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ABSTRACT —(Cellulaseactivity of fungi isolated from soil of the Ecological Station of Juréia-Itatins, Sdo Paulo, Brazil). Eighty
filamentous fungi strainsisolated from soil of the Atlantic rainforest in the Banhado Grande, an Ecological Station region of
Juréia-ltatins, S8o Paulo State, Brazil, were analysed concerning their potential to produce cellulolytic enzymesin responseto
the cellul ose presencein the culture medium, asthe only carbon source. For this purpose, a staining technique using congo red
was employed and the cellulase activity on filter paper (FPase) and carboxymethylcellulose (CM Case) were measured. The
fungi were differentiated regarding the activity of these enzymes, because such activity changed with the substrate type and
with the methodol ogy used. The best CM Case activity (1.64 U) was obtained with the cultivation of Trichoder ma harzianum
(V) on wheat bran medium after 4 days, at 25 °C. The obtained results did not supply evidencesto differentiate any strain that
had better cellulase activity in relation to the others. However, they offer information necessary to evaluate whether Trichoderma
strains: T. harzianuml1l and V, T. inhamatum I, T. longibrachiatum, T. pseudokoningii Il, and T. viridel, are potentially good
producers of cellulase or not.
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RESUM O — (Atividade da celulase de fungos isolados do solo da Estacdo Ecoldgica de Juréia-Itatins, Sdo Paulo, Brasil).
Oitentafungosfilamentososisolados do solo daMata Atlanti cadaregido conhecida como Banhado Grande, Estacdo Ecol 6gica
deJuréia-Itatins, Sdo Paulo, Brasil, foram analisados paraavaliar seus potenciais quanto a producdo de celul ases em resposta
apresenca de celulose, como Unicafonte de carbono, em meio de cultura. Foi utilizada a técnica de coloragdo com vermelho
congo e determinadaa atividades da celulase em papel defiltro (FPase) e em carboximetilcelulose (CM Case). Osfungosforam
diferenciados quanto a atividade dessas enzimas, poistais atividades variaram em rel agéo ao tipo de substrato e ametodol ogia
aqui utilizados. A melhor atividade CM Case (1,64 U) foi obtidacom o cultivo de Trichoder ma harzianum (V) emmeio defarelo
detrigo apds cultivo por 4 dias, a25 °C. Os resultados obtidos ndo forneceram evidéncias paradiferenciar qual quer linhagem
gue tivesse melhor atividade da celulase em relacdo as demais. Contudo, sugerem que estudos mais detalhados com as
linhagens de Trichoderma: T. harzianum 11 eV, T. inhamatum I, T. longibrachiatum, T. pseudokoningii Il e T. viride |, seréo
necessarios para avaliar se estas séo potencialmente boas produtoras de celulase, sob condi¢des adequadas de cultivo.
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Introducéo

Naregido do Banhado Grande, Estacdo Ecol 6gica
de Juréia-ltatins (EEJI), SP, Brasil, foram realizados
estudos sobre fungos filamentosos de solo e da agua
(Attili 1994, Garlipp 1995, Grandi & Attili 1996, Prada
& Pagnocca 1997), leveduras (Pinto 1999) e mais
especificamente de Aphyllophorales (Tauk-Tornisielo
et al. 2000) em diferentes éreas. Esses estudos
contribuiram paramel hor conhecimento dadiversidade
damicotanativadessaregido, que possui MataAtlantica
ainda pouco alterada pela acdo antropica.

Em geral, os fungos que decompdem substancias
celulésicas ocorrem no solo, colonizando vegetais,
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suas raizes e residuos, com importante fungéo de
reciclagem de nutrientes. A atividade fungicadepende
do contetdo de matéria organica no solo, a qual
determina sobremaneiraa ocorrénciae adistribuicéo
desses arganismos. O conhecimento da micobiotado
solo, além de fundamental para o levantamento
taxondémico das populagdes que ali se encontram,
pode levar ao descobrimento de processos
metab0licos utilizados por estes organismos tornando-
se importantes para as interagdes ambientais e em
aplicacOes biotecnol 6gicas.

