: p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo 0,02 mM. Apoés corrida o
gel (Tabela 4) foi incubado submerso nesta mistura por 15 min. a 50 °C, a

reacao foi interrompida apos adicao de da adi¢gdo de Na,CO; 1 M.

Para a atividade de p-glicosidase foram testadas amostras nativas;
desnaturagdo branda com tratamento térmico e desnaturagdo branda sem

tratamento térmico (conforme item 3.13).
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3.14.3. Atividade de Lacase (BUSWELL, 1995)

A presenca de lacase foi determinada pelo aparecimento de banda verde
indicando precipitacdo do reagente ABTS (BUSWELL, 1995). A mistura de
reacao foi composta por tampao acetato de sddio 0,125 M pH 5,0 contendo:
solugdo ABTS 0,03%. Apods corrida o gel (Tabela 4) foi incubado submerso

nesta mistura por 30 minutos a 30 °C.

Para a atividade de lacase foram testadas amostras nativas (conforme

item 3.13).

3.14.4. Atividade de Carboximetilcelulase

Para determinacao da atividade de carboximetilcelulase foram utilizadas
varias metodologias (POLSCHRODER et al., 1994, LIN & THOMPSON, 1991 e
CAVEDON et al., 1990) as quais foram adaptadas afim de se obter os melhores
resultados com as amostras analisadas, uma vez que, as mesmas nao foram

concentradas em nenhuma etapa dos experimentos.

Apos corrida o gel (Tabela 4) foi colocado em contato com o outro gel
(Tabela 5) contendo o substrato especifico, praticamente colados um ao outro.
O sanduiche foi deixado em uma caixa Uumida e incubado submerso a 50 °C
sob um periodo de 2 horas. Apds o periodo de incubagcao os géis foram
descolados e o gel contendo o substrato foi colocado em outro recipiente
contendo uma solucdo de Congo Red 0,1%. Apés 30 minutos o gel foi
descorado com uma solugdo de NaCl 1 M, nesta etapa o aparecimento de

zonas de clareamento indicam a presenca da enzima carboximetilcelulase.



4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Crescimento aerobico em diferentes meios de cultivo

4.1.1. Selecao do melhor meio de cultivo por analise visual do crescimento

As linhagens H2, G. terrestre (LD), F. oxysporum (FUS), LH5, F.1039 e
F.870 foram cultivadas em meio nutriente, meio peptona e meio levedura,
contendo uma tira de papel de filtro - Whatman n°1 (15 x 1 cm) como fonte de
carbono. Apés analise visual, observou-se que 0s microrganismos utilizaram o
papel de filtro como fonte de carbono tanto no meio nutriente como no meio
levedura, enquanto que no meio peptona poucas linhagens o utilizaram para
crescimento. O crescimento das linhagens nos diferentes meios esta
apresentado na Tabela 6. De acordo com os resultados obtidos foi possivel

selecionar o meio nutriente.

Tabela 6. Crescimento das linhagens em meio contendo papel de filtro

LINHAGENS MEIO NUTRIENTE MEIO PEPTONA MEIO LEVEDURA
H2 +++ ++ +++

LD +++ ++ ++

FUS +++ + +++

LH5 +++ + ++

F.1039 ++ ¥ ++

F.870 ++ - +

(-) auséncia de crescimento, (+) pouco crescimento, (++) moderado crescimento, (+++)
6timo crescimento (adaptado da ASTM Standard Methods G21-90, 1990 e de
DURRANT et al, 1995).
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4.1.2. Selecao do meio de cultivo por atividade enzimatica

Neste experimento analisou-se o comportamento dos microrganismos H2, G.
terrestre (LD), F. oxysporum (FUS), LH5, F.1039 e F.870 em dois diferentes meios
de cultura, ou seja, meio nutriente (N) e meio extratos (E), contendo serragem ou
bagagco de cana como fonte de carbono na concentragdo de 2%, por diferentes
periodos de crescimento, sob condigbes aerobicas. Como os resultados obtidos
(item 4.1.1.) com meio contendo extrato de levedura foram satisfatorios, este
composto foi testado novamente, em associagdo com extrato de malte. Os
resultados das atividades enzimaticas obtidas pelas linhagens estao

apresentados nas figuras 9 -12.
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Figura 9. Atividades celuloliticas das linhagens crescidas por 7, 14, 21 e 30 dias (7d,
14d, 21d e 30d), sob condigdo aerébica em meio nutriente (NB) e extratos (EB),
contendo bagago de cana. A — carboximetilcelulase, B — avicelase e C — -glicosidase.
Linhagens: basidiomiceto H2, deuteromicetos LH5, F.870 e F.1039, G. terrestre (LD) e

F. oxysporum (FUS).
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Figura 10. Atividades celuloliticas das linhagens crescidas por 7, 14, 21 e 30 dias (7d,
14d, 21d e 30d), sob condi¢gdo aerébica em meio nutriente (NB) e extratos (EB),
contendo serragem. A — carboximetilcelulase, B — avicelase e C — B-glicosidase.
Linhagens: basidiomiceto H2, deuteromicetos LH5, F.870 e F.1039, G. terrestre (LD) e
F. oxysporum (FUS).
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De acordo com os resultados apresentados nas Figuras 9 e 10 observou-
se que apenas as linhagens H2, LHS e F. oxysporum (FUS) apresentaram
atividade de CMCase. A linhagem H2 apresentou alta atividade de CMCase com
30 dias de crescimento em meio nutriente (2.750 U/L) e extratos (2.250 U/L),
ambos contendo bagaco de cana como fonte de carbono (Figura 9A). No
entanto, apdés crescimento em serragem como fonte de carbono a linhagem H2
apresentou producao de CMCase (900 U/L) com 30 dias de cultivo em meio

nutriente (Figura 10A).

Todas as linhagens apresentaram atividade de avicelase, nos meios
avaliados durante o periodo estudado. A linhagem H2 (Figura 9B) foi a que
apresentou a melhor atividade de avicelase (720 U/L), com 7 dias de
crescimento em meio extratos contendo como fonte de carbono bagago de

cana, seguido da levedura G. terrestre (LD) (620 U/L), nas mesmas condig¢oes.

De acordo com as Figuras 9C e 10C observou-se que as linhagens H2,
LH5 e F. oxysporum (FUS) apresentaram bons resultados de p-glicosidase,
sendo que o melhor resultado foi obtido com as linhagens F. oxysporum (FUS)
(800 U/L) e LH5 (800 U/L) cultivadas por 14 dias em meio nutriente contendo
serragem (Figura 10C). As linhagens F. oxysporum (FUS) e LH5 apresentaram
os melhores resultados de p-glicosidase, apos crescimento em contendo bagaco
de cana como fonte de carbono tanto no meio nutriente quanto meio extratos
(Figura 9C).
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Figura 11. Atividades ligninoliticas das linhagens crescidas por 7, 14, 21 e 30 dias (7d,
14d, 21d e 30d), sob condigdo aerobica em meio nutriente (NB) e extratos (EB),
contendo bagago de cana. A - lignina peroxidase, B — lacase e C — manganés
peroxidase. Linhagens: basidiomiceto H2, deuteromicetos LH5, F.870 e F.1039, G.
terrestre (LD) e F. oxysporum (FUS).
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Figura 12. Atividades ligninoliticas das linhagens crescidas por 7, 14, 21 e 30 dias (7d,
14d, 21d e 30d), sob condigdo aerébica em meio nutriente (NB) e extratos (EB),

contendo serragem. A — lignina peroxidase, B — lacase e C — manganés peroxidase.
Linhagens: basidiomiceto H2, deuteromicetos LH5, F.870 e F.1039, G. terrestre (LD) e

F. oxysporum (FUS).
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Analisando-se os resultados das Figuras 11 e 12 pode-se observar que o
meio contendo bagaco de cana foi melhor para atividade de LiP, sendo o pico
maximo obtido com 30 dias de cultivo em meio nutriente com a linhagem H2 (15
U/L) (Figura 11A). A levedura G. terrestre (LD) também apresentou atividade de
LiP, com 7 dias de crescimento em meio nutriente (9 U/L) e extratos (8 U/L),
ambos contendo bagaco de cana como fonte de carbono (Figura 11A). As
menores atividades de LiP foram obtidas quando os fungos foram crescidos em
meio nutriente contendo serragem como fonte de carbono durante o periodo
avaliado (Figura 12A).

A atividade de lacase foi produzida em todas as condi¢cdes pelos
microrganismos avaliados. De um modo geral a linhagem G. terrestre (LD)
apresentou atividade na maioria das condi¢cdes, sendo o0 pico maximo de
atividade (2,25 U/L) quando cultivada por 7 dias, em meio nutriente, contendo
serragem como fonte de carbono (Figura 12B). A linhagem LH5 também
apresentou atividade de lacase (1,8 U/L) com 14 dias de crescimento em meio

extratos contendo bagaco de cana (Figura 11B).

Nem todas as linhagens apresentaram atividade de manganés peroxidase
como pode ser observado nas Figuras 11C e 12C. A linhagem F.1039 (30 U/L)
foi a que apresentou o maximo de atividade com 30 dias de crescimento em
meio nutriente contendo serragem como fonte de carbono (Figura 12C). De um
modo geral a linhagem G. terrestre (LD) apresentou atividade de MnP na
maioria dos dias analizados quando cultivada em meio extratos contendo
bagaco de cana (Figura 11C). Somente os fungos H2 e F. oxysporum (FUS)
apresentaram atividade de MnP com 30 dias de cultivo em meio nutriente
contendo bagaco de cana como fonte de carbono (Figura 11C). Ja quando

utilizou-se meio nutriente e serragem houve um maior numero de linhagens
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produzindo MnP, sendo que as maiores atividades foram obtidas com 30 dias de

cultivo das linhagens H2 e F. oxysporum (FUS) (Figura 12C).

ARORA & GILL (2001) estudaram a produgdo de lacase em dois
diferentes meios de cultivos (meio extrato de malte e meio de sais), sendo que a
producdo da enzima foi obtida em meio extrato de malte ou meio extrato de
malte e sais, quando comparado com meio contendo apenas sais. De acordo
com os autores a presenca de aminoacidos aromaticos como triptofano e
tirosina no extrato de malte foi o fator responsavel a este aumento na atividade
enzimatica. EGGERT et al. (1996) identificou um metabdlito derivado de
triptofano atuando como mediador nas reacdes de oxidacao catalizadas pela
lacase em fungos de degradagdo branca como Pyconoporus cinnabarinus.
Assim como COLLINS et al. (1997) reportaram aumento na producao de
enzimas ligninoliticas apo6s adicdo de triptofano em culturas de Trametes
versicolor, Phanerochaete chrysosporium e Chrysosporium lignorum, indicando
que o triptofano provido pelo extrato de malte, pode ser responsavel pela melhor
producdo das enzimas. Neste estudo as linhagens G. terrestre (LD), LH5 e
F.1039 também apresentaram produgao de LiP, lacase e MnP respectivamente,

apos o cultivo em meio contendo extrato de malte e extrato de levedura.

A linhagem Phlebia radiata apresentou aumento na produgao de lacase
ap6s adicdo de bagago de cana (1%) ao meio extrato de malte (AURORA &
GILL, 2001). O bagaco de cana também mostrou ser o melhor substrato para
produgdo de lacase por Flavodor flavus (RAGHUKUMAR et al., 1999). A
linhagem G. terrestre (LD) foi capaz de produzir atividade de MnP em todos os
dias de cultivo apos crescimento em meio extrato de malte e levedura contendo

bagaco de cana como substrato.
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Avaliando-se o perfil das enzimas produzidas (Figuras 9-12), verificou-se
que, de um modo geral, entre 0 meio nutriente e o0 meio extratos, as atividades
enzimaticas, foram superiores quando as linhagens foram cultivadas em meio

nutriente, independente da fonte de carbono.

4.2. Crescimento em bagaco de cana e serragem

4.2.1. Avaliacao do crescimento anaerdbico e microaerdbico em bagaco

de cana e serragem (1%) e producéo das enzimas ligninoliticas e celuloliticas

Apods o crescimento das linhagens H2, G. terrestre (LD), F. oxysporum
(FUS), LH5, F.1039 e F.870 foi determinada a produgdo das enzimas
ligninoliticas: lignina peroxidase (Figura 13A), manganés peroxidase (Figura
13B) e lacase (Figura 13C); e das enzimas celuloliticas: carboximetilcelulase

(Figura 14A), avicelase (Figura 14B) e B-glicosidase (Figura 14C).
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Figura 13. Atividades ligninoliticas das linhagens crescidas por 20 dias, sob condigao
anaerobica em meio nutriente contendo bagaco de cana (ANB) ou serragem (ANS) e
sob condigdo microaerdbica em meio nutriente contendo bagago de cana (MNB) ou
serragem (MNS). A — Lignina peroxidase, B — Lacase e C — Manganés peroxidase
Linhagens: basidiomiceto H2, deuteromicetos LH5, F.870 e F.1039, G. terrestre (LD) e
F. oxysporum (FUS).

iy Ay B



A atividade maxima de LiP (Figura 13A) foi obtida com o fungo F.
oxysporum (FUS) (4,5 U/L) sob condicao anaerobica em meio contendo bagago
de cana como fonte de carbono. A maioria dos microrganismos apresentou
atividade quando cultivados sob condicdo microaerdbica em meio contendo
serragem, sendo que a linhagem LH5 (3,5 U/L) foi a que apresentou melhor
atividade nesta condicao de cultivo. Ja a linhagem G. terrestre (LD) (3,4 UI/L)
apresentou atividade quando cultivada sob condicao microaerobica em meio

contendo bagacgo de cana como fonte de carbono.

