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Resumo — O objetivo deste trabalho foi identificar isolados de fungos a partir de bagago de cana-de-acticar
e madeira em decomposi¢do e avaliar a sua atividade celulolitica em bagago de cana. Cinco isolados foram
avaliados, tendo-se como referéncias os fungos Trichoderma reesei QM9414 ¢ T. reesei RUT C30. A atividade
celulolitica foi estimada pela capacidade hidrolitica do extrato enzimatico dos fungos cultivados em bagago
de cana sobre os substratos papel de filtro (atividade celulolitica total) e carboximetilcelulose sodica
(atividade da endoglucanase). Os isolados foram identificados pela analise molecular da regido 26S rDNA.
Os géneros Paecilomyces, Aspergillus, Acremonium/Penicillium e Trichoderma foram identificados. Embora
T reesei QM9414 tenha apresentado a mais alta atividade celulolitica total, alguns isolados também apresentaram
alta atividade de endoglucanase. A biodiversidade, em nichos como bagago de cana-de-agucar, pode fornecer
linhagens de fungos celuloliticos com grande potencial biotecnoldgico.

Termos para indexacdo: Acremonium, Aspergillus, Paecilomyces, Penicillium, Trichoderma, celulase,
endoglucanase.

Cellulolytic activitity of isolated fungi from sugarcane
bagasse and decayed wood

Abstract — The objective of this work was to identify fungi isolates from sugarcane bagasse and decayed
wood, and to evaluate their cellulolytic activity on sugarcane bagasse. Five isolates were evaluated, as
compared to Trichoderma reesei QM9414 and T. reesei RUT C30. The cellulolytic activity was estimated
through the hydrolytic capacity of the enzymatic extract of fungi grown on sugarcane bagasse over filter paper
(total cellulolytic activity) and sodium carboxymethyl cellulose (endoglucanase activity). The isolates were
identified by molecular analysis of 26S rDNA region. Paecilomyces, Aspergillus, Acremonium/Penicillium and
Trichoderma genera were identified. Although 7. reesei QM9414 showed the highest total cellulolytic activity,
some isolates showed higher endoglucanase activities. Biodiversity found in habitats such as sugarcane bagasse
can provide strains of cellulolytic fungi with great biotechnological potential.

Index terms: Acremonium, Aspergillus, Paecilomyces, Penicillium, Trichoderma, cellulase, endoglucanase.

entre si, formam uma fita altamente ordenada, crista-
lina, relativamente inacessivel ao ataque enzimatico.
Como resultado, a celulose ¢ muito resistente, muito
estavel e de dificil degradagdo. A hemicelulose forma
uma cadeia altamente ramificada de xilose e arabinose,
contém também glicose, manose ¢ galactose, ¢ ¢ mais
facilmente hidrolisavel (Taiz & Zeiger, 2004).

O processo de hidrolise enzimatica da celulose

Introducio

A biomassa lignocelulosica é abundante, apresenta
baixo custo e tem sido vista como uma fonte promissora
para a produgdo de biocombustiveis (Galbe & Zacchi,
2002; Gomez et al., 2008). Contudo, os residuos
lignocelulésicos agricolas apresentam composi¢ao
fisico-quimica complexa, que oferece resisténcia
ao ataque quimico ou bioquimico e dificulta sua

conversdo, mediante a hidrolise, em materiais com alto
valor agregado (Champagne, 2008).

A lignocelulose ¢ composta por trés constituintes
principais: celulose, hemicelulose e lignina. A celulose é
formada por cadeias lineares de D-glicose com ligagdes
B-(1— 4), cujas cadeias, fortemente alinhadas e ligadas
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envolve a agdo sinérgica de um complexo celulolitico,
normalmente de fungos, formado por endoglucanases,
exoglucanases e [B-D-glicosidases; porém, este
processo apresenta alto custo e baixa produtividade
(Zhang et al., 2006). Apesar disso, uma grande
variedade de microrganismos tem sido usada para
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cultivo em bagago de cana, com o objetivo de
produgdo de celulases. Os fungos filamentosos,
especialmente Basidiomycetes, sdo os mais utilizados
para a produgdo dessas enzimas (Pandey et al., 2000).
Entre esses fungos, Trichoderma reesei ¢ reconhecido
pela produgdo de diversos sistemas extracelulares de
enzimas envolvidas na hidrolise de polissacarideos
(Béguin, 1990).