A celulose, dentre os materiais naturais, € o
biopolimero mais abundante do mundo (Bayer & Lamed
1992) e pode ser hidrolisada, com &cidos, aglicose. A
degradac&o microbiana da celulose é total e especifica
e tem estimulado o uso dos processos de fermentactes
celuloliticas pelo homem. Nanatureza, esses processos
representam amaior fonte de carbono parao solo (Lynch
et al. 1981).
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A hidrélise da celulose por celulases resulta na
producdo final de glicose. Estas, porém, por serem
proteinas, ndo conseguem penetrar com facilidade a
barreira daligninadas células vegetais e, dessaforma,
o dificil acesso destas enzimas as fibras de celulose
constitui o principal problema para desencadeamento
desse processo de degradac&o (Thiemann et al. 1980).

Na natureza, existe uma grande variedade de
microrganismos que produzem celul ases; apenasalguns
s3o conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto é,
sdo capazes de degradar a celulose natural. Em
condicdeslaboratoriais, algodao e papel defiltro, dentre
outros, sd0 usados como substratos indutores para a
producéo de exo-glicosidases e para medir a atividade
do complexo celulolitico total (Robson & Chambliss
1989).

Na indUstria alimenticia, as celulases sdo usadas
em varios processos, principamente, na extracdo de:
componentes do chéa verde, proteina de soja, 6leos
essenciais, aromatizantes e do amido da batata doce.
Essas enzimas participam, ainda, dos processos de
producdo do vinagre de laranja e do &gar e naextragao
eclarificacdo de sucosdefrutascitricas (Orberg 1981).

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade da
celulase extracelular utilizando fungos filamentosos
isolados de solo daregido do Banhado Grande, naEEJI,
comparando-se os cultivos em meio sintético com
carboximetilcelulose, em caldo sintético contendo papel
defiltro eem meio de farelo detrigo.

Material e métodos

Foram estudadas 80 linhagens de fungos isoladas por
Garlipp (1995) do solo daregi&o do Banhado Grande, naEEJI,
SP, constantes da tabela 1. Os fungos, distribuidos em 19
géneros e 47 espécies foram conservados em agar extrato de
malte (glicose: 20,0g.L%; peptona: 1,0 g.L%; extrato de malte:
20,09.L%; &gar: 20,09.LY) a4 °C, no laboratério do Centro de
Estudos Ambientais, CEA — UNESP, Rio Claro e repicados
periodicamente. Todos 0s ensaios foram realizados em
duplicata.

As linhagens foram cultivadas em meio sintético com
carboximetilcelulose (CMC) como Unica fonte de carbono
(NaNO,: 3,0g.L " K,HPO,: 1,09.L 5, MgSO,: 0,5g.L*; KCI:
0,59.L" FeSO,.7H,O: 10,0 mg.L™*; CMC: 10,0 g.L™; &gar:
20,0 g.L 1) e somente aquel as que ndo cresceram nNesse meio
(tabela 2) foram cultivadas em agar carboximetilcelulose
(KH,PO,:1,09.L % (NH,),SO,: 0,59.L™; asparagina: 0,5g.L %
KCl:0,59.L%MgSO,.7H,0: 0,2g.L ™ CaCl.: 0,1g.L*; extrato
deleveduras: 0,5¢.L; CMC: 10,09.L?; &gar: 20,09.L ). Os
in6culos foram obtidos com agulha no centro de placas de
Petri. Estas foram incubadas por 4 dias a 28 °C e em seguida

submetidas a choque térmico por 16 h a 50 °C. Ap6s esse
periodo, foram adicionados 10 mL de solugdo corante de
vermelho congo (2,5 g.L %) emtampéo TrisHCI 0,1 M, pH 8,0.
Ap6s 30 min a solucdo foi descartada e as culturas foram
lavadas com 5 mL de solucdo de NaCl 0,5 M neste mesmo
tampao. Os diémetros das col6nias e dos halos produzidos
foram medidos com paquimetro (Nogueira& Cavalcanti 1996).