A enzima lacase (Figura 13B) foi detectada nas seis linhagens estudadas
nas condigdes avaliadas, sob condicdo microaerdbica as linhagens F.
oxysporum (FUS) (1,9 U/L) e H2 (1,8 U/L) apresentaram atividades tanto em
meio contendo bagaco de cana como serragem, respectivamente. Destaca-se
também que a condicdo microaerébica foi melhor para producao de lacase para

todos os microrganismos quando comparado com a condigao anaerobica.

Como pode ser observado na Figura 13C todos os microrganismos, com
excecao da linhagem H2, apresentaram atividade de MnP sob condicao
microaerdbica nos meios contendo bagag¢o de cana ou serragem, sendo que a
atividade maxima foi produzida pelos microrganismos G. terrestre (LD) (10 U/L)
e F.870 (9,8 U/L). Observou-se também que a linhagem F.870 produziu maior
atividade de MnP em praticamente todas as condicbes de cultivo avaliadas

neste periodo, quando comparado com as demais linhagens.
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Figura 14. Atividades celuloliticas das linhagens crescidas por 20 dias, sob condigéo
anaerdébica em meio nutriente contendo bagacgo de cana (ANB) ou serragem (ANS) e
sob condicdo microaerébica em meio nutriente contendo bagaco de cana (MNB) ou
serragem (MNS). A — Carboximetilcelulase, B — Avicelase e C — B-glicosidase.
Linhagens: basidiomiceto H2, deuteromicetos LH5, F.870 e F.1039, G. terrestre (LD) e

F. oxysporum (FUS).
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Observando-se os valores apresentados na Figura 14A, verifica-se que
todos os microrganismos apresentaram atividade de CMCase. A linhagem H2
apresentou as melhores atividades de CMCase em todas as condigbes
estudadas, sendo a melhor atividade (450 U/L), produzida em meio contendo
bagaco de cana como fonte de carbono sob condicdo microaerobica. As
linhagens F.1039, F.870 e G. terrestre (LD) apresentaram os menores valores

da enzima CMCase nas condi¢des de cultivo estudadas.

De uma maneira geral, todos os microrganismos apresentaram atividade
de avicelase (Figura 14B), nas condicdes testadas. O pico maximo da enzima
foi produzido pela linhagem H2 (150 U/L), sob condi¢cao microaerdbica em meio

contendo bagaco de cana como fonte de carbono.

A Figura 14C mostra os resultados obtidos apds determinagao de f-
glicosidase. Os microrganismos H2, LH5 e F. oxysporum (FUS) foram os que
apresentaram as melhores atividades de B-glicosidase em todas as condi¢cbes
testadas. Os melhores resultados foram obtidos com as linhagens LHS5 (600 U/L)
e F. oxysporum (FUS) (650 U/L), sob condicao microaerébica, em meio
contendo serragem como fonte de carbono e a linhagem H2 (450 U/L) sob

condicao anaerobica na mesma fonte de carbono.

Comparando-se os resultados obtidos apo6s crescimento das linhagens em
meio contendo 1% de substrato sob diferentes condicbes de oxigenacgao
(Figuras 13 e 14), foi possivel observar que os melhores resultados foram
obtidos com as linhagens H2, G. terrestre (LD), F. oxysporum (FUS) e LHS sob
condicao microaerobica. As linhagens LHS e F. oxysporum (FUS) se

destacaram por apresentarem as melhores atividades de B-glicosidase, a
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levedura G. terrestre (LD) por apresentar bons resultados de atividades
ligninoliticas e o basidiomiceto H2 por apresentar os melhores resultados de
atividades celuloliticas. O periodo de cultivo foi outro fator considerado, em geral
as melhores atividades foram obtidas entre 14 e 30 dias de cultivo. Apds analise
destes resultados selecionou-se 0 meio nutriente e o0s seguintes
microrganismos: o basidiomiceto H2, a levedura G. terrestre (LD), F. oxysporum
(FUS) e o deuteromiceto LH5.

4.2.2. Avaliacao do crescimento microaerobico em bagago de cana e

serragem (2%) e producao das enzimas ligninoliticas e celuloliticas

Com as quatro linhagens (H2, G. terrestre (LD), F. oxysporum (FUS) e
LH5) previamente selecionadas foram determinadas as atividades enzimaticas
celuloliticas e ligninoliticas ap6s 20 dias de crescimento sob condigao
microaerdbica, em meio nutriente contendo serragem ou bagaco de cana como
fontes de carbono, na concentragdo de 2%. Os resultados obtidos das

atividades enzimaticas estao apresentados nas Figuras 15 e 16.
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Figura 15. Atividades celuloliticas das linhagens crescidas por 20 dias, sob condigao
microaerdbica em meio nutriente contendo bagaco de cana (B) ou serragem (S).
Carboximetilcelulase (CMCase), avicelase e p-glicosidase. Linhagens: basidiomiceto

H2, deuteromiceto LH5, G. terrestre (LD) e F. oxysporum (FUS).

A Figura 15 mostra os resultados das enzimas celuloliticas produzidas
pelas linhagens selecionadas. A maxima atividade de CMCase (1.000 U/L) foi
produzida pela linhagem H2 em meio contendo bagaco de cana como fonte de
carbono. A melhor atividade de avicelase (470 U/L) foi obtida com o fungo F.
oxysporum (FUS) em meio contendo serragem como fonte de carbono. A
linhagem LHS apresentou maxima atividade de B-glicosidase (800 U/L) nos dois

substratos utilizados.
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Figura 16. Atividades ligninoliticas das linhagens crescidas por 20 dias, sob condicao
microaerébica em meio nutriente contendo bagago de cana (B) ou serragem (S).
Lignina peroxidase (LiP), lacase (Lac) e manganés peroxidase (MnP). Linhagens:

basidiomiceto H2, deuteromiceto LHS, G. terrestre (LD) e F. oxysporum (FUS).

Na Figura pode-se observar que a maioria das linhagens apresentaram
atividade das quatro enzimas ligninoliticas com 20 dias de crescimento em meio
nutriente contendo serragem como fonte de carbono, sob condigao
microaerdbica. A melhor atividade de lignina-peroxidase foi obtida com o
basidiomiceto linhagem H2 (3,7 U/L) em meio contendo bagago de cana. Os
microrganismos H2, LH5 e G. terrestre (LD) apresentaram atividade de lacase
semelhante, quando cultivados tanto em meio contendo bagago de cana como
em serragem. O pico maximo de atividade de manganés-peroxidase (13,2 U/L)
foi produzido pela levedura G. terrestre (LD), seguido pela linhagem LH5 (13

U/L), em meio contendo bagago de cana.

o ir



Fungos anaerobicos isolados de ruminantes, produzem alto nivel de
enzimas celuloliticas quando cultivados em diferentes substratos (WILLIAMS &
ORPIN, 1987). TEUNISSEN et al. (1992) testaram a habilidade do
microrganismo Pyromices linhagem E2 (fungo anaerébico isolado do rumen de
animal nao ruminante), de usar uma variedade de fontes de carbono em um
meio liquido definido. O crescimento ocorreu em bagago de cana, papel de filtro,
celulose, frutose, lactose, glicose, manose, amido soluvel e palha de trigo. As
atividades das enzimas celuloliticas foram maiores em culturas cultivadas em
frutose, papel de filtro, lactose e amido. O microrganismo Pyromices linhagem
E2 foi capaz de produzir atividade de avicelase (39 U/mL), B-glicosidase (77
U/mL) e CMCase (1,88 U/mL) ap6s crescimento em meio contendo como fonte
de carbono lactose, frutose e manose, respectivamente. Em meio contendo
papel de filtro a linhagem também produziu atividade de avicelase (23 U/mL), B-
glicosidase (64 U/mL) e CMCase (1,33 U/mL), mas em menor produgéo
(TEUNISSEN et al., 1992).

Analisando-se os resultados obtidos apés crescimento das linhagens sob
condicao microaerobica nas diferentes concentracées de substratos (1% e 2%)
foi possivel observar que as linhagens apresentaram maior producao das
enzimas, principalmente as celuloliticas, ap6s cultivo em meio contendo 2% de

substrato.

4.3. Avaliacao do crescimento microaerobico e anaerobico e producao das

enzimas celuloliticas e ligninoliticas em diferentes fontes de carbono

As linhagens H2, G. terrestre (LD), F. oxysporum (FUS) e LH5, foram

cultivadas em meio nutriente contendo diferentes fontes de carbono na
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concentragao final de 1%: xilana, Avicel, acido lignosulfénico ou papel jornal, por
20 dias, sob condigao microaerobica e anaerdbica. As atividades enzimaticas

produzidas estao apresentadas nas Figuras 17 e 18.
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Figura 17. Atividades celuloliticas das linhagens crescidas por 20 dias, sob condigao
microaerdbica e anaerobica em meio nutriente contendo xilana (X), ac. lignosulfénico
(AL), avicel (Av) ou papel jornal (PJ). A — carboximetilcelulase, B — avicelase e C — -
glicosidase. Linhagens: basidiomiceto H2, deuteromiceto LH5, G. terrestre (LD) e F.
oxysporum (FUS).
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Observando-se os valores apresentados na Figura 17A, verifica-se que
todas as linhagens apresentaram atividade de CMCase. De uma forma geral o
basidiomiceto H2 apresentou as melhores atividades de CMCase, apos
crescimento em meio contendo acido lignosulfénico sob condigao microaerobica
e em meio contendo avicel como fonte de carbono sob condicdo anaerobica,
sendo a melhor atividade (70 U/L), produzida condigdo microaerébica em meio

contendo acido lignosulfénico como fonte de carbono.

Todas as linhagens estudadas apresentaram atividade de avicelase
(Figura 17B), nas condi¢cdes testadas. As maiores atividades foram produzidas
pelas linhagens H2 (31 U/L) e F. oxysporum (FUS) (31 U/L), ambos sob

condigao anaerdbica, em meio contendo acido lignosulfénico.

Os microrganismos LH5 e F. oxysporum (FUS) foram os que
apresentaram as melhores atividades de p-glicosidase (Figura 17C), em todas
as condicdes testadas. Os melhores resultados foram obtidos com a linhagem
LH5 (750 U/L) sob condicdo microaerobica, em meio contendo xilana como
fonte de carbono e com a linhagem F. oxysporum (FUS) (700 U/L), também sob
condicao microaerdbica, mas em meio contendo papel jornal como fonte de

carbono.
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Figura 18. Atividades ligninoliticas das linhagens crescidas por 20 dias, sob condigéo
microaerdbica e anaerobica em meio nutriente contendo xilana (X), ac. lignosulfénico
(AL), avicel (Av) ou papel jornal (PJ). A — lignina peroxidase, B — lacase, C —
peroxidase e D - manganés peroxidase. Linhagens: basidiomiceto H2, deuteromiceto
LH5, G. terrestre (LD) e F. oxysporum (FUS).
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Conforme a Figura 18A, a atividade maxima de LiP foi obtida com a
linhagem LH5 (3 U/L), seguida da levedura G. terrestre (1,8 U/L) sob condigao
anaerdbica em meio contendo acido lignosulfénico como fonte de carbono, com
20 dias de crescimento. As demais linhagens produziram atividades mais baixas

de LiP em todas as condi¢cées avaliadas.

A enzima lacase (Figura 18B), foi produzida pelas quatro linhagens
estudadas nas condigbes  propostas. A linhagem F. oxysporum (FUS)
apresentou atividade maxima (1,0 U/L) sob condigdo microaerébica em meio
contendo acido lignosulfénico como fonte de carbono, seguido pela linhagem G.

terrestre (LD) nesta mesma condicao de cultivo (0,9 U/L).

A maioria das linhagens apresentaram a atividade de peroxidase (Figura
18C), sendo que a atividade maxima foi produzida pelo F. oxysporum (FUS) (1,3
U/L) sob condicdo microaerobica em meio contendo xilana como fonte de

carbono.

Os resultados de atividade de MnP (Figura 18D) foram melhores quando
comparados com as demais atividades, tanto sob condicao anaerdbica quanto
microaerdbica, nos diferentes substratos testados. A atividade maxima foi
produzida pela linhagem LH5 (7,2 U/L) sob condicdo anaerdbica em meio
contendo acido lignosulfénico como fonte de carbono. A linhagem LH5, de uma
forma geral, foi a que apresentou maiores atividades de MnP, sob condi¢cao
anaerobica, nos meios contendo xilana, ac. lignosulfénico e avicel como fontes

de carbono, e sob condicdo microaerobica, em meio contendo avicel.
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Avaliando-se os resultados obtidos apds crescimento dos fungos nas
quatro diferentes fontes de carbono (avicel, acido lignosulfénico, papel jornal e
xilana), observou-se que as linhagens apresentaram atividades enzimaticas
mais baixas quando comparadas com as outras fontes de carbono utilizadas

(bagaco de cana ou serragem), nas duas condi¢ces de oxigenagao.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 18 observou-se que
em meio contendo acido lignosulfénico (1%) como fonte de carbono a linhagem
LH5 foi capaz de produzir LiP (3 U/L) e MnP (7,2 U/L), enquanto que a linhagem
G. terrestre (LD) apresentou atividade de lacase (0,9 U/L), os valores obtidos
neste trabalho sao semelhantes aos apresentados por FALCONI (1998) e
SETTE (1997). FALCONI (1998) verificou a produgao de 2,5 U/L de LiP, 4,8 U/L
de MnP, e 1 U/L de lacase por fungos ligninoliticos cultivados em acido
lignosulfénico (0,01%) por 3 a 10 dias sob condicdo estacionaria aerdbica.
SETTE (1997) relatou atividade maxima de lacase (0,5 U/L) por fungos
crescidos em acido lignosulfénico 0,5% sob condi¢ao microaerdbica em 20 e 35

dias de cultivo.

