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CONDIÇÕES DE PRODUÇÃO E ATIVIDl\DE DA CELULASE DO FUNGO 

A-0 pe11.gillu-0 s p E DE SEUS MUTANTES ISOLADOS DE BAGAÇO DE CANA 

RESUMO 

AUTORA: Lina Sllbell. Sehmidt Vitti 

ORIENTADOR: Prof. Dr. Darcy Martins da Silva 

Neste trabalho testou-se a capacidade Je pr� 

dução e atividade total da celulase (FPA), (3-glucosidase e 

carboximetilcelulase {CMCase) em 5 fungos isolados de bag� 

ço de cana. 

Os fungos foram cultivados em meio básico li 

quido, utilizando-se bagaço de cana como substrato. Tes-

tou-se a seguir a atividade enzimática de seus filtra-

dos. Entre os cinco fungos foi selecionada uma espécie de 

Á.6pet1.gillu.-6 que se mostrou a mais promissora. 

Essa espécie foi submetida a diferentes con 

dições de pH, temperatura, concentração de substrato e p� 

ríodo de incubação para melhor produção de celulase. 

Os resultados obtidos permitiram identificar 

as seguintes condições como as melhores para 

cos componentes enzimáticos: 

a produção 

º Faixa de pH: 7,0 para FPA e 6,0 para ativi 

dade (3-glucosidase. 
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º Faixa de temperatura: 45 ° c para FPA e 35 ° c 

para [3-glucosidase. 

° Concentração de substrato: 15 gramas/] i­

tro de meio de cultura para FPA. Com rela­

ção à S-g 1 ucos i d ase nao houve diferenças 

significativas quando se testou concentra 

ções de substrato na faixa de 5 a 25 gra­

mas/1 i tro de meio de cultura. 

• Período de incubação: no 10� dia de desen­

volvimento em meio básico líquido foram obser

vadas as maiores atividades FPA e [3-glucosidase.

Não fdi detectada atividade carboximetilcelu 

lase em nenhuma das cond1ções experimentadas. 

O A.6pe.11..g,i_,ilu.6 sp selecionado foi a seguir 

comparado com o fungo T11..,i_,chode.11..ma 11..e.e..6e.,Í_, QM 9414, padrão P! 

ra esse tipo de ensaio, constatando-se· que o primeiro sup� 

rou o padrão apenas na atividade específica S-glucosidase. 

P os te r i o r me n te os e s por os d o fungo A.6 p e.11..­

g iilu.6 sp foram expostos a diversas doses de radiação gama 

de uma fonte de cobalto-60,sendo q ue com as doses 0,3 e 1,0 

kGy foram obtidos mutantes morfológicos. 

Testou-se a capacidade de produção de ativi­

dade enzimá tica dos mutantes, � qual não superou o selvagem 

em nenhum tipo de atividade. 
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PRODUCTION CONDITIONS AND CELLULASE ACTIVITY OF MpeAgillU/2 sp

RJt:6US AND ITS MUTANTS ISOLATED FROM SUGARCANE BAGASSE 

ADVISER: Prof. Dr. Darcy Martins da Silva 

ln the present experiment the total celulase 

(FPA), 8-glucosidase and carboximethyl cellulase activities 

of five kinds of fünijUS isolated from sugarcane bagasse were 

tested. 

The fungi isolated were cultivated in liquid 

growth medium, using sugarcane bagasse as substrate. The 

enzymatic activity in filtrate was measured and among them 

one strain classified as A-0pengillu-0 sp showed 

enzymatic activity. 

higher 

This fungus was submitted to different 

conditions of pH, temperature, substrate concentration and 

incubation period for cellulase production. 

With the results obtained, it was possible 

to identify the best conditions for the production of the 

cel lulase system as show below: 

• pH range: 7,0 for FPA and 6,0 for 8-glucos�

dase activity. 



T 45
°

c f • emperature range: ·or 

for B-glucosidase activity. 

FPA 

• X. V •

and 35 ° C 

• Substrate concentration: 15 grams per liter 

of growth medi um for·· FPA. B-glucosidase

activity d i dn I t show significative

differences when substrate concentration

varied from 5 to 25 grams per 

of growth medium.

li ter

• lncubation period: highest activity values

for FPA and B-glucosidase activity were
th observed at the 10 day of incubation.

