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RESUMO

A celulose ¢ o principal constituinte da parede celular das plantas terrestres
e ¢ uma das maiores fontes de carbono renovaveis. O sistema enzimatico que
desintegra a celulose compreende, as endoglucanases (CMCase}, exoglucanases e
B-glicosidases. Neste trabalho foram utilizados 10 microrganismos 1solados de
amostras de solo, sendo que apds anglise das atividades enzimaticas (celuloliticas
¢ ligninoliticas), Slinhagens foram selecionadas e unilizadas em estudos de
produgiio de enzimas que promovem a degradacfio de matenais celulosicos e
provavel fermentagdo destes materiais a etanol. Celulose microcristalina, xilana,
papel de filtro e residuos agroindustriais foram utilizados como fonte de carbono
em um meio especifico contendo sais minerais, vitaminas ¢ como agente redutor
cisteina. A maior atividade de avicelase foi obtida com o microrganismo H, apés
crescimento em meio contendo xilana sob condico microaerofilica. A linhagem
H, também apresentou alta atividade de carboximetilcelulase, quando crescido
em meio bagago de cana sob condigio microaerofilica, e 0 maximo de atividade
xilanase foi obtido quando a linhagem F.20 for crescida em meio xilana sob
condigdo microaerofiica. A maior produgfio de B-glicosidase foi obtida pelo
microrganismo LHs apds crescimento em meio serragem sob condiglo
microaerofilica. Os microrganismos F.20, Geotrichum sp (LD) e LH;s produziram
etanol sob condigiio de agitagdo e posterior microaerofilia quando crescidos nos
meios contendo papel de filtro, bagago de cana e serragem. Enquanto que os
microrganismos H e Trichocladium canadense (Qio) apresentaram produgfo de
etanol apos crescimento em meio contendo xilana sob condigdo microaerofilica.
Os mondmeros de celulose e hemicelulose foram utilizados como fonte de
carbono para verificar a capacidade de utihzagdo destes .substratos pelos
microrganismos selecionados. A linhagem F.20 apresentou desenvolvimento

otimo da massa micelial para a maioria dos substratos utilizados.
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SUMMARY

Cellulose is the main constituent of the cell walls of terrestrial plants and 1s
one of the biggest renewable carbon sources. The enzymatic system that degrades
cellulose comprises the endoglucanases (CMCase), exoglucanases and -
glucosidases. In this work were used ten microorganisms isolated from sail
samples and after the analysis of enzymatic activities (cellulolytic and
ligniceilulolytic), 5 microorgamsms were selected and used in studies of the
production of enzymes that promote the degradation of cellulosic materials and
the production of ethanol. Avicel, xylan, Whatman n°l paper and agromdustrial
wastes were used as carbon sources in a specific medium contaming mineral
salts, vitamins and cystein as a reducing agent. The best activity of avicelase was
achieved with the microorganism H, after growth in a medium containing xylan
under microaerophylic conditions. The microorganism H; also presented higher
carboximethylcellulase activity when incubated in sugar-cane bagasse medium
under microaerophylic conditions, and a maximum value of xylanase activity was
achieved with the microorganism F.20 when grown in xylan medium under
microaerophylic conditions. The higher production of B-glucosidase was achieved
with the strain LH; after growing in a sawdust medium under microaerophylic
conditions. The microorganisms F.20, LHs and Georrichum sp (LD) produced
ethanol under the combined shaking followed by microaerophylic conditions
when grown in Whatman n°l, sugar-cane bagasse and sawdust media. On the
other hand, the strains H, and Trichocladium canadense {(Qy5) presented ethanol
production when grown in xylan medium under microaerophylic conditions.
Cellulose and hemicellulose monomers were used as the carbon sources, The
strain F.20 showed optimum development of mycelial mass for almost all the

substrates utilized.
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1. INTRODUCAO

A celulose é a matéria prima renovavel mais abundante na terra. Ocorre
predominantemente em associagfo fisica com a hemicelulose e a lignina,
resultando assim o termo “lignocelulésico”, o qual designa o material orgélnico
renovavel mais abundante e vidvel de conversdo biologica, quimica e fisiolégica

em produtos de interesse econdmico.

O ciclo da matéria orgnica € de muita importancia para os seres vivos e
conseqiientemente para a vida na terra. O processo fotossintético produz
anualmente 1.5x%10"! toneladas de material orginico derivado de plantas, sendo
composto, basicamente, por celulose, hemicelulose e lignina, juntamente com
uma certa quantidade de cinzas representando os minerais. Estes polimeros de
origem vegetal sdo usados como fonte de energia por INUMEros MmMicrorganismos

que ocupam diversos habitats.

A biomassa lignoceluldsica representa a maior fragdo do material vegetal.
Exemplos comuns de biomassa lignoceluldsica incluem residuos agricolas e de
processamento industrial, como efluentes de industrias de papel e celulose, téxtil,
etc. Porém para utiliza-la se faz necessario a sua conversio para compostos

utilizaveis como, glicose, etanol, adubos orgénicos, ragéo animal e outros.

A produglo de etanol a partir de biomassa celuldsica requer hidrolise
enziméatica ou hidrélise 4cida (por ex. acido sulfiirico na conc. 1-5%). A hidrélise
enzimética desta biomassa por celulases, xilanases e ligninases produzidas por

microrganismos lignoceluloliticos apresenta vantagens sobre os processos
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quimicos e/ou fisicos existentes, especialmente no que diz respeito a diminuigéo

da poluigiio ambiental e dos gastos energéticos envolvidos no processo.

As enzimas cehuloliticas e xilanoliticas podem ser produzidas por uma
grande variedade de microrganismos, tfais como bactérias aer6bicas e
anaerdbicas, fungos de degradacfio branca e de degradacio branda e também por

fungos microaercbicos e anaerdbicos.

A utilizacfio biotecnolégica da celulose requer um sistema celulolitico
eficiente. A bioconversdo de materiais celulosicos tem sido impedida pelo alto
custo de produgdio destas enzimas. Por este motivo, o isolamento de novos
microrganismos produtores de enzimas celulolfticas e estudos relacionados com a
sua produgdo e também com a fermentagio direta de material celuldsico sfo

bastante importantes.

Algumas linhagens de fungos como Fusarium oxysporum, Neurospora
crassa ¢ Monilia foram identificadas como organismos potenciais para

decomposigiio e fermentacfo de residuos celulésicos a etanol em um processo de

{inica etapa.

Os fungos capazes de fermentar a celulose diretamente possuem potencial
de aplicagio na produgdo de aglicares a partir de celulose, ou de produtos de
fermentacfio, tais como etanol, acetato, 4cido latico e outros, ¢ também na
produgdo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas. Podendo ainda ser
utilizados em processos de digestio anaerdbica de material lignocelulésico, tais
como residuos agricolas e residuos solidos de aterros municipais para produgio

de fontes alternativas de energia.
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Com o intuito de se obter um melhor conhecimento das caracteristicas
metabdlicas de fungos microaerdbios facultativos e visando a possibilidade de
futura aplicagdo na fermentagdo de material lignoceluldsico este trabalho teve
como objetivos:

1. Estudo das linhagens fingicas capazes de crescer sob condigBes de baixa
oxigenacdo;

2. Seleco das linhagens mais ativas nestas condigdes;

3. Determinacdo das atividades celuloliticas e xilanoliticas produzidas;

4. Determinacgio dos produtos de fermentacéo;

5. Determinagio da utilizacdo de aglcares tais como glicose, xilose, manose,

arabinose, frutose, galactose.
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I1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Fontes Naturais e Composi¢io do Material Celulésico

A celulose € o principal constituinte da parede celular da maioria das
plantas terrestres e € uma das maiores fontes de carbono renovavéis possuindo
uma sintese estimada em 4 x 107 toneladas por ano (Kubicek, 1992), sendo assim
o composto bioldgico terrestre 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 {Goksoyr e Eriksen, 1980}, Na natureza a celulose nfio é
encontrada na sua forma pura, ou seja, estd sempre associada com oufros
polissacarideos (hemicelulose, pectina) e lignina {Cowling e Kirk, 1976). Para
exploracdo da celulose, ¢ freqlientemente necessario remover o8 compostos nio

celuldsicos.

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 s@o compostos de celulose, hemicelulose ¢ lignina (Cowling e

Kirk, 1976).

Os residuos agricolas contém cerca de 20 a 60% de celulose, 20 a 30% de
hemicelulose e 15 a 30% de lignina. O bagago de cana, 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 (15-30%). Os jornais possuem aproximadamente a mesma

composicdo que as madeiras das quais s8o derivados, apresentando 40 a 55% de
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celulose, 25 a 40% de hemicelulose ¢ 18 a 30% de lignina (Cowling ¢ Kirk, 1976
¢ Janshekar e Fiechter, 1983).

As hemiceluloses sdio heteropolimeros lineares compostos de D-xilose, L-
arabinose, D-manose, D-glicose, D-galactose, e D-4cido glucurdnico. As xilanas
s30 as hemiceluloses mais abundantes, possuem uma ligacdo B-1,4 xilopiranose
principal, conectada com grupos laterais de acetato, arabinofuranose, ¢ o-metil
dcido glucurdnico (Biely, 1985 e Erikson et al, 1990). As hemiceluloses
envolvem as microfibrilas da celulose e ocupam os espacos entre as fibrilas

(Erikson et al., 1990). Certos grupos arabinofuranosil podem ser esterificados por
4cidos aromaticos como 4cido ferilico e p-cumarilico, podendo participar da

ligagfio cruzada lignina-hemicelulose {Shoseyov e Doi, 1990).

A lignina € um dos trés compostos basicos da biomassa. E um polimero
tridimensional de origem fenélica com alto peso molecular, formado por
unidades de alcool coniferilico, siringico e cumarilico. Nos tecidos vegetais, a
lignina tem fungbes de preservagfio atuando como um cimento entre fibras
individuais, ¢ junto com a hemicelulose, a matriz da lignina se entrelaga com a
microfibrila celulésica para formar uma barreira protetora a0s MiCrorganisinos
desconhecidos. A lignina € altamente ramificada, ¢ resistente 4 biodegradaglo ¢
tenta proteger a celulose e a hemicelulose da hidrolise enzimatica (Gold et al,

1989).

Como mostra a figura 1, a major fragdo destes materiais, tipicamente na
ordem de 35-50%, é um polimero de glicose conhecido como celulose que é um
composto orginico encontrado com muita frequéncia na natureza e ¢ um dos
principais constituintes da parede celular da maioria das plantas vegetais. Na

ordem de 20-35%, ¢ encontrada a hemicelulose, que também é um polimero de
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agticar, complexo, onde os tipos e as distribuigBes destes agicares variam
dependendo, em particular, da fonte da biomassa, sendo o agtcar de cinco
carbonos; xilose, a fracdo predominante da hemicelulose que é encontrada na
parede célular de vegetais. A terceira grande fragfo, na ordem de 152 25%, é a
lignina, um polimero fenil-propano de composigio complexa que n3o pode ser
quebrado para formar moléculas de agucar. Outros componentes como 6leos,

proteinas e cinzas sdio encontrados na ordem de 5-10% na estrutura de biomassa

lignoceluldsica (Wyman, 1994).

— iCeiulose ~ 40% ]

(O O
0 O U fﬂemiceluloae -~ 30%|

O O
Q) ——» [Lignina ~20% |

&)
l —— |Outros ~ 10% I

Figura 1. Biomassa Lignoceluldsica de Residuo Agricola

2.1.1. Estrutura da Celulose

Quimicamente, a celulose ¢ um polimero linear, composto de unidades de
D-anidro-glicopiranosideo  unidas por ligagbes B-1,4-glicosidicas como
esquematizada na figura 2-A, sendo a celobiose sua unidade bésica. As unidades
de anidroglicose adotadas na configuracio de cadeia mostrada na figura, sofre
rotacio de 180° sobre o eixo principal em relagdo a sua molécula vizinha,
gerando uma configuragfo linear espontinea com o minimo de impedimento
estérico. O namero de unidades de glicose na molécula de celulose varia entre

100-14.000 residuos (Coughlan, 1992) e o grau de polimerizagiio (D.P.) foi
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reportado entre 15 - 14.000 (Cowling e Brown, 1969}. Shitola ¢ Neimo (1973),

assumiram um valor de D.P. de 10.000 para celulose nativa.

A molécula de celulose estd acoplada por ligacdes de hidrogénio intra e
intermoleculares gerando grandes cadeias, as quais tem importdncia na formagéo
de microfibrilas insoliveis e rigidas (Coughlan, 1992; Béguin e Aubert, 1992),

como ¢ apresentado na figura 2-B.

CELOBIOSE GLICOSE

(B) - N
REGIAO CRISTALINA REGIAOC AMORFA REGIAO CRISTALINA

T e W W T
S o W W WP AN
T N WP W g T o N
J"WVM

Figura 2. Estrutura da celulose. (A) LigagSes B-glicosidicas. (B) Estrutura esquemética de uma
fibrila (Béguin ¢ Aubert, 1992).

Estas fibrilas tornam a unir-se por ligagbes de hidrogénio e forgas de Van
de Walls intercadeias, resultando na formagic de um polimero insoltvel
denominado de microfibrila (Coughlan, 1992). A menor unidade de fibra da
celulose é a fibrila elementar; quando estas fibrilas se unem para formar as
microfibrilas, podem ter um arranjo altamente ordenado, denominado de regifio
cristalina da celulose. Entretanto, em algumas partes, as fibrilas ndo se encontram

bem ordenadas, dando origem as regides amorfas (Knapp, 1985).
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A estrutura cristalina aparentemente executa um papel muito importante na
degradacdo 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 sfo os
maiores impedimentos para a hidrélise enzimatica da celulose (Knapp, 1985;
Coughlan, 1985). Envolvendo a estrutura cristalina e infilirando-se na regido
amorfa, existem hemiceluloses e cadeias isoladas de celulose (Montgomery,

1983).

