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RESUMO

A cepa brasileira de Thermoascus aurantiacus, um fungo
termédfilo, foi estudada gquanto as condigBes de crescimento,
produgdo de enzimas e agdo sobre materiais lignoceluldsicos. | -

O fungo mostrou capacidade para crescer em meios de cultivoe
que continham materiais lignocelulédsicos como bagago de cana, casca
de arroz e serragem de Eucaliptus grandis, comoc uUnicas fontes de
carbono. O crescimento do fungo nestes substratos fol melhor do que
em substiratos celuldsicos.

As condi;ﬁes dtimas de crescimento do fungo foram determinadas
através de métodos estatisticos de otimizagBo., As condig¢glBes Stimas
obtidas em melico Czapek modificado foram: Q,8% (8,0 g-ld de glicosse
comea fonte de carbono, 37.8 mEg~sl (3,2 g-12 de NaNOs como fonte de
nitrogénio, em pH 8,0 a 48°¢C. Nestas condl¢Bes o fungo alcangou uma
veloclidade maxima de crescimente de 4,74 i0,08 Cmmehd .

Un teor de 27.,4% (p-s/p) de proteina fol obtida do nﬁcéliﬁ de
Thermoascus aurantiacus, aos 10 dias de crescimente em melo
contendo 1,5% de glicose, sob condig@es estacionarias. A proteina
micelial foi hidrolisada e sua composig3c em aminclcidos foi
determinada. A gqualidade da proteina de T.auranticcus, ¢ semnelhante
a proteina da soja e a sugerida pela FAO, apresentando uma alta
concentragdo de aminoicidos essenciails.

Na cultura contendo 1,5% de glicose, sob condl ¢Bes
estacionarias e de agitag¢lo, fol detectada a presenga de estancl e
metanol, provavelmente, produtos da fermentag83o de glicose pelo
fungo.

O fungo produziu enzimas celulcliticas, hemiceluloliticas e
ligninoliticas, em maior ou menor quantidade, quando cultivado em
melios gque conbtinham diferentes substratos de crescimento. As
maximas atividades de endo-glicanase (1,48 Ul ml2 e xilanase (1,20
UIL-ml>, foram obtidas em meio contendo 1,8% de glicose. Os maximos
valores foram obtidos quando a glicose alcangou uma concentrag3o de
0,3%, no %exto dia de crescimento, scob condigfes estacionaArias. A

atividade celuleolitica de Thermoascus aquranitiacus fol comparavel



a do fungo Trichoderma reesei (cepa selvagem).

O fungo apresentou, atividade enzimética capaz de descolorir
Remazol brilliant blue R, sendo que a maxima descoloracsio ocorreu
quando foram adicionados ac meio 1,5% de glicose e 0,5% de
serragem de Eucaliptus grandis, simultaneamente. Uma ligeira
descoloragfio ocorreu quande © meio continha somente glicose.

Uma alta atividade fenol oxidase fol obtida quande o fungo
foi cultivado em meio que continha 1,5% de serragem de Eucaliptus
grandis e 0,54 de glicose. NMenhuma atividade foi obtida
utilizandou—-se apenas glicose como fonte de carbono.

Foli estudada a biodegradag¢3o dos componentes da madeira de
Eucaliptus grandis (serragem e cavacos). Apds 21 dias de
tratamento da madeira com Thermoascus aurantiacus, Sob condigBes
estaclionarias = EGOC‘., obteve~-se uma perda de peso de 6,7% para
serragem e de 6,8% para cavacos, em cultura contende 0,5% de
glicose. Em ambos os casos (serragem e cavacosd, o fungo atacou,
principalmente, os componentes extraiveis em etanol- benzeno,
provocande uma perda em peso de 64,4% na serragem = 59,0% nos

cavacos,



ABSTRACT

Growth conditions, enzymes production and lignocellulosic
materials degradation by brazilian strain of Thermoascus
aurantiacus, were studied,

The fungus showed ability to grow on lignocellulosic
materials such as sugar cane bagasse, rice hull and Eucaliptus
grandis sawdust, as single carbon sources. Growth of the fungus in
these substrates was better than cellulosic cone.

Statistical melhods were applied for optimization of the
growth conditions., Optimal growth conditions in Czapek-—glucose
CO.8% modified medium in pH 6.0 at 48°C and a NaNOs concentratioen
of 37.8 mEgsl (3.2 g-1> were observed. The growth rate value
cbltained in these conditions was 4.?41 0. O2mm-h.

Cultures of Thermoascus oaurantiacus using glucose (1.8%
showed a 27.4% (wswd of mycelial protein after 10 davys incubation.
Mycelial protein showed essential amino acids content similar to
soybean protein and FAQO standard requirements,

Ethanol and methanol were detected in the extracellular
medium of Thermoascus caqurantiacus agitated as well as in
staticnary cultures using glucose 1.5%.

Cellulolytic, hemicellulolytic and lignineolytic activities
were produced when the fungus grown on a variety of substrates.
High endo-glucanase ¢1.42 Ul ml? and xylanase (1.20 Ul mlD
activities were detected on glucose 1.5%. A higher enzyvme activity
was reached when the glucose concentration was reduced to 0.3%
Csixth dayd. Thermoascus aurantiacus exhibits cellulolytic similar
to Trichoderma reesei (wild straind.

The higher decolorization of Remazol brilliant blue (RBB-RD
by cultures of Thermeoascus auranticacus in the presence of glucose
€0.8% and Eucaliptus grandis sawdust (1.8% simultanecusly was
observed. A light decolorization was observed when glucose was.
used as single carbon source, _

High phencol-oxidase acliviity was reached when the fungal
growth was on Fucaliptus grandis sawdust (1.5% plus glucose

C0.5%%). No phenol ~oxidase acltivity was cbserved when glucose was



used as single carbon source,

Sawdust and éh1p$ of Eucaliptus grandis biodegradation was
studied. Growth of Thermoascus aurantiacus on Eucaliptus grandis
resulted in a weight loss of &.7% and 6.2%, for sawdust and chips
respectively after 21 days of incubation at 50°C on glucose 0. 5%,
Fungal attack was more efficient on the extractives +than other
wood components. An extractive loss of §4.4% in sawdust and 59.0 %

in chips was obtained.
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1.~ INTRODUGAO

1.1.~ BIOMASSA

~ Nos dltimos 20 anos um grande interesse tem se voltado para a
poessibilidade da utilizagB3o de material bicldédgico como fonte de
energia. As investigag@es sobre o aprovelitamento da biomassa
através da bioctecnologia, vem se expandinde nos dliimos anos como
uma solucio alternativa para o problema da diminuig3co progressiwva
das reservas de combustivelis derivados do petrdlee e de matérias
primas de interesse industrial. Estima-se gque a produg3o anual de
biomassa na terra alcance a 100 bilh%tes de toneladas
{Dekker ,1989ad.

O termo biomassa refere-se a toda a matéria orgéanica
produzida por organismos vives, SGJam estes animais ou vegetals,
constituida por 98% de material lignoceluldsicoe como madeira,
‘residuos das indastrias de polpa e papel, resifducs agricolas,
etc,.. Estima-se que no futuro os residuos florestais crescer3o dos
atuais 4 mihBes até¢ 10 a 15 milhdes de toneladas~-anc, dependendo
do destino e utilizag%o que se der A madeira (Wagemann, 1884).

O material lignoceluldsico, componente estrutural das
plantas, ¢ restabelecido através da fotossintese e seus
constituintes principais s3o: celulose (40-80%, hemiceluloses,
(18-300 ¢ lignina C10-3020 (Dekker, 1888b),

0s processos de conversio de residuos lignoceluldsicos a
formas dteis de energia incluem hidrélise acida, hidrotermélise e
tratamentos biocldgicos. Os tratamentos bioclégicos de convers3o sdo
mais econdémicos e especificos que os processos quimicos. O maior
problema gque se apresenta na bicconversdo dos residuocs
lignoceluldsicos a partir da sua forma natural, & a
inacessibilidade aos polimeros de carboidratos pele tratamento
empregade, devido 3 estreita associagfo destes com a lignina, que
atua como uma barreira fisica C(Fan e col., 1982). Assim, um
tratamento prévio & necessarioc na conversfo bicoldgica do material

lignoceluldsico.
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A Figura 1, mostra uma variedade de produtes que podem ser
obtidos a partir do material lignoceluldsico através de processos

gquimicos ou bioldgicos, que envolvem a ag3c de microrganismos ou

enzimas.
HNILITOL
HEMICELULOSE —wsy XILOSE —» FURFURAL
RILORIDEOS
~ POLPA FERMENTACAD ——»  ETANOL, BUTANOL,
> T AC. ACETICO, AC.
LAGTICO, 2,9~
BUTANEDIOL,etC.
SORBITOL
BIOMASSA —3  CELULOSE —mmM—  GLICOSE s FRUTOSE
' HIDRONIMETIL—-
FURFURAL
= PROTEINA UNICELULAR (SCP2
[ MATRIZES DE ADSORGHO
RESINAS
Ly LIGHNINA > { cosmpusTtiveEs

PRODUTOR QUIMICOS DE BAIXO

PESO MOLECULAR

| DISPERSANTES, etc.

FIOQURA 1 Vios de uti.ttzaqao da biomassa (Phillips, 1965
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1,2.~ RESIDUOS LIGNOCELULSSICOS t ESTRUTURA, BI ODEGRADRAGAQ E
ENZIMOLOGIA DA BIODEGRADAGZRO

1.2.1.- CELULOSE

A celulose € © material organico mais abundante scbre a t,er-ra.
e constitui aproximadamente S0% da biomassa, representande uma das
fontes mais importantes para obteng3c de agucares soluveis. Na
natureza encontra-se associada a coutras moléciul as como
hemicelulose @ lignina (Fengel ¢ Wegener, 1984D,

O polimero € linear, insocluvel em Agua e de um pesc molecular
que varia entre 80 mil e 2,5 milh@es de daltons dependendc da
origem da amostira. Consiste de unidades de anidro glicose
associadas por ligaglies 3-1-4 glicosidicas. A unidade repetitiva
de celulose ¢ celobiose, um dissacarideo de glicose (Fengel e

VWegener, 19840 (Figura 2).

H2 COH HoCOH

Ao pORERAG X

H2COH

L UNIDADE DE CELOBIOSE ——u |

1,03nm
HchH zcoH
HO@ CADEIA DE CELULOSE Qﬂ
GRUPO TERM
NAO REDUE':N};NAL %@%50 TERMIMAL
FIGURA 2! Estrutura da celulose
3



A utilizagdo da celulose como substrato de bioconvers3o
depende da acessibilidade as enzimas celuloliticas © que esta
relacionado a estrutura da celulose. Assim pode-se distinguir uma
porg3o mais exposta ao ataque enzimidtico e portanto mais
facilmente hidreolisavel chamada de regifo amorfa e outra
resistente a hidrdlise conhecida como regifico cristalina (Bisaria e
Ghose, 1981).

Biodegradagio

A primeira etapa no processe de ulilizag®o da celulose € a
conversio de celul ose em glicose, A glicose pode ser
posteriormente fermentada até etancl e o etanol wutilizado
diretamente na indastiria gquimica, come intermediaric na produgio
de outros produtos gquimicos ou como combustivel (Goldstein, 18810,

A degradagio de celulose por microrganismeos pode ocorrer
através da produgdco de enzimas extracelulares que se difundem aco
meio para quebrar a cadeia de celulose ou por contato direto entre
as enzimas do microrganismo, presentes em sua superficie, e as
fibras de celuleose. Pordm, na maicoria dos casos, as enzimas
celuloliticas s3o do tipo extracelular (Poincelot e Day, 1972).

Tricheoderma reesei, um fungo mesdfileo filamentoso, @ seus
mutantes CQM-9123, QM-9414, MCG-77, entre outras), s3¥o conhecidos
como ©os melhores produtores de celulases (Mandels, 1975; Kawamori
e col., 1988, Eriksson, 18890). O complexo celulase de T.reesetl,
tém sido extensamente estudado, observando-se que o sistema
enzimatico deste fungo € © mais eficiente scobre celulose nativa ou
cristalina (Wood e Mclrae, 1978; Dekker, 1989bd. Uma generalizagio
sobre © mecanismo de agfo das celulases fungais surgiu como
resultado do estude do sistema celuleolitico de T.reeset (¥Wood,
1985,

A produglo de celulases ¢ um dos processos mals importantes
na convers3o enzimatica da biomassa celuldsica a combustiveis como
o etancl. As celulases podem ser utilizadas diretamente na
hidrélise de residuos celuldsicos a produtos finais especificos, e
indiretamente para aumentar a gqualidade de forragem ou facilitar
os processos tradiciconais de fermentag3o. O crescimento de fungos

celuloliticos sobre residucs celuldsicos, seguido por uma digestdo



enzimatica, tem wuma grande potencialidade na produg3o de ragSes
animais C(Dekker, 1889ad,

A celulose & hidrolizada a glicose por um complexo enzimatico
formado por
12 Exe-l,4-f3-glicanases ocu Exo-celulases, existem sob duas formas,
atuando ambas sobre o grupeo terminal n3o redutar das cadeias
maiores de celulose ou de cadeias mais curtas originadas pela'baqgo
de endo-—glicanases. As exo-glicanases podem ser
i2 Celobicidrolases (1,4-3-D-glicanc celobioidrolases, CBH, GCid
com capacidade de degradar celulose microcristalina e gque atuam
liberando unidades de celoblose, e |
112 CGlicoidrolases (1,4-3-D-glicano 4 glicoidrolasesd que atuam
liberando unidades de glicose.

2) Endo~i,4-3~glicanases (endo—-1,4-#-D-glicancidrolass, <x) atuam
produzindo quebras internas na cadeia de celulose, liberando
principalmente celo-oligossacarideos C(ex,: celchiose) e {fambém
alguma glicose. As endo-glicanases atuam nas regifies amorfas da
celul ose,

2 Celobiases (1,4-3-glicosidea, B-D-glicdsido glicoidrolasel que
catalisam a stapa de velocidads limitante na hidrélise de celulose
a glicose. Atuam scobre a celobiose e oulras celodexirinas
produzidas come resultado da ag8o de endo o exo-celulases.

Numa ag¢3o combinada e sinédrgica as endo-celulases agem na
cadeia de celulose guebrando-a e criando extremos sobre os quais
podem atuar as exo-cslulases. O sinergismoe se sucede até.que a
cadeia de celulose € finalmente degradada a celobliose & algumas
celodextirinas de baixo PM (Eriksson e Wood, 1885). Os diversos
produtos finais liberados exercem um 2feito inibitéric scobre cada
wnra das enzimas relacionadas com a hidrdlise de ceslulose, por
exemplo ¢ a celobiose ¢ inibidora (inibidor competitivel da ag3o de
celobicidrolase e também de algumas endo-celulases, dependendo da
fonte, enquanto que glicose ¢ um poderoso inibidor da ag%o de

celobiases & de algumas celulases (Dekker, 1888ad (Figura 32,
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FIGQURA E X Esquema da agac si,nérgi,cc. do complexo celulolitico

(Eveleigh, 1987

Uma grande variedade de métodos pode ser aplicada na analise
da atividade enzim&tica total ou parcial do complexo celulcolitico,
utilizando-se para . isto uma diversidade de substrates (Tabela 12
(Bisaria e Ghose, 1981; Mullings, 188%5)>.



SUBSTRATOS UTILIZADOS NA DETERMINAGAC DE ATIVIDADE

TABELA 1

CELULOLITICA E HEMICELULCLITICA
ENZTMA SURSTRATO PRODUTOA-CARACTERISTICA
Celobiase Celobiose Glicose

CEC 3.2.1.21>

Celodextrinas
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f3~D-Glicosidase

CEC Z.2.1.212

Exo-1,4-3-D~Glicanases

Celobioidrolase (C1D

CEC 3.2.1.910

D-Glicoidrol ase
CEC 3.2.1.74>

Celulose cristalina
Calgoddod

Avicel
Celodextrinas
Celulose cristalina
Avicel

Celodextrinas

Celobiose

D-@Glicose

Endo-1,4-3-D-GClicanase

(x> CEC 3.2.1, 40

Carboximetilcelul ose

Celulose amorfa

Actcares reduto-
res esou perda

da viscosidade

Celulase total

Papel filtro
Avicel
Celulose—corante

("ocelulose azure™

Agticares reduto-
res, perda de
peso, liberagio

do corante

Xilobiase
CEC 3.2.1.37>

Xilobiose

Xilodextrinas

e e e e e s e e s v i S Mt ol St A T My B TTAY o TR TV TR o, R MRS LMl ARILL A Ud bk ke ML, e ek bl s b e el e o e . e S P o, T Y M S TR BLAR AR LAl U Sk L W ik ol

f2-D-¥Xilosidase
CEC 3.2.1.37>

Xilanase
CEC 3.2.1.8

Xilana
Arabinoxilana

Xilose, agQcares

redutores




1.2.2.~ HEMICELULOSE ,

A hemicelulose constitue um 20 a 35% do peso da madeira e

residucs agricolas e serve como uma fonte abundante e barata de
‘carboidratos fermentaveis.

Estruturalmente as hemiceluloses sZc cadeias poliméricas
relativamente curtas, com um PM que varia entre 1000 e 2Z,288x 10°
daltons. A méior parte delas ¢ constituida por unidades
p-xilopirancse com ligag@les 3-1,4, com ou sem ramificacdes
laterais contendo outros agdcares e ligadas por grupos hidroxilas
nas posiglies 2 ou 2 de uma ou mais unidades xilopiranose (Lodh,
19862, C(Figura 42.

COOH
0 UNIDADE DE
OH r XILOSE _.I
HBCQ 0
OH OH
0 0 0 0 0
OH OH a-Ac OH
\\0 0 0 G 0
OH OH O-Ac
FIGURA A Representagio de um segmento " de 4= O-melil

glucouranoxilana de madeireas duros

A hemicelulose, scluvel em meioc basico, estia localizado na
parede das células vegetais e ¢ constituidd principalmente de
D-galactose, D—-manose, D-xilose, L-arabinose, outros agucares .
seus Acidos urdnicos., A classificag3o ¢ feita geralmente de acordoe
~com o residuc de agdcar presente, exemplo : D-galactana, D-manana,
D-xilana,etc. As hetero-l1,4-xilanas e as glicomananas s3o oz dois

tipos de hemiceluloses presentes mais frequentemente nos residuocs
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lignocelul ésicos agricolas e florestais CDekker, 1988:
Dekker ,198Ga),

Consideraveis diferencas apresentam—se nas hemiceluloses de
tecidos lenhosos de diferentes especies, assim, madeiras duras s%o
ricas em pentosanos (exemplo: xilose) enquanto que madeiras moles
S8o ricas em hexosanos (exemplo: mancose) (D’ Almeida, 1988},
Biodegradagio )

O processo de convers3io de hemiceluloses inclul hidr&lise com
a finalidade de obter uma mistura de agucares simples, tendo como
componente principal a D-xileose. A xilose e outras pentoses de
madeiras podem ser convertidas a furfural sob condig¢les &scidas ou
reduzidas a xilitol. Por sua vez, a xilose pode ser também
fermentada a etanocl CLee e col,,1988) CFigura 12,

Enquanté 2 hidrdlise de celulose sé precisa de um sistema
enzimatico que hidrolise ligag®es f3-1,4-glicosidicas, a hidrélise
de hemicelulose requer um conjunte de enzimas bem mais complexo
que o© anterior, devide a estrutura de heteropolissacarideo
altamente ramificade presente na hemicelulose. Na Figura 5 est&
representada uma molécula hipotética de xilana com os =sitios para
© ataque por enzimas hemiceluloliticas microbianas CEriksson,
1992072,

Araf
o
Ac 1
| e o
3 3 1 :
- 4Xilfil—- 4AXilpl - AXilp1~ 4Xilp - 4Xil1/31 - 4Xil/1 - AXilfMl - 4Xi121 -
e ]
j« 3 j« =
1 1
@ ot
MeGlcA - ... .. .7 ' MeGlcA
@ Endo= 1, 4~3- Xilanase CEC 3.2.1.8) |
2 3=~ Xilosidase (EC 3.2.1.37) Xilpl- 4Xilpl -
?
@ o— Glicoronidase CEC 2.2.1) 2

&} o= L~ Arabinofuranosidase (EC 2.2.1.55)

FLOURA = sitios de ataque, por enzimas hemiceluloliican

. . ” . Loy v
microbionas, numa molécula hipotetica de xilana



A maioria dos microrganismos celuloliticos que cresce schre
celulose & capaz dé produzir hemicelulases do tLipo xilanases como
T. reeset (Chaudhary e Tauro, 1982; Beldman e col., 18882, porém
altos rendimentos de xilanases tém sido obtidos também de fungos
-considerados ndo celuloliticos,

A caracterizag3c de enzimas hemiceluloliticas & importante
devido a seu envolvimento nas bicconvers@es industriais e suas
po‘bencialidades de aplicagio comercial em grande escala, como na
biopolpagda de madeira, branqueamentce de polpas, aumentoe da
digestibilidade de ragdes animais, etc. (Jurasek = Paice, 1988;
Wong ¢ col., 1988, Eriksson, 18302.