On the test conditions it was not observed 

carboximetyl cellulase activity. 

A.6 p e.lLg .lllu,.,6 s p se l e e te d i n t h i s s tu d y w as 

compareci against, T1L.lc.hode.1Lma '1.e,e,J.,e,,[ and i t was observed that 

'A.6pe.1Lglllu.6 sp showed a higher B-glucosidase activity. 

A.6pe.1Lgillu.6 sp was irradiated with different 

doses in a gamma-source (Co-60) and morphol�glcal mutants 

were obtained with 0.8 and 1.0 kGy. 

However the enzymatic activity of the mutants 

was always lower than that of the wi ld strain. 



1, INTRODUÇAO 

No Brasil sao obtidos diversos subprodutos e 

resTduos celul6sicos que poderiam ser m�lhor explorados, 

sendo utilizados para hidr61 ise e posterior fermentação. 

Entre esse material celul6sico é de grande import§ncia a 

fração excedente de bagaço de cana usado para a produção 

de álcool etíl ico,que na maioria dos casos nao é aproveita­

da como outro produto industrial. 

Além do b�gaço de cana outros materiais co­

mo polpa de madeira, algodão, palha, papel, sabugo, poderiam 

ser explorados em grande escala através da hidrblise enzimá 

tica da celulose. 

A sacarificação da celulose permitiria o uso 

da glucose, obtida pelo processo hidrolítico, na alimenta­

çao e em produtos qufmicos. 

Vários tratamentos ácidos ou alcalinos têm 

sido usados para hidrolisar celulose, porém ocorrem reaçoes 

indesejáveis e destruição de parte dos açúcares. Esses pro­

blemas poderiam ser solucionados pelo emprego de um preces-

so hidrolítico enzimático,uti l izando enzimas provenientes 
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de microrganismos. 

Enzimas do complexo celulolítico sao sinte-

tizadas por um grande numero de microrganismos que incluem 

fungos, actinomicetos e bactérias. Entretanto, 

fungos excretam uma grande quantidade de enzimas 

ativa no meio de cultura. 

somente os 

na forma 

Entre os microrganismos produtores do com­

plexo celulolitico,alguns possuem capacidade para hidrol i­

sar a celulose nativa, enquanto outros só degradam deriva­

dos solúveis da celulose. 

Entre os principais generos de fungos rela-

clonados com a decomposiçio da celulose estio inclu.idos: 

Altennania, A�pengillu�, Chaetomlum, Copnlnu4, Fome4, Fu4a­

nium, Penleiltium, Polyponu4, Rhlzoetonla, Sponotniehum, 

Staehylotnl4, Tniehodenma, Tniehothecium, Ventieilllum, 

Zigonhynehu4. 

Pesquisas visando obtençio de enzimas celu-

lolíticas vem sendo realizadas em inúmeros laboratórios. 

Alguns resultados já obtidos revelaram certos aspectos que 

justificam uma continua pesquisa de novas fontes dentre mi­

crorganismos,pois as enzimas celulolíticas já encontradas 

diferem razoavelmente nas suas capacidades celulolíticas. 

Em paralelo, deve-se lembrar que a seleçio 
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eficiente de microrganismos para hidrólise de celulose ofe­

rece excelente material genético para o melhoramento dessa 

capacidade, seja através de radiação, mutagênicos químicos, 

hibridação somática e até mesmo técnicas de DNA recombinan 

te. Dentre os fungos produtores de celulases temos as ce­

pas mutantes do T4iQhode4ma: QM9133 e QM9414, Rutgen-0 C30 

e NG14,sendo altamente eficientes. 

Os objetivos do presente trabalho foram o 

isolamento de fungos celulol íticos de bagaço de cana, sele 

ção do mais promissor quanto a atividade celulolítica, ca­

racterização do microrganismo selecionado e obtenção de mu­

tantes, através do uso de radiação, com atividade superior 

ao selvagem. 



. 4. 

- I 

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2,1, SELE,ÃO DE NOVOS MICRORGANISMOS CELULOLÍTICOS

A procura de microrganismos com grande capa­

cidade de produção do complexo celulolítico tem sido objetl 

vo de diversos trabalhos realizados. 