A célula da madeira é uma estrutura de multicamadas. A primeira camada;
externa, é chamada de ‘parede primdria’. Esta primeira parede é formada de
microfibrilas orientadas transversalmente ao longo do eixo da fibra. A préxima
camada, ¢ denominada ‘parede secundéria’, contendo trés subcamadas, S1, §2 ¢
S3. Cada uma destas subcamadas é formada por um estigio de crescimento
particular da célula e, por esta razdo, cada unidade contém uma estrutura (ex.
microfibrilas) com uma orientagdo diferente que resulta em aspecto laminado. A
mais importante das subcamadas ¢ a 82, a qual contém as maiores concentra¢des
de celulose e praticamente forma a parede secundaria. No interior da parede
secundaria aparece o limem, um conjunto de células vivas que contém a
substincia intracelular. Quando a célula estd morta, esta por¢do vem a ser um
espago cOncavo (buraco) ¢ é usado pela planta para o transporte de fluidos ou
dgua. Os outros componentes da fibra, como as hemiceluloses ¢ ligninas, estdo
localizadas entre as microfibras. A lignina é também encontrada em grande
quantidade na lamela média ou nos espagos entre as fibras. Em termos de
estrutura, as paredes primarias e secundarias diferem na orientagéo das fibrilas de
celulose (Knapp, 1985; Béguin ¢ Aubert, 1992). A figura 3 representa a estrutura
da madeira, retirando um fragmento € possivel visualizar a celulose, a matriz

lignina-hemicelulose e a hemicelulose.
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Parede
Primaria
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gup s

S ';1*" Celulose

' 1“ Matriz -

Lignima—ﬂemicelulose. ‘Hemicelulose

Figura 3. Estrutura da Madeira. 8.1-8.3, so subcamadas da parede secundaria (Béguin e
Aubert, 1992),

2.2. Sistema Enzimatico

O sistema celulase é um complexo enzimitico no qual vérias enzimas
atuam para hidrolisar a celulose (Mandels, 1982). Embora as celulases sejam
produzidas por um certo nlimero de microrganismos, somente alguns apresentam-
se como bons candidatos para alta produgdo de enzima em um meio de cultura.
Em muitos casos, o interesse pratico do uso das celulases esta relacionado com a
sua capacidade sacarificante, isto significa que o sistema celulase deve conter
todas as tr8s enzimas (endoglucanase, exoglucanase e [-glicosidase) em
quantidades apropriadas. Como consequéncia, os fungos que pertencem aos
gropos ascomicetos e deuteromicetos, possivelmente juntos com muitos
basidiomicetos de degradaciio branca, sfo os candidatos preferidos (Goksoyr e

Eriksen, 1980; Wood, 1985).
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Desde as primeiras avaliagbes do modo de agfo das enzimas celuloliticas
“in vitro”, pesquisas extensivas tem sido desenvolvidas com enzimas celuloliticas
de uma variedade de microrganismos. O maior avango nos estudos da atividade
das celulases foi atingido por introdugéio do conceito C, - C, (Reese et al,, 1950),
o qual utilizou culturas filtradas de alguns microrganismos celuloliticos capazes
de hidrolisar derivados de celulose nativa. Reese et al. (1950), sugeriram que C;4
era um composto capaz de formar cadeias de celulose menores ¢ lineares a partir
de celulose nativa, e estas cadeias poderiam ser hidrolisadas por C,, a qual
também hidrolisa derivados de celulose solavel, (sendo  as celulases
propriamente ditas). Seguindo esta concep¢do, a C, foi considerada um ‘fator
prehidrolitico’, nfo necessariamente enzimético. Esta hipOtese estd demonstrada

no esquema a seguir:

Celulose > Celulose *  Aglcares

{ristalina Reativa Solaveis

Selby (1968), sugeriu que C, atuava removendo ligagdes de hidrogénio
entre cadejas de celuloses adjacentes tornando-as vidveis para o ataque da enzima
C,. Atualmente usa-se apenas os nomes abreviados, exoglucanases para -1,4-D-
glucano-celobiohidrolase (E.C. 3.2.1.91), e endoglucanase para  j-1,4-D-
glucano- 4-glucanohidrolase (E.C. 3.2.1.4).
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A primeira agfio da enzima para hidrolise efetiva da celulose nativa requer
nma operacdo segiiencial das celulases, isto ¢,  endoglucanases (antes
denominadas C,), exoglucanases (C;) e celobiases (-glicosidase), como mostra
a figura 4. A endoglucanase é uma endoenzima que rompe aleatoriamente a
cadeia de celulose, por exemplo a CMCase (carboximetilcelulase). A enzima ¢é
capaz de quebrar a molécula de celulose no meio da cadeia para cnar fmais ndo
redutores para subseqilente agio da exoenzima. A exoglucanase ¢ uma enzima
que rompe as unidades a partir do final da cadeia, por exemplo, a Avicelase. Esta
enzima ¢ a principal responsavel pela produgdo de celobiose da celulose
cristalina. A B-glicosidase é uma enzima especifica para celobiose tendo como
produto final a glicose (mondmero de agicar). As enzimas endo e exoglucanases
atuando juntas, podem solubilizar a celulose nativa em celobiose (duas moléculas
de glicose), e este efeito é denominado sinergismo. Nenhuma das duas enzimas -
sozinhas sdo capazes de realisar a hidrélise (Wood e McCrae, 1979). Wood ¢
Bhat, 1988; Béguin e Aubert, 1992 resumiram desta maneira:

* Endo-1,4-B-D-glucanase ou (1,4-B-D-glucano-4-glucanohidrolase,
E.C. 32.14) Este grupo de enzimas hidrolisa aleatoriamente as
cadeias de celulose na regifio amorfa, aumentando o ntmero de finais
ndo redutores ¢ produzindo uma rapida mudanga no grau de
polimerizagdo. Os substratos incluem a carboximetilcelulose ou
celulose amorfa. A celulose cristalina ou Avicel n8o ¢ atacada
significativamente. O indice de hidrolise de cadeias longas de
celooligossacarideos ¢ alto, e este indice aumenta com o grau de

polimerizagfo: A celobiose ¢ um dos principais produtos da reagéo.
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Exo-1,4-B-D-glucanase: 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 umdades
de glicose e a exo-celobiohidrolase (1 A-B-D-glucano
celobiohidrolase, E.C. 3.2.1.91.)) remove residuos de celobiose. As
celobiohidrolases sdo as enzimas encontradas com maior freqiiéncia.
A maioria das celobiohidrolases liberam pequenas quantidades de
glicose a partir da celulose. A celobiose ¢ cadeias longas de
celooligossacarideos sfio hidrolisadas mais intensamente quanto
maior for o grau de polimerizagdo. O Avicel € um substrato que tem
provado ser muito util para o isolamento e quantificacdo das

celobiohidrolases.

Celobiase ou P-D-glicosidase (B-D-glicosideo-glicosil-hidrolase,
E.C.3.2.1.21.): E um dos componentes mais importantes do sistema
das celulases pois elas convertem a celobiose e outras celodextrinas
de baixo peso molecular, com até sete moléculas de glicose, a
glicose. A hidrélise de celooligossacarideos pela f-glicosidase €
menos intenso quanto maior for o gran de polimerizagio. A celobiase
nio é considerada uma celulase especifica, pois ela apenas ajuda a
acdo das celulases pela remogdo dos residuos de celobiose que sdo

inibitorios.
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REGIAD CRISTALINA N ANVANNY.
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B-GLICOSIDASES

Figura 4. Sinergismo entre endoglucanases, celobiohidrolases (exoglucanases), e B-ghicosidases
no sistema celulase de fungos. Residuos de glicose sfo indicados por hexdgonos.
Finais redutores sfio apresentados em preto (Béguin e Aubert, 1992).
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2.2.1. Substratos para Medida de Atividades Celuloliticas

Foram desenvolvidos alguns ensaios relativamente especificos para os
diferentes componentes do complexo celulolitico que estiio listados na tabela 1.
Dstes ensaios, baseiam-se principalmente na determinagdo de agticares redutores
liberados a partir da hidrohise enzimatica do substrato celulosico. Dependendo da

cristalinidade do substrato, o ensaio serve para quantificar endo ou exoglucanase.

Tabela 1. Ensaios para determinacfio de atividades celuloliticas

ENZIMA SUBSTRATO PRODUTO MEDIDO
UTHAZADO
Complexo celulolitico algodio agucares redutores
avicel agucares redutores
papel de filiro agucares redutores
agar celulose clarificag@o do agar
Endoglucanase carboximetileelulose acucares redutores
hidroxietilcelulose perda da viscosidade
celooligossacarideos agucares redutores
Exocelobiohidrolase celulose amorfa acteares redutores
celooligossacarideos celobiose
p-nitrofenid-3-D-celobiosideo p-nitrofenol
Exocelobiohidrolase celulose amorfa agucares redutores
celooligossacarideos glicose
B-ghicosidase celooligossacarideos aghcares redutores
celobiose glicose
p-nitrofenil-B-D-glucosideo p-nitrofenol

Fonte: Mandels et al., 1976; Coughlan, 1985.
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A atividade de endoglucanase pode ser medida utilizando-se substratos
como celulose tratada quimicamente (com acido fosforico) ou fisicamente
(triturada em moinho de bolas), e com celulose de baixo grau de substituigio
(carboximetilcelulose), pois apresentam regides amorfas (Robson ¢ Chambliss,

1989; Enari ¢ Paavola, 1987; Mandels et al., 1976; Coughlan, 1985).

A atividade de endoglucanase também pode ser determinada pelo
decréscimo na viscosidade, ou aumento da fluidez da solugdo do substrato

(Robson e Chambliss, 1989; Mandels et al., 1976; Coughlan, 1985).

A atividade da PB-glucosidase pode ser medida pela liberagdo de p-
nitrofenol a partir do substrato p-nitrofenil-B-D-glicosideo ou pela liberagdo de
glicose a partir de celobiose ou celooligosacarideos {de até sete umidades de

glicose) (Enari € Paavola, 1987, Mandels et al.,, 1976; Coughlan, 1985).

2.3. Microrganismos Envolvidos na Degradag¢fio da Celulose

Devido & grande quantidade de material celulésico existente na Terra, sua
biodegradagdo é importante em muitos habitats naturais, tais como: solo, fothas ¢
florestas, sedimentos aquéticos e sistemas produzidos pelo homem, como

compostagem ¢ digestores anaerobios (Knaap, 1985).

Os microrganismos celuloliticos sdo encontrados entre grupos taxondmicos
extremamente variados. Fstes microrganismos incluem fungos, actinomicetos, e
bactérias (Wood, 1985). Sdo geralmente encontrados em toda biota onde ha
actmulo de residuo celuldsico, e ocorrem em populagdes mistas compreendendo
espécies celuloliticas ¢ ndo celuloliticas, as quais agem muitas vezes em

associagio. Estas interagdes precedem a completa degradagdo da celulose, que
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finalmente ¢ convertida em didxido de carbono e agua sob condigBes aerdbicas,
e em didxido de carbono, metano, e dgua sob condigdes anaerdbicas (Ljungahl e
Friksson, 1985; Béguin e Aubert, 1994). Os principals miCrorganismos

produtores de celulases estfio listados na tabela 2.

Tabela 2. Microrganismos produtores de celulases

GRUPQ ORGANISMO

Bactérias Acetivibrio celinlolyvticus, Bacteroides cellulosolvens, B3.
succinogenes, Celhdomonas sp., Cellvibrio fulvus, C. gibms, C.
vilgaris, C. thermocellum, C. thermomonospora, Fseudomonas

Sluorescens, Ruminococcus albus

Actimomicetos  Streptomyces griseus, Thermoactinomycete sp., Thermanospora

curvata, 1. fusca

Fungos Agaricus bisporus, Aspergillus fumigatus, 4. niger, 4. terreus,
Botryodiplodia theobromae, Chaetomium thermophilum,
Eupenicillium javanicum, Fusarium solanii, Humicola insolens,
Macrophomina phaseoling, Myrothecium verrucaria, Mycellophthora
thermophila, Pellicularia filamentosa, Pepnicillium citrinum,
Penicillium funiculosum, P. trenis, P. janthinellum, P. veriabila,
Pestalotiopsis westerdijkii, Polyporus adustus, P. versicolor, Poria
sp., Sporotrichum cellulophilumi, 8. dimorphosphorum, §.
pruinosum, S. thermophile, Talaromyces emersonii, Thermoascus
aurantiacus, Thielavia terrestris, Trametes sanguinea, Trichoderma
harzignum, 1. kowingii, T. longibrachiatum, T. reesei, Trichosporum

eutaneum, 1. pullulans

Fonte: Ljungahl e Eriksson, 1985,
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2.3.1. Produgdo de Celulases por Fungos

2.3.1.1. Fungos Aerdbicos

Entre os fungos aerdbicos mais efetivos na biodegradacdo natural dos
residuos lignoceluldsicos, estio os fungos de decomposigido branca, os fungos de

decomposigdo marrom ¢ os fungos de decomposicio branda (Knapp. 1985).

A superficie da terra ¢ a mais importante biota aerébica, onde hd acumulo
de residuos celuldsicos. Entre estes, a madeira é o componente mais lentamente
atacado por microrganismos celuloliticos, devido a alta quantidade de lignina. A
degradagdo completa de lignina € um processo oxidativo o qual € realizado por
poucos microrganismos como por exemplo, o fungo de degradacdo branca
Phanerochaete chrysosporium. Entretanto, uma larga variedade de organismos,
em particular actinomicetos (McCarthy, 1987), sfo capazes de efetuar
delignificacdo parcial para obter acesso ao substrato celulosico. O fungo
Trichoderma reesei, um deuteromiceto aerdbico ¢ altamente celulolitico, é
provavelmente o microrganismo cujo sistema celulolitico tem sido mars
pesquisado. Outros fungos sio capazes de produzir o complexo celulolitico, como
o T° Koningii (Wood e McCrae, 1972), Penicillium funiculosum (Borchert e
Buchholzs, 1987), Fusarium solanii (Enari e Paavola, 1987) e Newrospora
crassa (Yazdi et al., 1990). Estes fungos produzem grande quantidade de

endoglucanases e quantidade variavel de B-glucosidase, mas pouca exoglucanase.

A maioria dos fungos produtores de celulases produzem xilanases, como ¢
o caso do 7. reesei, e algumas espécies de A miger, Agaricus bisporus,

Talaromyces sp, entre outros (Dekker, 1985),
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2.3.1.2. Fungos Anaerobicos:

A degradagfo anacrobica de celulose ocorre em uma variedade de
substratos da biota anaerébica, como estercos, adubo composto, lodo de
tratamentos de esgotos de agua {vegetais € marinhos) ou sedimentos de dgua
doce. A hidrdlise da celulose por microrganismos anaerdbicos presentes no
rimen ¢ trato gastro-intestinal apresenta um papel essencial na nutricdio dos
animais herbivoros. A flora do rimen hospeda uma variedade de microrganismos
anaerobicos que se utilizam dos polissacarideos da parede celular vegetal. Os
fungos anaerébicos de ramen incluem os chytridiomycetos, em particular
Neocallimastix frontalis, N. patriciarum ¢ Piromyces sp. Muitos ciliados
anaerdbicos que utilizam fragmentos celuldsicos foram identificados no rtumen,
pertencentes ao género Diplodinium e Eudiplodinium {Orpin, 1988), porém a
grande maioria dos microrganismos anaerdbicos envolvidos na degradagdo da

celulose no ramem sfo bactérias (Knapp, 1985).

Durrant et al. (1995) reportaram o isolamento, usando condigdes de cultura
anaerdbica, de duas linhagens (H, ¢ Qy) morfolégica e fisiologicamente distintas
de fungos celulose fermentantes. A hnhagem H; pertence a classe dos
Basidiomicetos ¢ a linhagem Q¢ foi identificada como Trichociadium
canadense. Ambas as hinhagens cresceram e utilizaram celulose mais rapidamente
quando incubadas sob condigdes microaerofilicas, e a linhagem H; degradou
celulose mais rapidamente em culturas sob aeragfio. Os sistemas ativos, celulase e
xilanase sdo produzidos por ambas as linhagens, e as enzimas estio presentes nos
fluidos sobrenadantes da cultura (Durrant, 19963). Muitos fungos possuem um
papel importante na degradagfio anaerdbica da celulose em solos e sedimentos, ¢

futuros estudos sio necessarios para explorar suas contribuigfes potenciais,
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2.3.2. Producio de Celulases por Bactérias

Ao contrario dos fungos, o sistema enzimatico das bactérias ¢
predommantemente 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 ¢ os oligossacarideos restantes no celulossoma séio metabolizados pela
B-glucosidase (celobiose fosforilase) no espaco periplasmatico (Coughlan, 1985).
Em geral as bactérias produzem pouca ou nenhuma atividade de exo-8-1.4-

glucanase ¢ a enzima celobiose-fosforilase (celobiose-ortofosfato-a-D-
ghucosiltransferase, E.C. 24.1F20) produzda itracelularmente, parece

substitwir a fungdo da B-glicosidase fimgica (Ljungdhal e Eriksson, 1985).

2.3.2.1. Bactérias Aerdbicas

Entre as bactérias aerdbicas celuloliticas de solo, muitas espécies
pertencem ao género Cellulomonas, algumas cepas de Pseudomonas
(Cellvibrio), Bacillus ¢ muitos actinomicetos como  Streptomyces,
Thermonospora e Microbispora tem sido estudadas em detalhes (Béguin ¢

Aubert, 1994).