Em seguida, aslinhagensforam caracterizadas quanto a
atividade da celulase utilizando-se papel defiltro (FPase). O
ensaiofoi realizado em tubosdevidro de 15 cm de altura, em
duplicata, contendo umafitade papel defiltro Whatmann.1,
de 10 cm?, como Unica fonte de carbono e 10 mL de caldo
sintetico (NaNO,: 3,0 g.L % K,HPO,: 1,0 g.L**; MgSO,:
0,59.L%KCI:0,59.L"eFeSO,.7H,0: 10,0 mg.L*, pH 5,0),
cobrindo 2/3 das fitas. Os tubos, esterilizados, foram
inoculados com uma al¢ada de esporos dos respectivos
fungoseincubados por 14 diasa28°C. A atividade dacelulase
em papel defiltrofoi determinadano caldo de cultivo obtido
no final daincubagdo, usando-se uma fita de papel defiltro
de 6 cm? em um tubo de ensaio contendo 0,5 mL do caldo e
1,0 mL de tampao acetato de sddio 50 mM, pH 5,0. Apds
incubac&o por 60 min a50°C, areacdo foi interrompidapela
adicdo de 1 mL do reagente de Sumner (&cido 3,5 dinitro
sdlicilico: 10,0g.L1; NaOH: 16,0 g.L%; tartarato duplo de sédio
epotassio: 300,0 g.L1). Paradesenvolvimento dacor, ostubos
foram aguecidos por 5 min em banho de agua fervente. Os
acUcaresredutoresforam determinados em espectrof otémetro,
utilizando-se comprimento deonda(A) de 540 nm. Asleituras
foram comparadas com o tubo do branco do ensaio, obtido
nas mesmas condi¢des, contudo, sem indculo (Attili 1994).

Além das técnicas citadas, observou-se o potencial dos
fungos quanto a atividade da celulase em meio de farelo de
trigo. Para tanto, frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo
farelodetrigo (farelo detrigo: 5,0 g; aguadetorneira: 5,0 mL)
foram inoculados com 1 mL de uma suspensdo de 1.107
esporos mL ! em solugdo de Tween 80 (1,0 g.L ). Osfrascos
permaneceram incubados por 4 dias a 25 °C. Apoés este
periodo, o extrato enzimatico bruto foi obtido pelaadicéo de
30 mL de &gua destilada a 4 °C nos frascos. Os substratos
foram agitados com espatula e permaneceram em repouso
por 3ha4°C. O sobrenadantefoi separado através defiltracdo
em gaze e algoddo, permanecendo congelado até o momento
da analise em frascos de vidro tampados e previamente
rotulados. Os cultivos foram realizados em duplicata.

Para determinar a atividade CM Case (endoglucanase)
utilizou-se tubo de ensai 0 onde foram adicionados 50 mg de
CMC e 4,9 mL de tampdo acetato de sédio 50 mM, pH 5,0.
Apo6s equilibrio térmico em banho-mariapor 5 min a’50 °C,
adicionou-se 0,1 mL do filtrado da cultura conservado em
suporte com gelo. O tubo foi agitado e 1,0 mL (branco), foi
transferido e adicionado a um tubo de centrifuga contendo
1,0 mL do reagente de Sumner. Os tubos foram agitados a
cada’5 minutos. Amostrasde 1,0 mL., apds 30 e 60 min, foram
coletadas procedendo de modo idéntico ao anteriormente
citado. Todos os tubos foram centrifugados por 8 min a
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4.200 rpm e os sobrenadantes transferidos para tubos de
ensaio previamente rotulados, 0s quais permaneceram por
5 min em banho-maria de agua fervente para desenvolver a
cor, sendo resfriados em banho de agua fria e
acrescentando-se 10 mL de &gua destilada. Essa solucéo foi
homogeneizadaealeituradaabsorbanciaem A de 540 nmfoi
determinada contrao branco (Rodrigues 1987). Umaunidade
de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade
de enzima necesséria para produzir 1 mmol de glicose mL*
min nas condic¢Bes do ensaio (U = pmol mL* min?).