4.4. Crescimento em meio contendo papel jornal como fonte de carbono

4.4.1. Analise visual do crescimento das linhagens em papel jornal e

papel refugo sob condicao aerdbica

Analise visual do crescimento das linhagens H2, G. terrestre (LD), T.
canadense (Q10), F. oxysporum (FUS) e LH5 em meio contendo como fonte de
carbono papel jornal ou papel refugo na concentragao final de 1%, sob condigao

aerobica por um periodo de 30 dias. O crescimento das linhagens nas diferentes
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fontes de carbono esta apresentado na Tabela 7. Com 15 dias de cultivo as
linhagens H2 e F. oxysporum (FUS) apresentaram formacgao de peletes na
superficie (++) quando crescidas em meio contendo papel jornal. De acordo com
os resultados obtidos foi possivel observar que os microrganismos utilizaram o

papel jornal mais rapidamente que o papel refugo.

Tabela 7. Crescimento das linhagens em meio contendo papel jornal e papel

refugo (1%) com 30 dias de cultivo.

LINHAGENS PAPEL JORNAL PAPEL REFUGO
H2 +++ ++
LD ++ 5
FUS +++ +
Q10 ++ +
LH5 + -

(-) auséncia de crescimento, (+) pouco crescimento, (++) moderado crescimento, (+++)
6timo crescimento (adaptado da ASTM Standard Methods G21-90, 1990 e de
DURRANT et al., 1995).

442. Avaliagdo das atividades celuloliticas e ligninoliticas apos

crescimento dos fungos em papel jornal sob condicao microaerobica

As linhagens H2, LH5, G. terrestre (LD), F. oxysporum (FUS) e T.
canadense (Q10) foram cultivadas em um meio nutriente contendo papel jornal

(2%) como fonte de carbono, por um periodo de 20, 30 e 40 dias (Figura 19).
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Figura 19. Atividades enzimaticas das linhagens crescidas por 20, 30 e 40 dias (20d,
30d e 40d), sob condigdo microaerébica em meio nutriente contendo papel jornal. (A) —
lignina peroxidase (LiP), lacase (Lac), peroxidase e manganés peroxidase (MnP) e (B)
— carboximetilcelulase (CMCase), avicelase e B-glicosidase. Linhagens: basidiomiceto

H2, deuteromiceto LH5, G. terrestre (LD), F. oxysporum (FUS) e T. canadense (Q10).
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Quando crescida em meio contendo papel jornal como fonte de carbono,
pode-se verificar que a linhagem H2 apresentou um valor maximo de MnP (2,6
U/L) com 30 dias de crescimento (Figura 19A). Também apresentou bons
resultados de CMCase (Figura 19B) tanto com 20 dias de cultivo (90 U/L)
quanto com 40 dias (80 U/L).

A linhagem LH5 apresentou atividade de peroxidase nos diferentes dias
de cultivo. O valor maximo de MnP (1,4 U/L) foi produzido com 30 dias de cultivo
(Figura 19A). Com relacao as atividades celuloliticas (Figura 17B), observou-se
maior atividade de p-glicosidase, nos diferentes dias de cultivo, sendo a

produgao maxima com 20 dias de cultivo (610 U/L).

A linhagem G. terrestre (LD) produziu atividade de lacase e de peroxidase
proximo a 1,0 U/L, nos diferentes dias de cultivo, porém a linhagem apresentou
producao de MnP (3,5 U/L), com 30 dias de crescimento (Figura 19A). Com
relacao as atividades de CMCase e avicelase (Figura 19B) esta linhagem
produziu atividades semelhantes nos diferentes dias de cultivo, com producéao
de aproximadamente 15 U/L. Nao foi detectada atividade de p-glicosidase nas

condicdes de cultivo utilizadas.

O fungo F. oxysporum (FUS) apresentou atividade de LiP semelhante
entre 30 e 40 dias de crescimento (0,5 U/L). O valor maximo de atividade de
MnP (Figura 19A), foi produzido com 40 dias de cultivo (2,7 U/L). A linhagem
apresentou atividade de B-glicosidase (Figura 19B), com 30 dias de cultivo (600
U/L).
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Na Figura 19A, pode-se verificar que a linhagem T. canadense (Q10)
apresentou atividade de lacase em todos os dias de crescimento, sendo que o
pico maximo (0,5 U/L) foi produzido com 40 dias de cultivo. Na Figura 19B,
verificou-se que esta linhagem apresentou atividade de B-glicosidase (600 U/L)

nos trés dias de cultivo.

Apo6s analise dos resultados, verificou-se que as linhagens apresentaram
atividades enzimaticas ligninoliticas e celuloliticas. Praticamente todas as
linhagens apresentaram atividade de MnP. A melhor atividade de lacase e
peroxidase foi produzida pela linhagem G. terrestre (LD). Com relagdo as
atividades celuloliticas, a linhagem H2 foi a que apresentou a melhor atividade
de CMCase e avicelase, enquanto que as linhagens LH5, T. canadense (Q10) e
F. oxysporum (FUS) foram as que apresentaram as melhores atividades de f3-
glicosidase. Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que estes fungos
sdo capazes de produzir as diferentes enzimas pertencentes ao sistema

lignocelulolitico, conforme relatado por BHAT, 2000.

WYK (1999) estudou a sacarificagdo enzimatica da celulose presente em
papel de filtro, papel jornal e papel almago, incubando estes materiais
celulésicos com celulase de Penicillium funiculosum e Trichoderma reesei. A
maior producao de glicose foi obtida apos sacarificagao de papel almago com
celulase de P. funiculosum seguido por papel de filtro e por ultimo papel jornal.
De acordo com WYK (1999) a presenca de tinta no papel jornal pode ser um dos
motivos pelo qual os microrganismos apresentam pequena produgao

enzimatica.
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4.5. Avaliacdo da composicdo das fragbes fibras apds crescimento das

linhagens em meio contendo bagacgo de cana, serragem e papel jornal

Conforme a metodologia descrita (item 3.6.10), foram determinadas as
porcentagens de celulose e lignina, presentes nas amostras tratadas e nas
amostras controle (sem inoculo). Os resultados obtidos estao apresentados na
Tabela 8.

Tabela 8. Porcentagem de celulose e lignina presentes no bagaco de cana,
serragem e papel jornal, apdés crescimento das linhagens H2, T. canadense
(Q10), F. oxysporum (FUS), LH5 e G. terrestre (LD) e nas amostras controle
(CT), cultivadas sob condi¢cao microaerobica.

SERRAGEM BAGACO DE CANA PAPEL JORNAL

%Celulose %Lignina %Celulose %Lignina %Celulose %Lignina

CT 9 4 5 4 9 6
H2 6 2 1 1 4 5
Q10 6 2 1 1 8 5
FUS 1 3 2 1 3 5
LH5 2 3 1 1 8 2
LD 5 3 1 1 2 5

De acordo com a Tabela 8 pode-se verificar que a linhagem F. oxysporum
(FUS) foi a que apresentou maior % de degradacdo de celulose em meio
contendo serragem como fonte de carbono (8%), indicando a acao do sistema

enzimatico celulolitico da linhagem, pois a mesma foi capaz de produzir as
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enzimas CMCase, avicelase e p-glicosidase nesta fonte de carbono (Figura 15).
O basidiomiceto H2 foi capaz de produzir a enzima MnP (Figura 16) em meio
contendo serragem e apresentou a maior % de degradacédo de lignina nesta
fonte de carbono (2%), o mesmo valor foi obtido com o fungo T. canadense
(Q10). Todas as linhagens com exceg¢ao do F. oxysporum (FUS) apresentaram
4% de degradacao de celulose em bagaco de cana. Nesta fonte de carbono as
linhagens H2 e LH5 apresentaram maior atividade de CMCase e B-glicosidase,
respectivamente (Figura 15). Todas as linhagens apresentaram 3% de
degradacao de lignina em meio contendo bagago de cana como fonte de
carbono, sendo que o sistema ligninolitico foi verificado nas linhagens H2, LD e
LH5 as quais apresentaram maior atividade de LiP, lacase e MnP,
respectivamente (Figura 16). A linhagem G. terrestre (LD) apresentou 7% de
degradacao de celulose em meio contendo papel jornal como fonte de carbono.
A linhagem F. oxysporum (FUS) apresentou 6% de degradacao de celulose e
maximo de atividade de p-glicosidase (Figura 19B) indicando a ag¢ao do sistema
enzimatico celulolitico. A linhagem LH5 foi a que apresentou maior % de
degradacado (4%) de lignina quando cultivada em meio contendo papel jornal,
porém apresentou menores atividades ligninoliticas nesta mesma fonte de
carbono. A linhagem G. terrestre (LD) apresentou os melhores resultados de
enzimas ligninoliticas (Figura 19A) mesmo com baixa % de degradacao de

lignina nesta fonte de carbono.

4.6. Crescimento variando as condigbes de oxigenagao e determinagao das
atividades enzimaticas celuloliticas e ligninoliticas em reacées e em gel

(zimograma) e producao de biomassa fungica.

As linhagens H2, LH5, G. terrestre (LD), F. oxysporum (FUS) e T.

canadense (Q10), foram cultivadas em um meio nutriente contendo serragem,
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bagaco de cana ou papel jornal como fonte de carbono, nas concentragdes de
4% e 10%, sob diferentes condicbes de oxigenagao, os resultados estao

apresentados nas Figuras 20 - 26.

4.6.1. Atividade de carboximetilcelulase
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Figura 20: Atividade de carboximetilcelulase das linhagens crescidas sob diferentes
condi¢cdes de oxigenacao: A (14 dias agitagao e 7 dias microaerobico), B (7 dias
agitacao e 21 dias microaerdbico) e C (7 dias agitagao e 14 dias microaerébico) em
meio nutriente contendo bagago de cana, serragem ou papel jornal nas
concentragdes de 4% (B4, S4 e J4) e 10% (B10, S10 e J10). Linhagens: basidiomiceto
H2, T. canadense (Q10), deuteromiceto LH5, F. oxysporum (FUS) e G. terrestre (LD).
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A Figura 20 mostra que a maioria das linhagens apresentaram atividade
de carboximetilcelulase, destacando-se a linhagem F. oxysporum (FUS) (1.100
U/L), em meio contendo serragem nas concentracoes de 4% e 10% e nas trés
diferentes condigbes de oxigenacao testadas. Seguida da linhagem H2 (900
U/L) na condig¢ao de 7 dias agitagao e 14 dias microaerobico, em meio contendo

bagaco de cana na concentracao de 4%.

4.6.1.1. Atividade de carboximetilcelulase em gel

As linhagens que apresentaram os melhores resultados da atividade de
carboximetilcelulase, apresentados na Figura 20 foram escolhidas para a
realizacao do zimograma desta enzima (Tabela 9). Para este teste foi utilizada

amostra nativa (conforme item 3.12).

Tabela 9: Amostras utilizadas no zimograma da enzima carboximetilcelulase

Linhagem Fonte de Carbono Condicao de Oxigenacao

F. oxysporum (FUS) Serragem 4% 14 dias agitacao e 7 dias microaerébico
F. oxysporum (FUS) Serragem 4% 14 dias agitacao e 7 dias microaerobico
F. oxysporum (FUS) Serragem 4% 7 dias agitacao e 21 dias microaerobico
F. oxysporum (FUS) Serragem 10% 7 dias agitacao e 21 dias microaerobico
H2 Bagaco de cana 4% 7 dias agitagao e 21 dias microaerébico
H2 Bagacgo de cana 10% 7 dias agitagao e 21 dias microaerébico
F. oxysporum (FUS) Serragem 4% 7 dias agitagcao e 14 dias microaerobico
F. oxysporum (FUS) Serragem 10% 7 dias agitacao e 14 dias microaerobico
H2 Bagacgo de cana 4% 7 dias agitacao e 14 dias microaerdbico

H2 Bagacgo de cana 10% 7 dias agitacao e 14 dias microaerdbico
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Visualizando-se os geéis foi possivel verificar o aparecimento de zonas de
clareamento indicando presenca da enzima carboximetilcelulase nas seguintes
condicées: linhagem F. oxysporum (FUS) contendo serragem (4%) com 14 dias
agitacao e 7 dias microaerobico, serragem (10%) com 7 dias agitacao e 21 dias
microaerdbico, e com 7 dias agitacao e 14 dias microaerdbico. A linhagem H2
apresentou esta enzima quando cultivada em meio contendo bagaco de cana

(4% e 10%) com 7 dias agitacao e 14 dias microaerdbico.

4.6.2. Atividade de avicelase

Os resultados de atividade de avicelase estao demonstrados na Figura
21. A linhagem G. terrestre (LD) apresentou atividade desta enzima em meio
contendo serragem (10%), na condicao A e em meio contendo bagacgo de cana
(10%) nas condi¢cdes A e B, sendo os melhores resultados (360 U/L) em meio
contendo bagagco de cana na concentracao de 4%, com 14 dias agitacao e 7
dias microaerdbico (Figura 21A), e 7 dias agitacao e 21 dias microaerdbico
(Figura 21B). A linhagem F. oxysporum (FUS) (340 U/L), apresentou atividade
com 14 dias agitagao e 7 dias microaerobico, em meio contendo serragem como

fonte de carbono na concentracdo de 10%.
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Figura 21: Atividade de avicelase das linhagens crescidas sob diferentes condicdes de
oxigenagao: A (14 dias agitacao e 7 dias microaerdbico), B (7 dias agitagéo e 21 dias
microaerobico) e C (7 dias agitacdo e 14 dias microaerdbico) em meio nutriente
contendo bagago de cana, serragem ou papel jornal nas concentragbes de 4% (B4,
S4 e J4) e 10% (B10, S10 e J10). Linhagens: basidiomiceto H2, T. canadense (Q10),
deuteromiceto LH5, F. oxysporum (FUS) e G. terrestre (LD).
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4.6.3. Atividade de B-glicosidase
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Figura 22: Atividade de pB-glicosidase nas linhagens crescidas sob diferentes
condicbes de oxigenacdo: A (14 dias agitagdo e 7 dias microaerobico), B (7 dias
agitagéo e 21 dias microaerobico) e C (7 dias agitagdo e 14 dias microaerobico) em
meio nutriente contendo bagaco de cana, serragem ou papel jornal nas
concentragdes de 4% (B4, S4 e J4) e 10% (B10, S10 e J10). Linhagens: basidiomiceto
H2, T. canadense (Q10), deuteromiceto LH5, F. oxysporum (FUS) e G. terrestre (LD).