2.3.2.2. Bactérias Anaerdbicas

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

e as espécies Gram-positivas Ruminococcus albus e Ruminococcus flavefaciens.
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A bactéria mesofilica, Acefovibrio cellulolyticus parece ser a mais
importante das bactérias isoladas de esgoto e diferente da maioria das bactérias
celuloliticas pela sua habilidade de usar apenas cehulose, celobiose e salictna para
crescer (Robson e Chambliss, 1989). Entre as bactérias anaerébias produtoras de

celulases, as do género Clostridium sdo as mais estudadas (Lynd et al. 1989).

(s microrganismos celuloliticos anaerdbicos sdo os primeiros elos de uma
cadeta nutricional complexa convertendo carboidratos poliméricos em metano ¢
dioxido de carbono. Em uma primeira etapa, a glicose derivada de celulose ¢
fermentada por orgamsmos celuloliticos em hidrogénio, didxido de carbono, e
varios compostos orginicos incluindo acidos e alcoois. Em uma segunda etapa,
estes compostos sdo convertidos em acetato e didxido de carbono, sendo este
passo termodinamicamente desfavordvel (a menos que a pressdo parcial do
hidrogénio esteja mantida em nfveis muito baixos). O excesso de equivalentes
redutores devem futuramente ser transferido para aceptores apropriados como

sulfato ¢ didoxido de carbono (Lynd et al. 1989).

2 4. Aplicagdo das Celulases

Nos dltimos anos, a producdo de enzimas celuloliticas tem sido estudada
com grande detalhe, mas com progresso hmitado. A maioria das pesquisas tém
focado sobre um “screening” de possiveis mutantes para melhorar o
desenvolvimento de microrgamsmos produtores de celulase. Compreender a
cinética enzimatica ¢ a estrutura das celulases ¢ de crucial importancia para

melhorar a atividade enzimatica (Béguin e Aubert, 1994).

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

hemicelulases podem ser considerados.
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No setor de processamento de alimentos, a celulose natural (palhas, filetes
de madeira) ¢ tradicionalmente usada para crescimente de cogumelos
comestivels, como o Agaricus bisporus, que ¢ geralmente produzido na faixa de |
milhdo de toneladas por ano (Wood et al., 1988). As preparacdes de celulases e
hemicelulases sdo utilizadas para clarificacio de sucos de frutas, podendo
também ajudar na extracdo do suco e Oleo de frutas e sementes da polpa. As
celulases e hemicehuases sfo utilizadas também no processamento de ragdo
amimal. O processamento téxtil é outra area onde a celulase tem sido
sucessivamente colocada em uso. As celulases adicionadas em lavandenas
corfam as microfibrilas que tendem a soltar as fibras de algoddo apds muitos
ciclos de lavagem, ajudando a retornar a leveza e a tonalidade da cor dos tecidos
de algodio, e elas também tém sido usadas para remover ¢ excesso do colorido
do jeans azul pré-desbotado (Béguin e Aubert, 1994). H4 também um interesse
consideravel do uso da hemicelnlase no processamento de papel, pois muitos
estudos indicam que as xilanases ajudam a reduzrr a quantidade de cloro
requerido no processo de branqueamento da polpa (Linko et al., 1992). Outra
aplicagio ¢ no tratamento de residuos, os quais sdo produzidos em grandes
quantidades, seja como residuos solidos de aterros municipais ou como residuos
agricolas celulésicos. A conversdo anaerobica em metano e didxido de carbono
por bactérias associadas estd sendo utilizada como uma solugdo de escolha para

o tratamento de residuos industriais e fertilizantes (Béguin e Aubert, 1994).

As leveduras do género Saccharomyces ou bactérias como Zymomonas
mobilis sdo capazes de utilizar glicose e produzir altas councentragdes de etanol
(Woodward, 1987). O fungo Fusarium oxysporum fermenta diretamente a
celulose, isto &, o processo de hidrélise ¢ fermentagdo ocorrem em uma dnica
operagio (Christakopéulos et al., 1989, 1990 e 1991). O fungo Trichocladium

canadense {Qyy) e o basidiomiceto H, foram cultivados em papel de filtro moido
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sob condigbes aerdbicas, microaerofilicas e anaerdbicas e o etanol fot o maior
| produto de fermentagdo ndo gasoso encontrado (Durrant, 1996a, 1996b). A
proteina unicelular pode ser obtida por duas maneiras: a primeira, pelo
crescimento direto do microrgamsmo no material celuldsico (utilizando leveduras
ou bactérias devido aos seus altos teores proteicos);, ¢ a segunda, pelo
crescimento  do microrganismo (levedura) na glicose obtida pela hdrdhse

enzimatica do material lignocelulésico {(Tanaka ¢ Matsuno, 1985).

Além das aplicagdes citadas acima os microrganismos celuloliticos e suas
enzimas possuem também aplica¢des industriais (Mandels, 1985, Wong et al.,
1988 ¢ Woodward, 1984):

* Uso do fungo anaerdbico:

(a) Decomposicdo de esgotos e residuos; Decomposicdo de esgotos com
simultdnea produgio de enzimas ¢ fermentagdo de produtos;

(b) Produgdo de alimentos fermentados (ragfo animal);

{¢) Produgdo de enzimas (depolimerizantes).

* {Jso de enzimas celuloliticas e xilanoliticas:

{a) Remover parede celular e fibra bruta: melhorar a extra¢io fria de
sementes contendo dleo; producio de sucos de plantas ¢ frutas; clanficacfo de
sucos de frutas; hiberar conteddo celular para produgdc de aromas, enzimas,
polissacarideos ou proteinas de sementes e folhas; melhorar a reidratagio dos
vegetais secos; producgdo de protoplastos por engenharia genética de plantas
superiores, melhorar as propriedades das fibras;

(b) Producdo de ghicose, xilose e outros acgiicares solivets: melhorar a
qualidade dos alimentos de ndo herbivoros, anumentando o teor de acucar de

ragdo; uso industrial para produgdo de colas, adesivos e quimicos como etanol,
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butanol; fonte de produgfo de adogantes como frutose de ghicose e xilitol de
xilose; preparagdo de dextranas como alimentos espessantes; producdo de
proteina unicelular por leveduras;

{c) AplicagBes especiais de xilanases: biopolpagio ¢ biobranqueamento de
polpas Krafts em industrias de papéis;

(d) Aplicagtes em alunentos: remocio de fibra bruta e conversio de fibra a

aclicar.

A fermentagdo da glicose a solventes e combustiveis, particularmente
etanol ¢ butanol, pode promover uma substituicdo parcial do combustivel fossil.

Este projeto foi iniciado durante a crise do petréleo na década de 70.

2.5. Produgdo de Etanol

O etanol obtido a partir da biomassa via conversio microbiana pode ser
utilizado: (a) em cervejarias, ¢ em bebidas destiladas como whisky, rum, etc.; (b)
como solvente para propositos laboratoriais e farmacéuticos; (¢) como um
antisséptico; (d) como um cosurfactante de microemulsdes dleo em agua; e (e)
como combustivel para automoveis, usualmente adicionado na gasolina. O
aumento do nivel de CO, na atmosfera ¢ os possiveis efeitos tem também
aumentando os estudos do uso de etanol como combustivel de automdveis. A
substituigio de gasolina por etanol reduziria a poluigio do ar (Stewart et al.,
1984). A produgdo de etanol a partir de fontes renoviveis de biomassa
lignoceluldsica pode diminuir a poluicio do ar urbano, e reduzir a acumulagéio de

diéxido de carbono (CO,) na atmostera (Lynd et al., 1991).

A economia do Brasil foi muito afetada devido a crise do petréleo em

1973 ¢ como uma consequéneia direta o Programa Nacional do Alcool (PNA) foi
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estabelecido em 1975, O principal propdsito deste programa era reduzir a
dependéncia do petrdleo importado para veiculos movidos a gasolina. Desde que
a cana de agtGcar comegou a ser cultivada em larga escala em muitas partes do
pais, a fonte basica de etanol tem sido o caldo de cana de agucar e o melago. O
Programa Nacional do Alcool (PNA) tem também estimulado o desenvolvimento
de um grande nimero de indistrias subsidiarias para producfio de pesticidas e
fertilizantes quimicos, ¢ a partir de 1974 novas empresas comegaram produzir
derivados do alcool, a figura 5 mostra de um modo geral o uso do bioetanol

(Laluce, 1991 e Nogueira et al., 1987).

BIOETANOL
[ ETILBENZENO }-» [ POLIESTIRENO|
COMBUSTIVEL APLICACAOD r———r'
i ! ETILEN
quivica [ EILENOl | reieroROETANO)
LIETILENG
ACETALDEIDO DIETILETER FO lta & bt
ETIL CLORADO (alta & tatixa
! - ETIL AMINA depsidade)
FORMALDEIDO
ACIDO ACETICO [BUTARALDEIDO|
ANIDRIDO ACETICO
TRIACETIN !
TRIMETILPROPANOL
BUTANOL
OCTANOL

Figura 5. Diagrama das transformagBes do etanol em outros composto quimicose
petroquimicos (Nogueira et al., 1987).

Sacarificacdo Simultdnea e Conversdo Biolégica: A bioconversdo da
celulose a etanol por métodos convencionais ¢ gerahmente ativada em duas
etapas: a primeira etapa consiste na sacarificaglio dos polissacarideos em
monossacarideos; ¢ a segunda, na bioconversio do monossacarideo a etanol.
Uma combinac@o de hidrolise enzimatica e produgdo de etanol no mesmo reator
tem sido tentado usando diferentes celulases ¢ espécies microbianas produtoras

de etanol para promover um processo eficiente. A produgfo de etanol a partir de



Revislo Bibliografica 25

celulose em um processo simultdneo de sacarificagdo e conversdo bioldgica
altviarta o problema da mmbigédo pelo produto final, uma vez que a glicose néo se
acumularia no sistema sendo convertida a etanol imediatamente apds a

sacartficagdo (Singh e Kumar, 1991).

Atualmente a fermentago alcoolica tem sido desenvolvida em meio liquido
por causa da solubilidade do reagente (agicar) e produto (alcool). Entretanto, a
extragdo do produto - etanol em uma fase nfo miscivel pode resultar em
beneficios cinéticos devide a imbi¢do reduzida das reages de fermentagdo.
Atualmente, Moritz e Duff (1996), reportaram o desenvolvimento de um processo
de sacarificagdo simultdnea ¢ fermentacfio extrativa (SSEF), com levedura. A
quantidade de 4dgua requerida para as reagdes SSEF foi menor do que a requerida
por processo convencional (SSF). O SSEF pode aumentar a produtividade de
etanol muito mais que a observada no processo convencional, ou seja,

sacarificacdo simultinea ¢ fermentagdo (SSF).

A celulose e a hemicelulose sdo Mdrolisadas nos seus agucares
constituintes por acidos ou enzimas microbianas, tendo como produto de hidrélise
{dos materias celuldsicos) uma mistura de agticares com glicose ¢ xilose como
maiores constituintes. Para converter acicares derivados da biomassa a etanol
eficientemente, se faz necessaria a conversio das hexoses e pentoses. A
eficiénecia da produgdo de etanol a partir de biomassa renovavel depende
totalmente da habilidade do microrganismo converter a fonte de carbono viavel
em produtos. Para direta conversdo dos polissacarideos celuldsicos, um sistema
biologico que hidrolisaria celulose e hemicelulose em seus aglicares, pentoses e
hexoses, € converter estes aglicares simples em um tnico produto, como etanol,

seria o 1deal.
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Muitos eucariotas ¢ procariotas produzem celulases e hemicelulases
extracelulares quando crescidos em um meio contendo celulose ou mmdutores de
celulases e eles hidrolisam matenal celuldsico em aglicares a partir de fontes de
carbono ¢ energia. Entretanto, muitos deles ndo sfo capazes de converter estes
aclicares a etanol, enquanto que outros organismos sdo capazes de produzir

etanol eficientemente a partir de agleares simples (Gong et al., 1981).

Muitos fungos do género Fusarium {Christakopoulos et al,, 1989, 1990 ¢
1991; Kumar et al., 1991), Rhizopus (Waksman e Foster, 1938), Mucor (Ueng
Gong, 1982), Neurospora (Rac et al. 1983; Deshpande et al., 1986), Monilic
(Gong et al., 1981), Polyporus (Perlman, 1950) e Paecilomyces (Wu et al., 1986)

conseguem converter glicose tdo bem quanto xilose a etanol,

Algumas linhagens possuem a habilidade de converter celulose diretamente
a etanol. Fungos como, Monilia (Gong et al., 1981), Neurospora crassa (Rao et
al., 1983; Deshpande et al., 1986), ¢ Fusarium oxysporum (Kumar et al., 1991)
apresentam alto potencial em hidrolisar e converter diretamente celulose a
etanol/dcido acético. A produgiio de etanol é concluida colocando o micélio
crescido aerdbicamente sob condi¢bes anaerdbicas. Entretanto, o processo de
produgdo de etanol por fungo filamentoso ¢ impedido por necessitar de um longo

periodo para alta taxa de conversdo (Enari e Paavola, 1987).

Uma linhagem de Fusarium oxysporum isolada de cominho, foi testada em
varias fontes de carbonos (glicose, xilose, celobiose e celulose) possumndo
habilidade de fermenta-las diretamente a etanol. A maior porcentagem de
produgdo teérica foi obtida com celulose como fonte de carbono. Para produgao
de etanol, o indculo foi preparado aerobicamente ¢ usado para inocular os frascos
anaerobicos (fermentagdo). As fontes de carbono foram utilizadas na

concentragdo de 20 g/L, os experimentos foram desenvolvidos sob fermentagdo
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anaerobica, em pH 6, a 35°C por 6 dias; (a) fonte: glicose produziu 8.2 g/l etanol
{80.2% produgdio tedrica); (b) fonte: xilose produziu 5.0 g/, etanol (48.0%
produgdo tedrica); (c) fonte: celobiose produziu 8.9 /1. etanol (82.7% produgio
tedrica) ¢, (d) fonte:celulose produzin 9.6 g/1. etanol (89.2% produgdo tedrica),
Pardmetros como pH, temperatura e concentracdo de substrato, exerceram efeitos

sobre a producgio de etanol (Christakopoulos et al., 19893,

Christakopoulos et al. (1991), venficaram o efeito do indice de
cristalinidade do farelo de trigo na direta converso de celulose a etanol pelo
microrgamsmo Fusarium oxysporum. O indculo foi preparado aerobicamente e
transferido para Erlenmeyers sob condigfes anaerdbicas, utihizados no processo
de fermentacgdo. Foi utilizado como fonte de carbono um meio contendo 0.15% de
farelo de irigo. A concentra¢do maxima de etanol (8.4 g de etanol / 30 g de farelo
de trigo) fo1 obtida quando a indice de cristalimdade da celulose foi reduzido de

aproximadamente 80% para 26.3%.