Resultados e Discussao

A tabela 1 apresenta os resultados obtidos ap6s o
cultivo dos fungos em meio sintético contendo CMC
como unica fonte de carbono. Destaca-se que,
inicialmente, aincubacdo das culturasa 50 °C apresentou
duplo efeito na formagdo da zona de degradacdo da
celulose. Primeiro, por permitir umahidrolisemaisrapida
da celulose, assegurando que apenas as celulases

Tabela 1. Atividade dacelulase de fungos filamentosos i solados do solo daregi&o do Banhado Grande, Estagéo Ecoldgicade
Juréia-ltatins, SP, cultivados em meio sintético com carboximetilcelulose por 4 diasa 28 °C. [0 ¢ = didmetro dacoldnia (mm);
Oh = didmetro do halo (mm); le = indice enzimético; nc = ndo cresceuy; ( - ) = ndo produziu halo.

Table 1. Cellulase activity of filamentousfungi isolated from soil of the Banhado Grande region, Ecological Station of Juréia-
Itatins, SP, cultivated on sintetic medium with carboxymethyl cellulosefor 4 daysat 28 °C. [ ¢ = colony diameter (mm); Oh=hao
diameter (mm); e = enzymatic index; nc = without growth; (- ) = without halo production.

Fungos Oc Oh ie Fungos Oc Oh ie
Aspergillus niger 2 L2 14 Penicillium janthinellum 14 27 19
Aspergillus wentii 6 u 18 Penicillium miczynskii 1 5 50
Aspergillus sp. 1 - - Penicillium nigricans | 12 7.3 21
Chalara paradoxa =Y Y 12 Penicillium nigricans || 1 21 19
Chaunopycnis alba nc Penicillium nigricans |11 10 0 20
Chloridium virescens | 3 ) ) Penicillium oxalicum 4 16 40
Chloridium virescens || L i i Penicillium purpurogenum | 6 -
Cladosporium cladosporioides 1 - - Penicilli I 8 i i
Colletotrichum sp. nc eniciiiium purpurogenum

Cylindrocladium clavatum 10 16 16 Penicillium purpurogenum 111 S - -
Doratomyces stemonitis nc Penicillium rugulosum 5 - -
Gliocephalotrichum simplex 0 . . Penicillium sclerotiorum | 1 15 14
Gliocladium nigrovirens nc Penicillium sclerotiorum |1 10 16 16
Gliocladiumroseum | nc Penicillium sclerotiorum 111 5 13 26
Gliocladiumroseum 1 nc Penicillium simplicisssmum | 8 2 26
Metarhizium anisopliae nc Penicillium simplicissimum | 16 2 14
Mucor hiemalis &0 - - Penicilliumsimplicissimum 11 nc
Myrotheciumroridum] nc PenicilliumsimplicissimumIV 18 2 12
Myrotheciumroridum|| 6 10 17 Penicillium simplicissimumV 18 % 14
Myrotheciumroridumiil nc Penicillium spinulosum | 6 10 17
Paecilomyces carneus| ne Penicillium spinulosum 1 2 3 15
Paecilomyces carneus! nc Penicillium variabile | 6 1 18
Paecilomyces carneus 11 3 - - - - '
Penicillium aculeatum 2 - - Pen!c!ll!um variabile Il 6 u 18
Penicillium citrinum | R g Penicilliumverruculosum| 28 15
Penicillium citrinum 1 12 20 1,7 Penicillium verruculosum 1 1 > 50
Penicillium corylophilum 10 20 20 Penicillium sp. © D L7
Penicillium decumbens 20 - - Pestalotiopsis pauciseta nc

