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RESUMO

As celulases produzidas por fungos filamentosos atuam sobre materiais celuldsicos
levando a degradacéo das fibras de celulose em agucares como a glicose, celobiose
e outros oligbmeros. O trabalho teve por objetivo isolar e selecionar fungos
filamentosos de diferentes areas de floresta na regido do médio norte do Estado de
Mato Grosso com atividade de celulase. Foram isoladas 145 linhagens de amostras
de solo e avaliadas o potencial de atividade de celulase pela técnica do halo de
hidrolise do carboximetilcelulose (CMC) utilizado como fonte de carbono. Destas
50,68% das linhagens apresentaram indice enzimatico (le) e 49,31% néo
apresentaram halo de hidrélise ou ndo cresceram. As linhagens com (le) foram
avaliadas para a producédo de endoglucanase (CMCase) em meio sintético contendo
CMC. Foi obtido um percentual de 94,59% de linhagens produtoras da enzima
CMCase. As linhagens 12, 26, 42, 45, 60, 63 e 72 se destacaram como melhores
produtoras de CMCase com atividade variando de 0,63 a 0,8 U.mL™.

PALAVRAS CHAVE: Floresta Amazonica, Indice enzimatico, Atividade de celulase.

SELECTION OF FILAMENTOUS FUNGI WITH CELLULASE ACTIV ITIES,
ISOLATED FROM DE AMAZON FOREST

ABSTRACT
The cellulases produced by filamentous fungi act on cellulosic materials leading to
degradation of the cellulose fibers in sugars such as glucose, cellobiose and other
oligomers. The study aimed to isolate select filamentous fungi with cellulase activity
from different areas of forest in the middle north of the State of Mato Grosso. We
isolated 145 strains from soil samples and evaluated the potential of cellulase activity
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using the halo technique of hydrolysis of carboxymethylcellulose (CMC) as a carbon
source. 50.68% of the strains showed enzymatic index (le) and 49.31% did not
present hydrolysis halo or did not grow. Strains with (le) were evaluated for the
production of endoglucanase (CMCase) in a synthetic medium containing CMC. It
was obtained from a percentage of 94.59% enzyme-producing strains CMCase. The
lines 12, 26, 42, 45, 60, 63 and 72 they stood out as best CMCase-producing with
activity ranging 0.63 to 0.8 U.mL™.

KEY WORDS: Amazon forest, enzymatic index, cellulase activity.

INTRODUCAO

O solo é considerado um reservatorio natural para os micro-organismos, onde
aqueles com capacidade de secretar enzimas, como as celulases que atuam na
decomposicdo da biomassa lignoceluldsica, realizam atividade primordial no ciclo do
carbono (DAMASO et al., 2012; VALENCIA & CHAMBERGO, 2013). As celulases
produzidas por fungos filamentosos atuam sobre materiais celuldsicos levando a
degradacdo das fibras de celulose em agucares como a glicose, celobiose e outros
oligdbmeros (DAMASO et al., 2012).

A hidrélise enziméatica da celulose é catalisada por enzimas altamente
especificas que constituem um complexo celulolitico, denominado de hidrolases, que
clivam as ligacdes O-glicosidicas. A sua classificacdo € de acordo com seu local de
atividade no substrato celuldésico e compreende trés grandes grupos de enzimas, as
endoglucanases (EnG), que clivam ligacbes internas da fibra celulGsica, as
exoglucanases (ExG) que atuam na regido externa da celulose e as e B-glicosidases
(BG) que hidrolisam oligossacarideos soluveis em glicose (CASTRO & JUNIOR,
2010).

As enzimas produzidas por micro-organismos tiveram a sua produgao
comercialmente em meados de 1980 e usado com éxito em escala industrial para
catalisar varios processos quimicos, como a producédo de detergentes, alimentos e
bebidas, racdo animal, téxteis, papel e celulose e produtos biomédicos (CASTRO &
JUNIOR, 2010; RIBEIRO et al., 2014). Neste contexto, os fungos filamentosos tem
despertado o interesse para bioprospec¢do por apresentarem crescimento rapido,
facilidade nas condicbes de cultivo, por serem bons produtores de enzimas
extracelulares com grande potencial de utilizacdo na industria (SIMOES & TAUK-
TORNISIELO, 2005).