A atividade de B-glicosidase pode ser observada na Figura 22, onde a
linhagem LH5 (800 U/L) foi a que apresentou melhor resultado, tanto cultivada
em papel jornal quanto em serragem na concentragdao de 4% com 7 dias
agitacao e 21 dias microaerobico (Figura 22B), seguida da linhagem F.
oxysporum (FUS) (790 U/L) em meio contendo serragem (4%) como fonte de
carbono com 14 dias agitacao e 7 dias microaerobico (Figura 22A). As linhagens
T. canadense (Q10) e F. oxysporum (FUS) (810 U/L) foram as que

apresentaram melhores resultados quando cultivadas em meio contendo
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serragem como fonte de carbono na concentragao de 10% na condicdo A.
Observou-se também que a linhagem G. terrestre (LD) apresentou pequena
produgao da enzima p-glicosidase em todas as condigdes testadas quando

comparada com as demais linhagens.

4.6.3.1. Atividade de B-glicosidase em gel

As linhagens que apresentaram os melhores resultados da atividade
enzimatica de B-glicosidase, apresentados na Figura 22 foram escolhidas para a
realizacdao do zimograma desta enzima (Tabela 10). Para este teste foi utilizada
amostra nativa, desnaturada com tratamento térmico e desnaturada sem

tratamento térmico (conforme item 3.12).

Tabela 10: Amostras utilizadas no zimograma da enzima p-glicosidase

Linhagem Fonte de Carbono Condigao de Oxigenacao

F. oxysporum (FUS) Serragem 4% 14 dias agitacao e 7 dias microaerébico
T. canadense (Q10) Serragem 10% 14 dias agitagao e 7 dias microaerobico
LH5 Serragem 10% 14 dias agitagéo e 7 dias microaerébico
LH5 Serragem 4% 7 dias agitacao e 21 dias microaerdbico
F. oxysporum (FUS) Serragem 4% 7 dias agitagao e 21 dias microaerdbico
T. canadense (Q10) Serragem 10% 7 dias agitacao e 21 dias microaerobico
LHS Serragem 10% 7 dias agitacao e 21 dias microaerdbico
T. canadense (Q10) Serragem 4% 7 dias agitagcao e 14 dias microaerdbico
LHS Serragem 4% 7 dias agitacao e 14 dias microaerdbico
T. canadense (Q10) Serragem 4% 7 dias agitagao e 14 dias microaerdbico
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Visualizando-se os géis foi possivel verificar o aparecimento de banda
amarela indicando apresenca desta enzima. Os melhores resultados foram
obtidos com a linhagem LH5 em meio contendo serragem (4%) com 7 dias
agitacao e 21 dias microaerodbico, e 7 dias agitacao e 14 dias microaerdbico e
em meio contendo serragem (10%) com 14 dias agitacdo e 7 dias
microaerdbico, amostra nativa, desnaturacdo com tratamento térmico e sem
tratamento térmico. A linhagem F. oxysporum (FUS) apresentou esta enzima
quando cultivada em meio contendo serragem (4%) com 14 dias agitacdo e 7

dias microaerébico, amostra nativa.

4.6.4. Atividade de lignina peroxidase

Na Figura 23 esta apresentada a atividade de LiP, onde pode-se observar
que poucas linhagens produziram esta enzima. A atividade maxima de LiP foi
obtida com a linhagem LH5 (27 U/L) em meio contendo papel jornal como fonte
de carbono na concentracdo de 4%, sob a condicdo combinada de oxigenacéo
(14 dias agitagéo e 7 dias microaerobico), seguida da G. terrestre (LD) (16 U/L)
em meio contendo bagaco de cana (10%) como fonte de carbono apos 14 dias

agitacao e 7 dias microaerobico (Figura 23A).
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Figura 23: Atividade de lignina peroxidase das linhagens crescidas sob diferentes
condicdes de oxigenagao: A (14 dias agitacdo e 7 dias microaerdbico), B (7 dias
agitagdo e 21 dias microaerobico) e C (7 dias agitacdo e 14 dias microaerobico) em
meio nutriente contendo bagacgo de cana, serragem ou papel jornal nas concentragbes
de 4% (B4, S4 e J4) e 10% (B10, S10 e J10). Linhagens: basidiomiceto H2, T.
canadense (Q10), deuteromiceto LH5, F. oxysporum (FUS) e G. terrestre (LD).
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4.6.5. Atvividade de manganés peroxidase
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Figura 24: Atividade de manganés peroxidase das linhagens crescidas sob diferentes
condigbes de oxigenagao: A (14 dias agitagao e 7 dias microaerdbico), B (7 dias
agitacao e 21 dias microaerobico) e C (7 dias agitacdao e 14 dias microaerdbico) em
meio nutriente contendo bagaco de cana, serragem ou papel jornal nas concentragoes
de 4% (B4, S4 e J4) e 10% (B10, S10 e J10). Linhagens: basidiomiceto H2, T.
canadense (Q10), deuteromiceto LH5, F. oxysporum (FUS) e G. terrestre (LD).

A atividade de MnP esta apresentada na Figura 24. Na condicéo 14 dias
agitacdo e 7 dias microaerobico somente as linhagens LH5 e T. canadense
(Q10) apresentaram atividade de MnP (Figura 24A). A linhagem LH5 (6 U/L) foi
a que apresentou maximo de atividade com 7 dias agitacdo e 14 dias

microaerébico, em meio contendo bagacgo de cana na concentracao 10% (Figura
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24C). Nesta mesma condi¢ao de oxigenacgao as linhagens T. canadense (Q10)
(2,7 U/L) e F. oxysporum (FUS) (2,5 U/L) apresentaram atividade de MnP

quando cultivadas em meio contendo papel jornal na concentracao 4%.

4.6.5.1. Atividade de manganés peroxidase em gel

As linhagens que apresentaram os melhores resultados da atividade de
manganés peroxidase, apresentados na Figura 24 foram escolhidas para a
realizacdo do zimograma desta enzima desta enzima (Tabela 10). Para este
teste foi utilizada amostra nativa e desnaturada com tratamento térmico

(conforme item 3.12).

Tabela 10: Amostras utilizadas no zimograma da enzima manganés peroxidase

Linhagem Fonte de Carbono Condigao de Oxigenacao

LH5 Papel jornal 10% 14 dias agitacao e 7 dias microaerébico

T. canadense (Q10) Bagaco de cana 10% 7 dias agitagéao e 21 dias microaerdbico

F. oxysporum (FUS) Bagaco de cana 10% 7 dias agitagéo e 21 dias microaerébico

G. terrestre (LD) Bagaco de cana 10% 7 dias agitacao e 21 dias microaerobico
LH5 Bagaco de cana 10% 7 dias agitagao e 21 dias microaerdbico
LH5 Bagaco de cana 4% 7 dias agitagao e 21 dias microaerébico
H2 Serragem 4% 7 dias agitagao e 14 dias microaerobico
F. oxysporum (FUS) Papel jornal 10% 7 dias agitacao e 14 dias microaerobico
G. terrestre (LD) Papel jornal 4% 7 dias agitacao e 14 dias microaerdbico
LH5 Bagaco de cana 10% 7 dias agitagao e 14 dias microaerébico
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Visualizando-se os geéis foi possivel verificar o aparecimento de banda
verde mais intensa com a linhagem H2 em meio contendo serragem (4%),
amostra nativa, e com a linagem LH5 em meio bagaco de cana 10%, amostra

nativa, ambas com 7 dias agitacéo e 14 dias microaerobico.

4.6.6. Atividade de lacase
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Figura 25: Atividade de lacase das linhagens crescidas sob diferentes condi¢cdes de
oxigenacao: A (14 dias agitacao e 7 dias microaerobico), B (7 dias agitacao e 21 dias
microaerébico) e C (7 dias agitagdo e 14 dias microaerobico) em meio nutriente
contendo bagaco de cana, serragem ou papel jornal nas concentracoes de 4% (B4, S4
e J4) e 10% (B10, S10 e J10). Linhagens: basidiomiceto H2, T. canadense (Q10),
deuteromiceto LH5, F. oxysporum (FUS) e G. terrestre (LD).
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Como pode ser observado na Figura 25 todas as linhagens apresentaram
atividade de lacase nos trés meios de cultivo e nas trés diferentes condi¢cdes de
oxigenagao testadas. De um modo geral, a linhagem G. terrestre (LD), foi a que
apresentou os melhores resultados tanto na concentracdo de 4% quanto de
10%, nos meios contendo papel jornal nas condi¢cées de oxigenacao A e B,
sendo a maxima atividade obtida apos crescimento em meio contendo papel
jornal como fonte de carbono, na concentragao 4% (1,8 U/L) com 7 dias
agitacao e 21 dias microaerdbico (Figura 25B), na concentragcao de 10% (1,6

U/L) com 14 dias agitagcao e 7 dias microaerobico (Figura 25A).

4.6.7. Atividade de peroxidase

De acordo com a Figura 26, a linhagem G. terrestre (LD) (1,7 U/L)
apresentou atividade maxima de lacase em meio contendo papel jornal na
concentracédo 4%, apés um periodo de incubagao de 7 dias agitagao e 21 dias
microaerodbico (Figura 26B), e em meio contendo serragem como fonte carbono
na concentracao de 10% (1,7 U/L) apds 14 dias agitagado e 7 dias microaerobico
(Figura 26A). Na condicdo 7 dias agitacédo e 14 dias microaerébico em meio
contendo papel jornal como fonte de carbono, as linhagem LH5 e T. canadense
(Q10) apresentaram atividade de peroxidase, na concentragédo 4% e 10%,

respectivamente.
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Figura 26: Atividade de peroxidase das linhagens crescidas sob diferentes condigdes
de oxigenagao: A (14 dias agitacao e 7 dias microaerdbico), B (7 dias agitagéao e 21
dias microaerdbico) e C (7 dias agitacao e 14 dias microaerébico) em meio nutriente
contendo bagago de cana, serragem ou papel jornal nas concentragées de 4% (B4, S4
e J4) e 10% (B10, S10 e J10). Linhagens: basidiomiceto H2, T. canadense (Q10),
deuteromiceto LH5, F. oxysporum (FUS) e G. terrestre (LD).

De acordo com os resultados obtidos nas Figuras 20-26 todas as
linhagens apresentaram producao das enzimas celuloliticas e ligninoliticas,
sendo que a linhagem G. terrestre (LD) apresentou atividade de lacase (1,7 U/L)
e peroxidase (1,7 U/L), quando crescida em meio contendo papel jornal como
fonte de carbono na concentracdo de 4%, com 7 dias agitagdo e 21 dias
microaeroébico, e atividade de avicelase (360 U/L) quando crescida em meio
contendo bagaco de cana (4%) com 14 dias agitacao e 7 dias microaerobico. A

linhagem LH5 apresentou atividade de lignina-peroxidase (27 U/L), quando
-102-



cultivada em meio contendo papel jornal (4%) com 14 dias agitacao e 7 dias
microaerobico, e manganés-peroxidase (6 U/L) (meio bagacgo de cana, 10%, 7
dias agitacao e 14 dias microaerobico). A linhagem F. oxysporum (FUS) de uma
forma geral apresentou atividade de CMCase em meio contendo serragem tanto
na concentracao de 4% quanto 10% nas trés diferentes condigbes de
oxigenacao testadas. Enquanto que os melhores resultados de atividade de f3-
glicosidase, foram obtidos, principalmente, em meio contendo serragem (4% e
10%) nas trés diferentes condigdes de oxigenacao testadas, com as linhagens
LH5, T. canadense (Q10) e F. oxysporum (FUS).

4.6.8. Biomassa Fungica

De acordo com a Figura 27, a linhagem H2 apresentou 900 mg de
biomassa fungica/100 g de substrato quando cultivada em meio contendo jornal
(10%) como fonte de carbono, com 14 dias sob agitacao e 7 dias microaerobico.
Ja a linhagem T. canadense (Q10) apresentou 800 mg de biomassa fungica/100
g de substrato em meio contendo bagago de cana (10%), com 7 dias agitagéo e
21 dias microaerébico. A linhagem F. oxysporum (FUS) apresentou 750 mg de
biomassa fungica/100 g de substrato em meio contendo serragem (10%) como
fonte de carbono com 14 dias agitacao e 7 dias microaerobico. A linhagem LH5
apresentou 360 mg de biomassa fungica/100 g de substrato em meio contendo
serragem (4%) como fonte de carbono, com 7 dias agitagcdo e 14 dias
microaerdbico. A linhagem G. terrestre (LD) apresentou valor maximo 700 mg
de biomassa fungica/100 g de substrato quando cultivada em meio contendo

serragem (10%), com 14 dias agitacédo e 7 dias microaerdbico.
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Figura 27: Biomassa fungica das linhagens crescidas sob diferentes condigdes de
oxigenagao: A (14 dias agitagdo e 7 dias microaerobico), B (7 dias agitagcédo e 21 dias
microaerobico) e C (7 dias agitacdo e 14 dias microaerdbico) em meio nutriente
contendo bagacgo de cana, serragem ou papel jornal nas concentragdes de 4% (B4, S4
e J4) e 10% (B10, S10 e J10). Linhagens: basidiomiceto H2, T. canadense (Q10), F.
oxysporum (FUS), deuteromiceto LH5 e G. terrestre (LD).