Fungosnecessitam de baixa umidade (40—-60%) para
realizar a fermentagdo de substratos em estado solido
(FES). A selegao do substrato, no entanto, depende de
varios fatores relacionados principalmente ao custo e
a disponibilidade. Neste sentido, a sele¢do de residuos
agroindustriais pode ser interessante (Singhania
et al., 2009). Latifian et al. (2007) testaram diferentes
niveis de umidades (40, 55, 70%) no farelo de arroz
e obtiveram os melhores resultados de atividade de
celulase do fungo 7. reesei QM9414 com 70% de
umidade.

A FES tem sido utilizada com diferentes residuos
agroindustriais como palha de arroz (Khan et al., 2007),
farelo de arroz (Latifian et al., 2007), farelo de trigo
(Camassola & Dillon, 2007), bagago de cana-de-acticar
(Massadeh et al., 2001; Muthuvelayudham &
Viruthagiri, 2006). Esse bioprocesso tem sido apontado
como alternativa para mitigar problemas de poluicao
ambiental (Soccol & Vandenberghe, 2003).

H4 uma grande variedade de fungos e substratos
utilizados para producdo de celulases. Kang
et al. (2004) estudaram a produgdo de celulases ¢
hemicelulases por Aspergillus niger KK2 em palha
de arroz e farelo de trigo. Aguiar & Menezes (2000)
avaliaram a atividade enzimatica de A. niger 1Z-9
em bagaco de cana-de-agtlicar, e Camassola & Dillon
(2007) utilizaram Penicillium echinulatum em bagago
de cana-de-acucar e farelo de trigo.

A grande disponibilidade de biomassa ligno-
celulésica de baixo custo, como a do bagago de
cana-de-acucar, no Brasil, estimula a busca por

microrganismos mais eficientes no uso desse residuo.
Para a producdo de etanol, a hidrélise quimica apresenta
baixo rendimento, em razdo da degradacdo parcial
desses residuos pelo uso de acido e pela formagao de
compostos que, além de ndo serem fermentesciveis,
podem inibir a atividade da levedura. Ademais, o uso
frequente de acido causa corrosdes nos equipamentos
¢ aumenta os riscos de acidentes pelo seu manuseio
(Menezes, 1980). Assim, a hidrolise enzimatica tem
sido preferida.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
celulolitica de fungos isolados de bagaco de cana
e de madeira em decomposi¢do, tendo-se como
referéncias as linhagens Trichoderma reesei QM9414
e RUTC30, conhecidas por suas elevadas capacidades
hidroliticas.

Material e Métodos

As amostras de madeira em decomposi¢do foram
coletadas no parque da Escola Superior de Agricultura
Luiz de Queiroz, ¢ as de bagaco de cana-de-agticar nas
usinas de agucar Graneli e Furlan, em Piracicaba, SP
(Tabela 1). Uma amostra de 5 g foi homogeneizada
com 45 mL de 4gua peptonada a 0,1%, e aliquotas
foram plaqueadas em meio PDA so6lido, com
tetraciclina (100 mg L), e incubadas a 28°C. Apds o
crescimento em placas, os isolados foram coletados,
tendo-se buscado a diversidade morfologica das
coldnias, e repicados em PDA. Apds crescimento a
28°C por 7 dias, discos de aproximadamente 1 cm de
diametro da por¢do central da colonia, com micélio,
foramrecortados e armazenados a temperaturaambiente
em vidros de cor ambar com agua esterilizada.

Os isolados foram identificados por analise
molecular da regidao 26S rDNA. A reacdo de PCR para
amplificacdo foi realizada nas seguintes condigdes:
uma desnaturagdo inicial a 94°C durante 5 min,
seguida de um ciclo com uma primeira etapa de

Tabela 1. Origem, nomenclatura e identificagdo dos isolados por analise molecular.