Penicillium fellutanum | 20 - - Scopulariopsis carbonaria nc

Penicillium fellutanum 11 nc Trichoderma hamatum | 2 2 60
Penicillium funiculosum 7 - - Trichoderma hamatum 1| 1 2 20
Penicillium glabrum | 5 13 26 Trichoderma harzianum| 3 - -
Penicillium glabrum 3 15 50 Trichoderma harzianum |1 67 YY) 11
Penicillium herquei 2 ©r 6,0 Trichoderma harzianumi11 - -

continua
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continuacao

Fungos Oc Oh ie Fungos dc Oh ie
Trichoderma harzianum |V 2 - - Trichoderma koningii I11 5 - -
Trichoderma harzianumV 0] - - Trichoderma longibrachiatum 6 - -
Trichoderma harzianumV| 6 24 40 Trichoderma pseudokoningii | & - -
Trichoder ma inhamatum | % - - Trichoderma pseudokoningii Il 80 - -
Trichoderma inhamatum | 64 - - Trichoderma viridel (3] - -
Trichoderma koningii | 62 - - Trichodermaviride Il 70 - -
Trichoderma koningii 1 PD - - Verticillium lecanii 3 9 30

termoestaveis fossem selecionadas. E segundo, por
acarretar inibic¢&o no crescimento dos fungos ou morte
dos mesmos (Montenecourt & Eveleigh 1977). Este
ultimo efeito foi constatado, pois os resultados
demonstraram que ndo houve alteracdes nos valores
entre os diémetros das col 6nias medidos antes e apds o
choque térmico.

A zona mais clara ao redor das coldnias,
correspondente ao halo indicador da degradacdo da
CMC, foi observadaem 36 linhagens, ou seja, 45% dos
fungos estudados. Procurando-se comparar essas
linhagens, foi estabelecido um indice enzimético e por
meio deste observou-se que al gumas col 6nias com pouco
crescimento apresentaram 0s maiores indices
enziméticos, como Penicillium herquei e Trichoderma
hamatum | (didmetro da col6nia= 2 mm, indice = 6,0),
Penicillium miczynskii e Penicillium verruculosum 11
(di&metro dacolénia=1 mm, indice=5,0) e Penicillium
glabrumll (diémetro da colénia= 3 mm, indice = 5,0).

Resultado semelhante foi observado em 48
linhagens de fungos isolados de aveia industrializada,
gue tiveram col6nias de menor didmetro e maiores
valoresdeatividade dacelulase (Nogueira& Caval canti
1996). Pode-se concluir que o valor do indice enzimético
neste estudo ndo foi um paré@metro adequado de
avaliagcdo na tentativa de comparar atividades entre
diferentes linhagens. Esse indice pode ser utilizado,
entretanto, como uma medida Util para selecionar
linhagens dentro de uma mesma espécie ou como um
parémetro simples e rapido para sel ecionar mutantes, o
quefoi verificado com sucesso em linhagens de bactérias
(Teather & Wood 1982).

O halo indicador da degradacdo da CMC nao foi
observado em 29 linhagens (O 36%), incluindo 14
linhagens do género Trichoderma, considerado como
fonte de celulases (Feldman et al. 1988, Galliano et al.
1988). A visuaizacdo do hal o depende devériosfatores,
além da composi¢do do meio de cultura. Algumas
substancias quimicas do meio de culturapodem interferir

no corante proporcionando resultadosfal so-positivos, ou
aindaprovocar suaprecipitagcdo ou inibir aligagdo deste
aos polissacarideos (Neirotti & Azevedo 1988).