4.7. Crescimento microaerébico em diferentes concentracdes de substrato e

avaliacao das enzimas celuloliticas e ligninoliticas e da biomassa fungica

As linhagens H2, LH5, G. terrestre (LD), F. oxysporum (FUS) e T.

canadense (Q10) foram cultivadas em um meio nutriente contendo serragem ou
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bagaco de cana como fonte de carbono, nas concentragdes de 4% e 10% e
incubadas por um periodo de 20, 30 e 40 dias, sob condigao microaerdbica. Os

resultados obtidos estao apresentados nas Figuras 28 - 37.
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Figura 28. Atividades enzimaticas do basidiomiceto H2 quando crescida por 20, 30 e
40 dias (20d, 30d e 40d), sob condigdo microaerébica em meio nutriente contendo
bagaco de cana ou serragem nas concentragdes de 4% (B4 e S4) e 10% (B10 e S10).
(A) — lignina peroxidase (LiP), lacase (Lac), peroxidase e manganés peroxidase (MnP);

(B) — carboximetilcelulase (CMCase), avicelase e p-glicosidase.
-105-



Observando-se a Figura 28A, verifica-se que a linhagem H2 apresentou
atividade de LiP (8,5 U/L) apés cultivo em meio contendo bagaco de cana (4%,
20 dias) como fonte de carbono, e atividade de MnP (4,2 U/L) apés crescimento
em serragem (4%, 30 dias). Observou-se producao de LiP na maioria dos dias
avaliados utilizando-se o bagaco de cana como fonte de carbono na
concentracao de 4% Em meio contendo serragem (10%) como fonte de carbono
observou-se producdo de MnP, na maiora dos dias estudados. Na Figura 28B,
verificou-se atividade de CMCase (1.180 U/L) quando a linhagem H2 foi
cultivada em meio contendo bagago de cana (4%, 40 dias), e atividade de
avicelase (1.000 U/L) quando utilizado serragem (10%, 40 dias) como fonte de

carbono.
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Figura 29. Biomassa fungica basidiomiceto H2 quando crescido por 20, 30 e 40 dias
(20d, 30d e 40d), sob condicao microaerébica em meio nutriente contendo bagago de

cana ou serragem nas concentracdes de 4% (B4 e S4) e 10% (B10 e S10).

A linhagem H2 apresentou 1.750 mg de biomassa fungica/100 g de
susbstrato quando cultivada em meio contendo bagaco de cana como fonte de

carbono na concentracao de 10%, com 20 dias de cultivo (Figura 29). Observou-
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se que ao utilizar bagaco de cana na concentracdo de 4% a producdo de
biomassa fungica foi semelhante em todos os dias avaliados. Quando utilizou-se
bagaco de cana na concentragcao de 10% houve um aumento na producéo da

biomassa fungica até 30 dias de cultivo.
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Figura 30. Atividades enzimaticas do deuteromiceto LH5 quando crescido por
20, 30 e 40 dias (20d, 30d e 40d), sob condigao microaerdbica em meio nutriente
contendo bagaco de cana ou serragem nas concentragdes de 4% (B4 e S4) e 10%
(B10 e S10). (A) — lignina peroxidase (LiP), lacase (Lac), peroxidase e manganés
peroxidase (MnP), (B) — carboximetilcelulase (CMCase), avicelase e B-glicosidase.
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Como pode ser observado na Figura 30A, a linhagem LH5 apresentou
atividade de MnP em quase todas as condigdes testadas. A produgdo maxima
de LiP (8,5 U/L) foi observada com 40 dias em meio baga¢o de cana na
concentracao de 10%. Na figura 30B observou-se que a linhagem apresentou
atividade de B-glicosidase (820 U/L) em meio contendo bagag¢o de cana na
concentracao de 4%, e o pico maximo de avicelase (920 U/L) foi obtido em meio

contendo serragem na concentracao de 10% nos diferentes dias testados.
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Figura 31. Biomassa fungica do deuteromiceto LH5 quando crescido por 20, 30 e 40
dias (20d, 30d e 40d), sob condi¢cao microaerébica em meio nutriente contendo bagago

de cana ou serragem nas concentragdes de 4% (B4 e S4) e 10% (B10 e S10).

A maior produgao de biomassa (900 mg de biomassa fungica/100 g de
substrato), foi observada apods crescimento em meio bagaco de cana na

concentracao de 10% com 30 dias de cultivo (Figura 31).
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Figura 32. Atividades enzimaticas da linhagem G. terrestre (LD) quando crescida por
20, 30 e 40 dias (20d, 30d e 40d), sob condicdo microaerébica em meio nutriente
contendo bagaco de cana (B) ou serragem (S) nas concentragées de 4% (B4 e S4) e
10% (B10 e S10). (A) - lignina peroxidase (LiP), lacase (Lac), peroxidase e manganés

peroxidase (MnP), (B) — carboximetilcelulase (CMCase), avicelase e p-glicosidase.
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De acordo com a Figura 32A, pode-se verificar que a linhagem G.
terrestre (LD) apresentou producao de MnP (5 U/L) com 40 dias de crescimento
em meio contendo serragem na concentracao de 10%, e 4,8 U/L com 20 dias
em meio contendo bagago de cana na concentragao de 4%. Na Figura 32B,
verifica-se que o pico maximo de avicelase (380 U/L) ocorreu com 20 dias de
cultivo em meio contendo serragem como fonte de carbono na concentragao de
4%.
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Figura 33. Biomassa fungica da linhagem G. terrestre (LD) quando crescida por 20, 30
e 40 dias (20d, 30d e 40d), sob condigao microaerobica em meio nutriente contendo

bagago de cana ou serragem nas concentragdes de 4% (B4 e S4) e 10% (B10 e S10).

O valor maximo de biomassa (600 mg de biomassa fungica/100 g de
substrato), foi obtido com 20 dias de cultivo em meio contendo bagacgo de cana
na concentragcao de 10% (Figura 33). Pode-se observar um aumento na
producdo da biomassa fungica apés 30 dias de cultivo em meio contendo

serragem como fonte de carbono na concentracao de 10%.
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Figura 34. Atividades enzimaticas da linhagem F. oxysporum (FUS) quando crescida
por 20, 30 e 40 dias (20d, 30d e 40d), sob condicao microaerébica em meio nutriente
contendo bagacgo de cana ou serragem nas concentracées de 4% (B4 e S4) e 10%
(B10 e S10). (A) — lignina peroxidase (LiP), lacase (Lac), peroxidase e manganés

peroxidase (MnP), (B) — carboximetilcelulase (CMCase), avicelase e B-glicosidase.
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O fungo F. oxysporum (FUS) apresentou atividade LiP e MnP nas
condicbes testadas como pode ser verificado na Figura 34A. A produgao
maxima de LiP (9,2 U/L) foi obtida com 30 dias de crescimento em meio
contendo bagaco de cana na concentragao de 10%. Na Figura 34B, observou-
se a producao de todas as enzimas, sendo que a melhor atividade de avicelase
(1.100 U/L), foi produzida com 20 dias de cultivo em meio contendo serragem na
concentracao de 10%.
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Figura 35. Biomassa fungica da linhagem F. oxysporum (FUS) quando crescida por
20, 30 e 40 dias (20d, 30d e 40d), sob condigdo microaerobica em meio nutriente

contendo bagaco de cana ou serragem nas concentracoes de 4% (B4 e S4) e 10%
(B10 e S10).

De acordo com a Figura 35, pode-se verificar que a linhagem F.
oxysporum (FUS) apresentou valor maximo (1.400 mg de biomassa fungica/100
g de substrato) com 20 dias de cultivo em meio contendo bagago de cana na
concentracao de 10%.
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Figura 36. Atividades enzimaticas da linhagem T. canadense (Q10) quando crescida
por 20, 30 e 40 dias (20d, 30d e 40d), sob condigdo microaerdbica em meio nutriente
contendo bagago de cana ou serragem nas concentragoes de 4% (B4 e S4) e 10%
(B10 e S10). (A) — lignina peroxidase (LiP), lacase (Lac), peroxidase e manganés

peroxidase (MnP), (B) — carboximetilcelulase (CMCase), avicelase e p-glicosidase.
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Como pode ser observado na Figura 36A a linhagem T. canadense (Q10)
apresentou producao de LiP (5,9 U/L) com 20 dias de cultivo em meio contendo
bagaco de cana na concentracdao de 10%. Em meio contendo serragem na
concentracado de 10% verificou-se as melhores atividades de
carboximetilcelulase e avicelase (1.100 U/L) com 20 dias de crescimento (Figura
36B).
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Figura 37. Biomassa fungica da linhagem T. canadense (Q10) quando crescida por
20, 30 e 40 dias (20d, 30d e 40d), sob condicdo microaerébica em meio nutriente
contendo bagago de cana ou serragem nas concentracdes de 4% (B4 e S4) e 10%
(B10 e S10).

Como pode ser verificado na Figura 37, a linhagem T. canadense (Q10)
apresentou 1.400 mg de biomassa fungica/100 g de substrato quando cultivada
em meio contendo bagaco de cana na concentracdo de 10% como fonte de

carbono, com 20 dias de cultivo.
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De acordo com os resultados obtidos observou-se que houve produgao
das enzimas celuloliticas e ligninoliticas nas condi¢des testadas. A linhagem H2
quando crescida em meio contendo bagago de cana como fonte de carbono
apresentou atividades de LiP e CMCase. A mesma linhagem, quando crescida
em meio contendo serragem apresentou atividades de MnP e avicelase. A
linhagem LH5, de uma forma geral, apresentou melhor atividade de LIP
principalmente com 40 dias em meio contendo bagago de cana tanto em 4%
quanto 10%, apresentando também atividade de B-glicosidase. A levedura G.
terrestre (LD) apresentou atividade de MnP e avicelase na maioria das
condicoes testadas. Quando analisado os resultados obtidos com os fungos F.
oxysporum (FUS) e T. canadense (Q10) observou-se a producao de enzimas
celuloliticas quando cultivados em meio contendo serragem como fonte de
carbono. Em meio contendo bagago de cana (10%) as linhagens apresentaram
atividade de LiP, com 20 dias (linhagem T. canadense (Q10)) e 30 dias
(linhagem F. oxysporum (FUS)) de cultivo. Com relagdo a biomassa fungica
observou-se a maioria das linhagens apresentaram producao quando cultivadas
em meio contendo bagaco de cana na concentracao de 10%, com 20 dias de

crescimento.

As cinco linhagens estudadas foram capazes de utilizar os diferentes
substratos nas duas concentracdes (4% e 10%), como fonte de carbono e
energia. Com relacdo as condigbes de oxigenacgao testadas, pode-se observar
gue as amostras apresentaram melhores resultados de atividades enzimaticas
quando cultivadas sob condi¢gao microaerdbica do que sob condigdo combinada

de oxigenacgédo (agitagdo e microaerdbico).
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De acordo com os resultados obtidos nas ultimas etapas (itens 4.4, 4.5,
46 e 4.7) foi possivel fazer a selecao final dos microrganismos. Foram
selecionadas o basidiomiceto linhagem H2 por apresentar capacidade de
produzir enzimas celuloliticas, o fungo F. oxysporum (FUS) por apresentar
atividade da enzima B-glicosidase e a levedura G. terrestre (LD) por apresentar

capacidade de produzir enzimas ligninoliticas.

4.8. Efeito de diferentes compostos na fermentacao e atividade enzimatica das

linhagens

4.8.1. Avaliacao das atividades enzimaticas celuloliticas e ligninoliticas, e
dos produtos de fermentagao produzidos apds adicdo de Tween 80 ao meio de

cultivo

A influéncia do tween 80 foi verificada apds crescimento das linhagens
H2, F. oxysporum (FUS) e G. terrestre (LD) em meio nutriente contendo
serragem e bagaco de cana como fontes de carbono na concentracdo de 4%

por 30 dias sob condicdo microaerdébica.
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Figura 38. Atividades celuloliticas das linhagens crescidas por 30 dias sob condigao
microaerdbica em meio nutriente nas seguintes condigdes: 0T — sem tween 80; 1T —
0,5 mL/L tween 80; 2T — 1,0 mL/L tween 80; 3T — 2,0 mL/L tween 80; contendo
serragem (S) ou bagacgo de cana (B). A — Carboximetilcelulase, B — Avicelase e C - -

glicosidase. Linhagens: basidiomiceto H2, F. oxysporum (FUS) e G. terrestre (LD).
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Observando-se os valores apresentados na Figura 38A, verificou-se que
todos os microrganismos apresentaram maior atividade de CMCase quando
adicionou-se tween 80 ao meio nutriente. A melhor atividade foi produzida pela
linhagem G. terrestre (LD) (280 U/L) em meio contendo serragem como fonte de
carbono com adicdo de 1,0 mL/L de tween 80, e quando crescida em meio

contendo bagaco de cana (180 U/L) com adi¢ao de 1,0 e 2,0 mL/L de tween 80.

Os resultados de atividade de avicelase estao demonstrados na Figura
38B. Os melhores resultados foram obtidos com a linhagem H2 (300 U/L) em
meio contendo bagag¢o de cana com adicao de 1,0 mL/L de tween 80. As
linhagens F. oxysporum (FUS) e G. terrestre (LD) apresentaram atividade
também quando cultivadas em meio contendo bagaco de cana como fonte de
carbono, mas com adi¢cao de 0,5 mL/L de tween 80 (250 U/L e 200 UIL,

respectivamente).

A atividade de B-glicosidase pode ser observada na Figura 38C. A adicéo
de tween 80 ao meio de cultivo ndo exerceu nenhum afeito positivo na producéao

de B-glicosidase por F. oxysporum (FUS).