Origem Nomenclatura Pares de bases Melhor concordancia Blast Identidade
Esalq® MAD 470 Trichoderma sp RA 305 (GQ169750) 100%
Usina Furlan F1 507 Peacilomyces variotti (FJ345354) 98%
Usina Furlan F2 400 Moniliophthora perniciosa (AY916742) 98%
Usina Furlan F4 440 Aspergillus fumigatus (HM807348) 93%
Usina Graneli a3 540 Acrefnf)n'ium cellulolyticus (AB474751) 99%
Penicillium verruculosum (AF510496) 99%

("Madeira em decomposi¢io.
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desnaturagdo a 94°C por 1 min; uma segunda etapa de
1 min de anelamento a 55°C; e, finalmente a terceira
etapa, de extensdo, a 72°C durante 1 min. Este ciclo
foi repetido por 35 vezes. Ao final da ciclagem,
houve uma etapa de extensdo final a 72°C durante
7 min. As reagdes foram conduzidas no termociclador
modelo GeneAmp 9600 (Applied Biosystems,
Foster City, EUA). Os iniciadores especificos
NL4  (5°-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) e
NL1 (5’-GCCATATCAATAAGCGGAGGAAAG-3’)
amplificam fragmentos de 600 pares de bases
(Kurtzman & Robnett, 1998; Leal Junior et al., 2008).
Os produtos da amplificagdo do gene 26S rDNA
foram sequenciados no Laboratério de Gendmica e
Biologia Molecular de Plantas, do Departamento de
Ciéncias Bioldgicas, da Universidade de Sdo Paulo.
O sequenciamento foi realizado com o protocolo
padrdo do Kit DYEnamic ET Terminator Cycle
Sequencing (Amersham Biosciences, Foster City,
EUA). O sequenciador utilizado foi o ABI Prisma-3100
Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster City,
EUA).

As sequéncias foram analisadas por meio do
programa Chromas Lite versdo 2.01 (Technelysium,
2005). Os cromatogramas obtidos foram examinados
para verificagdo da qualidade com o programa
BioEdit Sequence Alignment Editor versdao 7.0.9.0
(Hall, 1999). A identificagdo dos fungos (Tabela 1) foi
realizada com a ferramenta Blast (Nacional Center for
Biotechnology Information-NCBI). As sequéncias
obtidas foram comparadas com as sequéncias
depositadas no banco de dados publico GeneBank
do NCBI, para a certificagdo da regido amplificada.
O alinhamento foi realizado no programa Mega,
versao 4 (Tamura et al., 2007).

Os isolados foram avaliados quanto a atividade
celulolitica, tendo-se tomado as linhagens de
T reesei QM9414 ¢ RUT C30 como referéncia por
suas elevadas capacidades hidroliticas.

No experimento 1, compararam-se as duas linhagens
de T reesei, por serem amplamente utilizadas na
literatura. Os fungos foram repicados em tubos
inclinados ("slants"), com PDA, e incubados nas
mesmas condi¢des anteriores até a esporulagdo.
A suspensdo de esporos foi obtida pela adigdo de 10 mL
de Triton-100 a 0,1%, para obtencdo de concentragdes
de 2x107 e 6x107 esporos mL"', para as linhagens
RUTC30 e QM9414, respectivamente.
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Em frasco Erlenmeyer de 250 mL, foram colocados
2,5 g do bagaco e 25 mL da solugdo de sais, conforme
Mandels & Weber (1969). Apods esterilizagdo em
autoclave (121°C por 30 min), 1 mL da suspensdo
de esporos foi adicionada ao frasco Erlenmeyer, para
incubacao a 28°C. Nos 32, 62, 92, 12° ¢ 15° dias de
incubac¢do, 40 mL de tampdo citrato 0,05 mol L' (pH,
4,8) foram adicionados a cada frasco e submetidos a
agitagdo a 150 rpm, a temperatura ambiente, por 1
hora. A fase liquida foi separada por meio de filtragao,
com o auxilio de seringa e algoddo, para obtencdo
do extrato enzimatico no qual foram estimadas as
atividades enzimadticas.

O experimento 2 foi conduzido em condigdes
idénticas, porém, com os isolados F1, F2, F4, G3, MAD
(Tabela 1) e T. reesei QM9414, cujas suspensdes de
esporos tiveram concentragdes de 3x108, 6x107, 5x107,
3x108, 2x107 e 3x10® esporos mL"!, respectivamente.
Diluicdes foram realizadas de modo que todos os fungos
tivessem a mesma concentragdo (107 esporos mL™").
As amostras foram retiradas apenas aos 10 dias de
incubacao.