Carboidratos de sorgo foram simultdneamente sacarificados e fermentados
a etanol por cultura mista de F. oxysporum e S. cerevisiae em um bitoreator. O
fungo F. oxysporum foi crescido aerobicamente para produglo das enzimas
necessarias para sacarificagdo da celulose e hemicelulose do sorgo. A linhagem S.
cerevisiae, junto com o F. exysporum, converteram os aclcares soliveis a etanol,
obtendo uma produgiio étima de 5.2 - 84 g etanol / 100 g de sorgo fresco,

dependendo da época da colheita (Mamma et al., 1996)

Durrant (1996b), cultivou o fimgo Trichocladium canadense (linhagem
Qyo) € um basidiomiceto (linhagem H,) em meio defimido contendo 0.25% de
papel de filtro moido como fonte de carbono, sob condi¢Ses anaerodbica,

microaerofilica ¢ aerébica. Apds degradacio da celulose, as enzimas
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hgnoceluloliticas e os produtos de fermentagdo foram determinados. O etanol foi
o maior produto de fermentacio ndo gasoso encontrado. A maior conversio de
celulose a etanol for obtida com a linhagem Q¢ (90-96%), sob condigdes
microaerofilicas. A producio de etanol diminuiu quando celulose microcristalina

¢ substrato lignoceluldsico foram utilizados.
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L. MATERIAL E METODOS

3.1. Reagentes e Equipamento

« Banho-maria, marca Eyela, modelo SB-650

. Centrifuga, marca Hitachi, modelo himac CR21

» Coluna Cromatografica, Troca I&nica, Supelcogel C-610H, 30 cm x 7.8 mm ID

« Compressor, marca Millipore

« Cromatografo Liguido de Alta Eficiéncia, modelo LC-6A com detector
ultravioleta modelo SPD-6A acoplado a integrador modelo CR-4A, marca
Shimadzu

. Espectrofotdmetro Ultravioleta, marca Spectronic, modelo 20

» Filtros para Fase Mdével, marca Millipore

» Peneira GRAN UTEST, abertura em mm (1.19)

» Reagentes grau para analise

« Reagentes grau cromatografico

. Utltra purificador de 4gua para uso em CLAE, marca Milli Q Plus

« Vortex, modelo Genil-2

. FEquipamentc de uso comum em laboratério: Balanga analitica, autoclave,

potencidmetro, estufa, cdmara de fluxo laminar

3.2. Microrganismos Utilizados e Manutengio

Dez linhagens de fungos lignoceluloliticos isoladas de amostras de solo
provenientes de diferentes regides foram utilizadas neste estudo. O
microrganismo Trichocladium canadense (Qig) ¢ o basidiomiceto (Hy) foram

isolados conforme descrito por Durrant et al. (1995); a linhagem de Fusarium
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oxysporum (FOR) foi obtida no Departamento de Microbiologia da Umiversidade
de Massachusetts em Amhest; a levedura Geotrichum sp (LD) foi isolada e
identificada em nosso laboratorio (Carvalho e Durrant, 1995); os deuteromicetos
(F.20 ¢ LHs) e as demais linhagens (F.30, F.5, L71 e D7) foram isoladas de
amostras de solo coletadas na regifio de Campinas. As linhagens foram mantidas
em placas de Petri contendo meio agar-GYP (agar 1%, glicose 2%, extrato de

levedura 0,5% e peptona 1%} sob refrigeracio.

3.3. Meio de Cultura Basal

As linhagens foram inoculadas em um meio liquido definido contendo por
titro: KH,POy, 1.0 g (NHy)HPO,, 0.5 g; Cally, 0.3 g L-cisteina HCL, 1.0 g;
Soluciio Resazurina (0,1% peso/volume), 1.0 mL; Solu¢dc de minerats 1.0 mL,
contendo - (tartarato de aménia, 0.22g/L; sulfato de manganés, 0.66g/L.; sulfato
de ferro, 0.15¢/L; sulfato de cobalto, 0.10g/L; sulfato de zinco, 0.10 g/L; sulfato
de cobre, 0.64¢/L e sulfato de aluminio potassio, 10 mg/L); Solugdo de vitaminas
0.5 ml., contendo - (biotina, 2.0mg/L.; acido folico, 2mg/L; tiamina HCl, 5.0mg/L;
riboflavina, 5.0mg/L; piridoxina HCI, 10.0mg/L; cianocobalamina, 0.10mg/L,
acido nicotinico, 5.0mg/l,; DL-pantotenato de calcio, 5.0mg/L e Acido tidtico,

5.0mg/L).

1.4, Indculo

Para cada Erlenmeyer (contendo 50 mL de meio) foi utilizado trés
quadradinhos de dgar-micéhio (1,0 x 1,0 cm). Para cada tubo de ensaio grande
com rosca (contendo 30 ml. de meio) foi utilizado um quadradmbo de agar-

micélio (1,5 x 1,5 cm).

LIS TESA SH@ YR é
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3.5, Produgdo de Celulases e Condiges de Cultivo

O meio liquido basal (descrito no ftem 3.3) contendo 0.5% (peso seco/vol.)
de pasta de papel de filtro moido foi usado para cultivo das dez linhagens de
fungos. As enzimas foram produzidas em quatro diferentes condigdes: tubos de
ensaio com rosca (30 mL) sob condi¢les aerdbicas; tubos de ensaio com rosca
(30 ml) sob condigOes microaerofilicas sendo colocados em uma jarra
hermeticamente fechada contendo placas de microaerobacter (Probac);
Erlenmeyers (50 mL) sob condigbes aerdbicas, estas culturas foram incubadas
por 7, 15, 22 e 30 dias a 30°C, e Erlenmeyers (50 mL) sob agitacfio, no periodo
de 4, 6 e 10 dias a 30°C e 150 rpm. Apds a analise das atividades celuloliticas e
xilanoliticas (CMCase, avicelase, [3-glicosidase e xilanase) (Pavarina e Durrant,
1996) e também das atividades ligninoliticas (lignina peroxidase, manganés
peroxidase, lacase, 4lcool veratrilico oxidase e peroxidases) (Sette e¢ Durant,
1996) presentes nos dez nyicrorganismos estudados, cincos linhagens foram
selecionadas. No estudo de produco de celulases pelas cinco linhagens
selecionadas foi utilizado mesmo meio liquido basal (descrito no item 3.3), porém
utilizando-se as seguintes fontes de carbono: Avicel (celulose microcristalina) ¢
xilana (Birchwood); e os seguintes residuos agroindustriais: bagaco de cana
{moido em moinho martelo, peneirado em mesh 1.19 mm) ¢ serragem (mistura de
cedrinho, pinheiro e peréba, peneirada em mesh 1.19 mm). Todas as fontes foram
utilizadas na concentracdo de 0.5%. As enzimas foram produzidas em duas
condigdes diferentes: Erlenmeyers (50 ml) sob condi¢des microaerofilicas {os
Erlenmeyers foram colocados em jarras hermeticamente fechadas contendo
placas de microaerobacter), por um periodo de 20 e 35 dias e Erlenmeyers (50
mL) sob agitagfio (6 dias, 30°C e 150 rpm) e posterior microaerofilia (7 dias).
Abaixo segue o fluxograma que resume as condi¢des utilizadas para producdo das

enzimas celuloliticas e xilanoliticas.
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Dez linhagens (Hy, Qyo, LD, LHs, F.20, F.30, F.5, D7, FOR e L71)

Fonte de Carbono - Papel de Filtro
|

l |

Intervalo 4, 6 ¢ 10 dias Intervalo 7, 15, 22 ¢ 30 dias

| |

¥ L4

Agitagfo Microaerofilica Aerébico Aerodbico
Erlenmeyer (50mL) tubo de ensaio  Erlenmeyer (50 mL) tubo de ensaio

| (30 I?L) | (30 m]l'_f)

l

Atividades enzimaticas
(carboximetilcelulase,

avicelase, xilanase ¢ f3-
glicosidase)

|

Sele¢do - 5 linhagens i(Hg, Qp, LD, LH;, F.20)

| |

Fonte de Carbono - Fonte de Carbono -
Avicel, xilana, bagaco Papel de filtro, bagago
de cana e serragem de cana ¢ serragem

(intervalo 20 ¢ 335 dias)

| |

Microaerofilica Agitacio Microaerofilica
Erlenmeyers (50 mL) Erlenmeyer " Erlenmeyer
(50 mL) (50 mL)
6 dias 7 dias

l l

Atividades enzimaticas (carboximetilcelulase, avicelase, xilanase e -glicosidase)
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3.6. Obtengdo das Enzimas

Apods o crescimento em papel de filtro, os fluidos sobrenadantes foram
centrifugados a 9.000 rpm por 15 minutos a 5°C. Enquanto que as amostras
crescidas nas demais fontes de carbono Avicel, xilana, bagaco de cana e serragem
os fluidos sobrenadantes foram coletados filtrando-se o0 meio em 13 de vidro, onde
o micélio do fungo ficou retido e o filirado obtido corresponde ac extrato
enzimatico bruto. Estes extratos foram mantidos em freezer (-20°C) até a

determinacdo das atividades enzimaticas ¢ produtos de fermentacio.

3.7. DeterminagOes das Atividades Enzimaticas

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

enquanto que, para o branco do substrato, a enzima foi1 substituida pelo tampio.

Nas determinagdes de carboximetilcelulase ¢ avicelase, a glicose foi
utilizada como padrio e para xilanase e B-glucosidase for utilizada xilose e o-
nitrofenol, respectivamente. Uma umdade de atividade enzimatica foi definida
como o niimero de pmoles de agicar redutor ou umoles de o-mitrofencl produzido

por minuto por mL de enzima (U/mL), sob as condigdes do ensaio.
3.7.1. Anvidade de Carboximetilcetulase (CMCase)
O extrato enzimatico (1.0 mL) foi adicionado 4 1.0 mL de solucdo 1% de

carboximetilcelulose (CMC de baixa viscosidade, Sigma, C8758) em tampdo

acetato 0.05M, pH 5.0, previamente mcubada a 50°C, misturado e deixado agir
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por 30 minutos. Os aglicares redutores liberados foram determinados pelo método
do acido-3,5-dinitrosalicilico (DNS) conforme Miller et al. (1960), descrito no
item 3.10,

3.7.2. Atividade de Avicelase

Foi realizado da mesma maneira que para CMCase, apenas substituindo-se
a solucdio de CMC pela suspensio 1% de Avicel (celulose microcristalina) em
tampdo acetato 0.05M, pH 5.0. Apos incubagdo a 50°C, por 30 minutos, 0s

agticares redutores liberados foram determinados pelo método de DNS.

3.7.3. Atividade de Xilanase

A determinacdo foi realizada da mesma forma que para CMCase, mas
utilizando uma suspensdo 1% de xilana (Birchwood, Sigma, X0502) em tampio
acetato 0.05M, pH 5.0. A reagiio foi realizada a 50°C durante 30 minutos,

medindo-se 0s agtcares redutores liberados pelo metodo de DNS.

3.7 4. Atividade de B-glicosidase

A atividade da P-glicosidase (aril-B-D-glicosidase) foi determinada
incubando 1.0 mL de o-nitrofenil-p-D-Glucopiranosideo SmM em tampdo acetato
0.05M, pH 5.0, ¢ 0.5 mL de extrato enzimdtico por 15 min, a 50°C. O o-
nitrofenol produzido, foi medido espectrofotometricamente a 410 nm, depois da

adigdo de 2.0 mL NaCO; IM
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3.8. Produtos de Fermentagdo

Os produtos de fermentagfio foram determinados utilizando cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Etanol, acido citrico, acido tartarico, acido
malico, acido succinico, acido lactico, acido formico, dcido propibnico e acido
piravico foram usados como padres para comparagdo € identificagdo. As

condi¢des utilizadas estdio descritas no item 3.190.

3.9. Utilizacfio do Substrato

A habilidade dos isolados em utilizar varios compostos solveis como
fonte de carbono foi determinada verificando-se visualmente o aumento do
desenvolvimento micelial (massa celular) apés trés transferéncias consecutivas a
cada 15 dias em um meio liquido contendo substrato potencial: D-glucose; D-
xilose; D-manose; L-arabinose; D-frutose ¢ D-galactose. A concentragdo final do

substrato foi de 0.5% {peso seco/vol.).

3 10. Determinagdes Analiticas

3.10.1. Determinagéo de agucares

As determinacdes de agticares redutores foram realizadas pelo método do
4cido-3,5-dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller et al. (1960), utilizando-se
uma curva padrio de glicose (para as determinagdes de CMCase ¢ Avicelase) e
xilose (para a determinagdo de xilanase). O reagente DNS (2.0 mL) for
adicionado a solugdo contendo os aglcares (2.0 mL). Esta mistura foi agitada e
colocada em banho maria em ebuligio por 5 minutos. Em seguida foi realizada a

leitura em espectrofotémetro a 550 nm.
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3.10.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A detecgio dos produtos de fermentagio por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) apés crescimento dos microrganismos foi realizada utilizando
os seguintes padrdes de comparagdo: Etanol, 4cido citrico, acido tartarico, acido
malico, acido succinico, acido lactico, dcido formico, acido propitnico ¢ acido
pirivico. O equipamento utilizado foi Shimadzu, modelo LC-6A com detector
ultravioleta no comprimento de onda de 210 nm, nas seguintes condigbes: fase
mével HiPO, 0.1%, com fluxo de 0.5 mL/min a 30°C; fase estacionaria
poliestirenodivinilbenzeno; tipo da coluna utilizada foi supelcogel C610H, ¢ o

volume injetado de 20 L.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Selecdo dos Microrganismos:

Entre as dez linhagens de fungos lignoceluloliticos escolhidas para este
estudo foram selecionadas cinco linhagens que apresentaram maior produgdo de
enzimas celuloliticas apos crescimento em meio liquido, contendo papel de filtro
como fonte de carbono, nas condigdes aerdbica (tubos e Erlenmeyers) e
microaerofilica (tubos) nos intervalos de 7, 15, 22 e 30 dias; ¢ agitacdo
(Erlenmeyer) nos intervalos 4, 6 e 10 dias; os resultados obtidos estdo

apresentados nas figuras 6,7, 8, 9 ¢ 10.

Os microrganismos escothidos foram o fungo Trichocladium canadense
(Qu), a levedura Geotrichum sp (LD), o basidiomiceto (H) e os fungos

imperfeitos deuteromicetos, linhagens F.20 e LHs.

4.2. Produgio de Celulases

As atividades enziméticas obtidas, nfio serfo comparadas COm Qufros
valores da literatura devido a dificuldade nestas comparagdes. Este fato pode ser
atribuido aos diferentes tipos de substratos utilizados, sua solubilizagdo,
diferentes maneiras de expressar a atividade enzimdtica, ¢ a diferenga entre os
equipamentos utilizados pelos laboratérios, entre outros fatores (Mandels et al.,

1976; Enari ¢ Paavola, 1987).
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Figura 6. Atividade enzimatica: carboximetilcelulase. Microrganismos [usarium oxysporum
(FOR), Trichocladium canadense (Qy), Geotrichum sp (LD), basidiomiceto (H>),
deuteromicetos (F.20 e LHs) e os ndo identificados (F.30, L71, F.5 e D7). Crescidos
em meio papel de filtro. Nas seguintes condigdes (TA7D) tubos aerobicos 7 dias,
(TA15D) tubos aerdbicos 15 dias, (TA22D) tubos aerdbicos 22 dias, (TA30D)
tubos aerobicos 30 dias; (EA7D) Erlenmeyers aerobicos 7 dias, (EA15D)
Erlenmeyers aerobicos 15 dias, (EA22D) Erlenmeyers aerobicos 22 dias, (EA30D)
Erlenmeyers aerdbicos 30 dias; (TM7D) tubos microaerofilicos 7 dias, (TM15D)
tubos microaerofilicos 15 dias, (TM22D) tubos microaerofilicos 22 dias, (TM30D)
tubos microaerofilicos 30 dias.

Observando-se os valores da atividade enzimatica carboximetilcelulase
apresentados na figura 6 verificamos que na condi¢do Erlenmeyers sob aeracao
as linhagens H, (0.19 pmol/min.mL, 30 dias) e F.20 (0.19 umol/min.mL, 15 dias
e 0.18 umol/min.mL, 22 dias), produziram atividade superior aos demais.
Podemos verificar portanto que de uma forma geral os microrganismos quando
crescidos em tubos e Erlenmeyers sob condigdes de aeragdo 15, 22 e 30 dias
apresentaram bons resultados para atividade de carboximetilcelulase. Sob a
condi¢do microaerofilica a produgdo de carboximetilcelase apresentou valores

muito baixo para todos os microrganismos.
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Figura 7. Atividade enzimatica: avicelase. Microrganismos Fusarium oxysporum (FOR),
Trichocladium canadense (Qy), Geotrichum sp (LD), basidiomiceto (H),
deuteromicetos (F.20 e LHs) e os ndo identificados (F.30, L71, F.5 e D7). Crescidos
em meio papel de filtro. Nas seguintes condi¢des (TA7D) tubos aerobicos 7 dias,
(TA15D) tubos aerobicos 15 dias, (TA22D) tubos aerobicos 22 dias, (TA30D)
tubos aerobicos 30 dias; (EA7D) Erlenmeyers aerobicos 7 dias, (EA15D)
Erlenmeyers aerobicos 15 dias, (EA22D) Erlenmeyers aerobicos 22 dias, (EA30D)
Erlenmeyers aerobicos 30 dias; (TM7D) tubos microaerofilicos 7 dias, (TM15D)
tubos microaerofilicos 15 dias, (TM22D) tubos microaerofilicos 22 dias, (TM30D)
tubos microaerofilicos 30 dias.