A degradacio completa da xilana requer a agio combinada de
diferentes enzimas hidroliticas, incluindeo endo—-3-1,4-xilanase,
-1,4-xilosidase, a-D—- glicoronidase, a-L-arabinase, elc.. As
hemicelul ases s3o definidas de acordo com © subsirato sobre o gqual
alas atdam, por aexempl o: 3-D—galactanases, a~L—-arabkinases,
pB~D—mananases e [~D-xilanases, gue s8c as mals conhecidas. NHo
est8o incluidas no  grupo das hemicelulases as di versas
exo-glicosidases como f-xllosidase, a—arabinosidase, etc.,as quails
participam na quebra dos monossacarideos C(ou oligossacarideos?
angxos a cadelia ramificada principal da hemicelulose {(Dekksr,
1e89ad,

Embora as enzimas que degradam hemiceluloses iLenham sido benm
caracterizadas (Dekker e Richards, 1976; Dekker, 1985; Mishra e
col., 19900, o mecanismo de degradagio dos cc:nﬁponentes da
hemicelulose por microrganismos e enzimas ¢ ainda pouco conhecido.
Atualmente as endo—-kilanases sFoe as hemicelulases mel hor
caracterizadas. Estas hidrolisam ligagBes pB-D-xilopirancsidicas ao
acaso, para produzir xilobicse e xileose a partir de xilana. As
f-xilosidases s3o empregadas na convers3o posterior de oligdmeros,
dimeros, etc., em xilose (Eriksson, 19900, |

A import&ncia' aa participagio das f3—-xilosidases na hidrélise
de xilanas ¢ anadloga A de celobiases na hidrélise de celulose
CDekker, 1988b), Os produtos finais da degradagdo de heteroxilanas
s3o o dcido acético, a xilose, a arabinose, o 4cido glicordnico e

um derivado 4-C-metil. Alguns dos métodos utilizades na
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determinagioc da ati§idade das hemicelulases s3c mostrados na
Tabela 1 Cpagina 7).

ES

. 1. 2. 3. - LIGNINA

A lignina ¢ o terceiro maior componente da parede celular das
plantas. Considerado um material amorfo, rodeia os espagos entre
as fibrilas de celulose, dando as plantas resistencia ao esforgo
mecinico ¢ formando uma barreira protetora contra o ataque de
microrgani smos.

A lignina ¢é um produto polimérice originade de uma
polimerizagKC! desidrogenativa iniciada por enzimas a partir de
trés precursores primarios : 4lcool trans-p-cumarilico, Alcool
trans—coniferilico e alcool trans-sinapilico. A copolimerizacio
radicalar destes dlcoois produz um polimero heterogéneo,
oticamente inativo e altamente polidisperso. A quantidade relativa
dos 4lcoecis no polimero determina o tipo de lignina C(Higuchi,
19900,

O peolimero de lignina, com um alte PM, se carateriza por
ligagles estiaveis do tipo C-~C e éter entre o ntclecs aromaticos
Cunidades fenil propano). Estruturas hipotéticas para lignina tém
sido sugeridas através da combinagfo de informag@es scobre fragfies
da molécula que s&o analizadas num sistema computacional, gue
fornece a estrutura possivel. A estrutura da figura 6 representa

uma lignina tipica de madeiras duras (Nimz, 1974D.

BiodegradacZo

A degradagio de lignina envolve midltiplas reagcBes biogquimicas
que ocorrem mais ou menos simultaneamente : ruptura de ligagBes
intermonoméricas, demetil agBes, hidroxilagfes, etc, A

insclubilidade do polimere de 1lignina Jjunto com a falta de
esterecregularidade na estrutura, fazem dele um substrato de .
dificil degradagfo pela microflora (Tien e Kirk,1983; Kirk, 1987:
Leisola e col.,1987). Porém, pode ser finalmente degradado a

humus, agua e COz.
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FIOURA & Estrulura possivel para lignina de folhosas

Dos f‘ungos estudados, os mais eficientes na degradacfic de
lignina =30 oz de decomposigdo branca (“white-rot fungi'™. A
utilizaglo do termo "degradagio" refere-se nIo 80 a completa
decomposi¢do de lignina até COz & Hz20, bem como as diversas
modi ficagc®es ou bicalteragfies produzidas na molécula. Destaca-se
entre oS fungos de decomposigio branca, Phanefochaeae
chrysosporium. Cou Sporeotirichun pulverulentwuwnd, cujas enzimas Lém
sido isoladas. purificadas e caracterizadas CLinko, . 1988;
Schoemaker e Leisola, 1830D.

A elucidagico do mecanisme de biodegradagSo de lignina tém
slido realizado seja pelo estude das mudancas quimicas na lignina
apds atagque fungal ou pela utilizaglo de compostos modelo que

apresentam semelhangas estruturais a lignina ¢ Higuchi, 1980).
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Algumas das aplicagBes potenciais dos microrganismos e
enzimas que degradam lignina incluem polpagdo, brangueamento de
polpas, liberagZo de carboidratos a parilir de lignoceluldsicos,
conversio de materials lignoceluldsicos em ragfies animais e
tratamento de residucs derivados de lignina (Hasmmerli e col,,
1988; Paice e col., 1989; Heo e col., 1990; Eriksson, 19€80; Oriaran
e col., 19900,

As enzimas extracelulares gque participam nas reagfes que
levam a degrada¢®o ou transformagfo da lignina por fungos, incluem
ligninases, peroxidases dependentes de Manganés (Mn peroxidases?,
fenol —oxidases (lacases, peroxidases) e enzimas que produzem HzOz.

A ligninase, isolada pela primeira vez em 1983 de culturas do
fungo P.chrysosperiun (Tien e Kirk,1983; Glenn e col,,19832, ¢ uma
hemoproteina que tem um importante desempenho na despolimerizagio
de lignina na pressnga de HzOz. Atualmente a enzima € referida
come lignina-peroxidase CLiPD. A produglo destas enzimas tem lugar
durante o metabolisme secundaric (idicofase) e ¢ induzida pelo
substrato (Kirk & Farrell, 19870,

A produgldoc e atividade das ligninases variam de um
microrganisme para outro e s3o influenciadas pelas condigfies de
cultive., A atividade de ligninase em FP.chrysosperium € detectada
quando © fungo cresce em concentrag@es limitantes de nitrogénio e
pode ser estimulada pela adig3o de 4&lcoel veratrilico & cultura
CKirk e Farrel, 1987). 0O A4lcool wveratrilico ¢ um metabdlito
secundario produzido por alguns fungos basidiomicetos de
decomposig¢io branca @ também pode ser oxidade a aldeido pela
ligninase de P.chrysospeoriwm; assim esta reagdo tém sido utilizada
como método de determinagio de ligninase (Tien e Kirk, 19843,

As fenol oxidases tém sido detectadas exiracelularmente na
‘maioria dos fungos de decomposi¢3o branca e numa agio cooperativa
com outras enzimas fungicas (ex.: glicose oxidase esou celulases)
podem participar da decémposigﬁc de lignina (Ander e Eriksson,
1978: Kirk e Shimada, 198%5; Szklarz e col., 1888, Existem tres
tipos de fenol oxidases : peroxidases, tirosinases e lacases
CCrawford, 19810,

13



As peroxidases séo enzimas que contém ferro e que catalizam a
oxidag3o de o— e p-difendis na presenga de Hz0z. Tirosinases e
lacases contém ceobre, n3o requerem HzOz e se diferenciam na
especificidade pelo substrato. As tifosinaﬁas, em geral, nHo sdo
de releviancia na degradagdoc de lignina, ja que s3o produzidas
intracelularmente. As lacases C(EC 1.10.32.22, catalizam a oxidag3o
de monofendis, o~ e p-difendis, aminofendis e compostos
diaminoarcomiticos usando oxigénio molecular (Reinhammar, 19840,

Numerosos estudos feitos com o fungo de decomposigZo branca
Corioulus wversicoler, indicam que ele produz fenol oxidases do
tipo lacase que despolimerizam a lignina (Katayvama e col.,, 198%9;
Morohoshi e col., 19895 . Szklarz e colaboradores (1989,
classificaram C.versicoler como um fungo produtor de lacases, com
capacidade de oxidar sirigaldazine, o-dianisidina e vanililaceiona
{composto modelo de ligninad.

Kuwahara e colaboradores (1984) descobriram uma atividade
peroxidase diferente de ligninase em cul turas do fungo
P, chrysosporium,. A enzima isolada requer HzO0z, Mn (II> e lactato
para sua atividade.

As vias de degradagio de lignina e celul ose est&o
provavelmente interligadas e podem existir aspectos comuns na
regul agio das atividades lignineoliticas, celuloliticas ©

hemiceluloliticas (Figura 72.
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i.3.~ HADEIRA COMO MATERIA PRIMA

A madeira constitui uma das fontes renovavelis mais
abundantes, ccupando um ter¢o da superficie terrestre (300 bilhdes
de m° de madeirad CFengel e Wegener, 19840, As perspectivas de
aplicacfdo da madeira como matéria prima e fonle de energia estdo
dirigidas principalmente para a obtenglic de polpa e papel,
produtos quimicos, combustiveis, aditivos, etc., e outros produtos
desenvol vidos ou modi ficados através de noves processos
bictecnol égicos.

A madeira £ um copolimero constituido principalmenie de
celulose, lignina e hemicelulose, c¢om pequenas gquantidades de
extrativos e substincias minerais. Aproximadamente 30 a 40 % da
parede celular dos tecidos lenhosos consiste de celulose, sendo
portante © maior componente em peso seco da madeira, As
hemiceluloses, em estreital associagio com celulose na parede
celular, constituem 20 a 35% da madeira e formam a ligagdo enire
lignina e celulose. A lignina, que age como um agente permanente
de ligac¥c entre as células conferindo rigidez estrutural,
constitui 20 a 38% da madeira. A lignina esta associada a
hemicelulose na parede celular através de interag@es fisicas e
liga¢Bes covalentes (Fengel e Wegener, 1984D.

0O tecr, a proporgiio e Aas vezes a composigBo quimica dos
diferentes componentes da madeira variam grandemente com a
espécie. As madeiras duras, por exemplo, contem mais hemiceluloses
que as moles e a composi¢Eo de agucares & diferente. A quantidade
de lignina ¢ maior em madeiras moles que em duras com diferengas
estruturais entre ambas as ligninas (Fengel e Wegener, 19840,

O termo madeira dura e mole &€ aplicado para diferenciar a
procedéncia dos diferentes tipos de fibras vegetais., As fibras
vegetais de maior importancia econdmica e industrial sZo as
provenientes de Arvores do grupo das folhosas, duras ou “hardwood"
e das coniferas, moles ou “softwood”. Exemplos de madeiras duras
incluem eucaliptos, bé&tula, nogueira, etc., e de madeiras moles,

cedros, pinus, cipreste, etc. (Koga, 1888).
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Os componentes eﬁcomtrados enm %encr proporgdo na madeira s3o
substéncias de baixo pesoc molecﬁlar chamadas de componentes
mencores. Com base na solubilidade em dgua ou em solventes neutros
'os'componentes menores podem ser classificados em “"extraiveis"” e
“nZo extraiveis™. Os extraiveis ou,extrativos por sua vez podem
ser divididos em tres grupos : terpenos, resinas e fenois, os
quais podem ser extraidos com dgua, solventes orgénicos neutros ou
volatilizados a wapor. Outros compostos org8nicos podem estar
presentes nos extrativos como gorduras, ceras, acldos graxos,
Alcoois, esterdides, etc.. ©Os componentes n3c extraiveis da
madeira consistem principalmente de substincias inorgénicas
CFengel e Wegener, 1984; D ’Almeida, 1988),

Os extrativos cumprem fungfies fundamentalis de protegio e s3o
os responsaveis por certas carateristicas do aspectc da madeira
como cor, cheirc ou de resisténcia ambiental, isto &, de
resisténcia ao atagque de microrganismos. Estas substanclias podem
ser extraidas da madeira sem alterar a estrutura da parede celular
(D’ Almeida, 18882,

Uma grande variedade de espécies de madeira sao
caracterizadas pelos extrativos gque elas contém & a utilizaglo de
algumas espécies nas inddstrias de produtos quimicos e de papel &
fortemente influenciada por estas substéncias, assim a presenga
deles em madeiras interfere nos processos de polpagio e
branqueamento (Fan e col.,1882). A influ#ncia negativa gque a
presenga dos extrativos pode ter na fabricag83o de pastas
celuldsicas & de papel manifesta-se como redugdc no rendimento,
aumento de consumo de reagentes, corrosio dos equipamentos, balxa

qualidade da pasta celuldsica, etc. (D’Almeida, 1888),

1.3.1.~ Biodegrada¢io por microrganismos
A madeira pode ser atacada na natureza por uma variedade de

organismos, entre os gquals bactérias e fungos desempenham um papel

preponder ante.
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A degrada¢3o de madeira por bactérias ¢ limitada devido a
incapacidade delas ‘se movimentarem dentro da madeira. Ao conirario
das bactérias, os fungos tem capacidade de se expandir rapidamente
dentro da madeira por crescimento de suas hifas., As hifas s3o uns
filamentos que em conjunto formam © micélico fungal e, no casco dos
fungos que degradam efetivamente a madeira, estas hifas penetram
até o lumen celular, onde através da excre¢fo de enzimas comega o
processo de decomposigiic da parede celular, Diferentes tipos de
fungos dar3o origem a diferentes tipos de decomposicio da madeira
CFengel e Wegener, 1984D,

Os fungos de decomposigdc parda ou  “"Brown-rot fungi®,
degradam principalmente a celulose e hemicelulose da madeira. Os
funges de decomposi¢do branca ou "White-rot fungi®, degradam
lignina e outros componentes da madeira em forma mais ou menos
simultanea (Fengel e Wegener, 1984D, Porém. existem alguns fungos
de decomposigio branca que removem lignina de forma seletiva (Kirk
e Moore, 1972; Blanchette e col., 19882, C.versicolor &€ um exemplc
de fungo de decomposigldo branca que degrada simultaneamente todos
os componentes da parede celular, F.chrysosporium, Fhlebia
rodiata, Pycnoporus cinnabarinus € Pleureotus ostreatus, entre
outros, estdo incluidos nos fungos de decomposigidc branca que
degradam eficiente e mais ou menos seletivamente lignina. OCs
fungos de decomposigdco branda ou "Soft-rot fungi', degradam
carboidratos e lignina a wvelocidades muito baixas., Estes fungos
provocam um amolecimento superficial na madeira CKddrik, 1974D).

Quando se fala em biodegradagfc de madelra, deve-se
diferenciar entre a bicdegradagdo natural e a induzida. A primeira
é aquela que ocorre nos solos envolvendo a ag%o simultinea de uma
ampla variedade de microrganismos. A segunda € aquela dirigida sob
condl ¢Ses contreladas ne laboratdério, onde um determinado
micror’gani'smo ¢ inoculado sobre madeira esiéril, Es£e tipe de
bicodegradagdo tem merecide diversos estudos nos dltimos tempos
devido, principalmente, a aspectos tecnolédgicos relacionados com
as industirias de celulose e papel . Assim, um especial interesse
tem-se voltado & seletividade de degradag3o de lignina com relagio

a4 celulose, através da obteng¥e de mutantes de fungos de
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decomposig¢do branca celulase negatives, como ¢ © caso de
P.chrysosporiwn CJohnsrud e Eriksson,18988; Kirk e col., 188568, e
através do controle das condigBes flisico-gquimicas durante a
biodegradagdo (Tran e Chambers, 1987; Reid, 1889; Durén e col.,
1980 e referéncias ali citadas).

1.3.2. - Alguns aspecltos da madeira de Eucaliptus

O génerc Eucaliptus ¢ uma das espécies arbdreas mais
utilizadas no Brasil, como fonte de matéria prima para produgioc de
polpa. Estima-se que os plantios de eucaliptos no Brasil cobrem
uma Area superior a 3 milhSes de hectares (Inst. Brasileiro de
Desenvolvimento Florestal, 19855, As {irés malcres espécies de
eucalipto utiliiados na producc de polpa = papel sdoc OGrandis,
Globulus e Rostrata (Sidaway, 1888). A madeira de eucaliplo
apresenta as caracteristicas morfoldgicas e de composigi3o quimica
préprias de folhosas ou madeiras duras Chardwoodd. Estas
propriedades da madeira influenciam tanto os processoes de obtengdo
de polpa quanto as caracteristicas do papel resultante. No que diz
respelto a composi¢gio quinica, a madeira de eucalipto, semslhante
A4 maioria das folhosas, possul um menor tecor de lignina & um maior
teor de xilanas do que as coniferas, Assim, < processo de
deslignificacic da madeira reguer um menor gasto de reagentes

quimicos e de tempo (Sidaway, 1588).

1.4.- PRODUCAO DE PROTEINA UNICELULAR CSCP2

Novos processos desenvolvidos nos  dltimos tempos tem
utilizado fontes agricolas poucoe convencicnais na obltengdc de
produtos proteicos para alimenta¢ic humana e animal (Duran, 18900.
Unma de tLais fontes ¢ a biomassa micreobiana, proveniente de
microrganismoes unicelulares como algas, bactérias, leveduras e
fungos, conhecida meis comumente como “"proteina unicelular®” ou SCP

Csingle cell proteind (Litchfield, 18830,
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A proteina unicelular pode ser utilizada como complemento na
alimentacio humna\ ou em rages animais. Na alimenta¢Zc humana
pode ser utilizada comm. aditive para melhorar o© sabor dos
alimentos, & no casce de ragBes animais pode ser utilizada para
substituir suplementos proteficos tradicionais, como peixe e soja
(Smith, 19880,

A quantidade e a qualidade s3o os principaié objetivos na
produgfio de proteina unicelular. O potencial nutritivo do produto
resultante da biomassa microbiana ¢ determinado pela composic3o de
amincécidos da proteina, principalmente pela composigcio em
amincacidos essenciais, que s3Eoc agqueles gque n3o podem ser
sintetizados em quantidades adequadas pelos animais superiores e
devem, por tanto, ser obtidos através da dieta Carginina, leucina,
valina, isoleucina, lisina, histidina, metionina, trecnina,
fenilalanina e triptofanc?. Em relagfo 4 composigio de aminocacidos
as bacltérias em geral possuem um alto conteddo em metionina e no
casc de leveduras tem-se verificado que © limitante primério &
representado pelos sulfurados (Waslien, 1975).

Os substiratos utilizados para o preparo da biomassa protéica
incluem desde agdcares simples até residucs agricolas e
industriais como bagago de cana, casca de arroz, serragem, papel,
petrdlec e outros. Destes substratos, os residuos lignoceluldsicos
tem sido os mais estudados nos dltimos tempos come fontes
rencvaveis de carboidratos na produgdc de proteina unicelular
CTanaka e Matsunco, 1883),

A convers3o de material lignocelul dsico em proteina
unicelular pode ser realizada através de dois processos
diferentes. O primeiro involve a produgfo de proteina unicelular
através do crescimento direte do microrganismo sobre o material
lignoceluldsico pré-tratadeo. As desvantagens deste processo s3o
que, geralmente, o conteddo proteico dos microrganismos
celuloliticos € baixe @ a separagfo do microrganisme do residuc
n3o hidrolizado & dificil. Porém, a simplicidade do processo o faz
economicamente atrativo. O segundo processo envolve a produgSo de
proteina unicelular através do crescimento de microrganismos,

especialmente leveduras, sobre uma solugfo de agucar obtida apds

20



hidrélise enzimatica ou 4cida do material lignocelulésico. As
desvantagens deste processo est3o associadas ac malor ndmero de
etapas exigidas em relacfo ac anterior, que sZo pré-tratamento,
produgioc de celulases, hidrdélise enzimidtica e assimilagfo ou

fermentag®o (Tanaka ¢ Matsuno, 1985).