As celulases sao utilizadas industrialmente na bioconversdo de residuos de
lignocelulose e transformados em acucar fermentavel que pode ser aplicado para
producdo de etanol de segunda geragdo (GOMES et al., 1993). A producao deste
tipo de etanol a partir de residuos lignocelulésicos demonstra viabilidade de
producédo para o setor de biocombustiveis, por ser considerada uma fonte de energia
renovavel. Entretanto, a hidrélise da biomassa lignoceluldsica incluem processos de
pré tratamento com tecnologia de enzimas para a conversdao da celulose e
hemicelulose em acucares fermentaveis. As formas de obtencédo das enzimas € o
maior obstaculo devido ao alto custo de producdo (HE JUNA, et al., 2013;
VALENCIA & CHAMBERGO, 2013).

O Brasil possui uma grande biodiversidade que pode ser explorado para
estudos com micro-organismos que tenham atividade celuloliticas. O bioma
Amazonico ocupa aproximadamente metade do territério brasileiro e considerada a
maior reserva de diversidade biolégica com solo e clima que favorecem o
crescimento de micro-organismos (THIEME et al., 2007). O objetivo do trabalho foi
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isolar e selecionar fungos filamentosos de areas de floresta da Amazbnica
Meridional do Estado de Mato Grosso visando a obtencdo de linhagens promissoras
para producao de enzimas celuloliticas.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo e coleta de amostras de solo

As atividades foram realizadas no municipio de Tangara da Serra, localizado
no médio norte do Estado do Mato Grosso, nos meses de Maio e Julho de 2010 nas
Fazendas Sao Marcelo (F1) (1446'46,70"S, 57%51'38, 04" O), Fazenda Bahia (F2)
(1437'27,15"S, 57%25'15,84" O) e Fazenda Paraiso: (F3) (1440'7,91"S,
5723'14,15" O), conforme figura 1. As areas de col etas possuem vegetacdo com
caracteristicas estacionais semideciduais e submontanas (RADAM BRASIL 1982).
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FIGURA 1: Mapa indicando as areas de estudo localizadas nas Fazendas, municipio
de Tangara da Serra — MT.

Foram realizadas duas coletas em cada ponto, totalizando seis amostras,
sendo que cada amostra composta de solo foi constituida por cinco subamostras,
obtidas da camada superficial do solo até 15 cm de profundidade, entre espacos de
3 a 10 metros e posteriormente, colocadas em sacos de polietileno esterilizados e
armazenadas em caixas térmicas contendo gelo para a conservacdo conforme
ADELL et al., (2002).

Isolamento e manutencao

As subamostras foram homogeneizadas e retirado 5,0 g, para a composi¢ao
da amostra com 25,0 g para cada ponto. O isolamento foi realizado através da
técnica de diluicdo seriada e aliquotas das suspensdes foram inoculadas em placas
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de Petri contendo meio BDA (Batata Dextrose Agar) contendo 200 mg.L™ do
antibiotico cloranfenicol e incubadas em estufa tipo BOD a 28 < por quatro dias.
ApoOs as linhagens foram purificadas e estocadas em tubos contendo meio BDA
mantidas a 4 C, segundo ADELL et al., (2002).

Selecédo das linhagens

As 145 linhagens de fungos isoladas foram avaliadas para selecionar as
melhores produtoras de enzimas celulases. As linhagens foram inoculadas com alca
tipo agulha em placas de Petri contendo meio sintético contendo (CMC)
carboximetilcelulose (10,0 g.L™") como Unica fonte de carbono, NaNOs (3,0 g.L™),
K.HPO,4 (1,0 g.L™Y), MgSO, (0,5 g.L™"), KCI (0,5 g.L™Y), FeSO,4-7H,0O (10,0 mg.L™),
agar (20,0 g.L™Y). O pH foi ajustado em + 6,8 e incubadas por 5 dias a 28 °C, em
estufa bacterioldgica. Apo6s as placas foram submetidas a choque térmico por 16 h a
temperatura de 50 °C. Posteriormente, adicionou-se 10 mL de solucdo corante
vermelho congo a 2,5 g.L™* em tamp&o Tris HCI 0,1 M, pH 8,0. Decorrido 30 minutos
a solucao foi descartada e as culturas foram lavadas com 5 mL de solucédo de NaCl
0,5 M no mesmo tampéao de acordo com NOGUEIRA & CAVALCANTE (1996).