A atividade enzimatica avicelase produzida pelas dez linhagens esta
representada na figura 7, sendo a melhor atividade produzida pelo fungo H, (0.12
pmol/min.mL), seguido pelo fungo F.20 (0.09 pmol/min.mL), ambos na condi¢do
Erlenmeyers aerobicos 30 dias. Os microrganismos apresentaram um perfil
semelhante na produgdo de avicelase em relagdo aos tubos sob condigdo
aerdbica, sendo que as melhores atividades para todos os microrganismos foram
obtidas com 22 dias de crescimento, o microrganismo H, (0.09 pmol/min.mL)
apresentou o valor maximo. Sob condigdes tubos microaerofilicos 22 dias os
microrganismos D7 (0.065 pmol/min.mL) e Irichocladium canadense (Qio)

(0.063 umol/min.mL) destacaram-se entre os demais.
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Figura 8. Atividade enzimatica: xilanase. Microrganismos [usarium oxysporum (FOR),
Trichocladium canadense (Qy), Geotrichum sp (LD), basidiomiceto (Ho),
deuteromicetos (F.20 e LHs) e os ndo identificados (F.30, L71, F.5 e D7). Crescidos
em meio papel de filtro. Nas seguintes condi¢des (TA7D) tubos aerobicos 7 dias,
(TA15D) tubos aerobicos 15 dias, (TA22D) tubos aerobicos 22 dias, (TA30D)
tubos aerdbicos 30 dias; (EA7D) Erlenmeyers aerobicos 7 dias, (EAI5D)
Erlenmeyers aerobicos 15 dias, (EA22D) Erlenmeyers aerobicos 22 dias, (EA30D)
Erlenmeyers aerobicos 30 dias; (TM7D) tubos microaerofilicos 7 dias, (TM15D)
tubos microaerofilicos 15 dias, (TM22D) tubos microaerofilicos 22 dias, (TM30D)
tubos microaerofilicos 30 dias.

Na figura 8 podemos observar que os melhores resultados para atividade
enzimatica de xilanase foram obtidos na condigdo Erlenmeyer sob aera¢do com as
linhagens F.20 (0.23 umol/min.mL, 15 dias), F.30 (0.23 umol/min.mL, 15 dias),
LH;s ( 0.23 pmol/min.mL, 15 dias e 30 dias) e com o microrganismo F.20 (0.23
umol/min.mL) na condigdo tubos aerdbicos 30 dias. Sob a condigdo
microaerofilica os microrganismos Geotrichum sp (LD) (0.06 pmol/min.mL, 7
dias e 15 dias), H, (0.06 pmol/min.mL, 22 dias e 30 dias) e D7 (0.06
pmol/min.mL, 22 dias) apresentaram os melhores resultados. Em relagdo as
demais atividades enzimaticas a atividade de xilanase foi a que apresentou 0s

valores mais mais altos, para a maioria dos microrganismos.
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Figura 9. Atividade enzimatica: (-glicosidase. Microrganismos Fusarium oxysporum (FOR),
Trichocladium canadense (Qyo), Geotrichum sp (LD), basidiomiceto (H,),
deuteromicetos (F.20 e LH;s) e os ndo identificados (F.30, L71, F.5 e D7). Crescidos
em meio papel de filtro. Nas seguintes condigdes (TA7D) tubos aerobicos 7 dias,
(TA15D) tubos aerobicos 15 dias, (TA22D) tubos aerobicos 22 dias, (TA30D)
tubos aerobicos 30 dias; (EA7D) Erlenmeyers aerdbicos 7 dias, (EAISD)
Erlenmeyers aerobicos 15 dias, (EA22D) Erlenmeyers aerobicos 22 dias, (EA30D)
Erlenmeyers aerobicos 30 dias; (TM7D) tubos microaerofilicos 7 dias, (TM15D)
tubos microaerofilicos 15 dias, (TM22D) tubos microaerofilicos 22 dias, (TM30D)
tubos microaerofilicos 30 dias.

A atividade enzimatica B-glicosidase pode ser observada na figura 9, sendo
os microrganismos LHs (0.27 pmol/minmL, 7 dias e 15 dias), F.20 (0.25
pmol/min.mL, 15 dias e 22 dias), F.30 (0.14 pmol/min.mL, 15 dias) e Fusarium
oxysporum (FOR) (0.14 wmol/min.mL, 15 dias) os que apresentaram os melhores
resultados sob condig¢@o tubos microaerofilicos. Os microrganismos L71, D7, H,
e Geotrichum sp (LD) apresentaram valores baixos de atividade [-glicosidase
em todas as condicdes quando comparados com os demais microrganismos.
Condigdes aerobicas parecem ndo favorecer a produgdo de P-glicosidase. Os
microrganismos LHs e F.20 destacam-se por apresentarem alta produgdo de -

glicosidase.
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Figura 10. Atividades enzimaticas dos microrganismos Fusarium oxysporum (FOR),
Trichocladium canadense (Qy), Geotrichum sp (LD), basidiomiceto (H>),
deuteromicetos (F.20 e LHs) e os ndo identificados (F.30, L71, F.5 e D7).
Crescidos em meio papel de filtro. Na condi¢do Erlenmeyers sob agitagdo 150
rpm a 30°C. Atividades determinadas: (C4D) carboximetilcelulase 4 dias, (COD)
carboximetilcelulase 6 dias, (C10D) carboximetilcelulase 10 dias, (A4D) avicelase
4 dias, (A6D) avicelase 6 dias, (A10D) avicelase 10 dias, (X4D) xilanase 4 dias,
(X6D) xilanase 6 dias, (X10D) xilanase 10 dias, (B4D) B-glicosidase 4 dias,
(B6D) B-glicosidase 6 dias, (C4D) B-glicosidase 10 dias.

De acordo com a figura 10 quando os microrganismos foram submetidos a
agitagdo por um periodo maximo de 10 dias, observamos que a linhagem F.20
(0.22 umol/min.mL, atividade de xilanase, 4, 6 e 10 dias) apresentou bons
resultados para as quatro atividades enzimaticas determinadas. O microrganismo
F.30 (0.17 umol/min.mL) apresentou produgdo de xilanase alta com 10 dias de
crescimento. Com relagdo aos demais microrganismos eles ndo apresentaram de

uma forma geral atividades enzimaticas significativas.

4.2 1. Influéncia da Fonte de Carbono

As figuras (11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 ¢ 19) apresentam os resultados
obtidos quando os microrganismos cresceram em diferentes fontes de carbonos:
Avicel (celulose microcristalina), xilana, bagaco de cana e serragem; sob

condigdes microaerofilicas a 30°C, por um periodo de 20 e 35 dias, ¢ sob
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condi¢do de agitagdo (6 dias) e posterior microaerofilia (7 dias). As atividades
enzimaticas determinadas foram: carboximetilcelulase, avicelase, xilanase e [-

glicosidase.

MEIO AVICEL
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FUNGOS

Figura 11. Atividades enzimaticas dos microrganismos /richocladium canadense (Qo),
Geotrichum sp (LD), basidiomiceto (Hy), deuteromicetos (F.20 e LHs). Crescidos
em meio Avicel. Na condicio Erlenmeyers microaerofilicos. Atividades
determinadas: (C20D) carboximetilcelulase 20 dias, (C35D) carboximetilcelulase
35 dias, (A20D) avicelase 20 dias, (A35D) avicelase 35 dias, (X20D) xilanase 20
dias, (X35D) xilanase 35 dias, (B20D) [-glicosidase 20 dias, (B35D) -
glicosidase 35 dias.

Como pode ser observado na figura 11 as linhagens H, e F.20 produziram
maior atividade de enzimas celuloliticas do que as linhagens 7richocladium
canadense (Qy), Geotrichum sp (LD) e LHs. A linhagem H, produziu alta
atividade de avicelase (0.67 pmol/min.mL) enquanto que a linhagem F.20
produziu alta atividade de xilanase (0.22 pmol/min.mL) ambas apos 35 dias de
crescimento. A linhagem LHs apresentou os melhores resultados para produgao
de atividade B-glicosidase 35 dias (0.11 pmol/min.mL), quando comparado com
as demais linhagens. Os microrganismos Irichocladium canadense (Qo)
Geotrichum sp (LD) apresentaram baixas atividades enzimaticas quando
crescidos no meio contendo Avicel enquanto que as linhagens F.20 e H, parecem

conseguir utilizar esta fonte de carbono produzindo altas atividades.
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Figura 12. Atividades enzimaticas dos microrganismos /richocladium canadense (Qn),
Geotrichum sp (LD), basidiomiceto (H,), deuteromicetos (F.20 e LHs). Crescidos
em meio xilana. Na condi¢io Erlenmeyers microaerofilicos. Atividades
determinadas: (C20D) carboximetilcelulase 20 dias, (C35D) carboximetilcelulase
35 dias, (A20D) avicelase 20 dias, (A35D) avicelase 35 dias, (X20D) xilanase 20
dias, (X35D) xilanase 35 dias, (B20D) pB-glicosidase 20 dias, (B35D) -
glicosidase 35 dias.

Na figura 12 podemos observar o comportamento das cinco linhagens
quando crescidos em meio contendo xilana como fonte de carbono. Analisando os
valores das atividades enzimaticas apresentadas, observamos que todas as
linhagens apresentaram bons resultados, sendo que o melhor resultado foi obtido
com a linhagem F.20 com atividade de xilanase (0.9 pumol/min.mL, 20 dias),
seguido do microrganismo H, com atividade de avicelase (0.8 pmol/min.mL, 35
dias). O meio xilana apresentou ser um meio de facil hidrolise pois todas as
linhagens apresentaram atividade enzimatica significante, apenas produgao de -
glicosidase ndo foi encontrada nos microrganismos H, e Geotrichum sp (LD).
Enquanto que o microrganismo 7. canadense (Qjo) apresentou a maior atividade

de B-glicosidase (0.2 umol/min.mL, 20 dias) entre os demais.
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Figura 13. Atividades enzimaticas dos microrganismos 7richocladium canadense (Qip),
Geotrichum sp (LD), basidiomiceto (H,), deuteromicetos (F.20 e LHs). Crescidos
em meio bagago de cana. Na condi¢do Erlenmeyers microaerofilicos. Atividades
determinadas: (C20D) carboximetilcelulase 20 dias, (C35D) carboximetilcelulase
35 dias, (A20D) avicelase 20 dias, (A35D) avicelase 35 dias, (X20D) xilanase 20
dias, (X35D) xilanase 35 dias, (B20D) B-glicosidase 20 dias, (B35D) f-
glicosidase 35 dias.

As melhores atividades enzimaticas obtidas apos o crescimento em bagaco
de cana foram observadas no microrganismo H, com o maximo de atividade de
carboximetilcelulase (0.62 umol/min.mL, 35 dias) e xilanase (0.75 pmol/min.mL
35 dias), como mostra a figura 13, a linhagem F.20 também apresentou alta
atividade de xilanase (0.75 pwmol/min.mL) com 35 dias de crescimento, enquanto
que o microrganismo 7richocladium canadense (Q,) apresentou alta atividade
de xilanase (0.75 pumol/min.mL) apos 20 dias de crescimento. O microrganismo
que apresentou melhor resultado para atividade de [-glicosidase (0.2
umol/min.mL, 20 dias) foi o LHs. As linhagens H, e 7. canadense (Q,,) parecem
ter suas atividades enzimaticas estimuladas quando crescidas em meio bagago de
cana sob condi¢ao microaerofilica. A atividade de [-glicosidase foi significativa

apenas com o microrganismo LHs.




Resultados ¢ Discussdo 46

MEIO SERRAGEM

=

€

E —
E C20D |
g m C35D
=

< C1A20D
= OA35D |
'g | X20D
N E1X35D
w

w mB20D
|

-4

e

=

2

FUNGOS

Figura 14. Atividades enzimaticas dos microrganismos Trichocladium canadense (Q),
Geotrichum sp (LD), basidiomiceto (H,), deuteromicetos (F.20 e LHs). Crescidos
em meio serragem. Na condigdo Erlenmeyers microaerofilicos. Atividades
determinadas: (C20D) carboximetilcelulase 20 dias, (C35D) carboximetilcelulase
35 dias, (A20D) avicelase 20 dias, (A35D) avicelase 35 dias, (X20D) xilanase 20
dias, (X35D) xilanase 35 dias, (B20D) B-glicosidase 20 dias, (B35D) B-
glicosidase 35 dias.

Como pode ser visto na figura 14, entre as linhagens testadas a linhagem
F.20 produziu maior atividade de enzimas celuloliticas quando crescida em meio
contendo serragem como fonte de carbono. A linhagem F.20 produziu alta
atividade de xilanase (0.75 pmol/min.mL) apés 35 dias de crescimento. A
linhagem LHs apresentou alta atividade de B-glicosidase (0.32 pmol/min.mL)
apos 20 dias e 35 dias de crescimento, a linhagem F.20 também produziu alta
atividade de B-glicosidase (0.31 umol/min.mL) apés 35 dias de crescimento. A
maior produgdo de atividade enzimatica observada em todos os microrganismos
foi xilanase (ambos 20 e 35 dias), isto pode ser devido o meio serragem ser um
meio complexo, com a presenga de outros constituintes da madeira, como lignina
e hemicelulose. Os fungos F.20 e LHs apresentaram de uma forma geral

atividades enzimaticas elevadas.
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Figura 15. Atividades enzimaticas dos microrganismos 7richocladium canadense (Qo),
Geotrichum sp (LD), basidiomiceto (H;), deuteromicetos (F.20 e LHs). Crescidos
em meio bagaco de cana. Na condi¢do Erlenmeyers sob agitagdo 150 rpm a 30°C.
Atividades determinadas: (C6D) carboximetilcelulase 6 dias, (A6D) avicelase 6

dias, (X6D) xilanase 6 dias, (B6D) B-glicosidase 6 dias,

De acordo com a figura 15, o fungo F.20 foi o que apresentou as maiores
atividades de xilanase (0.75 pmol/min.mL) e carboximetilcelulase (0.52
umol/min.mL), enquanto que o maximo de atividade de B-glicosidase (0.22
umol/min.mL) foi obtida com o microrganismo LHs quando os microrganismos
foram crescidos em meio bagago de cana sob agitagdo a 150 rpm a 30°C. Todas
as linhagens apresentaram bons resultados para producdo de xilanase,
destacando-se o microrganismo F.20. Comparando com o meio baga¢o de cana
sob condi¢do microerofilica a produgdo da atividade xilanase (apos 35 dias de
incubag¢do) foi mantida pelo microrganismo F.20 nas condi¢oes de agitagdo. Os
demais microrganismos também apresentaram seus maximos repetidos quando as
duas condigdes foram comparadas, indicando que 6 dias de agitagdo € suficiente
para estimular a produ¢do das enzimas celuloliticas e xilanolitica nos

microrganismos crescidos no meio bagaco de cana.
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Figura 16. Atividades enzimaticas dos microrganismos 7richocladium canadense (Qi),
Geotrichum sp (LD), basidiomiceto (H.), deuteromicetos (F.20 e LHs). Crescidos
em meio serragem. Na condi¢do Erlenmeyers sob agitacdo 150 rpm a 30°C.
Atividades determinadas: (C6D) carboximetilcelulase 6 dias, (A6D) avicelase 6
dias, (X6D) xilanase 6 dias, (B6D) B-glicosidase 6 dias,