Para determinagdo da atividade de celulase total
(FPase), utilizou-se o procedimento recomendado por
Ghose (1987), tendo-se empregado como substrato
o papel de filtro Whatman n°l, cortado em tiras de
1x6 cm e com, aproximadamente, 50 mg. O substrato
foi colocado em tubos com capacidade de 25 mL, tendo-
se adicionado 1 mL de tampdo citrato 0,05 mol L'
(pH, 4,8) ¢ 0,5 mL do extrato enzimatico. A reagdo
enzimatica ocorreu a 50°C, durante 60 min. A seguir, a
quantidade de glicose liberada foi dosada, pela reacéo
com acido dinitrosalicilico, conforme Miller (1959).

Para determinagdo da atividade de endoglucanase
(CMCase), utilizou-se o procedimento recomendado
por Ghose (1987), tendo-se empregado como substrato
a carboximetilcelulose sodica a 2%, em tampao citrato
0,05 mol L' (pH, 4,8). O substrato (0,5 mL) foi
colocado em tubos com capacidade de 25 mL, com
posterior adi¢do de 0,5 mL do extrato enzimatico.
A reacdo enzimatica ocorreu a 50°C, durante 30 min.
A seguir, a quantidade de glicose liberada foi dosada,
também pela reagdo com acido dinitrosalicilico.

Para ambas as atividades enzimaticas, utilizaram-
se controles da reacdo colorimétrica para descontar as
contribui¢des do extrato enzimatico (branco da enzima)
e do substrato (branco da reagdo), separadamente, dos
valores de absorbancia obtidos.
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Os valores de absorbancia (a 540 nm) foram
convertidos em quantidades equivalentes de glicose,
mediante reta padrdo previamente estabelecida.
As quantidades de glicose liberada nas reacdes
enzimaticasficaramabaixode2mg,nocasodaFPase,
e os valores de atividade foram estimados segundo
recomendagdo de Ghose (1987). Considerou-se 1
unidade internacional (UI) equivalente a 1 pumol de
glicose liberada por min, que corresponde a 0,18 mg
de glicose por minuto. As atividades enzimaticas
foram expressas em atividade especifica em relagao
ao conteudo de proteinas nos extratos enzimaticos,
estimadas segundo Bradford (1976).

Os experimentos foram conduzidos em
delineamento experimental inteiramente casualizado,
em parcelas subdivididas, com trés repeti¢des.
As parcelas principais foram constituidas dos periodos
de incubacdo, e as subparcelas com as linhagens dos
fungos, no caso do primeiro ensaio. No segundo
experimento,  considerou-se o  delineamento
inteiramente casualizado, com seis tratamentos
(fungos) e trés repeticdes. As comparacoes de médias
foram feitas pelo teste de comparagdes multiplas de
Tukey, a 5% de probabilidade. As analises foram
realizadas com uso do programa Estat (1992).

Resultados e Discussao

O crescimento das linhagens de 7. reesei QM9414
e RUT C30 foi visivel quando utilizou-se o bagago
de cana-de-acticar embebido com a solugdo de sais
minerais, com colonizagdo de toda a superficie do
meio ja com nove dias, sem diferenca para os dois
fungos avaliados. No entanto, a atividade enzimatica
de celulase dos respectivos extratos foi superior para
a linhagem QM9414 (Figura 1 A e B). Latifian et al.
(2007), ao trabalhar com 7. reesei QM9414, obtiveram
atividade maxima de 1,2 UI g apo6s oito dias, a 30°C,
com uso de farelo de arroz como substrato. No presente
trabalho, observou-se atividade de 2,3 Ul g' no 15°
dia, com bagaco de cana-de-aglicar como substrato.
Singhania et al. (2007) ao utilizar 7. reesei RUT C30
em farelo de trigo, obtiveram atividade de celulase
total de 0,17 UT g! de substrato com 5 dias de cultivo,
valor proximo ao encontrado no presente trabalho para
o0 mesmo microrganismo (Figura 1 B).

Khan et al (2007) utilizaram Trichoderma spp. e
obtiveram atividade celulésica total de 0,10 UI mL"!

de extrato enzimatico, com uso de palha de arroz
como substrato, com 8 dias de cultivo, valores
inferiores aos observados no presente trabalho por
T reesei QM9414 (Figura 1 A).