1.5, -~ MICRORGANISMOS TERMOFILOS 1 CARACTERISTICAS GERAIS

Os microrganismos termdfilos tem recebido consideravel
atengdio nos ultimos tempos, devido a seu potencial de aplicaglo
industrial. Estes microrganismos apresentam uma serie de vantagens
frente a meséfilos, tais como : ré&pido crescimento, relativamente
alta estabilidade de suas enzimas, auséncia de patogenicidade e
facilidade na destilagBo para recuperar o© produte em elevadas
temperaturas, em processos de fermentag3c para produgdo de
solventes (Eveleigh, 19832,

Definem~-se como terméfilos agqueles organismos que apresentam
uma temperatura <étima de crescimento acima da temperatura
cbservada no ambiente, 1isto &, acima de 48 ou S0°C. Cooney e
Emerson (19640, definiram os fungos terméfilos como "agueles que
tem uma temperatura maxima de crescimento igual ocu maior a 50°¢ e
uma minima igual ou maior a 20%, porém nunca inferior®,

O fator primario gque determina a temperatura limite de
crescimento para um organismo € sua constitugfo genética (Dowding,
19813, Numerosas hipdteses tem surgideo tentando explicar os
parametros reépcnséveis pela resisténcia esou crescimento em altas
temperaturas (Wiegel, 1383903.

Os ambienles de onde mais frequentemenie tem sido isclados
estes fungos, szé aqueles capazes de gerar calor de forma
esponténea, oy  autcraquecimento, ¢ incluem : feno, grdos
armazenados em sistemas inadequados, baga¢o, materiais orgénicos
resultantes dos processos de compostagem., etc. Também tem sido
encontrados em pilhas de cavacos na Suécia, Canada e nos E.U.A.,

onde os cavacos S3o armazenados ao ar livre por longos perfodos de

tempo até serem utilizados na produgZo de papel e derivados. A
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temperatura nas pilhas de cavacos as vezes aumenta até provocar
ignig3o espontanea do material (Sharma, 1989, e referéncias ali
citadasd,

Embora existam controvérsias a respeito da degradagio de
materiais lignoceluldsicos, principalmente da frag¢Zo de lignina,
por estes fungos, existem evidéncias de que eles utilizariam
celulose, hemicelulose e extractivos da madeira como fonte de
energia (Rosemberg, 1878; Jain e col., 1979, Scbre a producfo
enzimidtica, existe bastante informagfo indicando que estes fungos
produzem c¢elulases, hemicelulases, amilases, proteases, etc.
(Ogundero, 1879; CGrajek, 1987a; Wojzczak e col., 1987).

O interesse no estudo de fungos termédfilos basea-se no fato

destes apresentarem uma elevada velocidade de crescimento e
produgic de celulases, alcangande em alguns casos, niveis

superiores aos micro rganismos mesdfilos.
1.5.4. - Thermoascus aurantiacus: Antecedentes bibliograficos

O fungo pertencente aoc grupo dos terméfilos Thermoascus
espécie auranlilacus, € um ascomiceto que fol isolado pela primeira
vez em 1807 por Huge Miehe, a partir de pilhas de feno
auto~aquecido, armazenado em depdsitos (Miehe, 1807). A presencga
deste fungd tem sido relatada nos .mais diversos meios como
plantas de tabaco, solo, cavacos de madeira, vagem de cacau,
esterco de aves, efluentes, etc., (Sharma, 1889,

Numa revis3o biblicgrafica scobre T.aurantioacus encontrou-se
uma seérie de trabalhos relacionados ao seu ﬁmtabolismc e a sua
produgio enzimidtica. Tashpulatov e Yusupova (1876), observaram a
produg3o de altos niveis de celulase e hemicelul ase por uma cepa
de T.aqurantiacus., Ogundero (1979 estudou a produg®oc de celulases
e amilases de uma variedade de fungos termdfilos, entre os quais
T.aurantiacus, isolados a partir de produtos do tabaco. A maioria
dos fungos testados apresentou as duas atividades enzimaticas,
enquanta 7. aurantiacus apresentou apenas atividade amileolitica.

Tong € colaboradores (1980) e Shepherd e colaboradcores €1981)

purificarani trés celulases e uma fi-—glicosidase de uma cepa de
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T. gurantiacus, e estudaram a especificidade pelc substrato.
Testore e Obert (1986) purificaram uma o e uma f~glicosidase
intracelulares, extraidas do micélio de 7T.aqurantiacus C(Miehed e
estudaram suas propriedades estruturais e o seu mecanismo de acZo.

Grajek (1980, 1987a, 1987b) estudou a temperatura e pH Stimes
das celulases de uma série de fungos terméfilos isclados de pilhas
de cavacos, onde T.aurantiacus (Miehe) apresentou a maior
termoestabilidade de exo e endo-1,4-f~glicanases e f3-glicosidase.
A maior produgdo de celulases e xilanase foi relatada quande a
fermentagdoc teve lugar em meio sélido.

Diversos trabalhos informam sobre a capacidade de producfo de
celulases e xllanases por 7T.aurantiacus utilizando uma variedade
de substratos para o crescimento. Uma endo-f3-D-xilanase (1,4-3-D-
xilana xilanaidrolase, EC 3.2.1.8) foil purificada e caraterizada
da cepa C 4386 (Yu e col.,1887; Tan e col.,1987; Kawamori e col.,
1987; Feldman e col., 1888),

Estudos recentes com uma cepa de T.auranticacus, na India,
informam sobre a produg8c e purificag3o de grandes quantidades de
xilanase, fi-glicosidase, exo-celul ase e endo—-celul ase. Uma
a-D-glicoronidase, presente também nesta cepa indiana do fungo,

foi purificada e caracterizada (Khandke & col., 1999 a,b e ¢D.

1.6.~ FATCRES QUE INFLUENCIAM O CRESCIMENTO DE UM MICRORGANISMO

O crescimento de um microrganisme e a formagfo de produto
ocorrem em resposta as condig¢g@es ambientais, sende, por tanto,
essencial compreender a relagio gue existe entre a regulagic do
metabolismo microbliane e seu ambiente fisico e quimico (Cocney,
19810,

Melhorias nos processos de fermentagZc s3o geralmente
atribuidas ao desenvolvimento de cepas superiores através de.
mutagde. Porém, modificag®es no ambiente nutritivo e fisico ao
qual © microrganismo ¢ expostc, produzem também alteragc@es no
rendimento do produte. Um meio apropriado para o cultivo de

microrganismos de interesse industrial, deve incluir nutrientes
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economicamente atraentes, nio sé quanto ao valor comercial como
tambeém guanto aos custos de armazenamento, pré—tratamento,
esterilizagio, etc; O desenvolvimento de um meio apropriado requer
a selecZ%o de fontes de carbono, nitrogénio, fésforo, enxofre,
potassio e elementos trage. Qutros parémetiros importantes na
otimizac¥o de um meio incluem pH, nivel de oxigénio disscolvido e
temperatura da cultura (Greasham e Inamine, 1988D. B
Diferentes tipos de microrganismos respondem. a diferentes
formas de cresciments, assim deve-se diferenciar entre bactérias,
leveduras e fungos (Cooney, 18812, Os fungos crescem através de um
processo de alongamento das hifas Cou crescimenta apigald e
posterior ramificagdo das mesmas. As hifas sBo formagSBes
filamentosas que consistem de células dispostas em sucessfio linear
e que em conjunto formam o micélic do fungo., Q comprimento que uma
hifa pode alcangar depende do ambiente de crescimento do fnngé.
Quando o ambiente permanece sem perturbag¢do, como na superficie de-
um agar, as hifas podem crescer por periodos prolongados de tempo
alcangando grande$' comprimentos. Em culturas submersas existem
forgas gque provocam fragmentagSes das hifas, dande comoc resultado
hifas curtas = altamente ramificadas. Neste tipo de cultura o
micélio pode existir numa forma dispersa ou pode formar pellets. ©
tipo de crescimentc tem um efeito importante sobre o crescimento
total alcangado por um microrganismo e sobre a formac3io de produtb

CCooney, 19813,
1.6.1. ~ Métodos de quantificacfo do crescimento microbiano

Uma variedade de métodos destinados a medir o crescimento
microbiano & descrito na literatura ¢(Cooney, 1881). Enire os mais
conhecidos est3c a contagem direta do numerc de células no
microscépic, a medi¢®o da absorbincia de uma cultura em crescimento
ou método turbidiméirico = medigHo de pésoc Seco eXpressce como
gramas de massa celular. Embora o método do péso seco seja um
métode simples e rapide os resultados obtidos s8o fraquentemeﬁte

dificeis de interpretar.



Unm método simplés para quantificar o crescimento microbi#no
consiste em medir o crescimente linear de uma cultura de fungos ou
bactérias sobre uma superficie sélida como uma placa com agar,
onde © aumento do raio da coldnia ¢ medido em funglo do tempo.
Cuiro metodo,equivalente ao anterior foi desenvolvido para medir o
avango da fronteira micelial do fungo quando cresce dentro de um
tubo de vidro horizontal que contém meio sélido. O métode do tubo,
além de ser um método ndo destrutivo, ¢ especialmente Gtil no
estudo da velocidade de crescimento de microrganismos gque se
caracterizam por apresentar um crescimento répide (Ryan e
col. ,1843; Moore-Landecker, 1972; Ferraz e Duréan, 1980D.

1.6.2.~ Métodos estatisticos de otimizagc3o do crescimento

microbiano

Melhorias ne crescimento de um microrganismo, aumento na
produgdo de metabdlitoes, enzimas, etc., podem ser obtidos através
da aplicagio de técnicas de engenharia genética. Porém estes
objetivos podem ser também atingidos melhorando ou otimizando as
condigBes de crescimento de um determinado microrganismo.

O hétodo classico de otimizacHo das condi¢Bes de crescimento
envol?e a mudanga de uma varidvel independente como nutriente, pH,
temperatura, etc., enquanto fixa-se as outras num certo nivel.
Este método ¢ extiremamente laborioso e lento, especialmente gquando
¢ numero de variavels a ser estudado ¢ grande, além de n3o
garantir a determinag3oc das condl gles Stimas., Un método
alternativo consiste num estudo ou planejamento fatorial, gque pode
examinar cada possivel combina¢fio de variédveis independentes em
niveis apropriados CCGreasham e Inamine, 1886, Strange, 18902,
| Na realizagfc de um planejamento fatorial o© pesquisador deve
selecionar um numere fixe de "niveis” (ou “versB@es') para cada
‘variavel Cou "fator'?, cbtendo como resultade o nimero de corridas;
experimentais a serem desenvolvidas a partir de todas as possiveis
combinag@ies de niveis e wvariiveis, Se existem nt nivels para a
primeira wvariadvel, nz para a segunda, ... » € nk para a k

variavel, a combinag3o completa de n1 x nz x ... x nk experiéncias
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a serem desenvolvidas ¢ chamada de nt x n2 x ... x nk planejamento
fatorial. Por exemplo, um 2x3x8 planejamentc fatorial, requer
2x3x8 = 30 ensalos experimentals, e um ZxSx2x22 = 2* planejamento
fatorial requer 18 ensalos experimentals (Box e col., 1978;
Strange, 19302.

Num planejamentoc fatorial, o efeito principal de uma variavel
e os efeitos de interag3o entre duas ou mais variaveis, podem ser
determinados. O efeito de uma variivel A corresponde a variagdo na
resposta quando se passa de um nivel inferior (-2 a um nivel
syperior (+2, e pode ser determinade da seguinte forma:

Efeito da variavel A = §+ - M_ ...

onde §+ é a resposta média no nivel superior C+> de A e §“ & a

resposta média no seu nivel inferior (-2 (Box e col., 1978). Por
exenplo
Efeito de A = A = Xxi1+xz+x3 = X4+X5+X6
3 3

onde xi, X2 e x3 correspondem aos valores de A no nivel (+3 e x4,
x5 e xé6 correspondem aos valores de A no nivel (-2,

Quande duas ou mais varidveis n¥o agem aditivamente se diz
que interagem ou interatuam. A interag3dc enire duas variaveis &
determinada pela diferenga entre o efeitc médio de uma variavel,
A, na presenga de uma segunda variavel, B, no seu nivel (+3 & o
efeito médio da variavel A no nivel (-) da variadvel B (Box e col.,
1978; Strange, 19903. A “"interag8o A com B" & representada em
simbolos por AXB,

Assim, por exemplo :

Variavel (niveld Efeito médioc de A
B C+D x1 AXB = Cxi-x2)
B C-D xz 2
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Outros métodos estatisticos, tais como o simplex, podem ser
utilizados nos processos de otimizag3o. O simplex ¢ uma figura
geométrica formada por (N+1) pontos experimentais Cou vértices),
onde N ¢ o numerco de dimensBes ou de wvariiveis independentes do
sistema em estude. Em duas dimensBes o simplex toma a forma de um
triangulo, em tres de um tetraedro, etc. Este método n¥oe pode ser
comegado com um ponto sé, mas sim com (N+1D pontos, que definem o
simplex inicial (Press ¢ col., 18987),

Depois de definida a figura geométrica, uma série de etapas
se sucedem no simplex com © objetive de alcangar © ponto de maximo
rendimento. O primeiro passo consiste em “conduzir® o ponto de

mencr rendimento da figura geoméirica em diregfo ao lado oposto da

figura, onde o© rendimentc ¢ maior, gerande um nove ponto por
"reflexg3o" (o ponto "feflete“ no lade oposto da figurad., ©
rendimento no poﬁto gerado pelo simplex ¢ obtido experimentalmente
e é integrado e comparade com os rendimentos nos pontos do simplex
inicial. O ponte com o lmaiﬁ baixo rendimento ¢ eliminade do
sistema. ESLaS etapas se sucedem até o ponto de maximo rendimento
ser alcangado. Quando o ponto de maximo rendimento for atingideo o
simplex se detém. As vezes, dependendo da natureza do processc em
estudo, os erros experimentais fazem com que exista uma regifc de
pontos de Stimo rendimento préximos uns dos outros e do ponto de
maximo rendimento. Neste caso, o simplex gera uma série de pontos
de rendimentos Stimos muito parecidos C(Shavers e col., 1979;
Creasham e Inamine, 1986; Press e col., 1987).

Quando um processce de olimizag3o estid sendo desenvolvido,
mais de um método estatistico pode ser aplicade. Assim, quando a
regifo dtima tenha sido encontrada através de um planejamento
fatorial, o ponto de maxima resposta pode ser encontrade pela

aplicag¢fo posterior de um simplex.
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2.~ OBJETIVOS

Como existe pouca informagdo na literatura a respeito da cepa
brasileira de 7.auwanttacus, isclada de pilhas de cavacos, o
presente trabalho tem como objetivos analisar alguns aspectos
relacionados com a fisiclogia do fungo, tals como: crescimento,
produgdo de proteina unicelular, produgfo de enzimas e sua
utilizagdo no tratamento de materiais lignoceluldsicos.

Az condig¢gBes &limas de cultivo de ?.aurantiacus serio
definidas, quante a fonte de carbono e nitrogénio, pH e
temperatura.

Serd avaliada a gqualidade da proteina unicelular produzida
pelo funge a partir de ag¢lcares simples.

A produggZo de enzimas lignoceluloliticas pelo fungo sera
avaliada, utilizando diferentes substratos de crescimento,
lignoceluldsicos e n3oc lignecelul dsicos.

Finalmente, serdoc estudadas a capacidade do fungo de degradar
o5 componentes da madeira de Eucaliptus grandis e o efeitc da

concentragdo de glicose na degradagio de madeira.
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3.~ MATERIAL E METODOS

3.1.~ EQUIPAMENTOS

Analisador de AmincaAcidos Aminochrom II

Autoclave Phoenlx, mod. AV 75

Centrifuga Fanem, mod. 20%S N

Cromatédgrafo de Gas Van Eden, mod. S0820 A
Espectrofotémetro Micronal, mod. B-382

Espectrofotdmetro UVsVis Intralab, mod., DMS-100

Estufa de Cultive Fabbe, med. 116

Fluxo laminar Veco, mod. VYLFS 12

Incubador com agitag3o New Brunswick Scientific, mod. G-25

Potencidmetro Metrobhm Herisau, mod., E-S51i2

3.2. -~ REAGENTES E PROCEDENCIA

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, sendo

que os mais especificos s3o listades a continuagfo.

Acido 3,8- dinitrosalicilico (DNS). Merck
Agar. MicroMed

Albinina bovina. Sigma

Alcool veratrilico. Aldrich

Amido. Velec

Arabinose. Riedel-de Haén

Azul de Coomassie Brilhante G-2850. Fluka AG
ﬁ-Mercaptbetanol. Merck
Carboximetilcelulose C(CMC). Sigma

o- celulose. Sigma

Celoblose. Sigma

Celulose Azure. Sigma

Frutose, Merck

Glicose. VYetec

Guaiacecl. Aldrich
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Manose. Riedel -de Haén

o~ Dianisidina. Sigma

Orcinol. Sigma

Papel filtro N%L. Whatman

P~ Nitrofenil-f3-D-glicosideo (pNPG). Sigma
£~ Nitrofenil-f3-D-xilosidec (pNPX2., Sigma
p— Nitrefenol. Riedel~-de Haén

Ferdxido de hidrogénio. Merck

Remazol Brilliant Blue (RBB-R2. Sigma
Sacarose. Nuclear

Siringaldazine. Sigma

Xilana larchweod. Sigma
¥ilose. Fluka

3.3.~ MICRORGANISMO E MEIQ DE CULTIVC

Q fungo utilizado neste trabalho foi o termdfilo Thermoascus
aurantiacus, pertencente a classe dos Ascomicetos. Uma cepa
brasileira de 7T.aqurantiacus fol iscolada de pilhas de cavacos de
Eucallptus sp., armazenadas nos patios da industria Champion Papel
¢ Celulose, Ltda.{ Mogi Guagu, S.P.2 e fol cedida pelo Professor
C.G. Auser (EZALQ, Piracicabal.

T.aurantiacus (cepa brasileirad, foli mantido em placas com

meio agar Czapek (DIFCO, 19782 com a seguinte composig¢io:

Agar 18,0 g1
Sacarose 20,0 g-l
NaNCs 2,0 g1
KzHPO4 1,0 g-1
MgSOa 0.5 g1
KCi 0,8 g-l
CaClz 0,3 g1
CuSOexSH20 0,10 mg-1
FeSOax7Hz0 0,20 mg-1
MnS04 - 0,02 mg-sl
Znilz 0,158 mg-1
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© pH final do meic apés esterilizar por 20 minutos a 121°C
foi de 7,1. As placas agar Czapek foram inoculadas e incubadas a
S0°C até obter o maximo crescimento micelial C48- 72 h), _

Na cotimizag3o das condig¢gBes de crescimento de T, aurantiacus,
diferentes fontes de carbonc e nitrogénic foram  adicionadas em
meio Czapsk, na ausédncia de sacarose e NaNOa.

Para o estude da produgdc enzimidtica pele fungo utilizou-se
meio liguido Czapek, sem sacarose e sem agar CpH 7,12, = na
presenga de diferentes fontes de carbono. Quando @spécificado o pH
do meio foi ajustado a 6,5 por adigZo de acido. Os meios foram
inoculados com uma suspens3oe de micélio. A suspensfo foi preparada
por transferéncia de uma algada de micélio para um Erlenmeyer
contendo 20 ml de Agua destilada e esterilizada; a éuspens%o foi
agitada intensamente até dispers3oc total e 0,5 ml desta scluglo

foram ultilizados para inocular erlenmeyvers contende 20 ml de meio.

3.4.- ESCOLHA DE UMA FONTE DE CARBONO E HMITROGENIO PARA

T. auranticacus

Na escolha de uma fonte de carbono apropriada para o
crescimente de T.qurantiacus, foram testados: glicose, manose,
frutose, arabinose, amido, xilose, xilana, sacarose, a-celulose,
celobiose, casca de arroz. bagago de cana, serragem de Eucaliptus
grandis e serragem de E.grandis extraido com etancl-benzenos (Item
3.10.22. Os substratos foram adicionados ac meio agar Czapek em
concentragdo de 1,5% (15 g-12. A fonte de nitrogénio do meio agar
Czapek fol NaNCa (24 mEg-1).

Para escolher a melhor fonte de nitrogénio oS seguintes
compostos foram utilizados: NaNQs, NHaNOa, NHaHzPO4 e CNH42 2504 ;
adiciconados aoc meic agar Czapek em concentragic de 24 mEg-L.
Utilizando-se 1,8% de glicose como fonte de carbono. A velocidade
de crescimento com cada substrato (fonte de carbone ou nitrogéniol,
fol determinada pelo método do tubo horizontal. Os ensaios foram

realizados em triplicata.