Observando-se os valores das atividades enzimaticas apresentadas na
figura 16 verificamos que a linhagem F.20 e o microrganismo LHs apresentaram
resultados superiores quando comparados com os demais microrganismos,
apresentando maximo de atividade xilanase (0.75 ¢ 0.29 pmol/min.mL) e B-
glicosidase (0.31 e 0.22 pmol/min.mL), respectivamente. A linhagem F.20
também apresentou alta atividade de carboximetilcelulase (0.3 pmol/min.mL). A
maior atividade de avicelase (0.15 pmol/min.mL) foi obtida com o microrganismo
Geotrichum sp (LD). Em meio de cultivo contendo serragem sob agita¢do os
microrganismos melhores produtores de xilanase foram as linhagens F.20 e LHs,
enquanto que as demais linhagens 7richocladium canadense (Qyy), Geotrichum
sp (LD) e H, foram melhores produtores de avicelase. Relacionando esta

condi¢do com a condigdo microaerofilica o perfil das atividades parece ndo ser
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alterado, podendo destacar os microrganismos F.20 e LHs como produtores de

xilanase e B-glicosidase.
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Figura 17. Atividades enzimaticas dos microrganismos Trichocladium canadense (Qo),
Geotrichum sp (LD), basidiomiceto (Hz), deuteromicetos (F.20 e LHs). Crescidos
em meio bagago de cana. Na condi¢@o Erlenmeyers sob agitagdo 150 rpm a 30°C
(6 dias) e posterior microaerofilia (7 dias). Atividades determinadas: (C13D)
carboximetilcelulase 13 dias, (A13D) avicelase 13 dias, (X13D) xilanase 13 dias,

(B13D) B-glicosidase 13 dias,

De acordo com a figura 17 os microrganismos H, e F.20 apresentam altas
atividades enzimaticas de carboximetilcelulase (0.26 ¢ 0.5 pmol/min.mL) e de
xilanase (0.75 e 0.75 umol/min.mL) respectivamente, ja o microrganismo LHjs
apresentou alta atividade de B-glicosidase (0.22 pumol/min.mL), quando crescido
em meio bagago de cana sob agitagdo e posterior microaerofilia. Exceto para o
microrganismo LHs que apresentou maximo de atividade B-glicosidase, os demais
apresentaram seus maximos na produgdo de xilanase. Quando comparamos o
meio bagago de cana sob condigdo agitagdo / microraerofilia com o meio apenas
sob agitagio podemos observar que a atividade de xilanase aumenta nos

microrganismos [richocladium candense (Qio) ¢ Ha. As demais produgdes
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permaneceram estdveis, observamos apenas um aumento na produgdo de

carboximetilcelulase com o microrganismo H,.

AGITAGAO/MICROAEROFILIA
MEIO SERRAGEM
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Figura 18. Atividades enzimaticas dos microrganismos Irichocladium canadense (Qu),
Geotrichum sp (LD), basidiomiceto (H,), deuteromicetos (F.20 e LHs). Crescidos
em meio serragem. Na condicio Erlenmeyers sob agitagao 150 rpm a 30°C (6
dias) e posterior microaerofilia (7 dias). Atividades determinadas: (C13D)
carboximetilcelulase 13 dias, (A13D) avicelase 13 dias, (X13D) xilanase 13 dias,

(B13D) B-glicosidase 13 dias,

Apos crescimento em meio serragem sob agitagdo por 6 dias e
microaerofilia por 7 dias, o microrganismo F.20 apresentou atividades
enzimaticas  xilanase (0.75 pmol/min.mL), carboximetilcelulase  (0.25
umol/minmL) e  PB-glicosidase (0.28 pmol/min.mL) superiores quando
comparado com os demais microrganismos. Entretanto a atividade avicelase (0.15
pmol/min.mL) foi maior para o microrganismo 7richocladium canadense (Q)o).
De uma forma geral todos os microrganismos produziram xilanase em
quantidades razoaveis. Analisando a condi¢do agitagdo com a condicao agitagao /
microaerofilia podemos observar que os microrganismos F.20 e o LHs continuam

se destacando em relagdo a produgdo de B-glicosidase. Nesta condigdo houve um
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aumento da atividade de xilanase nos microrganismos 7. canadense (Qyo) € Ha,

indicando que a condi¢do agitagdo / microaerofilica pode estimular a produgao
enzimatica.
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Figura 19. Atividades enzimaticas dos microrganismos 7richocladium canadense (Qno),
Geotrichum sp (LD), basidiomiceto (H;), deuteromicetos (F.20 e LHs). Crescidos
em meio papel de filtro. Na condi¢do Erlenmeyers sob agitagdo 150 rpm a 30°C.
(6 dias) e posterior microaerofilia (7 dias). Atividades determinadas: (C13D)
carboximetilcelulase 13 dias, (A13D) avicelase 13 dias, (X13D) xilanase 13 dias,

(B13D) B-glicosidase 13 dias,

Como pode ser observado na figura 19, onde os microrganismos foram

crescidos em meio contendo papel de filtro como fonte de carbono, sob condig¢des

de agitagdo e posterior microaerofilia, a linhagem F.20 apresentou maior

produgéo de enzimas celuloliticas (0.22 wmol/min.mL, atividade de xilanase). Os

microrganismos F.20 (0.14 umol/min.mL) e LHs (0.12 pmol/min.mL)

foram os

que  apresentaram os melhores produgdes de B-glicosidase. Entre os

microrganismos crescidos em meio contendo papel de filtro como fonte de

carbono sob condigdes de agitagdo e posterior microaerofilia o microrganismo

F.20 foi o que produziu maiores atividades enzimaticas.
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4.3, Utiliza¢do do Substrato

As linhagens selecionadas foram crescidas em seis substratos diferentes;
D-glicose, D-xilose, D-frutose, D-manose, D-galactose ¢ L-arabinose, €
submetidas a trés transferéncias consecutivas, conforme deserito no item 3.9, A
habilidade destes microrganismos em utilizar estas fontes de carbonos foi

determinada verificando-se visualmente o aumento da massa micehial.

O desenvolvimento da massa celular apresentou um aumento significante
entre a primeira e a segunda transferéncia, enquanto que entre a segunda € a
terceira transferéncia o desenvolvimento foi mais lento. A tabela 3 apresenta o

crescimento apos a segunda transferéncia.

Tabela 3. Utilizagdo dos substratos apds duas transferéncias.

Linhagem Glicose Frutose Xilose Arabinose Manose Galactose

H, ++ e+ H ++ 4+ ++
Que 4+ ++ i + + +
F.20 ++ -+ bt At s ot
LH; + ++ + + + +
LD e ++ At + + +

£+ Crescimento otimo; ++ Crescimento bom; + Crescimento fraco.

De acordo com a tabela 3 o microrganismo linhagem F.20 e o
microrganismo  basidiomiceto H, foram os que apresentaram maior
desenvolvimento da massa micelial na maioria dos agucares, possuindo

capacidade de utilizar tanto pentoses como hexoses.
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4 4, Produtos de Fermentagdo

Os produtos de fermentagdo presentes nos sobrenadantes foram
determinados através de cromatografia I.iqtida de alta eficiénera (CLAE), apds 35
dias de crescimento nos meios de cultive papel de filtro sob condiges aerobicas
(tubos e Erlenmeyers) e microaerofilicas (tubos); Avicel, xilana, bagago de cana ¢
serragem sob condigdes microaerofilicas (Erlenmeyer) e papel de filtro, bagago
de cana e serragem sob condiglo agitagio/microacrofilia (Erlenmeyver). A
determinacio foi feita somente comparande os tempos de retengfio obtidos da
andlise com os tempos de retengdo dos padrdes preparados no laboratério, os

quais estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4. Tempo de retengio dos padrdes.

PADRAO TEMPO DE RETENCAQ TEMPO DE RETENCAQ
LITERATURA (minutos) OBTIDO (minutos)

Ac. Acético 19,25 19,256
Ac. Citrico 11 11,035
Ac. Férmico 17.3 17,704
Ac. Lactico 16 16,036
Ac. Malico 12,9 12,049
Ac. Piravico - 12,329
Ac. Propidnico 22,5 23,095
Ac. Succinico 15,6 16,036
Ac. Tartarico 11,7 11,666
Etanol 25 24 49

A figura 20 apresenta o perfil cromatogréfico dos produtos de fermentagéo
produzidos pelo microrganismo Geotrichum sp (LD) em meio papel de filtro sob
condigdo agitacdo/microaerofilia. O tempo de retengéio do produto etanol neste

exemplo foi de 24,50 minutos.
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Figura 20. Perfil cromatografico da produgdo de etanol quando o microrganismo Geotrichum
sp (LD foi inoculado em meio papel de filiro sob condiglio agitagdo (6 dias) /
microaerofilia (7 dias).

Condigdes: Coluna: Supelcogel Co10H 30 cm x 7.8 mim
Fase Moével: HaPO4 0.1%
Detector: Ultravioleta 210 nm

Quantidade injetada de amostra; 20 gL
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Tabela 5. Produtos de fermentacdc produzidos pelo microrganismo H, em

diferentes fontes de carbonos.

A: meio papel de filtro, condigio aerdbica, Erlenmeyers, 30 dias,

B: meio papel de filtro, condigiio aerdbica, tubos de ensaio, 30 dias;

C: meio papel de filtro, condigdo microaerofilica, tubos de ensaio, 30 dias;

> meio bagago de cana, condigiio microacrofilica, Erlenmeyers, 35 dias;

E: meio serragem, condi¢do microaerofilica, Erlenmeyers, 35 dias;

F: meio avicel, condigio microaerofilica, Erlenmeyers, 35 dias;

G; meio xilana, condicio microserofilica, Erlenmeyers, 35 dias,

H: meio papel de filtro, condigio agitagfo (6 dias)/microaerofilica (7 dias), Erlenmeyers;
I: meio bagaco de cana, condi¢io agitacio (6 dias)/microaerofilica (7 dias), Erlenmeyers;
T meio serragem, condi¢fio agitagio (6 dias)/microaerofilica {7 dias), Erlenmeyers.

ND: Nio Detectado e D: Detectado,

O microrganismo H; como pode ser observado na tabela 5 produziu etanol
e outros produtos de fermentacdo nas diferentes condiges determinadas. Na
condi¢do agitacio/microaerofilia nfio foi observado produgio de etanol em
nenhum dos metos utilizados. O meio papel de filtro demonstrou ser a fonte de
carbono mais viavel para produgdo de etanol. Pode estar relacionado com a alta
produgiio de enzimas celuloliticas (carboximetilcelulase, avicelase e xilanase) as
quais foram obtidas guando o extrato enzimético da condigdo Erlenmeyers sob
aeragdo (30 dias) fo analisado. Quando o microrganismo fo1 mnoculado em meio

xilana produziu alta atividade de avicelase (35 dias}.
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Tabela 6. Produtos de  fermentagdic  produzidos pelo microrganismo

Trichocladium canadense {Qyy) em diferentes fontes de carbonos.

§6§858888v v g~

A: meio papel de filtro, condig@io aerobica, Erlenmeyers, 30 dias,

B: meio papel de filtro, condigdo aerdbica, tubos de ensaio, 30 dias;

C: meio papel de filtro, condigdo microaerofilica, tubos de ensaio, 30 dias;

D: meio avicel, condigio microaerofilica, Erlenmeyers, 35 dias;

E: meio xilana, condiglio microaerofilica, Erlenmeyers, 35 dias;

F: meio papel de filtro, condigdo agitagdo (6 dias)/microaerofilica (7 dias), Erlenmeyers,
G: meio bagago de cana, condi¢fio agitacio (6 dias)/microaerofilica (7 dias), Erlenmeyers,
H: melo serragem, condicio agitacio (6 dias)/microaerofilica (7 dias), Frienmeyers.

NI Nio Detectado € D: Detectado.

O microrganismo 7. canadense {Qi0) de acordo com a tabela 6 ndo
apresentou produgdo de etanol quando crescido em meio contendo papel de filtro
sob condicio aerdbica e microaerofilica, porém apresentou produgdo em meio
papel de filtro e serragem quando submetido a agitagio e posterior microaerofilia.
Também apresentou produgdo de etanol quando crescido em meio Avicel ¢ xilana
sob condigdes microaerofilicas, nestas condigdes o fungo 7. canadense (Q10)
apresentou produgdio de xilanase. Qutros produtos de fermentagéo foram obtidos

nas diferentes condigdes.
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Tabela 7. Produtos de fermentac8o produzidos pelo microrganismo LHs em

diferentes fontes de carbonos.

©3%233322%2%>
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A meio papel de filtro, condiglo aerdbica, Erlenmeyers, 30 dias;

B: meio papel de filtro, condigio aerdbica, tubos de ensaio, 30 dias;

C: meio papel de filtro, condigio microaerofilica, tubos de ensaio, 30 dias;

D: meio bagago de cana, condigio microaerofilica, Erlenmeyers, 35 dias,

E: meio serragem, condigio microaerofilica, Erlenmeyers, 35 dias;

F: meio avicel, condicio microaerofilica, Erlenmeyers, 35 dias,

G; meio xilana, condi¢iio microaerofilica, Erlenmeyers, 35 dias;

H: meio papel de filtro, condigfo agitagio (6 dias)/microaerofilica (7 dias), Erlenmeyers;
I: meio bagago de cana, condico agitagdo (6 dias)/microaerofilica (7 dias), Erlenmeyers;
¥ meio serragem, condicdo agitagdo (6 dias)/microserofilica (7 dias), Erlenmeyers,

ND»: Nio Detectadoe e D: Detectado.

Como demonstra a tabela 7 o microrganismo LHs apresentou alguns
produtos de fermentagdo. A presenga do efanol, ndo foi venificada quando o
microrganismo cresceu em meio contendo papel de filtro, bagago de cana e
serragem. sob condigdes microaerofilicas. O etanol for detectado nas demais

condicGes de crescimento.

O microrganismo LHs se destacou por apresentar méaximo de produgao de
atividade enzimatica P-glicosidase. A produgdo de etanol pode estar relacionada

com a produgio enzimatica.
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Tabela 8. Produtos de  fermentagio  produzidos pela linhagem F.20 em

diferentes fontes de carbonos.

A- meio papel de filtro, condigio aerdbica, Erlenmeyers, 30 dias;
B: meio papel de filtro, condi¢do aerdbica, tubos de ensaio, 30 dias;,
C: meio papel de filtro, condigdo microaerofilica, tubos de ensaio, 30 dias,
D: meio bagago de cana, condicdo microaerofitica, Erlenmeyers, 35 dias;
F: meio serragem, condigdo microaerofilica, Erlenmeyers, 35 dias,
F: meio avicel, condigio microaerofilica, Erlenmeyers, 35 dias;
G meio xilana, condi¢fio microaerofilica, Erlenmeyers, 35 dias;
H: meio papel de filiro, condigdo agitagiio (6 dias)/microaerofilica (7 dias), Erlenmeyers;
T. meio bagaco de cana, condigio agitagdo (6 dias)/microaerofilica (7 dias), Erlenmeyers;
¥ meio serragem, condigdo agitagdo (6 dias)/microaerofilica (7 dias), Erlenmeyers.
ND: Nio Detectado ¢ D: Detectado,

O microrganismo linhagem F.20 diferente das demais linhagens ndo
apresentou produgdio de acido acético em nephuma das condigdes submetidas,
houve produgio de etanol nas diferentes fontes de carbono (serragem, bagago de
cana e papel de filtro), sob condigdo de agitagio/microaerofilia. A produgdo de

outros produtos de fermentagio também pode ser observada na tabela 8.