A atividade enzimatica de endoglucanase da
linhagem QM9414 mostrou-se igualmente superior
aqueladalinhagem RUT C30 (Figura 1 Ce D). Enquanto
aatividade de celulase total aumentou durante o periodo
estudado (Figura 1 A e B), aatividade de endoglucanase
foi quase constante, no caso da linhagem QM9414.
Na Figura 1 C, observa-se maior atividade de CMCase
de T reesei RUT C30 no 9° dia, estatisticamente
diferente apenas do 3° dia, pois a atividade manteve-
se constante do 6° ao 15° dia. A atividade maxima
de endoglucanase para 7. reesei QM9414 foi de
0,5 UI mL", no 15° dia.

Ao trabalhar com Trichoderma spp, Khan et al
(2007) obtiveram atividade de endoglucanase de
0,7 UI mL-! de extrato enzimatico, com o uso de palha
de arroz como substrato com 8 dias de cultivo, valores
pouco superiores aos obtidos no presente trabalho pelas
cepas de T reesei (Figura 1 C).

Na Figura 1 D, a atividade maxima de CMCase foi
de 3,5 Ul g! para T. reesei RUT C30, e de 5,7 UI g'!
para T. reesei QM9414, no 15° dia.

Camassola & Dillon (2007) obtiveram atividade
de endoglucanase de 20 Ul g!, em bagaco de
cana-de-acucar tratado com NaOH, com o uso de
Penicillium echinulatum e cinco dias de cultivo.

A atividade especifica da CMCase, em relagao a
celulase total, apresentou queda nas duas linhagens de
T. reesei, a partir do 3° dia, com diferenca estatistica
entre as cepas ao longo do cultivo (Figura 1 E), o que
indica que, nos primeiros dias de cultivo, a fracdo
proteica € mais rica em enzimas celuloliticas totais.

A atividade especifica em relagdo a endoglucanase
apresentou queda ao longo dos 15 dias, tanto para
T reesei QM9414 quanto para 7. reesei RUT C30,
porém ndo diferiu entre as linhagens. Como a atividade
de endoglucanase se manteve constante, com base na
massa de bagago de cana-de-agucar (Figura 1 D), a
queda observada na atividade especifica em relagdo a
proteina presente (Figura 1 F) pode ser consequéncia de
maior liberagdo de proteinas sem atividade celulolitica
no meio de crescimento, ao longo das amostragens.

Uma vez constatada a superioridade da linhagem
QM9414 sobre a RUT C30, quanto a atividade
celulolitica no cultivo em bagago de cana-de-agucar,
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ela foi utilizada como referéncia na avaliagdo
dos isolados no experimento 2. Embora todos os
isolados tenham tido boa capacidade de colonizacdo
do bagago, a atividade celulolitica total mostrou-se
inferior a exibida pela linhagem referéncia (Figura 2
A e B). Apds 10 dias de fermentagdo, a atividade
alcangada por T, reesei QM9414 foi de 0,16 UI mL"!
de extrato, enquanto atividades de 0,06 Ul mL"! foram

T.P. Basso et al.

observadas com a linhagem F4 (4spergillus fumigatus)
e 0,05 UI mL"! com o isolado MAD (Trichoderma sp.
RA 305). Khan et al. (2007) obtiveram atividade de
celulase total de 0,10 UI mL"! para Trichoderma spp.,
apods oito dias de cultivo em palha de arroz, valores
superiores aos observados no presente trabalho
para Paecilomyces variotti (F1), A. fumigatus (F4),
Acremonium cellulolyticus/Penicillium verruculosum
(G3) e Trichoderma sp. RA 305 (MAD).
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Figura 1. Atividade enzimatica da celulase total (FPase) e da endoglucanase (CMCase) e atividade especifica dessas enzimas,
para as linhagens de Trichoderma reesei RUT C30 e QM9414, no transcorrer de 15 dias de crescimento a 28°C. (A), atividade
da FPase expressa em Ul mL! de extrato enzimatico; (B), atividade da FPase expressa em Ul g de bagaco; (C), atividade
de CMCase expressa em Ul mL"' de extrato enzimatico; (D), atividade da CMCase expressa em Ul g' de bagago; (E),
atividade especifica da FPase (Ul mg' de proteina) em substrato papel de filtro; e (F), atividade especifica da CMCase
em carboximetilcelulose como substrato. Médiastdesvio-padrdo seguidas de letras iguais, maitsculas em um mesmo dia e
minusculas em uma mesma linhagem, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Aguiar & Menezes (2000), ao utilizar Aspergillus
niger 17-9 aos sete dias de incubagdo em bagaco de
cana-de-acucar, obtiveram valores de atividade de
celulase total de 0,05 Ul mL, valor proximo aos
observados com os isolados deste trabalho (Figura 2 A).