A composicio dogs residuos lignoceluldsicos utilizados fol a
- seguinte :

Casca de arroz: £8,4% de lignina, 38,4% de celulose, 23,7% de
hemicelulose (Durdn e col., 19880,

Bagago de cana: 19,9% de lignina, 46,0% de celulose, 24,5% de
hemicelulose C(Imrie e Tilbury, 1872D.

Serragem de E.grandis: 28,0% de lignina, 93,0% de celulose, 19,0%
de hemicelulose (Valores determinados neste trabalheo, segundo
normas ASTM, ftem 3.100.

3.5, - METODOS UTILIZADOS NA OTIMIZAGCAG DO CRESCIMENTO DE

T, aurant tacus

2.8.1. - Método do Tubo Horizontal (Ryan e col., 1943D

O crescimento de T.aurantiacus foli determinado através da
velocidade do avango da fronteira micelial num tubc de wvidro
horizontal com melio apropriade. Os tubos de vidro utilizados neste
gnsaio tinham as seguintes dimensSes : 40 o¢m de comprimenteo, 11 mm
de dismetro internce e dolz extremos formandoe um anguleo de 45°
CFigura 8>, 0O meio de cultive agar-Czapek e os tubos de vidro
foram esterilizados separadamente por 1% minutos a 121 %, Apds
esterilizacdo, 10 ml de meio foram adicicnados a cada tubo =
deixados em posig3o horizontal durante toda a noite. ¢ indculo,
que consistiu numa algada de micélico, fel aplicado num dos
extremos do tubo. O avango da fronteira nﬁcelial.foi medido em
intervalos convenientes de tempo & uma resposta linear foi obtida,
A inclinagdo da reta obtida, correspondeuy a velocidade de
crescimento fungico e foi expressa em mm-h . Todos os experimentos

foram realizados em triplicata.
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FIGURA a: Esguema de um Lubo horizontal, utilizado para o
crescimento de T. aurant tacus. No desenho s8o indicados as

dimensdes e o ponte de inoculaglown

3.8.2.« Métodos Estatisticos de Otimizacio

Plane jamento Fatorial (Box & col., 1978, Strange, 12902

O planejamento fatorial utilizado neste trabalho fol wum =*,
onde quatro variavels foram estudadas em dois niveis diferentes,
Da combinag3c de varidvels e niveis surgeu um planejamsnto com 16
ensalos experimentails. Com dados da literatura para temperatura,
pH, concentragio de carbonoe ¢ nitrogénio, se estabeleceu um ponto
central ou de referéncia para ¢ crescimento de 7. aurantiacus.
Assim, os niveis para as varilveis do primeirc planejamento
fatorial foram escolhidos com um valor acima e um valor abaixo do
ponto de referédncia. Os efeitos principais e de interagio de

variaveis, foram determinados.

Método Simplex (Press e col., 1987

| Neste trabalho o simplex inicial foi definide por 4 pontos
experimentais (N=32, sendo que os pontos corresponderam aos de
maior rendimento do segundo planejamento fatorial., Em seguida
deu-se 1inicio & procura dos pontos onde o T7.aurantiacus
apresentaria a maior velocidade de crescimento, através de uma
sucesio de movimentos do simplex por uma rotina computacional
chamada “AMOEBA", em linguagem FORTRAN (Press e col., 1287).



3.6.~ DETERMINAGAO DE PROTEINA E ANALISE DE AMINOACIDOS
3.6,1, - Determinagio de Proteina noc Micélio

Apds 10 dias de crescimento em melo liquide Czapek, 1.,.5% de
glicose, o micélio de T.aqurantiacus fol seco a 100°¢ por 4 horas
para posterior andlise. O micélio fol submetido a extragio com 1,0
M de NaOH a 100 durante 10 minutos. A solugio resultante foi
neutralizada c¢om HCl 1,0 M e centrifugaday a 200C rpm por 195
minutos., O teor de protefnas fol quantificado no sobrenadante pelo
métodoe do Biureto,

3.6.2z. - Método do Biuwreto (Plummer, 18782

Para anilise de proteina, 1,5 ml de Reagente do Biureto fol
adicionade a 1,0 ml de solugiSc investigada, misturcu-se e
aqueceu—se durante 10 minultos a 37°C. Esfriou-se a temperatura
ambiente & a absorbincia fol lida em 540 nm A concentragdo de
proteina na amostra foi determinada através de uma curva de
calibracfic usando albimina bovina como padr3o.

O reagente do Bilureto foi preparadce adicicnande 2,86 g de
CuSCs x B8 HzO e 9,0 g de tartarato de NasK a S00 ml de uma solug3o
de NaCOH 0.2 N contendo 5,0 g de KI. O volume fol completado a 1 1
com uma soluglco de NaOH ¢,2 N.

3.6.3.~ Andlise de Aminoadcidos (Boyer, 18860

Este método estid baseado na diferenga do tempo de retengio
dos diversos amincacidos gquando passados por uma coluna
cromatografica. Sendo possivel quantificar e identificar os
diversos aminecAcidos comparando-—-os com um padr3o. )

O micélio do funge fol hidrolisado com HCL 6,0 N, na presenga
de pB-mercaptoetancl (5,0 ul~-10 ml de HClL 6,0 N), em atmosfera de
nitrogénio por 24 horas e em tubo fechado. O material obtido foi
seco a vacuo e posteriormente analisado em analisador de
aminocicides Aminochrom IT.
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3.6.4. - Método de Bradford para determinagfo de proteina solGvel
{Bradford, 18978)

Q teor de proteina soluvel no caldo de cultive do fungo,
previamente filirado, ol determinado por adigd@c de 2,0 ml de
reagente Azul de Coomassie brilhante G-280 a 0.1 ml de caldo.
Misturcu-se e a absorbincia foi lida a 538 nm. Uma curva de
calibrag¢3o com albdGmina bovina foi utilizada para determinar a
concentragdo de proteina.

O reagente Azul de Coomassie brilhante, fol preparado
dissoclvendo 100 mg do reagente em S0 ml de etanol &3%. Foram
adicionadozs 100 ml de 4dcide fesfdérice 85% prsv o a solugio

resultante fol diluida para um volume final de 1 1.

3.7.- ANALISE CROMATOGRAFICA DO CALDO DE CULTIVO APGS CRESCIMENTO.
. FUNGICO

Apds 15 dias de crescimente do fungo em caldo Czapek,
contends 1,9% de glicose, em cultura estacionaria e agitada, os
caldas resultantes foram filtrados para posterior analise.

Os filtrados foram destilados, num sistema de destilagfo
fracicnada e oS destilados obtidos foram analisados am
cromatdgrafo a gas Van Eden BOB90A, col una LM-1G0O -
polietilencglicol, utilizando nitrogénio como gas de arraste com
um fluxo de 2,7 mlemin, ¢ com debtsctor de ionizaglo de chama., A
identificagio das substancias volateis resultantes foi feita

através de contaminagdo das amostras com um padr8o externo.
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3.8. - DETERMINAGOES ENZIMATICAS

A:produgﬁo enzimatica por 7T.aurantiacus fol determinada em
meioc ligquido Czapek (sem sacarose), cultura estacionaria, 50°%:,
ytilizando os seguintes substratos de crescimento: a-celulose,
glicose, xilana, serragem de E.grandis (com e sem fonte de carbono
adiciconal?, cavacos de E.grandis e casca de arroz. Todos os
substratos foram adicicnados ac meio liguide em concentragiic de
1,5%, exceto xilana, utilizada em concentragfo de 1,0%. A glicose
foi utilizada em diferentes concentragdes (0,8, 0,5, 1,0 e 1,8%3,
com e sem agitagfio no estudo da producio enzimatica.

As culturas foram realizadas em triplicata, em Erlenmeyers de
1258 ml com 20 ml de meia. O tempo de incubag®o variou entre 12 ou
18 dias, & os caldos de cultivo foram analisados em intervalos de
tempo., QO caldo de cultivo foi filtrado para separar o micélio
fungico, através de filtro millipore, e nos filtrados resultantes

foram determinadas as atividades enzimaticas.
3.8.1.~ Método com “Celulose azure” (Poincelot e Day, 18720

A "celulose—-azure" & uma celulose ligada ao corante Remazol
Brilliant Blue R (RBB-R). Usando—a como subsirato de crescimento &
possivel observar de forma gualitativa (meioc sdédlido) ou de forma
quantitativa (medindo a absorbincia em meico liguidod a libesragio
de corante, a medida gque a ligag8o entre a celulose e © corantie
val sendo hidrolizada pelas celul ases extracelulares do
microd rganismo.

T, aurantiacus fol cultivado em meico liquidoe Czapek, contendo
0.1 % de "celulose azure" como tnica fonle de carbono. A incubagio
foi realizada a SOOC, em cultura estacionaria, e as amostras foram
analisadas a intervalos convenientes de tempo. Os caldos foram

centrifugados e a absorbincia lida em $S95 nm.
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3,8.2, - Atividade em papel filiro (FPAY (Mandels e.ccl..-1975);‘

Através deste ensaic & possivel medir a atividade celulolitica
total de um caldo de cultive ou de uma solugdoc de enzima, quando
esta atua sobre um material celuldsico padrdo (papel filtro Whatman
N1,

Um volume de 0,8 ml de caldo filtrade e 1,0 ml de tamp3o
citrato 0,08 M pH 4,8 foram adicionades num tubo com tampa de rosca
cantendae uma tira de papel filtro Whatman N°1, de 1x8 cm. Apds 1
hora de incubag3ic a 50°C, os agUcares liberados foram determinados
pelo método do DNS (item 3.9). Uma unidade de atividade em papel
filtro corresponde a 1 umol de aglcares redutores, exXpressos como

glicose, liberados por minuto,

3. 8.3, ~ Atividade Endo-1,4~- 3-D- Glicanase (Mandels e col.; 1976,

Este ensaic mede o 'asﬁcares liberados de uma celulose
soluvel, apds a agio de endo-glicanase. A 0,5 ml de uma solugdo
1.0% de carboximetilcelulose (CMCD) em tampZc citrate O, M pH 4,8
foram adicionadeos 0,5 ml de caldo de cultive filtrado. A mistura
fol incubada por 30 minutos a 50°C e os aglcares liberados foram
determinados pelo método do DNE, Una unidade de atividade“
endo-1,4- f3-glicanase corresponde a guantidade de enzima que
libera 1lumol de agUcares redutores, expressos come glicose, por

mi nuto.
3, 8.4, - Atividade p-Glicosidase o f3-xilosidase (Tan e col., 1987)

¢ método utiliza p-nitrofenil-f-D-glicosidec C(pNPG) como
substrato para atividade fi-glicosidase e p-nitrofenil- f-xilosideo
CpNPX2 para atividade G-xilesidase. FPara a2 determinagio. da
atividade 0,1 ml de caldo filtrade e ¢,4 ml de uma solugdo 0,2%
Cprv) de pNPG ou pNPX, em S50 mM de tamp3o acetalo de sédio CpH
4,8), foram incubados a 50°C durante 30 minutos. Apds incubag¥o, a
reagio fol interrompida pela adi¢g3c de 1,0 ml de uma scolugdoc 10%
(ps/v) de bicarbonato de sédio. © p-nitrofencl liberado fol medido

por absorbancia em 410 nm, e comparado com uma curva de calibrag3o
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com p-nitrofencl. Uma unidade de atividade p-glicosidase ou
fi—xilosidase corresponde a quantidade de enzima que libera 1 umol

de p-nitrofencl por minuto.
3.B.5.~ Atividade Xilanase (Khandke e col., 12883ad

A atividade xilanase fol determinada utilizandoe xilana
"larchwood” como substrato. A mistura de reagfo continha 0,8 ml de
caldo filtrado e 0,8 ml de uma solugdo 1,0 % de xilana em tampZo
acetato de sddico S0 mM (pH B,.0). Apés 30 minutos de incubagdo a
50°C, 0s aglcares liberados foram determinados pelo método do DNE.
Una unidade de atividade xilanase corresponde a quantidade de
enzima gque libera 1 umol de agUcares redulcres, expressos como

xilose, a partir de xilana, por minuto.

3.8, 6, ~ Descoloragio de "Remazol Brilliant Blue® (Ulmer e col.,
ig84>

Este métode basela-se na degradagio do corante Remazol
brilliant blue C(RBB-R) com concomitante perda da cor. O método
consistiu em adicionar 100 ul de uma solugio de RBE, 2,0%, a 10 ml
de cultura a diferentes tempos depois de inidiada a incubag3o.
Apds 1 hora a temperatura ambiente a cultura foi filtrada e 100 ul
do filtrado foram diluidos para 1,0 ml com &agua destilada. Em
seguida foram medidas as absorbincias 4 8838 e 500 nm. © resultado

foi expresso segundo a seguinte férmula:
A RAZAC DE ABSORBANCIA= ABS 585500 (branco)—ABS 585-500 (amostra

A razio da absorbancia do branco foi obtida utilizando meio

de cultivoe nIEo inocul ado.
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2.8, 7.~ Alividade Ligninase por oxidag83o de Alcool wveratrilico
CTien e Kirk, 1984) '

Para a determinacio da atividade ligninase, foram adicionados
8350 wul de calde de cultivo filtradeo 200 ul de HzO0z 2,0 mM a 280
pHl  de uma solugdo de Alcocl wveratrilico 8,0 mM, em tamp3o
tartarato de sd&dio 0,4 M (pH 2,00, QO aparecimento do aldeido
veratrilico foi determinado lendo-se a absorbincia a 310 nm (e =
5.300 M'.em ™. Uma unidade de ligninase corresponde a quantidade

de enzima que oxida 1,0 umol de alcoc]l veratrilico por minuto.
3.8.8. - Atividade Fenol oxidaze (Szklarz e col,, 19089

A atividade fencol oxidase fol determinada come lacase,
utilizando siringaldazine ou o—-dianisidina, come substratos
enzimdticos de acordo com o método de Szklarz e colaboradores
19890,

A atividade.lacase fol determinada especlirofotometricamente,
pela oxidagBo de siringaldazine ateé sua forma quinona em Z28 nm (&
= 85000 M 'xem ™. A mistura de reacXo continha, em 1,0 mi, 0,4 ml
de tampdo tartarato 0.4 M CpH 2,02, 0,1 ml de uma sclugdo 1 mM de
siringaldazine em etancl e caldo filtrado. Uma unidade de atividade
lacase corresponde a gquantidade de enzima necessaria para oxidar -1
pmol de substrato por minuto. )

Quando o-dianisidina foi utilizadalcomo substrato enzimatico,
a mistura de reagdc continha num volume tolal de 2,0 ml, 1.0 ml de
caldo filtrado, 1,8 ml de o-dianisidina 1,0 mM e 0,3 ml de Lamp3o
tartarato 0,4 M (pH 3.0). A atividade foi medida pela absorgdo de
o-dianisidina oxidada a 480 nm Ce = 20400 M ‘xem %,
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3.9. - DETERMINAGCZO DE ACQUCARES REDUTORES

2.8.1.~ Método do DNS (Miller, 19580

Para a determina¢gido de agucares redutores 3,0 ml de reagente
DNS foram adicionados a 1,8 ml de amostra. A mistura fei incubada
num banho de adgua A 100°¢ por 8 minutos. Esfriada a temperatura
ambiente & a absorbincia foi lida a 550 nm e comparada com uma
curva padrio,

Quands a atividade celulolitica ol estudada a curva de
calibrag?o fol feita com glicose como padrZo, principal agdcar
redutor resultante da agfo de celulases., Quando a atividade
¥xilanase fol determinada, a curva de calibrag3c fol feita com
xilose como padrZo, principal agudcar redutor resultante da
atividade de xilanases.

O reagente do DNE foi preparado disseolvende em 1,4 1 de Agua

os seguintes compostos

Aclido 3,5-dinitrosalicilicoe 16,6 g
NaOH 18,8 g
KNaCaHaO0s 306,00 g

Fenol 7,86 ml
Bissulfito de sddio 8,3 g

3.10.- ANALISE DA MADEIRA DE Eucaliptus grandis TRATADA <COM

T. qurantiacus

Amostras de serragem (45 mesh) e cavacos de Eucaliptus
grandis (7 anos)>, foram incubadas com o fungo 7. aquranticcus. As
incubagBes foram realizadas em Erlenmevers de 500 ml gque continham
2,0 g de =serragem ou 2,3 g de cavacos (3 a 4 cavacos de 1x2 cm?,
caldo Czapek com ©,3, 0,9 ou 1,0 % de glicose como fonte de
carbono adicional a pH 6,8 ajustado com HC1 1,0 M. As madeiras,
serragem e cavacos, foram esterilizadas separadamente do caldo
Czapek, a 100°C sob 1 atm por 185 minutos., Em seguida cada
Erlenmeyer foi inoculado com 10 ml de uma suspensdoc homogénea de

micélico em agua destilada. Contreles foram preparades da mesma
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forma que as amostras anteriores, n3o contendo o indculo. As
incubages foram realizadas a SOOC. sem agitagdio, durante 21 dias.

No fim da incubagio as culiuras foram tratadas com nitrogénio
liquido para separar o micélio da madeira, no caso da utilizag3o
de serragem. Em seguida, serragem e cavacos foram lavados varias
vezes com Adgua destilada. Apds lavados, os cavacos foram nmoldos e
peneirados. Fol utilizada a madeira moida gque passou por malha de
48 mesh e I'ol retida em malha de 80 mesh.

As madeiras, livres de fungo, foram secas a 100°¢ durante uma
noite., A madeira obtida no final do processo feoli analisada gquanto
a perda de peso, teor de extrativos, lignina, celulose e
hemicelulose, e indice de degradagfo. As culturas e as andlises

foram feitas em triplicata.
3.10.1. - Perda de Peso

A perda de peso nas amostras inoculadas fol determinada como
a diferenga de peso da madeira seca no inficio do tratamento e a
madeira seca no fim do tratamento, apés separar a madeira do
micélio fidngico. A perda de peso no controle fol descontada da

perda dé peso nas amostras inocul adas.
3.10,2, « Determinagdo de Extrativos (ASTM Methods, 1968ad

Uma amostra de 100 mg de madeira, foi colocada num cartucho
de papel filtrr: e posteriormente dentro de um extrator Soxhlet.
Extralu—~se por 4 horas com uma mistura etancol - benzeno (1:2), para
remover resinaz, dleos, graxas e ceras. Em seguida extraiu-se com
uma solugdo dé etanol 85 %, por 4 horas ou até a perda de cor da
‘soluggo, para remover taninos e catecdls. O cartucho de papel
contende a madeira fol retiradeo do soxhlet e seco ac  ar.
Finalmente a amostra fol edxtraida com agua a 100°¢ por 3 horas
para remover materials soldveis restantes. O material resultanté

foli seco durante uma noite a 100°%C e pesado.
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A perda de extrativos, igualmentes aos demsils componentes, foil

calculada da seguinte forma &

% Perda Componente ® m componente inicial — M componente final

M componente intcial
onde
m componenie tnicial = massa madeira inicial X Ycomponente irclal

m componsnte finaglT Moasse moadeira final x % componente final
3.10.3. - Determinagio de Celulose C(Pereira e Sardinha, 1984)

0O método consiste na solubiliza¢hc de lignina e hemicelulose
da madeira com wuma mistura de HNCa CHaCOOH (2,0 ml de HNO
concentrade + 73,0 ml de CHaCOCH 80 %, completada para 100 ml com
Agua destilada?. Uma amostra de 100 mg de madeira fol tratada com
2,8 ml da mistura HNOa~ CHaCOOH a 100% durante 45 minutos. O
material resultante fol filtrado em cadinho de vidro sinterizadao,
previamente Ltarado., seco a 100°C durante uma noite e finalmente
pesado.

O teor de celulose foi determinado como

O o R
P1

onde : C= % de celuloss
Pi= Peso seco inicial Cgd

Pz= Peso do residuc seco (g2
3,104 4, - Determinagio de Hemicelulose

C teor de hemicelulose fol calculado como : 100% - (lignina +

celulosed.
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3.10.5.~ Determinagioc de lignina Klason (ASTM Methods, 1968LD

O método consiste na determinagfo de lignina na madeira
utilizande Hz2S0s 7284 (66,5% vrvd); este acido, como outros Acidos
fortes, hidrelisa os carboidratos da madeira deixando um residuoc
insoluvel denominado lignina Klason.