A produgio de etanol observada quando o nricrorganismo F.20 cresceu nos
meios papel de filtro, bagago de cana ¢ serragem sob agitagdo/microaerofilia
pode estar relacionada com oS maximos de produgdo enzimética:

carboximetilcelulase e xilanase nestas condigdes analisadas.
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Tabela 9. Produtos de  fermentagio  produzidos pelo microrganismo

Geotrichum sp (LD) em diferentes fontes de carbonos.

A meio papel de filtro, condigio aerobica, Erlenmeyers, 30 chas;
B: meio papel de filtro, condigho aerdbica, tubos de ensaio, 30 dias;
C: meio papel de filtro, condigiio microaerofilica, tubos de ensaio, 30 dias;
D: meio bagago de cana, condigdo microaerofilica, Erlenmeyers, 35 dias;
E: meio serragem, condicio microaerofilica, Erlenmeyers, 35 dias,
F: meio avicel, condigio microaerofilica, Erlenmeyers, 35 dias;
G meio xilana, condicio microaerofilica, Erlenmeyers, 35 dias;
H: meio papel de filtro, condigio agitaco (6 dias)/microaerofilica (7 dias), Erlenmeyers;
I meio bagaco de cana, condigfo agitagio (6 dias)/microaerofilica (7 dias), Erlenmeyers;
¥: meio serragem, condigdo agitagdo (6 diasymicroaerofilica (7 dias), Erlenmeyers.
ND: Nio Detectado e D: Detectado.

De acordo com a tabela 9 observa-se que o microrganismo (eotrichum sp
(LD) produziu etanol e alguns produtos de fermentagdo guando crescido nas
diferentes fontes de carbonos sob variadas condigbes. A produgdo de etanol for
observada nos meios serragem (microaerofilica) ¢ papel de filtro (tubos sob
aeragdo) ¢ também nos meios papel de filtro, bagago de cana ¢ serragem sob
condicdes agitagio/microaerofilia. Apesar do microrganismo Geotrichum sp (LD)
ndo ter se destacado com altas produgdes enzimdticas, ¢le apresenta a
caracteristica de produzir quantidades iguais das enzimas, com exce¢lo da

atividade B-glicosidase que € produzida em valores baixos.
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Consideraces Finas:

As dez linhagens estudadas produziram enzimas celuloliticas ¢ xilanoliticas
quando crescidas em meio papel de filtro tanto sob condigBes aerdbicas como
microaerofilicas. Todavia, as cinco linhagens selecionadas quando crescidas em
papel de filtro produziram maiores atividades destas enzimas, além de também
produzi-las em meic contendo celulose microcristaling, xilana, bagago de cana ou
serragem, compostos estes que ndo sdo constituidos apenas de celulose, mas de
materiais complexos como lignina e hemicelulose, tanto quando crescidas sob
condigfes de baixa aeragdo como agitagio e posterior microaerofilia. Estas CHICO
linhagens foram capazes de hidrolisar estes substratos e atraves de seus sistemas

fermentativos gerar variados produtos de fermentagfo.

O microrganismo F20 foi a linhagem que apresentou as melhores
atividades enzimaticas sob condigBes de agitacfo, esta linhagem foi a fmica a
formar ‘pellet’ na superficie do liquido, sendo que as demais linhagens cresceram

todas no fundo do frasco.

Os resultados obtidos com os microrganismos H, e Triclochadium
canadense (Qro) com telagio a presenga de sistema celulolitico sob condigdes
variadas de oxigenacfio estdo de acordo com os descritos na literatura (Durrant et
al., 1994, 1995, 1996a e 1996b). Porém maiores niveis de avicelase ¢ 3~
glicosidase foram obtidos sob as condiges descritas neste trabalho. Em relagdo a
utitizagdo dos ménomeros de celulose ¢ xilana os resultados obtidos também
foram semelhantes aos ja descritos na literatura (Durrant et al., 1995), uma vez
que tanto a linhagem H, como o microrganismo 7riclochadium canadense (Qyp)
foram capazes de utilizar estes aglicares como Gnica fonte de carbono para o

crescimento.
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E importante mencionar aqui os resultados obtidos com a levedura
Geotrichum sp (LD), a qual apresentou atividades de CMCase, avicelase ©
xilanase nos diferentes meios utilizados, sendo que no meio contendo xilana
apresentou alta atividade de avicelase. A produgdo de xilanase por leveduras ja ¢
conhecida, mas sdo poucas as linhagens que a produzem, podem ser citado
Geotrichum candidum 3¢-106 (Rodionova et al., 1995) e Criptococcus albidus
(Biely ¢ Vrsanska, 1988). A levedura Geotrichum candidum 3c foi a tmica
levedura descrita na literatura capaz de produzir endoglucanases (Tiunova ¢t al,,
1991). Até onde temos conhecimento esta € a primeira vez (ue uma levedura

capaz de produzir avicelase € isolada.

Ainda em relagdo a linhagem Geotrichum sp (LD) entre os varios produtos
de fermentagio ¢ interessante mencionar a presenca de etanol quando esta
levedura foi cultivada em meio contendo papel de filtro, serragem e bagago de
cana, sugerindo a sua habilidade de hidrolizar os componentes destes materials ¢

em seguida fermenté-los.
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V. CONCLUSOES

Apos crescimento em meio papel de filtro sob condi¢des aerdbicas e
microaerofilicas os microrganismos F.20 e H, foram os que apresentaram maior
produgdo de carboximetilcelulase e avicelase. As maiores producdes de xilanase
foram apresentadas pelos microrganismos F.20, F.30 e LHs. Enquanto que para
B-glicosidase as maiores atividades obtidas foram observadas com 08
microrganismos LHs F.20 e Trichocladium canadense (Qup). Ainda foram
analisados os resultados sob agitagio, sendo o microrganismo F.20 o que

apresentou as maiores produgdes para todas as enzimas.

As linhagens Trichocladium canadense (Qup), Geotrichum sp (LD), Ho,

LH; e F.20 foram selecionadas para produgdo de enzimas celuloliticas.

A maior atividade de xilanase (0.9 pmol/min.mL) foi produzida pelo
microrganismo F.20 quando utilizou-se meio xilana; apresentando também
produgdo de xilanase nos demais meios inoculados, sob condigdes de agitaglo ¢
agitagdo/microaerofilia.  Entretanto 08 demais microganismos também
apresentaram bons resultados de xilanase, principalmente nos meios bagago de
cana e serragem, isto pode ser devido a presenca de hemicelulose contida nestes

substratos.

O microrganismo H, apresentou maximo de atividade carboximetilcelulase
(0.62 pmol/min.mL) quando crescido em meio bagaco de cana como fonte de

carbono, sob condicdo microaerofilica.
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A maior atividade de avicelase (0.8 umol/minmL )} foi produzida pelo
basidiomiceto H, apds crescimento em meio contendo xilana como fonte de

carbono, sob condigiio microaerofilica.

A maior produgdo de B-glicosidase (0.32 pmol/minanLy fot obtida pela
linhagem LHs ap6s crescimento em meio contendo serragem como fonte de
carbono, sob condigio microaerofilica. De uma maneira geral a producdo de B-
glicosidase nos meios papel de filtro, Avicel e xilana foram semelhantes aquela

apresentada pelos materiais agroindustriais.

Apés analise cromatografica foi possivel verificar que as cinco linhagens
selecionadas crescidas nas diferentes condigdes de cultivo apresentaram
composiciio variadas dos produtos de fermentagao, sendo o etanol, acido férmico
e acido citrico os mais detectados nas linhagens estudadas. O microrganismo F.20
foi a ninica linhagem que ndo apresentou produgdo de acido acético ¢ apenas a

linhagem H, produziu 4cido latico.

Os mondmeros da celulose e hemicelulose foram utilizados como fonte de
carbono para verificar a capacidade de utilizacdo dos substratos. O
microrganismo F.20 apresentou desenvolvimento 6timo da massa micelial para a
maioria dos substratos utilizados. Esta linhagem, entre as cinco selecionadas
apresentou as maiores atividades xilanoliticas e também celuloliticas. Isto indica
que a mesma poderia degradar celulose e hemicelulose e utilizar os produtos de

degradagfo, ou seja, 0s mondmeros produzidos.
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Vii. APENDICE

1. TABELAS DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

1.1. ATIVIDADE ENZIMATICA / AEROBICA / SEM AGITACAO/7 DIAS

CMCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Tubeos Tubos Tubos Tubos
Linhagens jUl/mL |Linhageng Ul/mL Linhagens U/mL JLinhageng Ul/mL
FOR 0,019|FGR 0,035|FOR 0,037FOR 0,008
Q10 0,022;Q10 0,034|Q10 0.061|Q10 0,089
F.20 0,022{F.20 0,021{F .20 0,068{F .20 0,089
1D 0,018iLD 0,017iLD 0,043{LD 0
LHS 0,024]LHS 0,01 7{LHS 0,034§LHS 0,058
H2 0,02{H2 0,02§H2 0,051§H2 0,013
F 30 0,022]F.30 0,018]F 30 0,051§F .36 0,051
L7} 0,021|L71 0,0231L71 0,04{L71 0
F.5 0,048}F.5 0.G18)F 5 0.072]E.3 0,041
07 0,025§D7 60,0177 0,047 0,003
CMCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer
Linhagens |Ul/mL |Linhageng Ul/mL |Linhagend UVmL {LinhagensUl/mE.
FOR 0,018[FOR. 0,018]FOR 0,0491FOR 0,024
Q10 0,022§Q10 0,0241010 0,0461Q10 0,081
F.20 0,0558F 20 0,022F .20 0,0958F 20 0,08
LD 0,02|LD 0,021{LD 0,039{LD 0
LH3 0,019]LH3 0,0171L.H5 0,035]LHS5 0,056
H2 0,022}H2 0,026[H2 0,055|H2 0
F 30 0,018¢.30 (3,0244F.30 0,177|F.30 0,044
L71 0,018§L.71 0,0228L71 0,025§L.71 O
F.5 0,029]F 5 0,028]F 5 0,061§F 5 0,024
D7 0,019|D7 0,03]D7 0,026]D7 0
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1.2. ATIVIDADE ENZIMATICA/ AEROBICA/ SEM AGITACAQ/15 DIAS

{MCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Tubos Tubos Tubos Tubos
Linhagens |UVmL {Linhageny Ul/mL [Linhagend Ul/mL |Linhageng Ul/mL
FOR 0,021} FOR 0,032JFOR. 0,035|FOR. 0,013
Q10 0,02410Q10 0,033]Q10 0,0431010 0,087
¥20 0,0428F .20 0,037|F 20 0,175]F .20 0,087
LD 0,023§LD 0,031LD 0,041L.D 0
LHS 0,0231LHS 0,022JLHS 0,031|LHS 0,056
H2 0,052fH2 0,031H2 0,067|H2 0,007
F 30 0,018}F 30 0,0171F.30 0,04|F .30 0,088
L71 0,019§L71 0,0264L.71 0,0461L.71 0
F.5 0.052{F.5 0,0291F 5 0,088]F.5 0,041
D7 0,07{D7 0,0351D7 0,0931D7 0,034
CMCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Erlenmeyer Erlenmever Erlenmeyer Erlenmeyer
Linhagens {Ul/mL |Linkagensg Ul/mL jLinhageng Ul/ml. Linhagend Ul/mL
FOR 0,024AFOR (0,01 7|FOKR 0,05HFOR 0,007
Q10 0,022}Q10 0,0321Q10 0,0721Q10 0,068
F.20 0,192F 20 0,0358F 20 0,23|F.20 0,095
LD 0,0228L.D 0,017H.D 0,.0561LD 0
LHS 0,079§LH5 0,0617jLH3 0,23LH5 0,088
H2 0,019{H2 (G,0261H2 (,0421H2 0
F.30 0,044]F 30 0,0178F 30 0,231F.30 0,054
171 0,.019L71 0,0174L71 0,038JL71 0
.5 0,0391F 5 0,018]F.5 0,066{F.5 0,026
D7 0,018]D7 0.,0391D7 0,041D7 0
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1.3. ATIVIDADE ENZIMATICA/ AEROBICA/ SEM AGITACAO/22 DIAS

CMUCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Tubos Tubos Tubos Tubos
Linhagens jUl/mL |Linhagensd U/mL jLinhageng Ul/mL jLinhageng Ul/mL
FOR 0,02{1FOR 0,0511FOR 0,039§FOR 0,007
310 0,0241Q010 0,058§Q10 0,047HQ10 0,005
.20 0,067§F.20 0,0544F 20 0,172F.20 0,095
LD 0,021{L.D 0,067§L.1D 0,047|LD 0
LHS5 0,636 LHS5 0,056]LHS 0,063 |LHS 0,061
H2 0,092{H2 0,002]H2 0,099]H2 )
F.30 0,02|F .30 0,0491F 30 0,043]F 30 0,095
L71 0,018|L71 0,040]L71 0,042{L.71 0
F.5 0,075 5 0.074]F 3 0,12JF.5 0,061
D7 006707 0,07§D7 0,161307 0,027
CMCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Erlenmeyer Erienmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer
Linhagens |UL/mL {Linhagend Ul/mL [Linhageng Ul/mL [Lishagend Ul/mL
FOR 0,025FOR 0,041JFOR 0.021|FOR 0.022
QIi0 0,0281Q10 0,0431Q10 0,052]1Q10 0,095
F20 0, 187|F .20 0,034F 20 0,172|F .20 0,115
LD 0,022|LD 0,054]LD 0,028|LD 0
LH5 0,092[LH5 0,054]LH5 0.223|LBS5 0,095
H2 0,018}H2 0,054|H2 0,033|H2 0
F.30 0,021]F 30 0,047|F .30 0,223|F .30 0,034
L71 0,0181L.71 (,048|L.71 0,042)L71 O
F.5 0,027|F .5 0,0451F .5 0,045]F.5 0,034
D7 0,03457 0,058|D7 0,068|D7 0,012
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1.4. ATIVIDADE ENZIMATICA/ AEROBICA/ SEM AGITACAO/30 DIAS

{CMCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Tubos Tuhos Tubos Tubos
Linhagens |Ul/mL [Linhageng Ul/mL |Linhageng U/mL JLinhageng Ul/mL
FOR 0,026]FOR 0.033|FOR 0.085]FOR 0,02
Q10 0,0261Q10 0,0351Q10 {,0561Q10 0,088
F.20 0, 065]F 20 0,027|F .20 0,23]F .20 0,088
LD 0,022{LD 0,03|LD (0.046|LD 0
LHS 0,03 11LHS 0.026]LHS 0, 1191LHS 0,037
H2 0,136§H2 0,041 H2 0,0891H2 0,026
30 0,010§F.30 0,0244F 30 G,161F.30 0,093
L71 0.016}L71 0,036§L.71 0,0411L71 0
F.5 0,045]F .5 0,0458F 5 0,083§F 5 0,054
D7 0,0241D7 0,0431D7 0,0551D7 0,007
CMCase Avicelase Xilanase B-glicasidase
Erlenmeyer Erienmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer
Linhagens | UI/mL |Linhagend U/mL {Linhagens Ul/mL {Linhageng Ul/miL,
FOR 0,031{FOR 0,036]FOR 0,124JFOR. 0,011
Q10 0,03|Q10 0,0661Q10 0.063|Q10 0,081
F20 0,122¢F 20 0,086F .20 0,219]F .20 0,081
LD 0,026§L.D 0,0528LD 0,0474.D O
LH5 0,0791LHS5 0,038§LH5 0,231LHS 0,005
H2 0,187 |H2 0 118]H2 0,172]H2 0,027
F 30 0,0241F 30 0,024QF 30 0,172|F.30 0,06
L71 0,016§L.71 0,0358L.71 0037871 0
F5 0,035{F.5 0,018]F.5 0,0801F 5 0,041
D7 0,016]D7 0,021§07 0,039§D7 0