O indice enzimatico foi mensurado com um paquimetro em a relacdo ao
diametro do halo de degradacdo e o didmetro do halo da colonia de acordo com
RUEGGER & TAUK-TORNISIELO (2004). As colbnias que apresentaram indice
enzimético foram selecionadas para avaliacdo da producdo de endoglucanase
(CMCase).

Avaliacéo da atividade de CMCase

Para a avaliacdo da producdo de CMCase, as 74 linhagens fungicas
selecionadas foram cultivadas meio sintético contendo (CMC) (10,0 g.L™), NaNOs
(3,0 g.L™"), KoHPO, (1,0 g.L™Y), MgS0O, (0,5 g.L™Y), KCI (0,5 g L™), FeSO,-7H,O (10,0
mg.L™?) e &gar (20,0 g.L™"), pH ajustado em 5.0 e esterilizados a 121 °C por 15
minutos. Apés cada frasco foi inoculados com 2 mL de uma suspensdo 1 x 10’
esporos.mL™ e incubados em cultivo estatico em estufa Bacteriolégica (BOD) a
temperatura de 28 °C, durante 14 dias, de acordo com RUEGGER & TAUK-
TORNISIELO (2004). O cultivo foi realizado em duplicatas.

Determinagédo da producao de CMCase

A atividade de CMCase foi determinada através da mistura de 10 mL de
tampéo acetato de sédio 50Mm pH 5,0, 5mL extrato enzimatico e 1,0% de CMC.
Apoés, a mistura foi incubada a 50 C, por 90 minutos. Nos tempos determinados
aliguotas de 0,5 mL da mistura foram retiradas e transferidas para tubos, onde a
reacao foi interrompida pela adicdo de 0,5 mL de acido-3,5-dinitrosalicilico (DNS) e
os conteudos foram fervidos por 5 minutos. ApGés o resfriamento foi adicionado 5 mL
de agua destilada, e a mistura foi lida em espectrofotdmetro na absorbancia de 540
nm. A quantidade de acucar redutor liberado foi determinado usando a glicose como
padrdao de acordo com a metodologia de MILLER (1959). Uma unidade de atividade
da enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 pmol de
produto formado por minuto nas condi¢des do ensaio. Para avaliacdo da producao
enzimética das linhagens de fungos filamentosos mais promissores foi realizado o
tratamento estatistico através do Teste agrupamento Scott-Knott.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliagéo da atividade de celulase das 145 linhagens isoladas e cultivadas
em meio contendo CMC utilizando-se a coloracdo com vermelho congo pode-se
identificar que 50,68% (74) das linhagens apresentaram (le) indice enzimético e
49,30% (72) nao apresentaram halo ou ndo cresceram. As linhagens que se
destacaram na atividade de hidrolise de CMC foram as linhagens 26 com 9,26, 12
com 7,0 e a 19 com 6,35, revelando maiores indices enzimaticos e diferindo
estatisticamente das demais linhagens avaliadas, conforme observado na Tabela 1.

Os resultados obtidos neste estudo possibilitam inferir que o ambiente onde
as coletas foram realizadas favoreceu a obtencdo de linhagens produtoras de
celulases, tendo em vista que a floresta Amazbnica sdo areas com muita
serapilheira, ou seja, rico em biomassa o0 que favorece e estes ambientes s&o
preferencias para o desenvolvimento de fungos com atividade devido a sua
capacidade de producédo e secregcdo de enzimas lignoceluldsicas para degradacdo
da biomassa (VALENCIA et al., 2013). De acordo com RIBEIRO et al. (2014) o Brasil
tem uma grande diversidade de micro-organismos por compreender um vasto
territorio fisico, onde existem grandes areas de florestas e a diversidade vegetal, e
ainda poucos estudados. Os autores enfatizam que além de identificar fungos
filamentosos produtores de celulase, podem ainda encontrar outros fungos com
excelentes produtores de xilanases e lacases.