. Aproximadamente 200 mg de madeira moida, seca e previamente
extraida, foram tratadas com 3,0 ml de HzS04 72% durante 2 horas a
19i 1°¢, sob aglitag8o constante. A solugio de 4dcido no residuoc
resultante fol diluida para uma concentrag8o final de 2,0% por
adigfo de adgua destilada ¢ posteriormente colocada sob refluxo por
2 horas. Finmalmente, o material resultante fol +transferidoe
quantitativamente para um cadinho filtrante, previamente seco e
tarado, e lavou-se com aproximadamente 100 ml de Agua destilada
guente. O material fol seco em estufa a 100°C durante uma noite ou
até pesc constante.

O teor de lignina Klason foi determinado da mesma forma que

para celulose.

3.10.6. - Determinagiio do Indice de Degradagio CASTM Methods,
1968cD

O Iindice de degradagfo ou decaimento (Rot-indexd foi m&tidm
como a porcentagem de substincias soldvels em uma solugHo de NaOH
1,0%., Uma amostra de madeira, 100 mg, foi tratada com 5,0 ml de
NaCOH 1,0%, a 100°C durante 1 hora, com agitagfo em Vortex aos 10,
18 e 289 minutos apds iniciado o tratamento. O material resultante
fol filtrado em cadinho, previamente seco e tarado, lavado com 5,0
ml de uma sclugdo de CHaCOOH 10% e posteriormente lavado com 100
'ml de &Agua quente. O cadinho mais o© residuo, secos durante uma
noite a 100°C, foram pesados.

A solubilidade em NaCH 1,0% fol determinada atravées de:

% Solubilidade em NaOH 1,0%

i
)
™~

)
0
N
[N
o
&

onde : P

Pz

B

Pesc madeira seca (gd

Peso madeira seca tratada com NaOH 1,0% (gd
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ey = RESULTADOS E DIESCUSSXO

4.1, - CRESCIMENTO DE Thermoascus aqurantiocus

Thermoascus auranticacus cresceu em meio agar Czapek que
continha sacarose ou glicose como fonte de carbono (3,0%), a 50°¢
em condiglies aerdbicas. O micélic do fungo, apds 24 horas ocupou
toda a superficie da placa de Petri (de 10 cm de didmetrod. No
inicic do cultivo, © micélic apresentava-se branco, tornando-se
marrom  a  marrom  escuro  apds 4-8% dias de crescimento. Um
crescimento ative foi observado entre 24 horas e © terceiro dia de
cultivo, tempo durante © qual a cor do micélio era branca. A
preparagdo dos indculos neste estudo foi feita utilizando sempre

uma placa de 72 horas de cultivo (micélico brancod,

4.1,1.~ OTIMIZAGCAO DAS CONDIGOES DE CRESCIMENTO DE 7. aurantiacus

= QUANTIFICAGZEO DO CRESCIMENTC DE T.auranticcus

No estudoe do crescimento de T, aurantiacus foi ultilizado o©
métodoe do tubo horizontal <d(como descrito no ftem 2.8.1, de
Material e Métodosd, no gqual o avango da fronteira micelial foi
nedido em fungie do tempo.

Cbservou-se gque quandoe © cultivo do fungoe fol feito em meic
Czapek a 50°C, o método do tubo horizental apresentou uma resposta
linear do crescimentoe em funglo do tempo, entre 85 e 130 horas
C(Figura 9. Assim, a velocidade de crescimento fingice Cmmsh), foi
obtida da inclina¢8c da reta no intervalo de tempo mencionado.

E importante ressaltar gque este método relaciona linearmente
o avango da fronteira micelial com o tempo, ¢ nHo a produgio de
massa fungica com o tempo (relaglc esta gue poderia ser n3o
linear>.

Aplicando © métode do tubo horizontal, foram escolhidas
experimentalmente as melhores fontes de carbono e nitrogénio para
o crescimento do fungo (Tabelas £ e 32, e posteriormente as

condigfes de cultivoe do fungo foram otimizadas, quanto a



temperatura, pH e concentragZo de fontes de carbono e nitrogénio

{Tabelas 4-102.

00

mm)

400,

) )
309,

100,

PROGRESEAC DA FROMNTEIRA MICELYAL
g .

1 1
50 : 100 130

TEMPO DE CRESCIMENTO (h

FIGURA 9  Linearidade do método do Tubo  Horizontal. Progressio  do
fronteira  micelial de 7. aurant tacus contra o tempo. CondigSes de
crescimento em meio agar-CGzapek: 1,0 % de glicose, 24 mEqg.-1 de

NaNO3, pH 6,8 o 350°dC.

~ ESCOLHA DE UMA FONTE DE CARBONO E NITROGENIO PARA T.aurantiacus
Na escoclha da melhor fonte de carbono para o fungo,
diferentes substratos foram adicicnados ac meio Czapek (sem
sacarosed), em concentragdo de 1,8% (prvd (18 g-ld, utilizando 24
mEg-l de NaNOa como fonte de nitrogénic (Tabela 2. 0Os resultados
obtidos révelam a capacidade de 7T.auraontiacus crescer scbre uma
ampla variedade de substratos, que incluem desde carbolidratos como
glicose, sacarose, fru tose, xilose, amido, etc., até substratos
lJignoceluldsicos come casca de arroz, serragem de E.grandis e
bagago de cana. Esta observagio sugere a produclo de um amplo

espectro de atividades enzimaticas por parte do fungo, tais como
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celul ases, amilases, xilanases, ligninases, ete. . A alta
eficiéncia relativa de crescimento observada Cacima de S0%,
quando serragem, casca de arroz e outros, foram utilizados como

tnicas fontes de carbono no meio, reforga esta ideia C(Tabela 2.

TABELA 2 : CRESCIMENTO DE T.awrantiacus EM DIFERENTES FONTES DE
CARBONO

SUBSTRATOC1,5%31 VELOCIDADE DE CRESCIMENTOU mm-hD EFICIENCI ACED

I+

0,04 100

Clicose 2,9
Amido 3,88 © 0,01 o7,7
Frutose 3,82 * 0,02 05,9
Manose 3,40 x 0,50 85,4
Arabinose 3,22 1 0,40 80,9
Xilose 3,17 £ 0,03 79,6
Casca de arroz =2,98 z 0,20 74,9
Serragem Eucalliptus 2,48 h 0,08 &3, 3
grandis
Sacarose 2,28 - 0,07 57,5
Serragem Eucaliptus 2,07 * 0,07 52,0
grandis extrafida’
Bagago de cana 2,086 z 0,10 51,8
Xilana 2,00 T 0,09 50,3
a-Celul ose 1,75 © 0,40 | 43,9
Celobiose 0,86 T 0,09 18,8
Controle’ 0,00 -

Coda valor corresponde o media de trés medidas M desvio

1: O subsiralo fol adicionads ao meio Czapek {(sem sacarose’, pH
74, 24 mEq-sl de NaNO03, As culturas foram incubadas a S0%C

2! Serragem de Eucaliptus grandis extraida com etanol-benzenc

9: Meic agar Czapek sem fonte de carbono
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A eficiéncia relativa de crescimento fol maior com substratos
lignoceluldsicos do que com substratos celulédsiceos. O contetdo de
lignina nos substratos lignoceluldsicos aqui utilizados, acha-se
na seguinte ordem: casca de arroz (28,4%) > serragem de E.grandis
(28,04 > bagago de cana (19,8%). A velocidade de crescimento
nestes substratos acha-se na mesma ordem, sendo 2,98, 2,48 e 2,08,
respectivamente (Tabela 22.

T'. auranticcus, utilizou com Gtima eficiéncia para seu
crescimento o0 agucares manose, arabinose e xilose, principais
constituintes de hemiceluloss. Ao  contrario, cg-celulose e
celobliose foram pobremente utilizadas pelo fungo para seu
crescimento. Uma diferenga de 10% na velocidade de crescimento foi
obtida quando serragem tratada e n¥o tratada foi utilizada como
substrato de crescimento. Observou-se que guando os extrativos
foram retirados da madeira de E.grandis com etanol-benzeno (Item
3.10.2 de Material e Métodosd, a velocidade de crescimento do
fungo diminuiu. Isto indica gque as subslancias extraidas
desempenharam algum papel relevante, ndo inibitério, no
crescimento de T. quranticacus.

Na presenga de glicose, fonte de carbono preferencial da
malioria dos fungos CMoore-Landecker, 197282, T.aurantiacus
apresentou a maior velocidade de crescimentoe (3,98 mm-h). Por
tanto, a glicose substituiu a sacarose do meio Czapek original
(Item 3.3 de Material e Métodos),

As diferentes fontes de nitrogénio foram testadas numa
concentragio de 24 mEgq-sl, em meio Czapek (pH 7,10, contendo
glicose (1,52 (Tabela 33. A velocidade de crescimento do fungo
fol similar nos meios gque continham nitrate como fonte de
nitrogénio, aos que continham aménio. Porém, a maxima velocidade
de crescimento (3,22 mm-h), foi obtida com NaNOs. Contrariamente
ao experimento na auséncia de uma fonte de carbono (Tabela a2,
obser vou-se que quando nenhuma fonte de nitrogénioc foi adicionada.
ao meio o fungo era capaz de crescer, embora com uma velocidade de
apenas 0,50 Cmm-h>.

Tendo escolhido a glicose e © NaNQOs como as melhores fontes
de carbonc e nitrogénio respectivamente, deu-se continuidade a

ctimizagdo das condigBes de crescimento para T.aurantiacus.
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TABELA 3: CRESCIMENTO PE 7. auranticcus EM DIFERENTES FONTES DE

NITROGENIO
SUBSTRATO (24 mEq-1>* VELOCIDADE DE CRESCIMENTO €mmshd
+

NaNOsa 3,82 + 0,40

NH4NOs _ 2,83 L 0,30

NH4H2FPOs 2,52 0,08

¢ NH4D 2804 2,34 £ 0,07

Cmntrolez O, B0 —+0,05

Cada wvalor corresponde o wmedia de tr&s medidas b desvio

1@ O substrate foi adicionado ao meio Czapek, 1,5 % glicose, pH
74. Ag culturas foram incubadas o SO0,

2; Meioc agar Czopek sem fonte de nitrog®nio

~ APLICAGAO DE METODOS ESTATISTICOS NA OTIMIZAGAO

A otimizagdo de um meio minimo para o crescimento da cepa
brasileira de 7T.oguranitacus, fol feita através da aplicagio de
métodos estatisticos. Estes mélodos foram preferidos aos métodos
classicos de otimizag8o Conde uma variavel independente &
modificada engquanto as outras sf%o fixadas), devido a que os
n&todos classicos geral mente resul tam ser extremadamente
laboriosos e demorados, principalmente para um ntimsrs grande de
variaveis em estudo. Além disso, frequentemente nEoc garantem a
determinagfo das condig¢glBes Sdtimas (Greasham e Inamine, 19863,

Un método estatistico, o planejamento fatorial, foi aplicado
com < objetivo de definir uma regiic aproximada onde o
T.aurantiacus apresentasse uma boa velocidade de crescimento. Além
disso, o© planejamento fatorial permitiu determinar o efeito de
cada variAvel sobre o crescimento do fungeo, e a existéncia de
interag¢fo entre as variaveis (Strange, 189903.

Numa primeira elapa da otimizagio das condl ¢Ses de
crescimento para 7T.aqurantiacus, um planejamento fatorial 2* foi
realizado C(quatro variaveis independénteg em ‘ dois niveis
diferentes2. As variavelis em estudo foram : temperatura CGC). pH,

concentragdo de glicose (%) e concentragic de NaNOs (mEg de N-1).
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Cada variavel fol estudada em dois niveis diferentes (Tabela 4D.
Para iniciar o planejamento fatorial foli necessario definir
um ponto central ou de referéncia, com dados obtideoes da
literatura, sobre as condig@es de crescimento de cepas de
T.aurantiacus, diferentes da c¢epa brasileira (Tansey, 1971 ;
Rosenberg, 1975). Sob as condig¢gBes mostradas na Tabela 4, para o
ponito  central, foram preparados o8 Ltubos de crescimento
horizontal, obtendo-sze uma velocidade de crescimento de 3,93:0,2
Cmmsh), para a cepa brasileira de 7T.acuranticcus. Este valor
correspondeu ac rendimento no ponto ou de referéncia para © comego
da cotimizag3o, onde suplBe-se, existir o miximo rendimento. A
escolha dos diferentes nivels das varidveis em estudo, foi feita

como descrito em material e métodos (Item 3.5.20.

TABELA  4: DEFINICAO DE VARIAVEIS E NIVEIS PARA O
PRIMEIRO PLANEJAMENTO FATORIAL 2*

VARI AVEL NT VEL PONTO CENTRAL'
C+) =D

Temperatura €% 85, ¢ 45,0 50, 0

pH 7.8 5.8 6,8

Conceniragfo Glicosel(D 1,5 0,8 1,0

Concentragdc NaNOalmEq-1> 44,0 4,0 24,0

1: © valores obtidos da literatura (Tansey, 1971;

Rosanberg, 1975

C primeirco planejamente fatorial =4

foi desenvol vido,
obtendo—se o©s valores de velocidade de crescimento mostrados na
tabela 5. A partir dos valores da tabela B, obteve-se a tabela 6,
onde s3o mostrados o efeito de cada variavel sobre a velocidade de
crescimento e o efeito de interag¢3o de duas varidveizs C(cbtidos de

acordo com © item 23.8.2, de Material e Mé&todos, pagina 33D,
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A tabela 5 mostra a pfoximidade de ponte central, onde a
velocidade fol de 3,893 (mm-hd, apds

o primeirce planejamento

fatorial, pela obtengdo de velocidades de crescimento de 3,48 e
2,49 (mmshd (Experiéncias 13 e 163,

TABELA 8 : RESULTADOS DO

PRIMEIRO PLANEJAMENTO FATORIAL 2°

EXPERI ENCI A T pH ¢ N RENDI MENTO"
1 + + + + 2,81 T 0,18
2 + + + - 0,66 * 0,08
3 v - - 1,72 T 0,18
4 + + - + 0,82 - 0,158
5 + - + + 1,68 = 0,02
& + - + ~ 0,76 £ 0,03
7 + - - - 1,45 T 0,07
8 + - - + 2,07 ~ 0,08
9 - + 2,76 £ 0,15
10 - + - 2,63 & 0,02
11 - + - - 1,73 £ 0,07
12 - + - - 1,07 = 0,17
13 - - + + 3,46 % 0,04
14 - ~ + - 2,91 T 0,00
15 - - - - 2,05 % 0,01
16 - - - + 3,48 10,01

11 Velocidade de crescimento - desvio (mm

Nota: As lotras T, ¢ e N, .corresponden as varidveis temperatura,

concentro.c;?o ' de glicose & concentraq&o de NaNO3, respeclivamenie,

am Sous nitvels (¢ & {=),
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TABELA © : EFEITOS PRINCIPAIS E EFEITO DA INTERAGCXO DE VARIAVEIS
PARA O PRIMEIRO PLANEJAMENTO FATORIAL 2*

EFEITO VALOR CALCULADO

Efeitos principais

Temper atura I - 1,17
pH - o,61
Concentragfo glicose OO 0,26
Concentragio NaNGs  CND 0,31
Interagioc de £ variavels
TpH ¢,588
TxC - 0,38
TN 0,24
pH»C 0,85
pHx*N : - 0,27
CxN 0,48

A Tabela € mostra gque a variacgBo de temperatura e pH teve um
efeito superior sobre a velocidade de crescimente do funge que a
variagd@o da econcentragdc de glicose e NaNOs., Segundo Box e
colaboradores (19783, a variag¢do de uma varidvel cu a interac¢3c de
duas ou mais variavels, n8o tem efeito sobre a velocidade de
crescimento gquando o valor calculado desse efeito for zero ou wum
valor muiteo prdéximo de zero (<0,12. Ao mesmo tempo, gquando o valor
calculado de um efeito apresentar sinal negative, =significa que
quando a variavel em estude passa de um nivel inferior (-2 a outro
superior C(+3, o rendimento diminui (¢ Strange, 19803.

Os resultados da tabela B mostram que a velocidade de
crescimento de 7. awantiacus, teve uma tendéncia a diminuir guando
a temperatura e o pH aumentaram C(sinal negativo para o efeito de
ambas variaveis), Isto pode ser confirmado voltando-se a tabela S,
onde ©s maiores rendimentos encontraram-se no nivel €-) <45°¢)>. ©
mesmo foli observade com a variag¢do do pH. Porém, a tabela B
mostrou gque as variaveis em estudo nZo podem ser interpretadas

independentemente, j& gque existe uma interacio entre elas, sendo
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as mals importantes TxpH, pH*C e CxN.

O fato de existir interagio entre as wvaridveis, indica que a
velocidade de crescimento de 7. aquranticcus ¢ afstada pela variacio
da temperatura de cultivo, pelo pH do meioc e pela concentragio de
glicose e nitrogénic, em forma simultinea, ou seja nic existe
independéncia entre as variavels., Assim por exemplo, a existéncia
da intera¢fo TxpH, indica gque a velocidade de crescimento em
fungdo do pH sera diferente em diferentes temperaturas. Isto traz
come consedqilencia a impossibilidade de otimizar as condi¢BSes de
cultivoe para 7T.aurantiacus modificande wuma wvariadvel por vez,
enquanto as oubtras mantem-se fixas.

Um segundo planejamento fatorial fol aplicado, com o objetivo
de uma malor aproximagio da regific de maximo crescimento para o
fungoe., Os dados da tabela 7, correspondem aos noves niveis
definidos para o segundo planejamento fatorial. Oz novos nivels
foram definidos entre o ponto central e o niveis do primeiro
planjamento fatorial. Por exemplo, para a wvariavel temperatura o

nove nivel superior (+), defineu-se entre 50 e 557,

TABELA 7 : DEFINICXO DE NIVEIS PARA O SEGUNDO PLANEJAMENTO
FATORIAL 2%

VARI AVEL, NIVEL
C+> -2
Temperatura ¢ °CD 53,0 48,0
pH 7,3 6,3
Concentragio glicose(D 1.2 0,7
Concentragio NaNOGs (mEg-1> 24,0 14,0
52
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As velocidades de crescimento para 7.aurantiacus, aumentaram
noe segundo planejamento fatorial, alcangando valores de 3,91 e
4,08 Cmmsh), similares e até superiores & do ponto central (3,93
mmsh). Os matores valores de velocidade de crescimento foram
cbservados no nivel (- da temperatura, 48°C CTabela 8. Os
efeitos de cada varidvel e da interagfo das varidveis scbre a
velocidade de crescimento, foram determinados, com © objetive de
estudar os efeitos das diferentes varidveis nesta nova regiZo,

mais préxima do ponto central (Tabela ©).

TABELA € : RESULTADOS DO SEGUNDO PLANEJAMENTO FATORIAL 2°

EXPERI ENCI A T pH C N RENDI MENTO
i + + + + 1,87 X 0,05
2 + + + - 1,81 ~ 0,11
3 + + - - 1,82 £ 0,13
4 + + - + 1,08 ¥ 0.01
5 + - + 2,08 T 0,12
6 + - + - 2,65 - 0.03
7 + - - - 2,32 * 0,19
8 + - - + 2,83 = 0,21
) - + + 3,07 T 0,04
10 - + + - 2,85 X 0,07
11 - + - - 2,74 £ 0,08
12 -+ =« 2,56 % 0,07
13 - - + + 3,01 < 0,08
14 - - + - 3,87 0,04
15 - - ~ - 2,91 ~ 0,02
16 - - - + 4,08 % 0,08
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TABELLA @ : EFEITOS PRINCIPAIS E EFEITO DE INTERACAQ DE VARIAVEIS
PARA O SEGUNDO PLANEJAMENTO FATORIAL 2*

EFEITO VALOR CALCULADO

Efeitos Principais

Temperatura T -1, 280
pH ~0, 920
Concentiragdoc glicose QD 0,840
Concentiragio NaNOa CND ¢,071
Interacio de 2 variavelis
| TxpH -G, 036
TC ~0,118
TN -0,230
pH*C .140
pHeN ~0,810
CxN -0, 180

Os efeitos da temperatura e o pH continuaram sendo os mals
importantes, ao mesmo tempo o efeito da concentragfo de NaNOs, que
foi baixo apds o primeirco planejamento faterial, nic esteve
presente apds o segundo planejamento. Isto indica gue uma variagdo
entre 14 & 324 mEg-l de NaNOs n3o afeta a velocidade de crescimento
do fungo, devido a proximidade do ponto central. O efeito da
interagioc de variavels sobre a velocidade de crescimento, diminuiu
quando comparado com © do primeiro planejamento fatorial (Tabela
a2,

A diminuigio do efeito da interacio de variaveis no segundo
planejamento fatorial, foli o resultade da maior aproximagadc do
pento centfal. Por tanto, pode—-se  afirmar que o segundo
planejamente, definiu uma regiico dtima para o crescimento de
T.ourantiacus, onde a variagdo das wvariaveis concentragio dé
glicose ¢ nitrogénic ndoc afeta a wvelocidade de crescimento. Ao
contrario, temperatura = pH, continuaram tendo um efeito
importante, As maiores velocidades de crescimento continuaram

apresentando-se nos niveis inferiores (-2 de temperatura e pH

54



48°C e 5,3, respectivamented,

Na regiio Ha Stimo crescimento, cbtida do segundo
planejamento fatorial, fol procurado o ponto de miéximo crescimento
através do méteodo simplex. O andamento do simplex fol felitoe de
acordeo com o ltem 3.5.2 (Material e Métodosd., O simplex inicial
foi construido com os quatro melhores rendimentos da tabela 8. Na
aplicacio deste método a varidvel temperatura fol fixada em 48%,
Ja& gue nesta temperatura foram cobtidas as malores velocidades de
crescimento. ¢ simplex inicial, foi definido por (N+12 pontos
experimentais, com N=3,

As velocidades de crescimento experimentals obtidas alravés
dos pontos gerados pelo simplex (Tabela 102, foram, =m todos os
casos, malores gue as oblidas apds o segundo plansjamento fatorial
{Tabela 82 e malcores gque a velocidade de crescimento no ponto
central (3,83 mm-hl.