As outras 15 linhagens (O 19%) estudadas néo
cresceram nas condi¢des deste experimento. Contudo,
guando cultivadas em &gar carboximetilcelulose
apresentaram crescimento e, dentre estas, 11
apresentaram halo ao redor das col6nias (tabela2). Esse
resultado ressaltou aimportanciado controle dosfatores
ambientais de crescimento, como a presenca de

Tabela 2. Atividade da celulase de fungos filamentosos
isolados da Estacdo Ecol dgicade Juréia-Itatins, SR, cultivados
em égar carboximetilcelulose por 4 diasa28°C. [Jc=didmetro
dacol6nia (mm); Oh = didmetro do halo (mm); le = indice
enzimatico; (- ) = ndo produziu halo.

Table2. Cellulaseactivity of filamentousfungi isolated from
Ecological Station of Juréia-ltatins, SP, cultivated on
carboxymethylcellulose agar medium for 4 days at 28 °C.
Oc = colony diameter (mm); Oh = halo diameter (mm);
le = enzymaticindex; (- ) = without halo production.

Fungos Oc Oh le
Chaunopycnis alba 6 - -

Colletotrichum sp 24 B 14
Doratomyces stemonitis 7 2 17
Gliocladium nigrovirens 8 B 23
Gliocladiumroseum| 2% 40 15
Gliocladiumroseum| 18 % 14
Metarhizium anisopliae 13 - -

Myrothecium roridum I 14 - -

MyrotheciumroridumlIll 14 - -

Paecilomyces carneus | i % 22
Paecilomyces carneus 1| 10 2 12
Penicillium fellutanum 11 9 6 18
Penicilliumsimplicissimum 11 8 7y 21
Pestalotiopsis pauciseta K] 2 14
Scopulariopsis carbonaria 9 0 11




aminoacidos e/ou fontes organicas de nitrogénio, além
de outros. A utilizacdo do agar carboximetilcelulose
contendo baixas concentracfes de asparagina e extrato
de leveduras foi fator importante para a producéo da

celulase nesses fungos.
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Na tabela 3 sdo apresentados os resultados das
atividades da celulase em papel de filtro (FPase) apds
14 diasa28°C, e aquelesrealizados em meio defarelo
de trigo (CMCase) apos 4 dias a 25 °C. Dos fungos
estudados, 64 linhagens (80%) apresentaram atividade

Tabela 3. Atividade dacelulase de fungos filamentosos i solados do solo daregi&o do Banhado Grande, Estagéo Ecoldgicade
Juréia-ltatins, SP, cultivados em papel defiltro (FPase) por 14 diasa 28 °C e em farelo de trigo (CM Case) por 4 diasa 25 °C.
U = unidade de atividade enzimética (umols mL™* min™); U, = unidades de FPase; U_= unidades de CM Case.

Table 3. Cellulase activity of filamentous fungi isolated from soil of the Banhado Grande region, Ecological Station of
Juréia-Itatins, SP, cultivated on filter paper (FPase) for 14 days at 28 °C and wheat bran medium (CM Case) for 4 daysat 25 °C.
U = enzymatic activity units (umolsmL* min*); U, = FPase units; U = CMCase units.