As linhagens que apresentaram (le) cultivadas em meio contendo CMC como
fonte de carbono foram avaliadas para producéo de CMCase. Os resultados obtidos
demonstraram que sete linhagens, identificadas como 12, 26, 42, 45, 60, 63 e 72
apresentaram producdo enziméatica de CMCase variando de 0,63 a 0,8 U.mL™,
deferindo estatisticamente das demais linhagens avaliadas (Tabela 2). Observamos
que os resultados para a atividade de CMCase destas linhagens poderiam ser
melhoradas com a suplementacdo de outras fontes de carbono. EI-HADI et al.,
(2014) relatam a produgdo de CMCase por Aspergillus horatai em meio liquido, apés
96h de cultivo, conseguiram obter uma producdo méaxima de 0,23 U.mL™, entretanto,
qguando suplementaram o meio com lactose a atividade de CMCase aumento para
1,18 U.mL™. Isto indica que vérios fatores podem afetar a bioconverséo da celulose,
como o tempo de cultivo, quantidade do indculo, valores de pH, temperatura ideal e
meio de cultivo.

RUEGGER & TAUK-TORNISIELO (2004) em estudos com fungos
filamentosos isolados de amostras de solo e selecionados através da técnica de halo
da hidrélise enzimatica observaram le somente em 45% das linhagens de fungos. Ja
LIAO et al., (2015) cultivando a linhagem Penicillium oxalicum GZ-2 em meio
contendo casca de arroz obtiveram uma atividade para CMCase de 2,0 UmL™ e
JUNG et al., (2015) em estudo com outra linhagem de Penicillium sp. isolado de
amostras de solo cultivado em meio mineral contendo celulase microcristalina como
fonte de carbono apresentou atividade enzimatica para CMCase de 1,27 U.mL™.

Atualmente, as celulases estdo sendo aplicadas na producédo de etanol de
segunda geracdo em que incluem tecnologia de enzimas e de processos de pré
tratamento de residuos para conversdo de celulose/hemicelulose em acucares
fermentiveis (DIAS et al.,, 2011). Outra tendéncia € o grande interesse no
desenvolvimento de tecnologias limpas e sustentaveis que possibilitem a utilizacao
de produtos de interesse biotecnoldgico e de processos, com 0 menor impacto
ambiental possivel (JEGATHEESAN et al., 2009).
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TABELA 1 Atividade da celulase através do indice enziméatico de fungos
filamentosos cultivados em meio sintético (CMC). @h = média do
didmetro do halo (mm); @c = média do didmetro da colénia (mm);
le = indice enzimético.

Linhagens @h dc IE Linhagens @h dc IE
1 20,25 12,25 1,57 a 38 55,25 22,50 2,74 b
2 17,75 11,25 1,49 a 39 33,25 25,50 1,29a
3 9,00 8,50 1,38 a 40 43,25 35,25 2,79b
4 13,25 12,70 1,32 a 41 38,75 19,75 1,63 a
5 13,00 10,00 1,32a 42 20,50 9,50 2,45b
6 7,75 7,50 1,48 a 43 28,75 10,00 3,15b
7 22,00 17,25 1,32 a 44 20,75 15,75 1,55a
8 41,50 40,00 1,38 a 45 56,25 49,75 1,12 a
9 11,50 6,75 1,70 a 46 12,75 11,50 125a
10 28,75 23,50 1,23 a 47 24,00 11,25 2,48 b
11 16,30 11,50 2,43b 48 15,00 7,75 1,23 a
12 25,00 3,75 7,00 ¢ 49 18,25 10,25 1,56 a
13 6,00 3,25 1,53 a 50 6,50 5,00 1,45a
14 20,25 8,00 1,28 a 51 17,75 12,50 1,46 a
15 62,75 54,50 1,15a 52 18,25 10,00 1,47 a
16 32,25 13,00 2,42b 53 26,75 15,25 1,34 a
17 13,50 3,25 2,65b 54 24,00 12,25 1,95b
18 38,20 28,70 1,39a 55 28,00 17,25 1,76 a
19 11,00 6,00 6,35 ¢ 56 60,50 55,25 2,31b
20 18,00 8,75 1,54 a 57 20,00 8,75 1,34 a
21 21,25 11,50 2,27b 58 30,50 11,00 1,27 a
22 59,50 56,70 191b 59 12,74 8,75 2,05b
23 9,75 4,00 1,17 a 60 33,75 28,50 2,22b
24 29,75 12,50 2,39b 61 13,00 7,25 1,93b
25 27,00 22,25 1,40 a 62 19,25 13,25 2,03b
26 21,00 8,25 9,26d 63 25,75 25,75 1,14a
27 33,75 13,50 1,47 a 64 22,00 9,25 1,93 b
28 23,00 7,75 2,75b 65 25,50 20,75 16la
29 17,25 11,75 1,51a 66 25,00 18,25 1,98 b
30 26,25 8,25 3,59b 67 20,50 14,25 1,43 a
31 54,50 38,50 2,40 b 68 20,75 10,75 1,86 b
32 57,25 48,50 2,13 b 69 10,50 3,75 2,20 b
33 18,00 17,00 1,05a 70 22,75 10,00 1,60 a
34 23,00 14,50 1,99 b 71 23,25 11,25 2,09b
35 16,25 10,75 2,48 b 72 16,00 12,25 2,20b
36 47,25 32,75 1,25a 73 21,25 17,25 2,05b
37 54,00 30,00 2,73b 74 13,25 11,50 1,82a