TABELA 10: DEFINIGQAQ DO SIMPLEX INICIAL E NOVOS PONTOS GERADOS
PELO SIMPLEX COM SEUS RESPECTIVOS RENDIMENTOS

PONTO SIMPLEX pH C N RENDI MENTOC mm/hD
INICT ALY 7,30 1,20 34,0 3,07 20,04
&, 30 1,20 14,0 3,87 20,04
&, 30 1,20 34,0 3,01 ~0,08
&, 30 0,70 34,0 4,08 10,086
2 +
1 &, 80 1,45 34,0 4,20 Y0,30
2 5,55 1,08 24,0 4,55 10,05
3 4”88 1,01 19)0 4"11 —'0)10
4 65,18 1,01 49,0 4,34 20,10
5 6,11 0,02 36,5 4,67 20,10
& 5,00 0,78 37,8 4,740 0,02
i o simplex inicial (figura geomelrical, fou defintdo por (N+1)

ponlos experimentais, com N=3
2: Ponlos experimentais gerados pelo andamento do simplex
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Os valores extre&os de pH (6,8 e 4,88, gerados peaeloe simplex,
resultaram nos menores rendimentos para velocidade de crescimento.
Consistente com os dados da tabela S, o efeito da concéntragﬁo de
NaNOs sobre a velocidade de crescimento parece n3o ser muito
importante, assim, ac passar de um valor inferior de 18 mEg-l para
um superior de 49 mEqsl, a velocidade de crescimento foli de 4,11 a
4,34 Cmmshd. Indicando a existéncia de uma regifioc dentro do
intervaleo de concentrages de NalNOs, onde o crescimente do fungo
fol otimo. A existéncia de interag¥o entre as wvaridveis, embora
seja pequena perto do ponto central, n8o pode deixar de ser
considerada na interpretagio dos resultados.

Os dois uUltimos pontos gerados pele simplex, resultaram nos
maicres rendimentos para velocidade de crescimento. Chservou-se
gque nestes pontos a varia¢®co de um nivel para cutro, para cada
variavel, foli minima. Considerando esta observagio e o fato de
gue, com a aplicag¢fo do simplex, a velocidade de crescimento para
T.agurantiacus superou a velocidade no ponto central (32,93 mmshl, o©
simplex foi detido no sexto ponto. £ importante ressaltar que como
resultado da continuagfo do andamenico do simplex, pode-se chegar a
oblter velocidades de c¢rescimento superiocores as ja obtidas, porénm,
novos pontos gerados pelo simplex nio deverZo ser muito diferentes
dos da tabela 10. Por tanto, os ditimos valores para as variavelis
temperatura, pH, concentrag3o de glicose e NaNQs, gerados pelo
simplex podem ser considerados como as condigles de maximo
crescimento para a cepa brasileira de T.auraontiacus (Tabela 113,

A velovidade de crescimento obtida nas condig@ies &Stimas ol
de 4.74t0,02 {mmsh2, 1,2 vezes malor gque a velocidade de
crescimento no ponto central CB,QEiO,E mmshD obtida
experimentalmente a partir de dados da literatura (Tabela 4,
pagina 493,
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TABELA 11: CONDICOES PARA O OTIMO CRESCIMENTO DE T. aurant {acus’

VARI AVEL © VALOR STIMO®
Temperatura ¢ %o 48,0

pH 5,0
Concentracio glicose (%4 0,8°
Concentragfo NaNCs CmEg-12 37,8°

£: Meioc de cultive agor-Czapek (1,5% agarl. .
2: Velocidade de crescimenlc neste ponioid,?4-0,02 mm-h
3 8,0 g-l de glicose e 3,2 g-l de NaNO3

Através de 32 experiéncias (primeiro e segundo planejamentos
fatoriais), realizadas em duas semanas, fol possivel determinar a
regifio de &timo crescimente para T, aguranticcus. O efeito de quatro
variaveis foi estudado simultaneamente, utilizando quatro valores
diférantea para  cada varidvel (Ex.: A temperatura foi sstudada em
48, 53, 55 e 46°¢D. Altos rendimentos foram obtidos apds o segundo
planejamente fatorial (Tabela 8). O efeitoc da interacgBo de
variaveis diminuiu no segundo planejamento, quandce comparadoe com ©
primeiro, indicande a aproximagﬁo- de wum ponto de maximo
rendimento. Com o©s melhores resultados do segundoe planejamento,
foi aplicado o método simplex, com ¢ objetive de alcangar o ponto
de miximo rendimento. A aplicag3o do simplex fol mais demorada,
sendoe necessarias sels semanas de  irabalho, J& gue cada
experiéncia devia chegar ao fim para comegar a oubtra. Porém, um
total de dois meses foram necessirios na otimizagBo total do
processo.

‘ Com a aplicag8o sucessiva de dols métodos estatisticos
CPlanejamen£c fatorial e Simplex), conseguiu-se otimizar as
condig¥es para o crescimento da cepa brasileira de T.auranticcus,
num curto periodo de tempo. A obtengfo de um meio simples para o
crescimento de T, aurantiacus, o qual contém 8,0 g-s1 de glicose
C0,8%, e 3,2 gl de NaNOa (37,8 mEqg- 1) como fontes de carbono e

nitrogénio, fazem do fungo um microrganismo pouco exigente guanto

857



a composigdo do meio, considerande gque nestas condic@es obteve-se
a malor velocidade de crescimento C4,?4t0,03 mm-T2, O novo melio
obtido para © crescimento de T.aurantiacus (Czapek modificado),
contém O0,8% de glicose em substitug8e do 3,0% de sacarose do meio
Czapek original; sendo que a fonte de nitrogénio se manteve,
porém, numa concentragfo ligeiramenie superior de 3,2 g-1 contra
2,0 g-1 de NaNOas do meio original.

£ sablido que as modificagBes fisicas e nutricionais do
ambiente ao qual um organismo ¢ exposto s3Ho capazesz de alterar o
rendimentc de um produto (Greasham e Inamine, 19882, Desta forma,
¢ importante conhecer a composigdo do melhor meio de cultivo & a
temperatura &étima para o© crescimento da cepa brasileira de
T.aurantiacus, considerando a possivel utilizag8c do fungoe na
produgfc de enzimas, proteina unicelular, metabdlites, etc.. Por
cutro lado, da mesma forma gque métodos estatisticos foram
utilizados para obtimizar as condi ¢Ses der crescimento de
T. qurantiacus, estes poderiam ser ubilizados em estudos futuros

para otimizar processos de produglo de enzimas pelo fungo.
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4,2.- PRODUTOS DO CRESCIMENTO DE Thermooascus auranticcus EX HEIO
LIQUIDO '

A produgBo e a composiglc de amincidcidos da  proteina
unicelular (ECPY, e a produgdc de metabdlitoes ¢ enzimas pelo

T.auranttacus, cultivado em melo liquido Czapek, foram estudadas.
4.2.1.— PRODUGZAO DE PROTEINA UNICELULAR (SCP)

A capacidade de T.aurantiacus crescer numa varisdade de
substrates, gque incluem madelira de E.grandis (Tabela 2, pagina 483,
fez pensar na possibilidade de utilizad-lo na produgdc de protéina
unicelular. Com este objetive, a produgio de proteina fﬁngicd e a
composigio en aminocicidos da. mesma, foram estudadas com
T.aurantiacus cultivado em meioc Crzapek contendo 1,.8% Cp/v)' de
glicose.

Os rendimentos de conversfo de glicose a massa fungica (gramas
de micélio secor gramas de substrato totald foram 6,88 & 0,34 para
concentracBes de 0,8 e 1,8% de glicose, respectivamente, no décimo
dia de crescimente em cultura estacionéria.

A porcentagem de proteina encontrada no micélio seco de
T aurantigcus fol de 27,4 z 0,9% (prsp2, quando o fungo crasceu em
1.8% de glicose em condigBSes estacionarias. Este micélic fol
hidrolisado e os amincicidos liberados das proteinas fungicas foram
anal isados, A composicio de aminocicidos de T.aurantiacus foi
comparada & de Saccharomyces cerevisiae, utilizade em escala
industrial por seu alto conteuddo proteico, a de soja, proteina
vegetal de alte wvalor nutritivo, e com os amincicidos da FAQ,
apontados comoe apropriados para uma alimentagfio balangeada (Tabela
12>. '

Pode~se observar, que da mesma forma que a maloria dos fungos
e leveduras, a proteina de 7T.curantiacus mostrou-se deficiente em
aminoclcidos do tipo sulfurados. Porém, o teor de cisteina resultou
igual ac mostrade pela FAO. A proteina mostrou também uma boa
proporgio de amincdcidos eszenciails, com valores comparavels aos de
soja, 5.cerevisias e FAO, mostrande valores muilo superiores para

alguns aminocicidos como leucina e treonina.
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TABELA 12 : CONTEUDO DE AMINOACIDOS DA PROTEINA DE T. aurantiacus E
DE OUTRAS PROTEINAS UTILIZADAS COMERCIALMENTE

AMINQACI DO CONTEUDO DE AMINOACIDOS(g aa~ 100 g proteinad

T. qurant iacus® $. cerevisiae’ Sojag Fao*
Alanina 5,12 ———— 3,30 ——-
Arginina 5,88 ———— 7, 30 e
Ac. Aspartiico 7,20 ———— _ 32,70 -
Cisteina 1,21 e 1,0 1,20
Ac. Glutamico 14,93 ———— 18,40 e
Glicina 4,22 —-——— 4,00 -
Histidina 2,64 - 2,80 e
Isoleucina 4,37 4,60 &, 00 4,20
Leucina 15,40 7, 40 8, 00 4,80
Lisina 6,26 7,70 6, 80 4,20
Metionina 1,13 1,70 1,70 2,20
Fenilalanina 8,03 4,10 5,30 e, 80
Prolina 5,08 s 5,00 -
Serina 5,36 - 4,20 -
Treonina 5,84 4,80 3,890 =, 80
Triptofane —— 1,00 ———— 1,40
Tirosina 5,03 ———— 4,00 2,80
Yalina 4,60 5,30 5,20 4,20
1 o micelio de T. aurant iacus foi obiido sob as sdgulntes
condigdes de  crescimento:  meieo  Czopek  contende 15 gl de glicose,
2,0 g-t de NaNO3, pH 7.4 & SO°G,
2: Kihlberg 1o ™ Block e Bolling (1951 4: Food and

Agriculture Organization 4957

A qualidade da proteina unicelular de T.aqurantiacus, quanto a
composi¢iEc de amincacidos, mostirou-se comparavel a gualidade da
proteina indicada pela FAO (Tabela 122, o gue sugere a
possibilidade da utilizagdio do fungo como complemento alimentar. A
boa qualidade da proteina de 7T.aurantiacus e a sua capacidade de

crescer em substratos como casca de arroz, serragem de E.grandis e
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bagago de cana (Tabela 2, possibilita sua utilizagXe em processos
de enriqueciments de substratos lignoceluldsicos para ragles
animais e ao mesmo tempo, possibilita um reaproveitamento de

residucs de baixo custo e disponivels em grandes quantidades.

4,2.2.~ METABSLITOS PRESENTES NA CULTURA

O T.aowantiagcus fol cultivade em melo ligquideo Czapek, contendo
1,58% de glicoze, 2,0 gl de NaNOs, pH 7,1, durante 15 dias a 50°%¢c.
Verificou-se que em cultura estacionaria o fungo formou uma densa
massa micelial, enguanto que sob agitagfSo (150 rpmd houve formagfo
de pellets, Apds o quinto dia de crescimento, em  cultura
estacionaria, o fungo comegou a produzir um pligmente amarelo. No
fim do cultive ¢18%iad, a cor do caldo era marrom. A produgZo de
pligmente n3c fol observada na cultura sob agitagio, pelo menos
durante os 19 dias de cultivo, scob as mesmas condig@es da cultura
estacionaria. Tentou-se identificar o pigmento fazendo extragio do
calde com diclorometanco, porém as gquantidades obtidas foram muito
reduzidas, E provavel que ¢ pigmento oblido em meic ligquido seja o©
mesmo responsavel pela coloragfo do micélio entre o quinto e sexto
dia de crescimento, tanto em meio ligquido, gquanto em meio sdélido
Cplacas agar Czapek).

Numa outra etapa, os caldos de cultive do fungo foram
destilados, com o objetivo de determinar se o fungo tinha
capacidade de fermentar a glicose do meio. Assim, os destilados dos
caldos de cultivo foram analisados por cromatografia gasosa. As
an&dlises mostraram a presenga de etancl e metanol nos caldos
obhtidos tanto em condigBes estacionirias quanto agitadas C(Figura
100 e 10b%, respectivamente2. A identificagio das substincias
volateis fol feita por contaminag8o das amostras com etanol (Figura
10c> & metanol (Figura 1043,

A fermentagdo de glicose a etancl, acontece em microrganismos
que crescem em auséncia de um aceptor de eletrons, sob ccndigﬁes
anaerdbicas (Doelle, 19813, O T.aurantiacus, pelo fato de ser um
fungo aerdbice, n3o deveria fermentar glicose até etancl. Porém,

pode ocorrer que a densa massa micellal, formada em condig¥es
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estacicnarias, na superficie do caldo, diminua a tensZo de
oxigénic na cultufa, simulando uma condi¢fo de anaerdébiose. Na
cultura agitada, a forma¢8So de pelleis Leria um efeito similar,
sendo que © interior do pellet teria também uma baixa tensZo de
oxigénio (Cooney, 18813,
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FIGURA 106 Cromatografia gusosa dos caldos de cultive de
T. qurantiacus obtides opds 15 dias de incubagdo a s0°C
(o) voldteis obiidoa em cultura estaciondria, (b voldteis obtidos
em cultura sob agitacdo aso rpms, ey Volhteis de o
contaminodos com etanol, e voldteis der (o) contaminados com
metanol
CondicSes das culturas (o e (b 1% gl de glicose, 20 g-l de

NoNO3, pH 7.4

A oblengcdo de metanol nas culturas ¢ de dificil explicacZo.
Embora existam referéncias quanto a produgfo de metanol por

microrganismos, esta produgdc esteve sempre relacionada A presenga
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de substratos ligninoliticos na cultura, sendo sugerido que a
presenga de metancl seria devida 34 desmetoxdilagio de lignina,
provecada por microrganismos (Ander e Eriksson, 19895; Ander o
col,, 19850,

Assim, estudos postericres dever®o ser desenvolvidos com o
objetive de esclarecer as vias metabdlicas que levam o

T.aurantiacus a produzir etanol e metanol, a partir de glicose.

4, 2+ 83, - PRODUCAQ DE ENZITHAS LIGHOCELULOLITICAS

A produgdo enzimdtica por T.aurantiacus fol estudada quando o
fungo cresceu em meic liquido Czapek, com diferentes fontes de
carbone a B0°C., As atividades enzimdticas estudadas foram as
celuloliticas, hemicelulecliticas e lignineoliticas extracelulares.
Cutros parémetros como pH, prcteina solvel e peso seco também
foram determinados, em alguns casos. As alividades enzimiticas,
extracelulares, foram medidas num volume determinade do extrato

ord Ccaldo de cultive filiraded,
4.2.3. 1. - PRODUCAO DE ENZIMAS CELULOLITICAS

Un métlode simples, réapido e sensivel, fol aplicado com o
objetivo de determinar a capacidade do fungo 7T.aurantiacus
produzir celulases extracelulares. O métodeo consistiu em incubar o
fungo em meio liquido Czapek., com Ycelulose-azure', um substrato
insoldvel, como dnica fonte de carbone. £ sablide que fungos com
capacidade celulolitica, provocam a liberagdfc do corante que se
difunde no meio, aumentando a absorbancia a 588 nm (Poicelot e
Day, 1872; Smith, 1977D.

O T.aurantiacus mostrou—-se capaz de produzir celulases
extracelulares quando cultivado em meio contendo ©O,1% de
"celulose~azure” (Figura 110. Q funge causou um  aumento da
absorbincia a 595 nm. Nos primeiros dias de cultivo o crescimento
do fungo fol lento, assim como a liberag¢io de corante para ¢ meio.
Provavelmente, um certo Ltempo de contato entre o fungo e o

substrato fol necessarico para iniciar-se a produgdo de celulases
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extracelulares. Do sexto dia até o décimo segundo, um rapido

aumento na absorbancia foi observado. Apds este periodo o valor da

absorbincia manteve-se constante.
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FIQURA 11 Atividade "colulase total” produzida por T. cqurant tacus,
am i um':ao do tempo. A atividade fou determinada pelo aumento da
absorbincia o ST nm, om caldo Czapaek conlendo Q,1% de "celulose

azure”, como unica fonte de carbono, a SO*C

Depolis de comprovada a capacidade de 7. aurantiacus secretar
celulases para © melo de cultive, procedeu—-se a4 quantificagio das
enzimas do complexo celulase com o fungo crescendo em diferentes

substrates. Foram avaliadas as atividades "celulase total”,

endo-gl icanase e i-glicosldase, utilizando papel filtro,
carboximetilcelulose (CMCD e pNPG como subtratos enzimaticos., A
Tabela 13 mostra um resume das méximas atividades celuloliticas e

f-glicosidase obtidas no transcurso da incubag3o. Cada substirato

fol adiciconado ao meio Czapek numa concentragio de 1,8% (psvd,

excelo no casco de xilana, 1,0%, e gquando glicose, 1,5%, mais

serragem de E.grandis, 0,5%, foram utlilizados simultaneamente.
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< fungo mostrou capaclidade de produzir quantidades

mensuravels de enzimas celuloliticas em todos os substratos
testados. As méximas atividades "celulase total" e endo-glicanase,
foram obtidas

quando glicose foi wtilizada como substrato de

crescimento. As atividades com glicose, conhecido repressor de
atividade celulolitica em outros fungos, foram maiores que com
a~celulose, substratco com © qual esperava-se induzir o sistema

celulolitico,

TABELA 13 : PRODUCAO DE 'ENZIMAS CELULOLITICAS POR T.qurantiacus
EM CULTURA ESTACIONARIA

SUBSTRATO DE ATIVIDADE CELULOLITICA CUL-ml>*

& 3

CRESCIMENTO FPA? CMCase f—glicosidase
' 4

a~celulose 0,07S» G, 082« 0, 004u2y
Glicose 0O, 28806 1,490 0O, 002a2
Cavacos E.grandis O, 017 0, 0Z28u2 Q, 000u2
Serragem E.grandis 0, 030w O, 100 0, 00212
Casca de arroz n.d.> 0,038um n.d
Xilana n. d. 0,120u0 n.d.
Glicose + serragem 0, 032t O, 280uz O, 005U
E.grandis
1; Cada valor corresponde & média de 3 determinaq'o‘ea. o deavio
porceniual em todos os casos esteve enire 3109
2: Atividade “celulose ilcoctal"Filter paper acliwvity?
3 Alividade endo-glicanase ou carboximetilcelulase:
4: Tempo de cultive (dias), em que foi obtida a atividade maxima
5 Atividade nle determinada.
& Cada substralo foi adicionade em concentraqa’o de 1,5% (excelo

xilana: 1,006 ao caldo Cczapek, que
7.4. As culturas foram incubadas & S0°CQ

continha 2g-L de NaNO03, PH

Quando glicose (1,8 e serragem (0,5% foram utilizadas
simultaneamente, observou-se uma atividade de endo-glicanase de
C,28 Ul ml, €1.8% fol

utilizada. Porém, a atividade foi menor que com glicose (1,5%, o

maior que gquando somente serragem

65 -



que indicaria que, a presencga de 0,5% de um residuo
lignoceluldédsico, no meio de cultivo, provocaria uma inibigio da
atividade. E sabido que residucs lignoceluldésicos parecem inibir
as celulases, devido provavelmente 3 presenga de lignina e alguns
fendis (produtos da degradagio de ligninad, inibidores também do
crescimento de mutantes de T, reesei (Dekker, 1883aD.