Trichoderma reesei QM9414 também apresentou
o maior valor de atividade de celulase total em
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relagdo a massa de substrato: 4 UI g'! de bagago de
cana-de-acucar. Os demais isolados apresentaram
atividade enzimatica inferior a do fungo referéncia
(Figura 2 B). Comparativamente, Latifian et al. (2007)
obtiveram atividade de celulase total de 1 Ul g!' de
farelo de arroz, ao utilizar 7. reesei QM9414, enquanto
Camassola & Dillon (2007) relataram atividade de
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Atividade especifica endoglucanase

QM9%414 F1 F2 F4 G3 MAD

Figura 2. Atividade enzimatica da celulase total (FPase) e da endoglucanase (CMCase) e atividade especifica dessas enzimas,
quanto as linhagens de Trichoderma reesei QM9414 e dos isolados Peacilomyces variotti (F1), Moniliophthora perniciosa (F2),
Aspergillus fumigatus (F4), Acremonium cellulolyticus/Penicillium verruculosum (G3) e Trichoderma sp. RA 305 (MAD),
no transcorrer de 10 dias de crescimento a 28°C. (A), atividade da FPase expressa em Ul mL™ de extrato enzimatico; (B),
atividade da FPase expressa em Ul g'! de bagaco; (C), atividade de CMCase expressa em Ul mL" de extrato enzimatico; (D),
atividade da CMCase expressa em Ul g de bagaco; (E), atividade especifica da FPase (Ul mg! de proteina) em substrato
papel de filtro; e (F), atividade especifica da CMCase em carboximetilcelulose como substrato. Médias+desvio-padrao
seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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celulase total de 1 UI g! de bagago pré-tratado, ao
utilizar Penicillium echinulatum, com cinco dias
de fermentacdo, valores inferiores aos dos isolados
Paecilomyces variotti (F1), Aspergillus fumigatus (F4),
Acremonium cellulolyticus/Penicillium verruculosum
(G3) e Trichoderma sp. RA 305 (MAD) em bagaco sem
tratamento. Kang et al. (2004), ao utilizar o mutante
Aspergillus niger KK2, com dois dias de incubagio,
obtiveram valores de atividade de celulase total de 5
Ul g! de palha de arroz, proximos aos alcangados com
T. reesei QM9414 no presente trabalho (4 Ul g).

O isolado Paecilomyces variotti (F1) ndo diferiu
estatisticamente da cepa QM9414 (Figura 2 C e D)
quanto a atividade de endoglucanase. Os isolados F1,
G3 e MAD tiveram, respectivamente, valores de 7.4,
6,6 ¢ 6,9 Ul g'! de bagago de cana-de-agucar in natura,
para endoglucanase (Figura 2 D).

Entre os fungos testados, o Aspergillus fumigatus
(F4) nao diferiu estatisticamente de 7. reesei QM9414
em relacdo a atividade especifica de celulase total
(Figura 2 E). Quanto a atividade especifica de
endoglucanase, esse isolado teve o maior valor, o que
indica maior concentracdo dessa proteina enzimatica
na fracdo proteica do extrato (Figura 2 F).

Conclusoes

1. As linhagens Trichoderma reesei QM9414 e
RUT C30 apresentam grandes diferengas em suas
atividades celuloliticas.

2. Alinhagem T reesei QM9414 tem maior atividade
de celulase total e endoglucanase, em comparagdo
a linhagem 7. reesei RUT C30, e as enzimas sdo
excretadas nos trés primeiros dias de incubacao.

3. Os isolados Paecilomyces variotti, Aspergillus
fumigatus, Acremonium  cellulolyticus/Penicillium
verruculosum e Trichoderma, também sido bons
produtores de enzimas celuloliticas, embora menos
eficientes que 7. reesei QM9414.

4. Substratos naturais e industriais, como a madeira
em decomposicdo ou o bagaco de cana-de-agucar,
permitem o isolamento e sele¢do de linhagens com
grande potencial de utilizagao biotecnologica.
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