-118-



uiL

S3T BOT B1T B2T B3T

Condigoes

B
2,5
—
5 1.5
0,5
0.
c 1,54
1
T |
=
0,5
sS0T SI1T 52T S3aT BOT B1T B2T B3T
Condig¢oes
D

S0T ST S2T S3T BOT B1T B2T B3T
Condigoes

||:in oFUs oLD|

Figura 39. Atividades ligninoliticas das linhagens crescidas por 30 dias sob condigao
microaerébica em meio nutriente nas seguintes condi¢des: : 0T — sem tween 80; 1T —
0,5 mL/L tween 80; 2T — 1,0 mL/L tween 80; 3T — 2,0 mL/L tween 80; contendo
serragem (S) ou bagago de cana (B). A — Lignina Peroxidase, B — Lacase, C —
Peroxidase e D — Manganés Peroxidase. Linhagens: basidicmiceto H2, F. oxysporum
(FUS) e G. terrestre (LD).
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Na Figura 39A esta representada a atividade de LiP, onde pode-se
observar que todas as linhagens apresentaram producdo desta enzima. A
atividade maxima de LiP foi obtida com a linhagem H2 (21 U/L) apds
crescimento em meio contendo serragem como fonte de carbono, com adigao
de 0,5 mL/L de tween 80. Em meio contendo bagaco de cana a linhagem que
apresentou a melhor atividade foi a G. terrestre (LD) (5,0 U/L) com adi¢ao de 0,5
mL/L de tween 80. A linhagem F. oxysporum (FUS) apresentou maior produg¢ao
de LiP em meio contendo bagaco de cana com adi¢cdo de tween 80 quando

comparado com meio sem adi¢ao de tween 80.

A enzima lacase foi observada na trés linhagens estudadas nas condigoes
propostas. Analisando-se a Figura 39B, verificou-se que a linhagem H2
apresentou produgao de lacase quando crescida em meio contendo bagago de
cana como fonte de carbono, quando comparado com meio sem adicao de
tween 80, sendo os valores maximos (2,8 U/L e 2,0 U/L) obtidos com adi¢ao de
1,0 mL/L e 2,0 mL/L, respectivamente. Em meio contendo serragem os

melhores resultados foram obtidos com a linhagem F. oxysporum (FUS).

Analisando-se os resultados da Figura 39C, verificou-se que a enzima
peroxidase foi produzida pelas trés linhagens testadas nas diferentes condigbes
de cultivo. De uma forma geral a linhagem H2 apresentou resultados superiores
em meio contendo bagaco de cana como fonte de carbono com adigao de tween
80, quando comparado com meio sem adi¢do de tween 80, sendo o maximo de
atividade obtido com adicao de 0,5 mL/L (1,3 U/L). A linhagem F. oxysporum
(FUS) quando cultivada em meio contendo serragem apresentou maior atividade

de peroxidase em meio com adicao de tween 80, do que no meio sem tween 80.
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De acordo com a Figura 39D, pode-se verificar que as linhagens nao
apresentaram atividade de MnP em meio contendo serragem como fonte de
carbono. A maxima atividade foi obtida com a linhagem H2 (12 U/L) apds

crescimento em meio contendo bagaco de cana como fonte de carbono, com
adicao de 1,0 mL/L de tween 80.

mg/mL

H2 FUS LD H2 FUS LD H2 FUS LD H2 FUS LD
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Condigdes / Linhagens
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i I
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Figura 40. Produtos de fermentagao produzidos pelas linhagens crescidas por 30 dias
sob condigdo microaerébica em meio nutriente nas seguintes condigbes: 0T — sem
tween 80; 1T — 0,5 mL/L tween 80; 2T — 1,0 mL/L tween 80; 3T — 2,0 mL/L tween 80;

contendo A) bagago de cana (B) ou B) serragem (S). Linhagens: basidiomiceto H2, F.
oxysporum (FUS) e G. terrestre (LD).
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De acordo com as Figuras 40A e B a maioria das linhagens produziram
acido citrico e acido latico nas condigcbes testadas. O &cido tartarico foi
produzido pela linhagem H2 nas duas diferentes fontes de carbono testadas
(1,17 mg/mL — bagaco de cana e 1,03 mg/mL — serragem), em meio de cultivo
sem adicao de tween 80. Verifica-se também na Figura 40A que a linhagem G.
terrestre (LD) apresentou produgdo de acido citrico (1,0 mg/mL) quando
cultivada em meio contendo bagaco de cana com adi¢cao de tween 80 (0,5 mL/L)
gquando comparada com meio sem adicao de tween 80. As linhagens F.
oxysporum (FUS) e G. terrestre (LD) apresentaram producao de acido acético e
acido latico, respectivamente, em meio contendo serragem como fonte de
carbono com adigéao de tween 80, quando comparado com meio sem adi¢ao de
tween 80 (Figura 40B). As Figuras 40A e B também mostra que com a adicao
de 1,0 ml de tween 80, todas as linhagens apresentaram produgao de acido
citrico nas duas fontes de carbono testadas. A linhagem G. terrestre (LD)
apresentou maior producao de acido tartarico (3,8 mg/mL) e acido latico (0,3
mg/mL) em meio contendo serragem com adicao de tween 80, quando
comparado com meio sem adigao de tween 80 (Figura 40B). A linhagem H2
apresentou maior producdo de acido acético nos dois meios de cultivo com
adicao de 2,0 mL de tween 80, quando comparado com meio sem adicao de
tween 80. Quanto as linhagens G. terrestre (LD) e F. oxysporum (FUS), estas
também apresentaram maior producao deste acido quando crescidas em meio
contendo serragem como fonte de carbono com adicdo de tween 80 (Figura
40B).

O etanol foi produzido pelas linhagens F. oxysporum (FUS) e H2 em
diferentes condi¢des de cultivo como pode ser observado na Tabela 12. A maior
producao de etanol foi obtida apos cultivo da linhagem H2 em meio contendo

serragem (4%) como fonte de carbono e adicao de 0,5 mL de tween 80.

22



Tabela 12: Producdo de etanol apds crescimento das linhagens em meio

nutriente contendo adigao de tween 80

Linhagem Fonte de Carbono  Concentragao de tween 80 mg/mL
F. oxysporum (FUS) Bagago de cana4% Sem tween 80 0,077
H2 Serragem 4% 0,5 mL tween 80 0,14
H2 Serragem 4% 1,0 mL tween 80 0,06

Todas as linhagens testadas foram capazes de apresentar atividades
celuloliticas e ligninoliticas. As linhagens foram crescidas em duas fontes de
carbono diferentes (bagaco de cana e serragem) em meio sem adi¢ao de tween
80 e com adicado de trés diferentes concentragcbes de tween 80 (0,5; 1,0 e 2,0
mL/L). De acordo com STERNBERG (1976), o tween 80 € um surfactante que
age na membrana celular aumentando a secrecao de enzimas. O aumento na
producdo enzimatica, entretanto varia entre os microrganismos e também entre

as diferentes enzimas produzidas no mesmo organismo.

A linhagem H2 apresentou maximo de atividade enzimatica de lacase,
peroxidase, manganés-peroxidase e avicelase, quando crescida em meio
contendo bagaco de cana como fonte de carbono, com adigdo de tween 80, e
em meio contendo serragem apresentou o maximo de atividade de lignina-
peroxidase, quando comparado com meio sem adicao de tween 80. Com
relacdo a linhagem G. terrestre (LD), esta  apresentou atividade de
carboximetilcelulase quando crescida em meio contendo serragem e atividade
de p-glicosidase quando cultivada em meio contendo bagago de cana como
fonte de carbono com tween 80. Ja a linhagem H2 apresentou melhor producao
de etanol em presenca de 0,5 e 1,0 mL/L de tween 80 em meio contendo

serragem como fonte de carbono, quando comparado com meio sem adi¢cao de
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tween 80. Estes resultados estdo de acordo com STERNBERG (1976), pois foi
verificado aumento de produgdo enzimatica pela maioria das linhagens

avaliadas neste estudo.

Alguns autores (ASTHER et al., 1987, LESTAN et al., 1993) estudaram o
aumento na liberagao enzimatica na presencga de certos surfactantes como por
exemplo, tween 80, em cultura submersa e imobilizada de P. chrysosporium.
Quando as culturas foram suplementadas com tween 80, os valores de MnP
detectados foram duas vezes maiores que os obtidos no controle (sem adicao
de tween 80). Os niveis de atividade de MnP foram mantidos ao longo do
cultivo, o qual pode estar correlacionado com a boa estabilidade das isoenzimas
produzidas (COUTO et al., 2000). O mecanismo pelo qual os surfactantes (ex.
tween 80) aumentam a liberagdo de enzimas extracelulares em fungos
flamentosos nao esta bem estabelecido. Alguns autores sugerem que o tween
80 promove tanto o aumento como saida dos compostos da célula através da
modificagcdo da permeabilidade da membrana plasmatica (ASTHER et al., 1987,
COUTO et al., 2000).

PAVARINA & DURRANT (2001b) verificaram o efeito da adicao de tween
80 ao meio de cultivo, onde foi possivel observar que o basidiomiceto linhagem
H2 apods 30 dias de cultivo em meio contendo bagaco de cana (4%) como fonte
de carbono sob condigao microaerodbica foi capaz de produzir 2,8 U/L da enzima
lacase usando seringaldazine como substrato (adicao de 1,0 mL/L de tween 80
ao meio nutriente), os valores apresentados sdao maiores que o0s obtidos por
SZKLARZ (1989), que cultivou C. versicolor (ATCC) por 19 dias em meio
contendo glicose (5g/L) como fonte de carbono. Esta linhagem foi capaz de
produzir 0,91 U/L da enzima lacase também utilizando seringaldazine como

substrato.
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4.8.2. Determinacao dos produtos de fermentacdao produzidos apoés adicao
nutrientes suplementares ao meio de cultivo

O efeito dos nutrientes suplementares esta apresentado na Figura 41.
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Figura 41. Produtos de fermentagéo produzidos pelas trés linhagens crescidas por 30
dias sob condigdo microaerébica em meio nutriente nas seguintes condi¢cdes: SN —
sem suplementos; Fe — Citrato Férrico Amoniaco; K - KNO3; Se - Na,SeO; e Mn -
MnO,, contendo: A) bagaco de cana ou B) serragem na concentracao final de 4%.

Linhagens: basidiomiceto H2, F. oxysporum (FUS) e G. terrestre (LD).
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Em meio sem adicado de nutrientes suplementares (Figura 41), verificou-se
que todas as linhagens produziram acido citrico. Comparando o efeito da
adicao de suplementos, verificou-se que quando as linhagens foram crescidas
em meio adicionado de ions férricos, nota-se que a linhagem H2 apresentou
maior producdao de acido tartarico (1,6 mg/mL), quando cultivada em meio
contendo serragem como fonte de carbono (Figura 41B). Em meio contendo
nitrato de potassio, a linhagem F. oxysporum (FUS) apresentou produgcao de
acido acético (1,0 mg/mL), em meio contendo bagaco de cana como fonte de
carbono (Figura 41A). A maioria das linhagens estudadas apresentaram
produgao de acido citrico nas duas fontes de carbono testadas (bagaco de cana
e serragem) com adicao de ions selénio. A linhagem G. terrestre (LD)
apresentou producao de acido tartarico (1,68 mg/mL) apds crescimento em meio
contendo bagaco de cana (Figura 41A). Quanto ao efeito da adicao de
manganés, em meio contendo serragem como fonte de carbono, verificou-se
que as linhagens H2 e G. terrestre (LD) (2,58 mg/mL e 2,57 mg/mL,

respectivamente) apresentaram producao de acido tartarico (Figura 41B).

O etanol foi produzido pelas linhagens F. oxysporum (FUS) e H2 em
diferentes condi¢cdes de cultivo como pode ser observado na Tabela 13. A maior
producao de etanol foi obtida apds cultivo da linhagem H2 em meio contendo

bagaco de cana (4%) como fonte de carbono e adicao de dioxido de manganés.
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Tabela 13: Producdo de etanol apds crescimento das linhagens em meio

nutriente contendo adigao de nutrientes suplementares

Linhagem Fonte de Carbono Nutriente mg/mL
F. oxysporum (FUS) Bagago de cana4%  Dioxido de manganés 0,12
H2 Bagago de cana 4%  Dioxido de manganés 0,34
H2 Serragem 4% Dioxido de manganés 0,21

De acordo com os resultados obtidos pode-se observar que todas as
linhagens foram capazes de produzir os diferentes acidos organicos nas
condicbes testadas, destacando-se a produgdo de acido tartarico pelas
linhagens G. terrestre (LD) (meio adicionado de ions selénio e didxido de
manganés) e H2 (meio com ions férrico e diéxido de manganés). As linhagens
H2 e F. oxysporum (FUS) apresentaram produgao de etanol em meio contendo
bagaco de cana e didéxido de manganés. Entre os diferentes ions testados o
mais promissor parece ser o dioxido de manganés, uma vez que, as linhagens
apresentaram melhor producédo de acidos organicos apos adicdo deste ion. A
adicdo de MnO, provavelmente imita os processos ocorridos naturalmente; a
acumulacdo de manganés, depositada com MnO,, pode ser observada em
areas de intensa degradacado de lignina por muitos fungos de degradagao
branca (BLANCHETTE, 2000). Isto indica que o manganés pode ser importante
na degradacdo da lignina, confirmando os resultados obtidos aqui.
Possivelmente, este suplemento (MnO;) atua como ativador do sistema
fermentativo das linhagens, pois de acordo com COUTO (2000) a adicao de
MnO, no cultivo de P. chrysosporium aumentou a produgdo das enzimas
manganés peroxidase e lacase, atuando com indutor do sistema enzimatico do

fungo.
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4.8.3. Determinacdao dos produtos de fermentagdo produzidos pelas

linhagens apo6s adigao de diferentes concentragdes de cisteina no meio de
cultivo

A influéncia da adicao de cisteina esta apresntada na Figura 42.
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Figura 42. Produtos de fermentagao produzidos pelas linhagens crescidas por 30 dias
sob condi¢cdo microaerébica em meio nutriente nas seguintes condigdes: 0C — sem
cisteina; 1C - 0,025% de cisteina; 2C - 0,05% de cisteina; 3C - 0,1% de cisteina e 4C -
0,15% de cisteina, contendo: A) bagago de cana (B) ou B) serragem (S) na
concentragao final de 4%. Linhagens: basidiomiceto H2, F. oxysporum (FUS) e G.

terrestre (LD).
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As linhagens apresentaram producao de acido acético apds crescimento
em meio contendo bagacgo de cana sem adicao de cisteina (Figura 42A). Todas
as linhagens quando crescidas em meio contendo serragem (Figura 42B) sem
cisteina apresentaram produgao de acido citrico e latico. Apos adicao de
0,025% de cisteina verificou-se a producao de acido tartarico pela linhagem H2
(0,65 mg/mL), e producao de acido acético pelas linhagens F. oxysporum (FUS)
(0,4 mg/mL) e G. terrestre (LD) (0,8 mg/mL) quando crescidas em meio
contendo serragem como fonte de carbono (Figura 42B). Com adigao de 0,05%
de cisteina as linhagens H2 (0,08 mg/mL) e G. terrestre (LD) (0,2 mg/mL)
apresentaram producao de acido acético quando cultivadas em meio contendo
bagaco de cana como fonte de carbono (Figura 42A). A linhagem H2 apresentou
maior producao de acido tartarico (0,6 mg/mL) em meio contendo bagaco de
cana como fonte de carbono com adicao de 0,10% de cisteina (Figura 42A). As
linhagens F. oxysporum (FUS) (0,05 mg/mL) e G. terrestre (LD) (0,025 mg/mL)
apresentaram maior produgdo de acido citrico quando crescidas em meio
contendo serragem com 0,10% de cisteina (Figura 42B). Apds adi¢céao de 0,15%
de cisteina, pode-se verificar que em meio contendo serragem todas as
linhagens apresentaram maior producao de acido latico, quando comparada
com meio sem cisteina, sendo a produgao maxima obtida pela linhagem H2 (0,5
mg/mL) (Figura 42B).