A f-glicosidase, uma enzima produzida em quantidades elevadas
pela majioria dos fungos celuloliticos (Woodward e Wiseman, 18820,
esteve presente, quando n3o ausente, em gquantidades mulito baixas
nags culturas de T.agurantiacus, pelo menos, quande os niveils da
enzima extracelular foram quantificados utilizando pNPG como
substratoe. Porém, alguma atividade mensurdvel fol oblida somente
no fim do periods de incubagio, ou seja, apds o décimo dia, guando
a lise celular se fez evidenle,

Como uma forma de avaliag83c, as alividades celuloliticas
produzidas por T.ouranticcus, foram comparadas com as do conhecido
fungo celulolitico, T, reesel (MBa (cepa selvagemd (Mandels, 197050
Tabela 14D, |

TABELA 14 : ATIVIDADE CELULOLITICA C(UIL-ml> DE 7T.aaurantiacus (cepa
bragileiral E T.reesey (QM8a2, EM o-CELULOSE E GLICOSE
COMO SUBSTRATOS DE CRESCIMENTO

T.aurantiacu51 T.reeseiz
Substrato : oc-celulose
"Celulase total™ 0,078 0,17
Endo—-glicanase 0,082 14,0
Substrato : Glicose
"Celulase total® 0,25 0,08
Endo-gl icanase 1,49 0,90

1: Crescimenic em 1,5% {(p~-v) de subsirate, durante & dias
2: Crescimento em 1,00 (prv) de subsirate, durante 13 dias
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Pode-se observar que T.reeseil apresenta alta atividade

celulolitica quandoc cresce em meic que contem o—celulose e sofre

repressioe catabdlica por glicose. Pe mode diverso, quando

T.caurantiacus fol cultivado em meio contendo glicose, produziu

maiores gquantidades de endo-~glicanase que gquande o meio continha

g—celulose. Oz valores de atividade celulolitica de T.auranticcus

mostraram—se comparaveis aos de T, reesei (MBa, e chegaram a ser

até maiores, como no caso da cultura com glicose (Tabela 14D,

Visto qgue T.aurantiacus produziu a majior atividade de

endo-glicanase quando cresceu em meio que continha glicose, o

efeite da concentragdc de glicose inicial schbre a

enzimdtica foi estudada C(Figura 125,

produg o
Culturas com concentragBes

iniciais de 0,2, 0,5, 1,0 e 1,8% de glicose, foram preparadas. A

produgdo de endo—glicanase por T7T.oauraontiacus, aumentou quando a

concentragio de glicose inicial fol superior a 0,85%,
aumentando apdés 1,0%.

e continuou

1.6

1.4

1.2) *

ATIVIDADE ENDO~OLICANASE (UL-mby

{ .‘5 ) i .1.{ 5
CONCENTRAgKo DE GLICOSE (%)

FIGURA 12: Produgdo de endo-gliconase por T. aurant iacus, cultivado
em  caoldo Czapek (pH 7,10, com diferentes concentra?&'es MCLaLs de
glicose. As stividades foram determinadas ao sex\lo dia de

. . , o,
crescimente, a S0°C, em culiura estacionaria,
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A producio de enaowglicanase fol estudada durante 158 dias, em
culturas estacicnaria e agitada (150 rpmd. O fungo foi cultivado
em meio contendo 1,8% (15 g-1) de glicose (pH inicial 7,1D>. Os
valores de crescimentoc micelial, glicose residual, variagfo do pH
do meio e produgio de endo-glicanase extracelular sfEe mostrados na
Tabela 15. Os valores de endo-glicanase correspondem aos méioreg
obtidos no decorrer do tempo de cultivo, e os valores para os
outros pardmetros correspondem aocsz obtides no dia da maxima

atividade endo-glicanase.

TABELA 15 : COMPARACAO DO CRESCIMENTO DE T.aqurantiacus EM CULTURA
ESTACIONARIA E AGITADA (180 rpmd

CULTURA ESTACIONARIA® CULTURA AGI TADA'
Endo-glicanase CUI./ml> 1,407 0, 85uz’
Proteina soldvel (mg-mld Q, 40 0,21
Glicose residual (g-lD 3,00 5,87
pH ] 4,70 5,80
Peso seco micelial Cmgd 73,30 104, 4
Cada valor corresponde a média de a3 medidas, com um desvic
porcentual entre 82008
1i: As culturag forom realizadas em candtqses eatbiicas =3 sob
u.gi.to.cgﬁo 1TO rpm’, contendo 15 gL de glicose intciat, PH 7.4,
durante 15 dias a 50 C .
2 Tempo de culiivo (dias, onde foli oblida a méxima atividade
snzimbtica,

Pode-se observar gque, embora a quantidade de massa micelial
tenha sido maior em cultura agitada, a produgic de proteina
extracelular foi maior em cultura estacionaria. O tecr de proteina
extracelular tem rela¢fo com a producio de enzimas extracelulares
pelo funge. Assim, a maior atividade endo-glicanase foi observada
na culiura com maior teor proteice. O consumo de glicose foi 1,4
vezes maior em condi¢g@es estacionarias do que em condigBes de
agltagfo (Tabela 150.
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Na figura 13, gbserva-se a produgZo de endo-glicanase e o
consumo de glicose do melo de crescimento em cultura em agitag3o e
estacionaria. No casco da cultiura agitada, a produgic de
endo-glicanase comegou a aumentar apds o primeiro dia de cultivo,
e manteve-se num nivel mais ou menos constante. A queda de glicose
no meio, entre o inicio do cultive e © terceiro dia, coincidiu com

o aumento de atividade endo-glicanase.
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FIGURA 13t Producdo de  endo-glicanase por T.auranticcus, em caldo
Czapek (pH T8 contendo 1,5% de glicose intciat, sob condtciges
estaciondrias ( —B— ) e de ogitaglo ¢ —&— 3 o BO? C, Glicose  residual

. ;o v
na cultura estaciondria (-0-) e em agitaclo (—H—)

Sob condigces estacionarias, grandes diferencas foram:
observadas. Nos primeiros dias cle cultivo, a atividade
endo—glicanase aumentou rapidamente, alcangando um maximo no sexto
dia, apdés o© gqual observou-se uma queda brusca nos nivels

enzimaticos., A velocidade de consumo de glicose foi maior em
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cultura estacioniria que em cultura agitada. A diminui¢¥o do teor

de glicose no meio, entre o inicio da cultura e o sexto dia, da

mesma forma que para cultura em agitacgSo, coincidiu com o aumento

na atividade endo~giicana3e. A queda na atividade enzimitica apés

o sexto dia, pode ter relagio com a queda no pH do meio,

diminui¢8io de massa micelial
proteases,

com a

ou com a possivel produciic de
© gual provocaria a diminuigZo no teor

de proteina
extracelular (Figura 14D.
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FIGURA 14 Producio de proteina extracelular e & peso  seco
¢ ~8— 1 do T, aurantiacus, quando cultivede em calde Czapek (pH 7,0,
com 1,5% de glicose, durante 15 dias a 5O C, em condteSes
estaciondrias

O fungo 7.aurantiacus, foi capaz de produzir celulases, em

menor ou maior quantidade, quando cultivado em todos os substratos .

acontece normalmente
microrgani smos celuloliticos.

testados, © que n3o com a maloria dos

T. reeset {e sSeus mutantes),

conhecido fungo produtor de elevadas taxas de celulases, apresenta

um sistema celuloliticoe induzide por celulose e fortemente
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reprimido pela presenga de glicose no meio de cultive (Dekker,
1989a5,

O sistema celulolitico de 7T.aurontiacus parece nZo ser
regulado por repress8o catabdélica, ao menos nas concentrac®es de
glicose utilizadas nos meios de cultive., Numa cultura com 1,5% de
glicose, a endo-glicanase comegou a aumentar apds © terceiro dia
dewcultivc. ou seja, quando glicose alcangou uma concentragio de
0,6%. Feldman e colaboradores (1988), trabalhando com a cepa TA2
de 7T.aurantiacus, observaram um comportamento similar para uma
endo-glicanase, a qual era produzida a niveis constitutivos quando
a glicose do melo (inicialmente de 1,0%), alcangava um valor menor
que O, =,

O fungo T.auranticacus apresentou atividades celuleoliticas
comparavels as do fungo 7T.reesei QMSa, apesar de seus sistemas
enziméticos apresentarem grandes diferengas gquanto a indugHo e
repressao. Forém, a regulagdco da produgiio celulolitica de
T. qurantiacus deve ainda ser esclarecida através de estudos mais
detal hados.

4. 2. 3.2, - PRODUCAO DE ENZIMAS HEMICELULOLITICAS

A producdo de hemicelulases fol determinada pela atividade
xilanase. A atividade f-xilosidasze foi determinada em alguns
CABOS. As  alividades enzimadlticas foram determinadas guando
T.aurantiaccus cresceu em diferentes substratos, nas mesmas
condi¢@es de producio de celulases (Tabela 162,

A produgBo de xilanase por 7T.guranttiacus, fol similar a
produgdo de celulases. A malor atividade xilanase fol obtida numa
cultura estacionéria com glicose como substrato, no sexto dia de
crescimento, nas mesmas condigBes em gque a maxima atividade
endo—glicanse fol obtida. Quando xilana, 1,0%, foi utilizada como
substrato, obteve-se uma alta atividade xilanase, quando comparada
com a atividade em ocutros substratos.

CGuando o funge foi cultivado em meio contendo 1,5% de glicose
e 0,85% de serragem de E.grandis, a atividade xilanase caiu, em
relagdo a atividade em meic contendos apenas 1,%% de glicose, da

mesma forma que fol observade para a atividade endo-glicanase. A
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atividade p-xilosidase fol produzida, extracelularmente, em baixas

quantidades e no fim do perifiodo de incubagfs (10-15 dias).

TABELA 16: PRODUCAO DE XILANASE POR T7T.auronttacus EM CULTURA

ESTACIONARI A
SUBSTRATO DE ATIVIDADE CUL- ml2>
CRESCIMENTO! XILANASE ﬁ¥xilogidase
¥ilana C"larchwood') 0, 530un” 0, 00254
Glicose 1,200 n.d.?
Serragem b.grandls 0, 021w n. d.
Casca de arroz G, 23002 0, 0038%um
Glicose + Sesrragem de Q, 320um 0, 00Buz
E.grandis
Cada valor corresponde & media de a medidas,com um desvio

porcentual entre 3I-10%

i: Cada subgirato fol adicionado oo meLo Czapek, nos mesmos
candiqé"es mosiradas noe Tabela 6

2: Tempo de cullivo (dias), em que foi oblido a atividade

3 Atividade ndo determinada

Quando a produgfo de xilanase fol comparada & de
endo—§1i¢ana$e, observou—-se que ambas enzimas foram produzidas nos
mesmos substratos. S6 n¥o fol determinada a atividade xilanase em
cultura com o celulose. A glicose foi © melhor substrate para
produgcic de xilanase e endo-glicanase, no mesmo dia de cultive cs®
diad, ¥ilana foi un substrato onde tanto xilanase guanto
endo—-glicanase foram produzidas, porém a atividade xilanase foi
maior do que endo-glicanase (Tabelas 13 e 162,

Quando o fungo fol cultivado sob agitagBo (180 rpmd, produziu
0,58 Ul ml de atividade xilanase, utilizando 1,5% de glicose como
substrato de crescimento. A atividade foi reduzida am
aproximadamente D0¥%, quando comparada com a cultura estacionaria,

nas mesmas condilgfes,
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Existe muita disgordlncia na literatura quanto & regulagcXo da
produgdo de xdilanases extracelulares em fungos e baclérias. Alguns
autores afirmam que a produg3o ¢ constitutiva, e outros, indutiva,
em resposta ac substrato de crescimento utilizado ((Dekker e
Richards, 1976; Dekker, 198%2a0. A capacidade de fungos que
decompBSem madeira, produzir xilanases quando crescem em melios gque
contém glicose ou celulose como substrato, fol descrita (Clermont
e col., 1970; Bailey e col., 19710, © T.auranticcus fol capaz de
produzir xilanase com todos os subtratos em que sle foi cultivado,
inciuindo giiccse,'com a qual obteve-se a maior atividade.

A atividade xilanase da cepa brasileira de 7T.aurantiacus
€0,82 Ul-mld, resultou ser menor gque a de uma cegpa indiana do
mesmo fungo (37,4 Ul-/ml) (Khandke e col., 198320, quando ambas
foram cultivadas em meioc que continha xilana, a 50°C durante 10
dias para a cepa brasileira ¢ 12 dias para a cepa indiana. Quando
¢ melo continha glicose em concentragio de 1,0% (prvd, a cepa
indiana n8o produziu xilanase (Khandke e col., 1888ad. A cepa
brasileira, pelo contrério, produziu 1,2 (Ul-ml2 de xilanase,
quando cultivadoe em meio contendo 1.8% de glicose (Tabela 16D,
Porém, a méxima atividade xilanase da cepa brasileira de
T.qurantiacus (1,2 UI/ml) resultou muito menor quando comparada
com a de Aspergillus fumigatus (produtor de xilanases comercilais?,
g2l (Ulrml>, cultivade em meio contendo 1,0% de xilana, sob.
agltacHo e a 37°%C (Stewart e col., 1983).

Numerosos trabalhos iIinformam da relag¢gdco entre atbtividade
xilanase e endo-glicanase (Dekker e Richards, 1976; Wong e col.,
1988: Roger e Nakas, 1890)., Sendo que alguns mostram que mulag@es

gue afetam a atividade celulase, freguentemente Lambém afetlam a

atividade xilanase CMontenecourt e col. , 19810, Para
T.ourantiacus, a produgdo de atividade xilanase foil sempre
acompanhada de atividade endo-glicanse. Deve-se, portanto,

considerar a posibilidade da existéncia de uma relagfo entre o
mecani smo de regul ac3do da atividade xilanase =) o da;
endo—glicanase. Toda e colaboradores (18712, trabalhandoe com uma
celulase comercial de T.virtdoe, observaram © gque chamaram de
"especificidade cruzada"™, onde tanto carboximelilcelulose quanto

xilana competiram pelo mesmo sitio ativo na enzima.
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4.2.3.3.~ PRODUCXO DE ENZIMAS LIGNINOLITICAS

A capacidade ligninolitica do fungo foi testada atraves de
um método espectrofotométirico quantitativo, simples e rapido,
equivalente ac método utilizade para determinar produgdc de
celulase extiracelular com "celullose azure". O métode utilizado
para determinar a capacidade ligninolitica foi a descoloragcio do
corante ardmatico Remazol brilliant blue C(RBB-R) (Ulmer e col.,
lee4s,

A descolorag3o fol determinada gquande o© c¢rescimente do
T.aurantiacus foi estudado em meic que continha 1,5% de glicose,
1,5% de serragem de E.grandis e 1,8% de glicose mais O,5% de
serragem, simultaneamente. Estes substratos foram adicionados ao
meioc Czapek (pH 7,15, e as culturas foram mantidas durante 10
dias, em condi¢les estacionarias, e a 50°¢,

T, auranticcus mostrou capacidade de descolorir RBB-R, quando
fol cultivado em meios que continham o substratos testados
CFigura 1%, embora o comportamento com cada um deles tenha sido
diferente,

Quando glicose fol utilizada como fonte de carbono, obteve-se
uma descoloragdo muite fraca de RBB-R. Com serragem de E.grandis
cbteve~se uma descoloragio maior gque com glicose, no fim do
cultivo. O crescimentc em serragem foi retardado nos primeiros
dias do cultiveo, porque o fungo nZEo dispunha de uma fonte de
carbono adicional. Provavelmente, seja eSSy a razdo da
descolﬁraqée aumentar tardiamente. Quando glicose e serragem foram
utilizadas simultaneamente, a descoloragio de RBB-R foi
marcadamente superior que com glicose e serragem utllizadas
separadamente. Portanto pode-se concluir que a presenga de 0,5% de
um material lignoceluldsico teve um efeito de indugfo do sistema
que descolore RBB-R, uma vez que a raz3o de absorbincia de 0,48 em
1,8% de glicose aumentou para 1,65 em 1,%% de glicose mais 0,8% de
serragem. Um resumc das méximas descolorac®es nas diferentes

condl ¢¥es aparece na Tabela 17.
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FIGURA 1%5: Deacoloraqao de EBB~R por T. aqurant iacus, culiivado
durante 10 dias sot G, c(}ndi.c:i?ies estaciondrias), em coldo Czapek
A{pH 7,0, com 1,5% de glicoge ( A3 1,5%% de serragem de E, grondis
—B—) & 1,5% de glicose + 0,5% de serragem de E. grandis (-8

TABELA 17: ATIVIDADE LIGNINASE DETERMINADA PELA DESCOLORAGCAO DE

RBB-R
SUBSTRATO RAZAQC ABSsas. ABSsoo
Glicose (1,8%D 0,44
Serragem E.grandis (1,852 0,56
GCliceose (1,8% + Serragem 1,88

E.grandis (0,5

pesvio porceniual das medidas: 3-1086
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A descoloragfo de RBB-R e outros corantes polimgricos, foi
correl acionada com a atividade ligninolitica no fungo
P.chrysosporium (Glenn e Gold, 1883; Ulmer e col., 1984). Glenn e
Gold (19833, afirmaram que a descolora¢io de corantes parece ser
um processo metabdlico secundario, como a atividade lignineolitica.

Nenhuma  evidéncia existe na literatura da capacidade
ligninolitica de 7T, aurantiacus. Porém, com estes resultados
iniciais pode-se afirmar que a cepa brasileira de T.aurantiacus,
semslhantenente ao P, chrysosporium, tem capacidadé de descolorir
RBE-R, e Jque a descoloragio na presenga de um residuo
lignoceluldsico no meio de cultivo foli 2,8 vezes superior gue na
auséncia deste Lipo de material.

Comprovada a existéncia de capacidade ligninoelitica em
T. qurant iacus, procedeu-se a gquant.ificac®o das atividades
ligninase (oxida¢8c de Alcocl veratirilicod e fenol oxidase,
determinadas Como lacases Coxidagio de siringaldazine,
o-dianisidina e outrosl). 0Oz substratozs de crescimento utilizados
neste estude foram glicose e madeira de E.grandis (serragem o
cavacos?, testados como provavels indutores de atividade
ligninolitica (Tabela 18).

Quando glicose, em diferentes concentragfes J(0-182%), foi
utilizada como substrato de crescimento, nenhuma atividade
ligninase ou fenol oxidase fol observada., De modo similar a
descoloragfco de RBB-KR, as maiores atividades fenol oxidase foram
obltidas quande wum residuo lignoceluldsico, comoe serragem de
E.grandis, esleve presentle na cultura (Tabela 182,

Nos caldos de cultivo com madeira nfoc fol possivel determinar
atividade ligninase, por oxidag¢Zo de Alcool veratrilico, devido as
interferéncias resultantes, provavelmenle, de produtos de
decomposi¢fo da madeira liberados aoc meioc, gue provocam uma
coloragdo dos caldos.