Fungos U, U, Fungos U, U,
Aspergillus niger 0,018 101 Penicillium purpurogenum | 0,015 071
Aspergillus wentii - 055 Penicillium purpurogenum I 0,016 04
Aspergillus sp. - 0,72 Penicillium purpurogenum 111 - 109
Chalara paradoxa 0,015 103 Penicillium rugulosum 0,017 023
Chaunopycnis alba - - Penicillium sclerotiorum | 0017 047
Chloridium virescens | 0,018 036 Penicillium sclerotiorum 1 0,015 0,75
Chloridium virescens | - 050 Penicillium sclerotiorum 11 0,016 051
Cladosporium cladosporioides - 047 Penicillium simplicissmum | 0017 0,78
Colletotrichum sp. - o1 Penicillium simplicisssmum 1 0014 047
Cylindrocladium clavatum 0014 062 Penicilliumsimplicissimum 11 - 039
Doratomyces stemonitis - 027 Penicilliumsimplicissimum 1V 0,019 074
Gliocephalotrichum simplex 0,018 0,02 PenicilliumsimplicissmumV 0021 0,74
Gliocladium nigrovirens 0,015 038 Penicillium spinulosum | 0014 069
Gliocladiumroseum| 0,015 093 Penicillium spinulosum I 0,019 070
Gliocladiumroseum|| 0,015 010 Penicillium variabile | 0,015 0,74
Metarhizium anisopliae - 059 Penicillium variabile 11 0,015 012
Mucor hiemalis 0,014 053 Penicillium verruculosum | 0,016 049
Myrothecium roridum | 0,016 033 Penicillium verruculosum I1 0014 040
Myrotheciumroridum | - 051 Penicillium sp. 0,016 059
Myrotheciumroridum 11 - - Pestalotiopsis pauciseta 0019 0,72
Paecilomyces carneus | 0,015 0,66 Scopulariopsis carbonaria 0023 021
Paecilomyces carneus | 0,016 049 Trichoderma hamatum | 0,015 095
Paecilomyces carneus | 0,016 063 Trichoderma hamatum | 0017 041
Penicillium aculeatum 0,015 018 Trichoderma harzianum| 0,016 067
Penicillium citrinum | 0,015 107 Trichoderma harzianum 1 0,016 102
Penicillium citrinum 11 0021 0,66 Trichoderma harzianumlll - 142
Penicillium corylophilum 0,015 0,60 Trichoderma harzianum|V 0014 040
Penicillium decumbens 0021 018 Trichoderma harzianumV 0,015 164
Penicillium fellutanum | 0,017 1,00 Trichoderma harzianumV| 0,017 035
Penicillium fellutanum 11 - 048 Trichoderma inhamatum | 0,019 132
Penicillium funiculosum 0,016 057 Trichoderma inhamatum | 0,015 1,07
Penicillium glabrum | 0,015 056 Trichoderma koningii | 0,017 086
Penicillium glabrum I 0,016 059 Trichoderma koningii 11 0,015 0%
Penicillium herquel 0,016 081 Trichoderma koningii 111 0,016 006
Penicillium janthinellum 0017 093 Trichoderma longibrachiatum 0,018 142
Penicillium miczynskii - 0,79 Trichoderma pseudokoningii | 0,015 110
Penicillium nigricans | - 049 Trichoderma pseudokoningii 11 0014 145
Penicillium nigricans 1 0,019 0,79 Trichoderma viride | 0014 117
Penicilliumnigricans ll1 0,020 0,71 Trichodermaviridell 0,017 033
Penicillium oxalicum 0,019 059 Verticillium lecanii 0,016 051




210 M.J.S. Ruegger & S.M. Tauk-Tornisielo: Atividade dacelulase de fungos filamentosos

FPase que variou entre 1,4.102 e 2,3.102 U, sendo o
melhor resultado obtido com Scopulariopsis
carbonaria.

Resultados com valores superiores foram obtidos
por Attili (1994) estudando fungos isolados do solo do
Banhado Grande (EEJI) e processados com a mesma
metodologia de andlise descrita anteriormente. Neste
estudo, Aspergillus giganteus apresentou maior valor
para a atividade FPase, 7,6.102 U. Em outro trabal ho,
Cenciani (1997) cultivou Gliocladium nigrovirens e
Gliocladium roseum | e Il, em diferentes meios de
culturae variou as condic¢des de cultivo. Osresultados,
porém, foram inferiores aos obtidos no presente estudo.