O etanol foi produzido pela linhagem H2 em diferentes condi¢gbes de
cultivo como pode ser observado na Tabela 14. A maior produgao de etanol foi
obtida apoés cultivo da linhagem H2 em meio contendo bagaco de cana (4%)

como fonte de carbono e sem adicao de cisteina.
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Tabela 14: Producdo de etanol apds crescimento das linhagens em meio

nutriente contendo diferentes concentracdes de cisteina.

Linhagem Fonte de Carbono Concentragao de cisteina mg/mL
H2 Bagaco de cana 4%  Sem cisteina 0,125
H2 Bagago de cana4% 0,15 % de cisteina 0,076

De acordo com DUBE (1990), altas concentragdes de cisteina podem
alterar a producgéo de certos produtos de fermentacao. Analisando os resultados
observou-se que em meio contendo bagaco de cana como fonte de carbono a
presenca de cisteina no meio de cultivo teve efeito negativo sob a producgao de
etanol pelas linhagens H2 e F. oxysporum (FUS). Apenas a linhagem H2
apresentou producado de etanol em meio com adicdo de cisteina (0,15%). A
mesma linhagem apresentou producdo de acido tartarico em meio contendo
0,025% e 0,10% de cisteina. O acido latico foi produzido por todas as linhagens

apos adicao de 0,15% de cisteina ao meio nutriente.

4.9. Crescimento microaerobico em meio complemento, determinacao das
atividades lignoceluloliticas em reagdao e em gel (zimograma), produgao de

biomassa fungica e produtos de fermentacao

As Figuras 43-48 apresentam os resultados obtidos apds cultivo das
linhagens H2, F. oxysporum (FUS) e G. terrestre (LD) em meio contendo adigao
de MnO, e tween 80, e auséncia de cisteina. Esta formulagao foi baseada nos
resultados obtidos na etapa 4.8. Para a concentracdo de 4% foram avaliados os
crescimentos com 20, 30, 40, 60 e 90 dias. Quando utilizou-se concentragcbes

maiores como, 10 e 20% testou-se apenas 60 e 90 dias.
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4.9 1. Atividades enzimaticas
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Figura 43. Atividades enzimaticas do basidiomiceto H2 quando crescido por 20, 30, 40, 60
e 90 dias (20d, 30d, 40d, 60d e 90d), sob condicdo microaerdbica em meio complemento
contendo: |) bagago de cana ou Il) serragem nas concentracées de 4% (B4 e S4), 10%
(B10 e S10) e 20% (B20 e S20). A — carboximetilcelulase (CMCase), avicelase e B-
glicosidase, B — lignina peroxidase (LiP), lacase (Lac), peroxidase (Per) e manganés
peroxidase (MnP).
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Na Figura 43A verificou-se que a linhagem H2 apresentou producéo de
CMCase (1.200 U/L) apos cultivo em meio contendo bagaco de cana 20% com
90 dias (Figura 43-IA), e atividade de p-glicosidase (1.000 U/L), quando
cultivada em meio contendo serragem 4% como fonte de carbono, com 30, 40 e
90 dias (Figura 43-llA). Observando-se a Figura 44B verificou-se que a mesma
apresentou atividade de LiP (8 U/L), quando crescida em meio contendo bagaco
de cana (20%) como fonte de carbono com 60 dias de cultivo (Figura 43-IB), e
atividade de MnP (15 U/L), quando crescida em serragem 10% com 90 dias de
cultivo (Figura 43-11B).
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Figura 44. Biomassa fungica do basidiomiceto H2 quando crescido por 20, 30, 40, 60
e 90 dias (20d, 30d, 40d, 60d e 90d), sob condicdo microaerébica em meio
complemento contendo bagago de cana ou serragem nas concentracées de 4% (B4 e
S4), 10% (B10 e S10) e 20% (B20 e S20).

De acordo com a Figura 44, a linhagem H2 apresentou 1.600 mg de
biomassa fungica/100 g de substrato quando cultivada em meio contendo

bagaco de cana 20% com 90 dias de cultivo e 4% com 30 dias.
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Figura 45. Atividades enzimaticas da linhagem F. oxysporum quando crescida por 20,
30, 40, 60 e 90 dias (20d, 30d, 40d, 60d e 90d), sob condi¢cdo microaerébica em meio
complemento contendo: |) bagago de cana ou ll) serragem nas concentragées de 4%
(B4 e S4), 10% (B10 e S10) e 20% (B20 e S20). A — carboximetilcelulase (CMCase),
avicelase e p-glicosidase, B — lignina peroxidase (LiP), lacase (Lac), peroxidase (Per) e

manganés peroxidase (MnP).
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Na Figura 45A pode-se observar que a linhagem F. oxysporum (FUS),
apresentou atividade de B-glicosidase (1.000 U/L) em todas condi¢bes testadas.
O fungo F. oxysporum (FUS) apresentou atividades de LiP e MnP nas condigbes
testadas como pode ser verificado na Figura 45B. A produgéao maxima de LiP
(45 U/L) foi obtida com 60 dias de crescimento em meio contendo bagago de

cana na concentragao de 10% (Figura 45-IB).

1600+
1400+
1200
1000
800
600 -
400
200

Biomassa Fungica
(mg/100g substrato)

Condigbes

Figura 46. Biomassa flungica da linhagem F. oxysporum quando crescida por 20, 30,
40, 60 e 90 dias (20d, 30d, 40d, 60d e 90d), sob condicdo microaerébica em meio
complemento contendo bagago de cana ou serragem nas concentracoes de 4% (B4 e
S4), 10% (B10 e S10) e 20% (B20 e S20).

De acordo com a Figura 46 pode-se verificar que a linhagem F.
oxysporum apresentou 1.600 mg de biomassa fungica/100 g substrato com 60 e

90 dias de cultivo em meio contendo serragem na concentragao de 20%.
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Figura 47. Atividades enzimaticas da linhagem G. terrestre quando crescida por 20,
30, 40, 60 e 90 dias (20d, 30d, 40d, 60d e 90d), sob condi¢do microaerébica em meio
complemento contendo: |) bagago de cana ou ll) serragem nas concentragtes de 4%
(B4 e S4), 10% (B10 e S10) e 20% (B20 e S20). A — carboximetilcelulase (CMCase),
avicelase e pB-glicosidase, B — lignina peroxidase (LiP), lacase (Lac), peroxidase (Per) e

manganés peroxidase (MnP).
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A linhagem G. terrestre (LD) apresentou atividade de CMCase (500 U/L),
com 90 dias de cultivo em meio contendo bagaco de cana como fonte de
carbono na concentragao de 10% (Figura 47-IA). De acordo com a Figura 47B
pode-se verificar que a linhagem G. terrestre (LD) apresentou producédo de
todas as enzimas ligninoliticas nas diferentes condicbes testadas. A producao
maxima de LiP (14 U/L), ocorreu com 90 dias de crescimento em meio contendo

bagaco de cana na concentracao de 20% (Figura 47-11B).
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Figura 48. Biomassa fungica da linhagem G. terrestre quando crescida por 20, 30, 40,
60 e 90 dias (20d, 30d, 40d, 60d e 90d), sob condicdo microaerébica em meio
complemento contendo bagago de cana ou serragem nas concentracoes de 4% (B4 e
S4), 10% (B10 e S10) e 20% (B20 e S20).

Na Figura 48, pode-se verificar que o valor maximo de proteina (1.600
mg/100 g substrato), foi obtido com 90 dias de cultivo em meio contendo bagaco

de cana na concentracao de 20%.
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4.9.2. Determinacao das bandas de atividade enzimatica em gel

Apo6s avaliacdo dos resultados obtidos no item 4.9.1 foi possivel
selecionar as linhagens que apresentaram as melhores atividades enzimaticas e

em quais condi¢bes de cultivo isso ocorreu.

4.9.2.1. Lacase

As linhagens que apresentaram os melhores resultados da atividade de
lacase, apresentados nas Figuras 43B, 45B e 47B foram escolhidas para a
realizagcao do zimograma desta enzima (Tabela 15). Para este teste foi utilizada

amostra nativa (conforme item 3.12)

Tabela 15: Amostras utilizadas no zimograma da enzima lacase

Linhagem Fonte de Carbono Dias de cultivo
F. oxysporum (FUS) Serragem 4% 90 dias
F. oxysporum (FUS) Bagaco de cana 4% 90 dias
G. terrestre (LD) Serragem 4% 20 dias
G. terrestre (LD) Serragem 4% 30 dias
G. terrestre (LD) Serragem 4% 40 dias
H2 Bagaco de cana 4% 20 dias
H2 Bagaco de cana 4% 20 dias
H2 Bagaco de cana 4% 30 dias
H2 Bagaco de cana 4% 60 dias
H2 Bagacgo de cana 4% 90 dias
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Visualizando-se os géis foi possivel verificar o aparecimento de banda
azul mais intensa com a linhagem F. oxysporum (FUS) em meio contendo
serragem (4%) e bagaco de cana (4%) com 90 dias de crescimento, e linhagem
H2 em meio contendo serragem (4%) com 30, 60 e 90 dias, indicando a

presenca de atividade de lacase.

4.9.2.2. Manganés Peroxidase

As linhagens que apresentaram os melhores resultados da atividade de
manganés peroxidase, apresentados nas Figuras 43B, 45B e 47B foram
escolhidas para a realizagdo do zimograma desta enzima (Tabela 16). Para este

teste foi utilizada amostra nativa (conforme item 3.12).

Tabela 16: Amostras utilizadas no zimograma da enzima manganés peroxidase

Linhagem Fonte de Carbono Dias de cultivo
F. oxysporum (FUS) Bagago de cana 4% 20 dias
F. oxysporum (FUS) Bagaco de cana 4% 30 dias
F. oxysporum (FUS) Bagaco de cana 4% 40 dias
F. oxysporum (FUS) Serragem 20% 90 dias
H2 Serragem 4% 90 dias
H2 Serragem 10% 60 dias
H2 Bagaco de cana 10% 60 dias
H2 Serragem 10% 90 dias
H2 Bagaco de cana 20% 90 dias
G. terrestre (LD) Serragem 10% 90 dias
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Visualizando-se os géis foi possivel verificar o aparecimento de banda
verde mais intensa com a linhagem F. oxysporum (FUS) em meio contendo
bagaco de cana (4%) com 30 e 40 dias de crescimento, e linhagem H2 em meio
contendo serragem (10%) e em meio contendo bagago de cana (20%) 90 dias

de cultivo, indicando a presen¢a da enzima manganés peroxidase.

4.9.2.3. B-glicosidase

As linhagens que apresentaram os melhores resultados da atividade de (-
glicosidase, apresentados nas Figuras 43A, 45A e 47A foram escolhidas para a
realizacdo do zimograma desta enzima (Tabela 15). Para este teste foi utilizada

amostra nativa (conforme item 3.12).

Tabela 15: Amostras utilizadas no zimograma da enzima B-glicosidase

Linhagem Fonte de Carbono Dias de cultivo
H2 Serragem 4% 30 dias
H2 Serragem 4% 34 dias
H2 Serragem 4% 60 dias
F. oxysporum (FUS) Bagaco de cana 20% 60 dias
F. oxysporum (FUS) Bagaco de cana 4% 90 dias
F. oxysporum (FUS) Serragem 10% 60 dias
F. oxysporum (FUS) Serragem 10% 90 dias
F. oxysporum (FUS) Bagago de cana 20% 90 dias
F. oxysporum (FUS) Serragem 20% 90 dias
F. oxysporum (FUS) Serragem 4% 90 dias
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Visualizando-se os geéis foi possivel verificar o aparecimento de banda
amarela mais intensa com a linhagem F. oxysporum (FUS) em meio contendo
bagaco de cana (10%) com 60 e 90 dias de crescimento, em meio contendo
bagaco de cana (20%) e serragem (20%) com 90 dias de crescimento e
linhagem H2 em meio contendo serragem (4%) com 30 e 40 dias de cultivo,

indicando a presenga da enzima p-glicosidase.