A atividade fenol oxidase, fol determinada por oxidag®o de
o-~dianisidina e siringaldazine a pH 3,0, sem adi¢3o de perdxido de
hidrogénio. A produgic de fencol oxidase extracelular foi
determinada gquando a cultura continha glicose (1,5X), serragem

€1,%%, cavacos (1,8%) e glicose (1,%5% com diferentes

concentrag®es de serragem (0,1-1,02. Ao mesmo tempo, utilizou-se
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uma concentragZo de serragem de 1,5%, com uma quantidade reduzida

de glicose (0Q,5% (Tabela 182,

TABELA 18 : PRODUCAO DE FENOL OXIDASES POR T.courantiaccus EM
CULTURA ESTACIONARIA

SUBSTRATO' . ATIVIDADE FENOL OXIDASE C(Ur1)
o-dianisidina siringaldazine
Serragem <¢1,5%7 10,5 @ - 0,00
Cavacos (1,507 5,50 e | 0,00
Glicose (1,8%) 0,00 G, 00
Glicose (1,52 +
O,1% serragemz 0,861 » O, 00
O,2% éarragem 15,9 & 8,20 @
C,5% serragem 21,4 & 11,3 w»
1,0% serragem 38,58 & 20,0 @
1.8% serragem 42,5 w 23,8
Serragem (1 LBy % 92,7 W2 43,2 a»

glicose (0,5%

Desvio porcentual das medidas: a-108

1: o5 substratos foram adiclionados ao  caldo Czapek (pH 7.43, nog
conceh!.ro.q&'eaa assinaladas entre paréntese. As culturas foram
incubadas a S0°C

2! Serragem e Cavoacoe de Eucaliptus grandis

b 4 Tempo de cultive (diag) em que foi obtida o méxima atividade
fenol oxidase

Pode-se observar que o T.aurantiacus foli capaz de produzir
atividade fencl oxidase extracelular, sempre gue no meio esteve
presente algum residuo lignoceluldsico, neste caso serragem ou
cavacoes de E.grandis C(Tabela 183, Baixas atividades que oxidavam
o-dianisidina, e nenhuma que oxidasse siringaldazine, foram
observadas quando serragem e cavacos foram utilizados sem uma
fonte de carbono adiciocnal, como glicose. Nestas culturas o

crescimento de 7T.aurantiacus foi reduzido, o que confirma o fato
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de gque fungos n3o podem utilizar a lignina de residuocs
lignoceluldsicos como dnico substrato de crescimento, sendo,
portanto, necessidria a presenga de um co-substrato, facilmente
melabolizavel., A presenga de glicose no meio ¢ também importante
para a produglo de perdxido de hidrogénio, necessério para a agfo
de peroxidases (Eriksson, 1987).

Uma variagfo na produgdo de fenol oxidase foi observada
quando uma concentragioc fixa de glicose de 1,5%, foi acompanhada
de quantidades wvariadas de serragem de E.grandis no meio de
cultivoe C(Figura 16). A atividade fenol oxidase aumentou com o©
aumento da quantidade de serragem no meio, alcanganda uma
atividade de oxidac¢f@o de o-dlanisidina de 42,8 Usl, no sexto dia
de crescimento em 1,8% de serragem. Porém, a atividade nZc teve um
aumentoc muito grande entre 1,0 e 1,%5% de.%erragem. Neste ensaio
cbservou—-se também, que a oxidagBo de siringaldazine, aconteceu
somente quando a atividade que oxidava o-dianisidina fol superior
a 10 U1, sendo que o comportamento quanto ao dia de produgfc de
atividade que oxidava siringaldazine fol similar ao que oxidava
o-dianisidina (Figura 17D.

Quande a concentragdo de glicose fol reduzida para 0,8% e a
serragem fol mantida em 1,8%, uma atividade de Q2,7 Us1 foi obtida
para o-dianisidina e de 43,2 Ursl para siringaldazine, no décimo
segundo dia de crescimento (Figura 172, No sexto dia de
crescimento, a glicose do meic fol reduzida a nivels mininos,

enquantoc que a atividade fenol oxidase comegava a aumentar.
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FIGURA 16! Produgdo de fernol oxidases por T. aurant iacus, cultivadoe
em  caldo Czapek {(pH 7,43, contendo 1,5% der glicose & diferentes
concentragSes de serragem de E. grandis. A atividade ferol oxidase
foli determinada por oxidagdoc de o-dianisidina ¢ —B— @
siringoldazine ¢ b 3, tate] sexto dia de ¢rescimento a s0° G, am

. AF . . s
conch.qoes estacionarios
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FIGURA 47; Produglio de fenol oxidase por T.aurantidacus duronte 15
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(pH 7,8, continha  4,%% de serragem de E, grandis + 0,5% de glicose
inicial, Atividade fenol oxidase determinada por oxidagdo de
o-dianisidina { @ 3 o siringaldazine ¢ —h— 2 Olicose residual na

cubtiura (-~

N#o fol possivel determipar o teor de proteina soldvel, nos
caldos onde foram determinadas as atividades fencl oxidase, porgque
a coloragdo destes interferia com os métodos utilizados (Bradford
e Bluretod,

Outros substratos, como guaiacol e orcinol, foram testados
com © caldo com 92,7 Ursl de atividade (o-dianisidina), e uma
reagic positiva de oxidag3o observou-se, qualitativamente, pela
mudanga de cor (rea¢ic pesitiva correspondia a uma intensa cor

vermelhal,
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Pode-se concluir, ent3o, que a produgBo de atividade
ligninelitica por T.aurantiiacus, ol influencliada pela presenga de
um material lignoceluldsico no meio de cultivo, A descoloragZo de
RBRB—-R, provavelmente seja realizada pela agfo de uma sistema
enzimidtico similar ao responsadvel pela oxidaglo de o-dianisidina e
siringaldazine. Porédm, a descoloragfo de RBB-R aconteceu gquando
apenas glicose esteva presente no meio, enquanto nenhuma oxidag3o
de o-~dianisidina e siringaldazine fol obtida nestas condi¢Bes. E
importante destacar o© fato de gque a atividade que oxidava
o-dianisidina, siringaldazine, orcinol e guaiacol, foi testada senm
adigdo de perdxido de hidrogénio (ou seja, como lacased. Porénm,
ndo foil feita a determinagio de perdxido de hidrogénic nos caldos
de cultivo, por tanto, n8o é possivel afirmar que a enzima que
oxidou os compostos anteriores atus na auséncia de perdxido de
hidrogénioc, como uma lacase.

O T, aurantiacus produziu atividades de fencl oxidase malores
que as de fungos de decomposiégo branca (C.versicolor C(CLU e
ATCCH, Phellinus igniarus (CLUD, Lycoperdon sp.(CLUXD; quando a
atividade foi testada pela oxidagio de o-dianisidina e
siringaldazine (Szklarz e col,., 18830, As maximas atividades
ochtidas no casc de T.aurantiacus foram de 92,7 (Usml>, para
oxidagBo de o-dianisidina e 43,2 (U-mlD, para oxidacio de
siringaldazine (Tabela 18>, em meic gue continha 1,5% de serragem
de E.grandis e 0,5% de glicose. Quando C.versicolor foi cultivadoe
em meio contendo 0,84 de glicose, as maximas atividades lacase
foram de 60,71 (Usml>, para oxidagBo de o-dianisidina e 7,81
(Urml> para oxidacdo de siringaldazine (Szklarz e col., 19890,

O fungo T.ourantiocus produziu  enzimas extracelulares
celuloliticas e hemiceluloliticas quandoe cultivado em todos os
substratos testados. Enquantoc que, para a producio de enzimas
ligninoliticas, fol necessaria a presenga de um  substrato
lignoceluldsico no meio de cultivo. Endo-glicanse e xilanase
foram, provavelmente, produzidas constitutivamente quande o fungo

cresceu em glicose.
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As atividades enzimdticas produzidas por T.aurantiocus, tem
' relag¥o com os ra$ul{ados obtidos durante o estudo do crescimenta
do fungo em diferentes substratos (Tabela 2,pagina 46). Devido A
capacidade demonsirada pelce fungo para crescer em fontes de
carhbono simples, polimeros mais compl exos e residucs
lignoceluldsicos, esperava-se encontrar as enzimas necessarias
para a utilizagfo de tals substratos. Isto foi confirmade ao
detectar-se atividade “celulase total', endo-glicanse, xilanase,
#~glicosidase, f-xilosidase C(embora, em bailxas quantidades) e
fenol oxidases. A baixa velocidade de crescimento em celobiose
coincidiu com as baixas atividades de fi-glicosidase obtidas. Deste
modo, a baixa velocidade de crescimento em oc-celulose pode indicar
uma baixa atividade da enzima Ci. enzima necessaria na primeira
etapa da degradagfo de celulose, permitindo o posterior ataque por
Cx Cendo e exo-glicanasesD. A enzima Cx atuaria numa agBo
combinada e sinérgica com Ci (Ci-Cxd) (Lee & col., 1980). Isto
explicaria a baixa atividade de "celulose total” e endo-glicanase
quando o substrate utilizado foi a-celulose.

Contude, © sistema celulolitico de 7T.aurantiacus apresentou
caracteristicas interesantes, do ponto de vista da utilizac%c em
fermentagles, onde o©s principais problemas s%c © aumento e o
actmulo de glicose, com uma consequente repress3c dos sistemas
celuloliticos. T. aurantiacus apresentou uma atividade
endo—gl i canase em'concentragﬁas elevadas de glicose.

A produgfo de enzimas ligninéliticas, determinadas como fenol
oxidases, parece ser dependente do substrate de crescimento.
Assim, as malores atividades foram obtidas quando'flaurantiacus
crescia em meios que continham serragem de E.grandis em altas
concentragles (1,8%, em presenga de um co-substrato, como
glicose. Porém, uma baixa concentrac¢ic de glicose (0,5%, pareceu
ser muito melhor do que uma alta concentracZoc (1,85%).

Finalmente, um aument.o na produgio de enzimas por
T, aurantiacus, pode ser possivel através do desenvolvimento de-
processos tals como otimizagSo da composicic do meio e das

condigBes de crescimento e modificagBes genéticas.
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4,3.~ BIODEGRADACAO DE MADEIRA DE Eucaliptus grandis POR

T. aurantiacus

Depois de confirmar a produg@o de atividade ligninoclitica
(fenol oxidase) por T.aurantiacus, e sabendo que o fungo tinha
sido isolado de cavacos de Eucaliptus sp., decidiu—-se estudar as
alteragles produzidas na madeira de Eucaliptus grandis apds
tratamento fungico.

- As madeiras, serragem € Cavacos, foram tratadas com
T, oauranticcous, durante 21 dias, a 50°C em condl ¢Bes estaclionarias. |
Apds este periodo, © micélio do fungo foi separado da madeira, e
seus principais componentes foram analisados quimicamente. Quando
serragem de E.grandis fol tratada com o fungo, tres concentragtes
diferentes de glicose foram utilizadas (0,3, 0.8 & 1,0%0, com o
objetivo de determinar o efelto da variag3o de glicose do meic na

biodegradagfio dos diferentes componentes da madeira.

As caracteristicas da madeira apos tratamento com
T.aurantiacus, quanto a porcentagem de extrativos, lignina e
hemicel ulose, nas diferentes concentragdes de glicose, SED

mostradas na figura 18. Na tabela 18, aparece um resumc das
porcentagens de perda de cada componente em relagic & madesira

inicial.

TABELA 19: PORCEHTAGEM DE PERDA DOS COMPORENTES DE SERRAGEM DE
‘ E.grandis TRATADO COM 7T.curaniiacus, EM CULTURAS COM
0,3, 0,5 E 1,0% DE GLICOSE

CONCENTRACAO DE GLICOSE (%2

% DE PERDA 0,3 0,5 1,0

PESO 5, 4020, 6 8,70-0,7 5,70-0,9
EXTRATIVOS 53,751 .1 64,471,0 46,151,0
CELULOSE 0,00 0,00 0,00
HEMI CELULOSE 10,7%0,9 11,0%1,0 8,50%0,9
LIGNINA 11,3%,0 15,051 ,1 10, 4%0,9

- . . + ’
0s volores do tabela correspondem U média de 3 meducl'aes -~ desvio
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A perda de peso da madeira apds 21 dias de tratamento, foi
maior quando 0,9% de glicose foi adicieonada aoc meio. O teor de
extrativos fol © mais alterado pelo funge C(figura 18), diminuindo
4 metade, quando comparado com o valor do controle, quando 0,3 e
0,5% de glicose foram utilizados., Numa concentragfo de glicose de
1,0%, a queda do teor de extrativos teve uma diminulclo. As quedas
nos teores de hemicelulose o lignina, para am madeiras teatadas,
foram majores em balxas concentragles de glicose 0,2 o O,%%). A
celulose fol o dUnico componente da madeira que n%o sofreu

alterag3o apés tratamento fungico.
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A sclubilidade em NaOH 1,0%, ou indice de degradacfo, foi de
10,1i0,4 % no controle, Para as madeiras tratadas com fungo, na
presenga de 0,3 e 0,8% de glicose, a solubilidade em NaCH 1,0% foi
de 8,?i0,$ = B.Sfi,O%, respectivamente. Estes wvalores sXo
dificieis de explicar, Jj& que, por definigfo, quando um processo
de bicodegradagcfo acontece, a scolubilidade em NaOH 1,0% aumenta,
devido ao aumento das substéncias soldvels resultantes da acfo do
fungoe C(ASTM Methods, 1866cd. Porém, dquando a concentragio de
glicose aumentou para 1,0%, a solubilidade em NaOH 1,0% foi de
11.0t0,g 7. E provavel gue no transcurseo da incubaglo, o
T.qurantiacus, gue provocou alguma perda de lignina, tenha
utilizade as substincias seldveis, produtes da decomposi ¢Bo  da
lignina, provocando com isto a diminuigfio do valor do indice de
degradag8c, nos dois primeiros casos 0,3 e 0,9% de glicosed.

A rapida queda dos extrativos apds 21 dias, indica gue
T.curantiacus utiliza estas substincias da madeira para seu
crescimento; estes resultados concordam com os de  Auer e
colaboradores (18881, que afirmam gue os principals componentes a
serem atacados pela cepa brasileira de 7T.agurantiacus s3o as
substincias soliveis, gue compdem os extrativos.

Una wvez que T.auraniiacus provocou a malor perda de pess &
componentes da madeira quando ©,8% de glicose foram adicionados na
cultura, o estudo da degradagdc de cavacos de E.grandis foi
realizada nestas condig@es. Um resumo das caraclteristicas dos
compoﬁehtes dos cavacos apds 21 dias de tratamento, e apds serem
moidos, aparece na Tabela 20,

Embora tenha-se observado um bom crescimento fungico scobre a
superficie dos cavacos, as alleragfes neles provocadas, qguanto a
perda de componentes, foram minimas, excelo para os extrativos. As
perdas de lignina e hemiceluleose foram mencores que com serragem.
Porém, a perda de extrativos foli comparavel a perda de extrativos
em serracgem. E provavel que o atagque de 7T.aguranticcus tenhase
limitado & superficie dos cavacos, sendo necessirio um tempo de
cultivo maior, para provocar modificagBSes internas, e

consequentemente maicres alterag@ies toltais nos componentes.
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TABELA 20 : PORCENTAGEM DE FPERDA DOZ COMPONENTES DE CAVACOS DE

E.grandis TRATADOS COM T.auranticcus, NA PRESENCA DE
0, 5% DE GLICOSE

PORCENTAGEM DE PERDA

PESO 56,2071 ,5
EXTRATI VOS 59,051 ,2
CELULOSE 0,00

HEMI CELULOSE 9,80%1,0
LIGNINA 85,2051 ,1

Os volores da tabela correapondem o mddia

. + ’
de 3 medicBes - desvie

T.aurantiacus atacou preferencialmente oS extrativos
(substéncias fendlicas, carboidratos, ceras, graxas, etc.? da
‘madeira, cavacos e serragem, de E.grandis, provocando uma perda de
B50-80% em 21 dias. A queda de lignina fol peguena, comparada com
as perdas provocadas por conhecidos fungos ligninoliticos, como
P. chrysosporiun (cepa ME-PC-83(23% de perda de lignina, apés 80
dias de cultivod (Blanchette e col., 19883, A queda de extrativos
pode ser benéfica na fabricag8o de pastas celuldsicas, ja que a
retirada destas substéncias promove o aumento ne rendimento de
celulose & um menor consumo de produtos guimicos para este fim
CD'Almelda, 1988>. Assim, uma otimizaglo da bilodegradagio de
madeira por T aurantiaeus se faz necesséria, pensando na utilidade
do fungo no pré-tratamento de madeiras a .Serem utilizadas na

'obtengﬁo de pastas celuldsicas ¢ papel,
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8. - CONCLUSARO GERAL °

~ A olimizag¥o das condi¢g®es de crescimento e a definicio de um
meio para (o) melhor crescimento da cepa brasileira de
T. aurantiacus, foram obtidas através da utilizacZco de métodos
estatisticos. O melo agar Czapek modificado, no qual a maxima
velocidade de crescimento foi obtida C4,74i 0,02 mmshd, continha
0,8% (p-viC8,0 g-1d de glicose como fonte de carbono e 37,8 mEqgel
(3,2 gr1> de NaNGCz como fonte de nitrogénio. O pH do meic e a

temperatura de cultivo foram 6,0 e 48°C, respecti vamenle,

- A produgfo de proteina unicelular (SCPY pelo T.auranticcus,
também foi abordada. Quando ¢ fungo foi cultivado em caldo Czapek
contendo 1,8% de glicose, obleve-se uma proteina com alto tecr em
aminodcidos essenciais. A gualidade da proteina de 7.auraontiacus
mostrou-se comparavel & qualidade da protefina de soja e da

proteina sugerida pela FAOQ.

- No caldo de cultive de 7T.aqurantiacus, gue ceontinha 1,8% de
glicose como fonte de carboneo, fol detectada a presenca de metanol
e etanol (determinagfo gqualitativad, provavelmente, produzidos por
fermentagdo da glicose. Etanol e metanol, estiveram presentes
tanto nos caldos obtidos sob condi¢g®es estacionarias, guanto

agitadas <130 rpmd.

- O 7T.oguranticocus fol cultivado em caldo Czapek, com diferentes
substratos de crescimento, lignoceluldsicos =3 n&o
lignoceluldsicos. O fungo produziu uma variedade de enzimas
extracelulares, em maior ou menor guantidade, em todos os
substratos testados. As altividades enzimdticas presentes nos
filtrados dos caldos de cultiveo Cextirato crul, foram:
endo-glicanase, {?-glicosidase, xilanase, {3- xilosidase e fenoi
oxidases extracelulares.

A atividade de endo-glicanase foi obtida em cultura,
estacioniria e agitada, gue continha glicose numa concentragio

inicial de 1,5%, sendo que uma maxima atividade €1,49 Ul ml, em
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cultura estacionaria), foi alcangada quando a glicose do meio caiu
para CG,3%, no sexto dia de cultive.

A méAxima atividade xilanase €1,2 Ul ml)>, foi obtida quando o
fungo fol culiivado em meic contendo glicose 1,.8%, no sexto dia de
cultivo, sob condigSes estacionarias. Quandc o© meio continha
xilana 1,5%, a atividade xilanase fol de 0,53 (Ul ml>, no décimo
dia de cultivo, sob condi¢fes estacionarias.

As atividades i~glicosidase & -«llosidase, estliveram
presentes em quantidades minimas e, ag verzes, até ausentes, ac
menos extracelularmente. n

O fungo apresentou atividade fencol oxidase (possivelmente do
tipo lacased, gquando foi cultivado em meio contendo glicose mais
serragem de E.grandis, sob condi¢fes estacicnarias. Nestas
condi gBes foram obtidas altas atividades enzimadticas com
capacidade de oxidar o-dianisidina (82,7 U-l> e siringaldazine
C48,7 UrlD. Contrar‘iamente,‘n@nhuma atividade fenol oxidase foi
observada quando a cultura continha apenas glicose, sendo provavel
que a preodugdc destas enzimas seja induzida pela serragem de

E.grandis.

- O T.ourantiacus provocou uma perda de peso de 6,7%, guando
serragem de E.grandis fol tratada com o fungo durante 21 dias a-
50°¢C, na presenga de 0,84 de glicose como co-subsirato., A perda de
lignina foli de 195,0% nestas mesmas condi¢gBes. Sendo gque os
componentes mais alterados apds os 21 dias foram os extractivos,

com 64,4% de perda.

A cepa bragileira de Thermoascus awrantiacus mostrou-se um
eficiénte produtor de enzimas lignoceluléli£icas. O potencial do
fungo, portanto, poderia ser aproveitado no tratamento de residuos
lignoceluldsicos, como casca de arroz, bagago de cana, etg,
Cenriquecimento, biodegradagdio, etc.) ou no pré—tratamentc de

madeiras a ser utilizadas na industria de polpa e papel.
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