Apéndice 74




1.5. ATIVIDADE ENZIMATICA / MICROAEROFILICA / 7 DIAS

CMCase Avicelase Xilanase B-glicesidase
Tubos Tubos Tubos Tubos
Linhagens |Ul/mL [Linhagend Ul/mL |Linhagens Ul/mL [Linhageng Ul/mL
FOR 0,0181FOR 0,021JFOR 0,035[FOR 0,073
Q10 0.018}Q10 0,035[Q10 0.045]Q10 0,001
F20 0,024§F.20 0,024|F .20 0,045]F 20 0,073
LD 0,0261LD 0,041{LD 0,038]LD 0
LHS 0,016§LHS 0,015fLHS 0,0471LHS5 0,271
H2 0,018§H2 0,045{H2 0,042fH2 0,603
F.30 0,018§F 30 0,0281F 30 0,039fF .30 0,022
L71 0,018§L71 0,024§L71 0,04§1.71 0
F5 0,018{F 5 0,036§F .5 0,0433F.5 0
D7 0,017{D7 0,036§D7 0,045§D7 0

1.6. ATIVIDADE ENZIMATICA / MICROAEROQFILICA / 15 DIAS

CMCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Tubos Tubos Tubos Tubos
Linhagens |UT/mL [Linhagend UU/mL |Linhagend Ul/mL [Linhageng Ul/mL
EOR 0,016§FOR 0,021 fFOR 0,034[FOR 0,139
Q10 0,01840Q10 0,03280Q10 0,037§Q10 0,017
¥.20 0,022{F 20 0,0245F 20 0,037§F .20 0,249
LD 0,038]LD 0,036{LD 0,058{LD 0
LHS 0.016}LHS 0,015|LHS 0,026]LE>S 0,271
H2 0.019jH2 0,031H2 0,043[H2 0,009
r.30 0,017§F.30 0,022§F 30 0,032¢F 30 0,138
171 0,016}L.71 00245171 0,032§L.71 0
Fb5 0,0174F.5 0,039§F.5 0,0263F 5 0,006
17 0,018|D7 0,0321D7 0,0331D7 0
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1.7. ATIVIDADE ENZIMATICA / MICROAEROFILICA / 22 DIAS

CMCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Tubos Tubos Tubos Tubos
Linhagens {Ul/mL Linhagend UUmL ]Linhagens Ul/ml. {Linhageng Ul/ml.
FOR 0,016|FOR 0,033{FOR 0,027]FOR 0
Q10 0,018{Q10 0,063§Q10 0,0521Q10 0,048
F.20 0,017]F.20 0,022§F .20 0,0333¥ .20 0,249
LD 0,0241L.D 0,0331L.D 0,039§L.D 0
LHS 0,017|LH5 0,027{LHS 0,032§LHS 0,205
H2 0,017|H2 0,039]H2 0,058§H2 0,009
F 30 0.016{F.30 {0,045{F.30 0,037]F .30 0,093
L71 0,017|L.71 0,046]L71 0,052{L71 0
F35 0,017]F.5 0,058]F 5 0,047{F 5 0,009
D7 0,018|D7 0,0651D7 0,0581D7 0

1.8. ATIVIDADE ENZIMATICA / MICROAEROFILICA / 30 DIAS

CMCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Tubos Tubos Tubos Tubos
Linhagens {UI/mL |Linhageng Ul/mL Linhagend Ul/mL |Linhagend Ul/mL
FOR 0,017JFOR 0,017|FOR 0,033 FOR 0,005
Q10 (,0194Q10 0,0518010 0,04980Q10 0,034
F.20 0,016§F.20 0,016§F .20 0,033}F.20 0,161
LD 0,0241L.D 0,0344LD 0,052{LD 0
LHS3 0,017{LH5 0,016§LH5 0,018JLHS 0,183
H2 0,0581H2 0,062{H2 0,061H2 0,006
F.30 0,017]F .30 {0,032]|F .30 0,032|F.30 0,058
L71 0,017]L.71 0,035]L.71 0,0471L71 0
F.5 0,018}F 5 0,041§F.5 0,042§F.5 0,009
D7 0,0104D7 0,0621D7 0,0521D7 0
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1.9. ATIVIDADE ENZIMATICA / AEROBICA / COM AGITACAQ / 4 DIAS

CMCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer Ertenmeyer
Linhagens [Ul/mL [Linhagend Ul/m!_[Linhagend Ul/mL {Linhagend Ul/mL
FOR 0,028[FOR 0,041 JFOR 0,03234FOR 0
Q10 0,018}Q10 0,041]Q10 0,026]Q10 0
F.20 0,021}F .20 0,045]F .20 0,223]F 20 0,638
LD 0,018|LLx 0,025]LD 0,0424L.D 0
LH3 0.017H.HS 0,024{1 H5 0,026§1LHS 0,017
H2 0,016|H2 0,0451H2 0,037§H2 0,009
F.30 0,017|F.30 0,0324F .30 0,0373F .30 0,058
L71 0017IL7 0,028§L.71 0,028§L.71 0,001
F.5 0,018]F 5 0,0398F 5 0,058§F.5 0,001
D7 0,0171D7 0,043{D7 0,042§D7 0

1.10. ATIVIDADE ENZIMATICA/ AEROBICA/ COM AGITACAOQ/6 DIAS

CMCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Erlenmeyer Erlenmeyer Erienmeyer Erlenmeyer

1 inhagens {Ul/mL |Linhagens UVml.{Linhageng Ul/mL [Linhageng Ul/mL
FOR 0,019 FOR 0,04 H{FOR 0,032]FOR Q
310 0,017§Q10 0,036§Q10 0,0421Q10 0
F.20 ,1444F 20 0,067|F .20 0,223]F.20 0,066
LD 0,01 73D 0,0321LD 0,037]LD 0
LHS 0,016fLHS5 0,019fLHS 0,023]LH5 0,017
H2 0,017§H2 0,041¢H2 0,038 H2 0,008
.30 0,016§F.30 0,036§F.30 0,037§F 30 0,05
L71 00413171 0,032§L.71 0,045FL71 (3,008
E.5 0,017{F.5 0,0418F 5 0,0498F 5 0,009
D7 0,0171D7 0,043D7 0,037§D7 0




Apéadice 78

1.11. ATIVIDADE ENZIMATICA / AEROBICA / COM AGITACAO / 10 DIAS

CMCCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Erlenmeyer Erfenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer
Linhagens [UVmL jLinhagens Ul/mL §Linhageng Ul/mL fLinhageng Ul/mb
FOR 0,017]FOR 0,041 FOR 0,019§FOR s
Q10 0.016]Q10 0,0511Q10 0,032]Q10 0
F 20 0,1441F 20 0,073§F 20 0,2234F .20 0,09
LD ¢.01911L.D 0,0321LD 0,027§LD 0
LH5 0,017]LHS 0,0181LH5 0,024§LHS 0,025
H2 0,017|H2 0,049{H2 0,0324H2 0,009
F.30 0,0194F 30 0,0394F 30 0,172{F .30 0,09
L71 0,029]L.71 0,0324L.71 0,027]L71 0,017
F3 0,019}F 5 0,032]F.5 0,05{F.5 0,038
D7 0,01 717 0,056§D7 0,037{D7 Q0

1.12. ATIVIDADE ENZIMATICA / MICROAEROFILICA /
MEIO AVICEL / 20 DIAS

CMCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer Erfenmeyer
Linhagens |Ul/mL {Linhagend Ul/mL |Linhagend Ul/mi. |LinhagengUl/mlL
H2 0,187{H2 0,047¢H2 0, 1751H2 0,003
Q10 0,026{Q10 0,041§010 0,056{Q10 0,038
F20 0,031F .20 0,041{F 20 0,07{F .20 0,058
LD 0,035|LD 0,024|LD 0,052|LD 0,001
LHS5 0,028JLH5 0,036{LH5 0.064|LHS 0,074

1.13. ATIVIDADE ENZIMATICA / MICROAEROFILICA /
MEIO AVICEL /35 DIAS

CMCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmever Erlenmeyer
Linhagens [UY/mL JLinhagend Ul/mL [Linhagend Ul/mL [Linhagenq Ul/mL,
H2 0,101]H2 0,666§H2 0,151}H2 0
Q10 0,024{Q10 0,051§Q10 0,0581Q10 0,05
F.20 0,187}F .20 0,055F .20 0,223{F.20 0,007
LD 0,024|LD 0,0451LD 0,045]LD 0
1H5 0,01 7JLHS 0,018]LHS 0,024]LH5 0,106
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1.14. ATIVIDADE ENZIMATICA / MICROAEROFILICA /

MEIOQ XILANA /20 DIAS

{CMCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer
Linhagens {Ul/mL jLinhagenq Ul/ml. |Linhageng Ul/mL |Linhagend Ul/mL
H2 0,404[H2 0,404|H2 0,4791H2 0,001
{10 0236310 0,365]Q10 0,332{0Q10 0,202
F.20 0,198]F 20 0,267T{F 20 0,893]{F 20 0
LD 0.129|LD {),404§1.D 0,189]LD 0
LHS 0,257\LH5 0,365{LHS5 0,264JLH5 0,087
1.15. ATIVIDADE ENZIMATICA / MICROAEROFILICA /

MEIO XILANA /35 DIAS

CMCCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer
Linhagens { UI/mL |Linhageng Ul/mL {Linhagend Ul/mL {Linhageng Ul/mL
H2 0,236)H2 0,796{H2 0,264}H2 0
Q10 0,236]Q10 0,3221Q10 0,42{(Q10 0,074
F.20 0,236]F.20 0,4941F 20 0,212§F .20 0,05
LD 0,227]LD 0,49411.D 0,228|LD 0
LHS 0,2871LHS5 0,468|LH5 0,285|LH5 0,064
1.16. ATIVIDADE ENZIMATICA / MICROAFROFILICA /

MEIOQ BAGACO DE CANA /20 DIAS

CMCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer
Linhagens |Ul/mL jLinhageng Ul/mL {Linhagenq Ui/mL Linhagend Ul/mL
Q10 0,142§Q10 0,133}Q10 0,745§Q10 6,001
LD 0,0751LD 0,066§LD 0,1528L.D 0
H2 0,339]H2 0,113§H2 0,558§H2 0
F.20 0,063]F .20 0,0774F .20 0,155§F 20 0,011
LH5 0,056§LHS 0,048 LH5 0,142§LHS 0,203




1.17. ATIVIDADE ENZIMATICA / MICROAEROFILICA /
MEIO BAGACO DE CANA /35 DIAS

CMCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer
Linhagens {Ul/mL [Linhagend Ul/mlL |Linhageng Ul/mL {Linhagend Ul/mL
Q10 0,282}010 0,135]010 0,549]Q10 0,003
LD 0,0571LD 0,053|1LD 0,09{LD 0
H2 0,624lH2 0,179{H2 0,74531H2 0,001
K20 0,693]F .20 0,1071F 20 0,7451F 20 0,009
LH3 0,06|1.H5 0,061 |LHS 0,074LH5 0,041
1.18. ATIVIDADE ENZIMATICA / MICROAEROFILICA /

MEIO SERRAGEM / 20 DIAS

CMCCase Avicelase Xilanase B-glicesidase
Erlenmeyer {Erienmeyer Erlenmeyer Evlenmeyer
Linhagens |Ul/mL |Linhageng Ul/mL jLinhagend UY/mL {Linhagens Ul/mL,
010 0,084{0Q10 0,1361Q10 0,295{010 0,001
LD 0,054|L.D 0,064]LD 0,081L.D 0
H2 0,108|H2 0,059]H2 0 215{H2 0
F.20 (0,177]F.20 0,06]F.20 0,5581F 20 0,203
LHS 0,078 H3 0,059|LHS 0,403|LHS 0,316
1.19. ATIVIDADE ENZIMATICA / MICROAEROFILICA /

MEIO SERRAGEM / 35 DIAS

CMCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Evienmeyer Erlenmeyer Erienmeyer Erlenmeyer
Linhagens |Ul/mL |Linhagens U/mL jLinhageng Ul/mL {Linhageng Ul/mL
Q10 0,11]Q10 0,122{Q10 0,234]Q10 0,006
LD 0,056|LD 0,05{LD 0,098{LD 0
H2 0,151H2 0,064]H2 0.2781H2 0,001
F.20 0,136]F.20 D.05|F 20 0,745|F.20 0,313
LHS 0,063JLH5 0,05|LHS 0,33|LH5 0,316
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1.20. ATIVIDADE ENZIMATICA /AGITACAQ/MEIO BAGAGO/06 DIAS

CMCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Erlenmever Erlenmever Erlenmeyer Erlenmeyer
Linhagens {Ul/mL |Linhagens Ul/mL lLinhageng Ul/mL {Linhagens Ul/mL
Q10 0,069]Q10 0,086]Q10 0,111{Q10 (3,013
LD 0,086|LD 0,107{LD 0,109{LD 0,01
HZ 0,077H2 0,138]H2 0,287{H2 0,009
F.20 (,524|F .20 0,120F 20 0, 7453F 20 0,031
LH3 0,064}LH5 0,086|LH5 0,641{LH5 0,218

1.21. ATIVIDADE ENZIMATICA / AGITACAO/
MEIQ SERRAGEM / 06 DIAS

CMCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer
Linhagens |UI/mL |Linhagend U/mL |Linhagens UI/mL |Linhageng Ul/mL
010 0,061}Q10 0,143]Q10 0,149|Q10 0,01
LD 0,0774H.D 0,151LD 0, 1318.D 0,009
H2 1 0,069§H2 0,129§H2 0,097§H2 0,027
F.20 0,308§F.20 0,1 1{F .20 0,7453F 20 0315
LHS 0,061|LHS 0,109{L.H5 0,287|LHS 0,218




Apindice &2

1.22. ATIVIDADE ENZIMATICA / AGITACAQ E MICROAEROFILIA /

MEIO PAPEL DE FILTRO / 13 DIAS

CMCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmever Erlenmeyer
Linhagens {Ul/mL |Linhagend Ul/mL {Linhageng UI/mL {Linhageng Ul/mL
10 0,041§Q1¢ 0,054§Q10 0,068}Q10 0,003
LD 0,049]LD 0,041{LD 0,0528L.D 0
H2 0,061}H2 0,042§H2 0,063 §H2 0,017
F.20 0,1874F .20 0,187§F 20 0,223§F .20 0,138
LH5 0,04 1}1LH5 0,041§LHS 0,068} LH5 0,122

1.23. ATIVIDADE ENZIMATICA / AGITACAO E MICROAEROFILIA /

MEIO BAGACO DE CANA /13 DIAS

CMCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer
Linhagens |U1/mL {Linhageng Ul/mL jLinhageny Ul/mL {Linhagenq Ul/mL
Q10 0,0641Q10 0,096§010 0,244]010 0,034
LD 0,038{L.D 0,1223LD 0,123§L.D 0,009
H2 0,265]H2 0,136]H2 0,745§H2 0,025
F 20 0,481|F.20 0,136{F 20 0,7451F.20 (3,05
LH3 0,058fLH3 0.058|LHS 0,168]1LH5 0,219

1.24. ATIVIDADE ENZIMATICA / AGITACAO E MICROAEROFILIA /

MEIO SERRAGEM / 13 DIAS

CMCase Avicelase Xilanase B-glicosidase
Erlenmeyer Erlenmever Erlenmeyer Erlenmeyer
Linhagens |Ul/mL JLinhageng Ul/mLjLinhageny Ul/mL jLinhageng UlV/mL
Q10 0,122]Q10 G,15§Q10 0,192{Q10 0,009
LD 0,0961LD 0,093]LD 0,092{LD 0,011
H2 0,064|H2 0,0671H2 0,226{H2 0,034
F.20 0,2541F 20 0,079k 20 0,7451F 20 0,283
LH5 0,0581LH5 0,0731LHS5 0,164|LH3 0,235