REZENDE et al. (2002), utilizaram bagaco de cana como substrato para
producao de xilanase e carboximetilcelulase sob condicao aerdbica pelo fungo
T. harzianum. O maximo de atividade de xilanase (27 U/mL) e CMCase (0,26
U/mL) foi obtido em meio contendo bagag¢o de cana como fonte de carbono na
concentracao final de 14%, sendo que maiores concentracdes de bagaco de
cana (20 — 28%) diminuiram a produgao das enzimas. De acordo com PERSON
et al. (1991), é mais dificil extrair as enzimas tanto maior for a concentragéo do
substrato, uma vez que as enzimas estao fortemente ligadas. Esta pode ser a
explicacdo para diminuicdo da atividade das enzimas ligninoliticas em meio
contendo bagag¢o de cana na concentracao final de 20% pela linhagem F.

oxysporum (FUS), estudada neste trabalho.

KERN (1990) observou que a adicao de MnO, em culturas submersas do
fungo P.chrysosporium aumentou a producao e estabilidade das ligninases. A
adicao de MnO, aumentou notavelmente a atividade de MnP (7 vezes maior que
o controle sem adigdo do ion). Isto indica que o MnO, presente no meio de
cultivo atua como indutor desta enzima (COUTO et al., 2000). Segundo LESTAN
et al. (1993), a presenca de tween 80 em culturas submersas do fungo
P.chrysosporium aumentou a producdo da enzima MnP (2 vezes maior que o
controle sem adicdo de tween). Os resultados obtidos neste trabalho estdo de

acordo com aqueles reportados na literatura, pois foi possivel verificar que as
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linhagens estudadas apresentaram maior producao de atividade enzimatica
apdés a a utilizagao do meio complemento (adicdo de MnO, e tween 80, e
auséncia de cisteina), quando comparados com os resultados obtidos utilizando-
se meio sem adicao destes compostos. Estes suplementos podem também ter
atuado como indutores do sistema enzimatico das linhagens estudadas (H2, F.
oxysporum e G. terrestre), conforme os resultados obtidos nos estudos de
COUTO et al. (2000).

O crescimento de um fungo em um substrato insoluvel como a celulose &
muito mais complicado que o crescimento em um simples carboidrato soluvel.
Os residuos agro-industriais (bagagco de cana e serragem) sao substratos
complexos os quais sao degradados em agucares soluveis e finalmente em
glicose por uma série de reagbes catalizadas por um complexo de enzimas.
Muitas destas reacdes estdo envolvidas na mudanga de forma de celuloses
mais cristalinas e resistentes para formas menos criatalinas e mais susceptiveis.
Somente os produtos finais sollveis podem ser absorvidos pelos fungos e
utilizados para o crescimento. Na natureza os fungos crescem inicialmente em
material soluvel, apés o consumo deste material, a hemicelulose e a celulose
amorfa sao atacadas. Somente quando todos os outros substratos sao
consumidos que as enzimas sao produzidas para degradar a celulose cristalina
(MANDELS, 1986). Este fato explica os diferentes comportamentos encontrados
para cada enzima produzida nos substratos utilizados neste trabalho pelas
linhagens avaliadas, onde maiores atividades das enzimas celuloliticas foram
obtidas em meio contendo bagaco de cana pelas linhagens H2 e F. oxysporum
(FUS). Maiores atividades das enzimas ligninoliticas foram obtidas em meio

contendo serragem pelas linhagens H2 e G. terrestre (LD).
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4.9.3. Produtos de Fermentacéao
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Figura 49. Produtos de fermentacao produzidos pelas linhagens quando crescidas por 20,
30, 40, 60 e 90 dias (20d, 30d, 40d, 60d e 90d), sob condigdo microaerobica em meio
complemento contendo bagago de cana nas concentragées de 4% (B4), 10% (B10) e 20%
(B20) ou serragem nas concentragoes de 4% (S4), 10% (S10) e 20% (S20). Linhagens: A)

basidiomiceto H2, B) F. oxysporum (FUS) e C) G. terrestre (LD).
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Na Figura 49A observou-se que a linhagem H2 apresentou producao de
acido citrico (5,0 mg/mL), em meio contendo bagaco de cana na concentragao
de 4% com 90 dias de crescimento e produgao de acido latico (0,6 mg/mL),

apoés crescimento em meio contendo serragem (4%) com 60 dias de cultivo.

De acordo com a Figura 49B a linhagem F. oxysporum (FUS) apresentou
producao de acido citrico (4,8 mg/mL), em meio contendo bagag¢o de cana na
concentracao de 10%, com 60 dias de cultivo e producao de acido citrico (0,6
mg/mL), quando cultivada em meio contendo como fonte de carbono serragem

na concentracao de 4%, com 60 dias de crescimento.

A linhagem G. terrestre (LD) apresentou produc¢ao de acido acético apés
crescimento em meio contendo bagaco de cana (4%) em todos os dias de
cultivo. O acido aceético (2,3 mg/mL) foi produzido na maioria das condi¢des
testadas pela linhagem G. terrestre (LD) sendo o maximo produzido em meio
contendo serragem (10%) com 60 dias de crescimento (Figuras 59C e 50).
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Figura 50. Perfil cromatografico da producao de acido acético quando a linhagem G.
terrestre (LD) foi inoculada em meio contendo serragem 10%, 60 dias de cultivo, sob
condicao microaerébica. A — Controle; B - linhagem G. terrestre. Condigoes
cromatograficas: Coluna Supelcogel C610H; Fase moével: H;PO4 0,1%; Vazao: 0,5

ml.min-"; Detecgéo: UV 210 nm; Quantidade injetada: 20 L.

Os resultados de produgao de etanol estdo apresentados na Tabela 18 e
na Figura 51, sendo que os melhores resultados obtidos para cada linhagem
estdo destacados em cinza. A linhagem H2 foi a que apresentou a melhor
producdo de etanol (0,35 mg/mL) com 90 dias de crescimento em meio
contendo serragem na concentragao de 4%, seguida pela linhagem F.
oxysporum (FUS) (0,30 mg/mL) apds crescimento em meio contendo bagacgo de
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cana (4%) com 30 dias de cultivo. A linhagem F. oxysporum (FUS) quando

crescida em meio contendo serragem como fonte de carbono apresentou

producao de etanol nas seguintes condigdes: 4% com 20, 30, 40, 60 e 90 dias;

10% com 60 e 90 dias de cultivo e 20% com 60 dias. Em meio contendo bagago

de cana (10%) a linhagem G. terrestre (LD) apresentou produgao de etanol com

60 dias de crescimento (0,25 mg/mL).

Tabela 18: Producdo de etanol apés crescimento das linhagens em meio

complemento.

Linhagem Fonte de Carbono Dias mg/mL
H2 Bagago de cana 4% 20 dias 0,147
H2 Bagago de cana 4% 30 dias 0,186
H2 Bagaco de cana 4% 40 dias 0,072
H2 Bagaco de cana 4% 60 dias 0,046
H2 Bagaco de cana 20% 60 dias 0,033
F. oxysporum (FUS) Bagacgo de cana 4% 20 dias 0,055
F. oxysporum (FUS) Bagaco de cana 4% 30 dias 0,30
F. oxysporum (FUS) Bagago de cana 4% 40 dias 0,091
F. oxysporum (FUS) Bagacgo de cana 4% 60 dias 0,083
F. oxysporum (FUS) Bagacgo de cana 4% 90 dias 0,032
F. oxysporum (FUS) Bagago de cana 10% 60 dias 0,087
F. oxysporum (FUS) Bagaco de cana 20% 60 dias 0,037
G. terrestre (LD) Bagaco de cana 4% 20 dias 0,084
G. terrestre (LD) Bagaco de cana 4% 30 dias 0,063
G. terrestre (LD) Bagaco de cana 4% 40 dias 0,055
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Tabela 18 (cont.)

G. terrestre (LD) Bagaco de cana 4% 60 dias 0,047
G. terrestre (LD) Bagacgo de cana 4% 90 dias 0,054
G. terrestre (LD) Bagaco de cana 10% 60 dias 0,25
H2 Serragem 4% 30 dias 0,04
H2 Serragem 4% 40 dias 0,03
H2 Serragem 4% 90 dias 0,35
H2 Serragem 10% 60 dias 0,038
H2 Serragem 10% 90 dias 0,085
F. oxysporum (FUS) Serragem 4% 20 dias 0,06

F. oxysporum (FUS) Serragem 4% 30 dias 0,0947
F. oxysporum (FUS) Serragem 4% 40 dias 0,04
F. oxysporum (FUS) Serragem 4% 60 dias 0,0582
F. oxysporum (FUS) Serragem 4% 90 dias 0.13
F. oxysporum (FUS) Serragem 10% 60 dias 0,054
F. oxysporum (FUS) Serragem 10% 90 dias 0,037
G. terrestre (LD) Serragem 4% 40 dias 0,04
G. terrestre (LD) Serragem 4% 60 dias 0,049
G. terrestre (LD) Serragem 10% 60 dias 0,088
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Figura 51. Perfil cromatografico da produgdo de etanol quando a linhagem H2 foi
inoculada em meio contendo serragem 4%, 90 dias de cultivo, sob condigao
microaerdbica. A — Controle; B - Basidiomiceto H2. Condigdes cromatograficas: Coluna
Supelcogel C610H; Fase moével: H;PO4 0,1%; Vazéao: 0,5 ml.min-"; Deteccéao: IR;
Quantidade injetada: 20 ulL.

Foi relatado que Fusarium oxysporum possui capacidade de crescer sob
diferentes condigbes de aeragdo, em meio contendo pentose e também de
degradar celulose (CHRISTAKOPOULOS et al., 1991). A principal desvantagem
apresentada por este fungo filamentoso € que seu processo de conversao e
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fermentagdo da celulose e de seus produtos de hidrolise € lento.
CHRISTAKOPOULOS (1995) estudou a influéncia de diferentes fontes de
carbonos e fontes de nitrogénio na produgao das enzimas carboximetilcelulase e
B-glicosidase pelo microrganismo F. oxysporum. Em meio contendo bagaco de

cana (2%) como fonte de carbono e fosfato de amdnia como fonte de nitrogénio

a linhagem produziu 25 U/mL de carboximetilcelulase e 2,1 U/mL de -
glicosidase, sob agitacdo. Estes resultados foram superiores aos obtidos neste
trabalho onde, apos ter crescido F. oxysporum em meio contendo bagaco de
cana (4% e 20%) sob condicao microaerébica por 60 dias, essa linhagem
apresentou 800 U/L (4%) e 700 U/L (10%) de carboximetilcelulase e 1.000 U/L

(4%) e 1.000 U/L (20%) de B-glicosidase.

Apos analise dos resultados descritos no item 4.9.3. foi possivel observar
que as linhagens apresentaram maior produg¢do dos acidos organicos e etanol
nas diferentes condicbes avaliadas, isto se deve a influéncia dos nutrientes
(MnO, e tween 80, e auséncia de citeina), presentes no meio de cultivo utilizado,
pode-se dizer que estes compostos podem ter exercido um efeito positivo na
producao de acidos organicos e etanol, assim como o efeito positivo destes

compostos na produgao enzimatica.

-148-



5. CONCLUSAO

» As linhagens H2, F. oxysporum, G. terrestre, LH5, F.1039 e F.870,
apresentaram melhores resultados das atividades enzimaticas apos cultivo em
meio nutriente enquanto comparado com os meios peptona, levedura e extratos;

» Na concentracao final de 2% as linhagens, apresentaram maior
produgdo enzimatica sob condigao aerébica enquanto comparada com condigao
microaerobica,;

» As linhagens H2, F. oxysporum, G. terrestre eLH5 apresentaram de uma
forma geral maior produgao enzimatica apos crescimento em meio contendo
acido lignosulfénico e xilana como fonte de carbono sob as condi¢cées de
oxigenacgao testadas;

» Com relagdo a porcentagem de degradagdo de celulose e lignina,
verificou-se que as linhagens foram capazes de degradar as diferentes fontes de
carbono;

» Todas as linhagens cresceram nos substratos nas trés condigbes
avaliadas. Quando comparadas as trés condigbes combinadas de oxigenagao,
verificou-se que na condicdo C (7 dias agitacdo e 14 dias microaerdbico) a
maioria das linhagens apresentaram produgao maxima de enzima;

» As linhagens H2, F. oxysporum, G. terrestre, T. canadense e LH5
apresentaram produgdo enzimatica nas duas concentragdes (4% e 10%)
quando cultivadas em bagago de cana ou serragem;

» Houve aumento na producdo enzimatica pelas linhagens apés adicao de
tween 80 e crescimento nutrientes suplementares (ex. MnO,) ao meio de cultivo;

> A presenca de cisteina pode ter efeito negativo na producéo dos acidos
organicos e etanol;

> Foi possivel verificar que as linhagens apresentaram melhor producao
enzimatica e produtos de fermentagéo devido adigédo de tween 80, MnO, e

auséncia de cisteina no meio de cultivo, sob condicdo microaerdbica, nas
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diferentes concentragcées de substrato. A linhagem H2 apresentou maximo de
atividade CMCase (1200 U/L, bagago de cana 20%, 90 dias), MnP (15 U/L,
serragem 10%, 90 dias) e lacase (5 U/L, bagaco de cana 4%, 60 dias). A
linhagem F. oxysporum apresentou atividade maxima de B-glicosidase (1000
U/L, em serragem e bagaco de cana), LiP (45 U/L bagag¢o de cana 10%, 60
dias). A linhagem G. terrestre apresentou maior producao de acido acético (2,3
mg/mL, serragem 10%, 60 dias).

» Os resultados aqui reportados indicam que estas linhagens tem alto
potencial de degradac¢ao de material lignocelulosico, convertendo estes residuos

agro-industriais em bioprodutos importantes.
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