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.
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TABELA 2. Determinacdo da atividade de CMase das linhagens de
fungos filamentosos, cultivados em meio sintético (CMC).

Linhagens U.mL™ Linhagens U.mL™
1 0,26 b 38 0,43 d
2 0,43d 39 0,33 ¢
3 0,26 b 40 0,40 d
4 0,54 e 41 0,18 b
5 0,01 a 42 0,631
6 0,40d 43 0,34 ¢
7 0,32 ¢ 44 0,221
8 0,32 ¢ 45 0,63 ¢
9 0,500 46 NO a
10 0,23 b 47 0,24
11 0,45¢ 48 0,30 ¢
12 0,74 ¢ 49 0,40d
13 0,444 50 0,47 d
14 0,50 e 51 0,33 ¢
15 0,05 a 52 0,52 e
16 0,28 b 53 0,27 b
17 0,24 54 0,13 b
18 0,251 55 0,16 b
19 0,23 b 56 0,33 b
20 0,44 d 57 0,33 ¢
21 0,25 f 58 0,34 ¢
22 0,220 59 0,01 a
23 0,33b 60 0,63 ¢
24 0,11 a 61 0,20 a
25 0,20 a 62 0,21»b
26 0,80 ¢ 63 0,63 ¢
27 0,47 d 64 NO a
28 0,34 ¢ 65 0,24
29 0,23 b 66 0,22 b
30 0,30 a 67 NO a
31 0,24 b 68 NO a
32 0,33 ¢ 69 0,12 a
33 0,24 b 70 0,16 b
34 0,250 71 0,34 ¢
35 0,250 72 0,70 f
36 0,27 b 73 0,07 a
37 0,16 b 74 0,13 b

NO = atividade enzimatica ndo observada. Médias seguidas da mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade.

GERHARDT; et al, (2015) em estudos com fungos filamentosos isolados da
regido Amazoénica no norte do Estado de Mato Grosso, cultivaram oito linhagens de
fungos pré selecionados em meio contendo CMC como fonte de carbono e
avaliaram a atividade de CMCase, constataram que as linhagens de Aspergillus | e
Penicillium 1l apresentaram atividade de CMCase de 0,71U.mL-1 e 0,61 U.mL™, e
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estas linhagens foram consideradas promissoras na atividade celulase. Ribeiro et
al., (2014) destacam a importancia de estudos com fungos isolados da floresta
Amazbnica produtores de celulases e que ainda existem micro-organismos
desconhecidos que podem ser excelentes produtores destas enzimas.

CONCLUSAO
Das 146 linhagens de fungos filamentos avaliadas 74 linhagens apresentaram
indice enzimético, sendo que a linhagem 26 se destacou com maior indice
enzimatico 9,26. Entretanto, as linhagens que apresentaram indice enzimético a
maioria produziram a enzima CMCase, indicando que a técnica através do halo de
degradacdo de CMC é promissora para a selecdo de fungos filamentosos com
atividade celulolitica. As linhagens mais promissoras tiveram uma producdo de
CMCase variando de 0,74 UmL™"a 0,80 U.mL™.
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