O cultivo de Aspergillus terreus GN1 em
fermentador com capacidade de 10 L, em bagaco de
cana-de-agUcar tratado com dlcali, proporcionou uma
atividade de FPase de 3,2.102 U (Garg & Neelakantan
1982). Quatro linhagens mutantes de Trichoderma
reesei cultivadas em diferentes meios de cultura
apresentaram resultados que variaram de 3,9 a 16,3 U
(Cochet 1991). Todavia, melhor resultado (18,0 U mL™)
foi verificado com Trichoderma sp. A-001 em meio
contendo papel de filtro e 0,2% do surfactante Tween
80 (Gashe 1992). Observa-seque aatividade dacelulase
depende, ndo somente da linhagem, mas das técnicas
utilizadas.

Os fungos foram, finalmente, cultivados em meio
de farelo de trigo por 4 dias a 25 °C, para verificar a
atividade CM Case, quefoi evidenciadaem 78 linhagens
(95%). As Unicas excegOes foram as linhagens de
Myrothecium roridum Il e Chaunopycnis alba que
também n&o apresentaram atividade nos experimentos
anteriores (tabelas 1, 3). Quatorze linhagens tiveram
atividade igual ou superior auma unidade de atividade
CMCase mL* min? nas condi¢des do ensaio, sendo
Trichoderma harzianum V aguela que apresentou
melhor resultado (1,64 U). Apesar de estudos
demonstrarem o potencia daslinhagensde Trichoderma
naproducédo de celulases (Cochet 1991, Gashe 1992), e
serem algumas espécies usadas intensivamente para a
despoluicdo ambiental pela capacidade de degradarem
residuos e efluentes (Buchert et al. 1993), espécies dos
géneros Aspergillus e Penicillium também tém sido
citadas como boas produtoras destas enzimas
(Kurasawa et al. 1992, Kuhad & Singh 1993, Castillo
et al. 1994, Kim et al. 1997). O género Penicillium,
representado por maior nimero de linhagens aqui
estudadas, tem sido constantemente utilizado como fonte
deenzimasem variossetoresindustriais (Carvaho et al.
1992, Teixeira1994).

Os resultados deste estudo evidenciaram que a
producdo de celulases depende do tipo de substrato e
gueo uso dedistintos métodostornadificil acomparagdo
com os resultados obtidos por diferentes autores.
Deve-se salientar ainda que os fungos produtores de
celulases, na natureza, ndo ocupam o0 mesmo nicho
ecol 6gico em culturapura, onde ndo existe competi ¢&o;
ao contrario, eles interagem com outros organismos
celuloliticos e com aqueles que degradam vérios
polimeros. Essaassociacao éresponsavel pelacompleta
mineralizacdo dos substratos celuldsicos nos
ecossistemas onde estes organismos estdo inseridos.
Além disso, as linhagens de fungos do solo aqui
investigadas foram isoladas em duas areas com
coberturas vegetais distintas e em diferentes estagtes
do ano. Acrescente-se que 0os meios de cultura e pHs
utilizados para o isolamento também foram diferentes,
na tentativa de ampliar a diversidade da micota
resultante (Garlipp 1995). Todos esses fatores
influenciaram diretamente os resultados obtidos com os
diferentes isolados de uma mesma espécie, como por
exemplo os apresentados por Trichoderma harzianum
| aVI (tabelas 1, 3).

Os resultados aqui obtidos demonstraram que,
dentre as linhagens estudadas, ndo houve nenhumaque
se destacasse das demais, quanto ao potencial para
producéo de atividade da celulase. Todas elas,
praticamente, se igualaram. Destaque-se, porém, a
importancia da realizacdo de estudos futuros para um
maior conhecimento sobre abiodiversidade easfuncdes
exercidas por estes microrganismos em ambientes
terrestres e de suas interagdes com fatores bidticos e
abidticos dentro de um ecossistema. Sugere-se, que
estudos mais detalhados com as linhagens de
Trichoderma: T. harzianum Ill e V, T. inhamatum |,
T. longibrachiatum, T. pseudokoningii Il e T. viride
|, deverdo ser realizados, através de outros testes
laboratoriais, paraverificar melhor o potencia enzimético
detaislinhagens.
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