FERGUS (1969) determinou a habilidade de al-

guns fungos termofil icos para produzir a fração C do com 
X 

plexo celulolítico. Obs�rvou que entre os diversos fungos 

testados Cha.e.tomiu.m the.1tmophLe.e. ha Touche var. c.op1tophile. 

Cooney e Emerson; C. the.Jtmophile. var. dillitu.m 

Emerson; Hu.mic.ola. g1tile.a. Traaen var. the.Jtmoide.a. 

Cooney e 

Cooney e 

Emerson; H. inlole.nl, Spo1tot1tic.hu.m the.1tmophile. e To1tu.la. 

the.1tmophile. Cooney e Emerson, degradaram papel de filtro. 

MENEZES et aZii (1976) compararam a ativida­

de celulolítica de 51 linhagens de microrganismos. Os fil­

trados das culturas de tris 1 in�agens de fungos, sendo uma 

não identificada (25 F) e duas de basidiomicetos, apresen­

taram elevada atividade C 

MENEZES et aZii (1976) testando a atividade 

enzimática entre diversas linhagens de fungos produtores 
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de celulase verificaram que o basidiomiceto 5 O F mostrou 

ser uma boa fonte do complexo celulolítico C 1 -C . 
X 

PYE et alii (1977) entre doze culturas de 

fungos pertencentes aos gêneros A-0penglllu-0, Tnlehodenma, 

Chaetomlun, Staehybotny-0 e Hypoenea,verificaram que todos 

foram capazes de degradar xilana, avicel e carboximetilcelu 

lose. 

STENBERG et alii (1977) fizeram uma seleção 

para obter um microrganismo que produzisse quantidades rel� 

tivamente grandes de S-glucosidase. Entre 200 linhagens de 

fungos e 15 de bactérias os organismos mais promissores fo­

ram os fungos A-0penglllu-0 nlgen QM877 e A. phoenlelJ QM329. 

HAYASHIDA e YOSHIOKA (1980) isolaram de es 

terco o fungo termofíl ico Hu.mleola l11-0ole11-0 YH-8 o qual pr� 

duziu uma quantidade significativa de celulases termoestá­

veis. 

Cinco microrganismos celulolíticos foram iso 

lados por FUJIO e MOO-YOUNG (1980) entre os quais o isolado 

A-0penglllu-0 espécie n� 81 pode degradar mais do que 86% de 

Solka Floc adicionada como substrato, em três dias de culti 

vo. 

GINTE.ROVA et alii (1981) verificaram a pro-

dução de celulase em quatro culturas de fungos superiores 
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Agnocybe cyllndnacea, Lentlnu-0 tlgnlnu-0, 

tu-0 e Ramanla óonmo-0a, sendo me1hor produtor o fungo L. tl-

NG e ZEIKUS (1981) compararam a celulase 

extracelular de Clo-0tnldlu� �henmocellum LQRI e Tnlchodenma 

nee-0el QM9414 observahdo que estas apresentaram diferenças 

significativas em relação às atividades dos componentes en-
- ---

zimáticos,modo de açao, estabilidade térmica e inibição

por diversos compostos. A linhagem QM9414 foi significati­

vamente mais ativa do que a LQRI.

SADLER (1982) fez uma comparaçao entre 100 

1 i nhagens de fungos de podridão da madeira quanto ã hab i 1 i -

dade para degradar blocos de madeira e produção de celulase 

extracelular,sendo que as 1 inhagens de Tnlchade�ma foram as 

melhores produtoras dessa enzima. 

GUILIANO et alii (1983) estudaram a degrad� 

çao de celulose por três novos isolados anaeróbicos mesofí-

1 icos em comparaçao com Clo�tnldium the4mocellum. A degra-

dação de diversos materiais celulÕsicos pelos 

foi comparável a de C. thenmocellum. 

anaeróbicos 

S!LMAN et alii (1984) avaliaram a atividade 

carboximeti lcelulase de diversas 1 inhagens de Splcellum no­

-0 e, um . As l i n h age n s N R R L 1 3 1 O 3 , 1 3 1 O 4 e 1 3 1 O 6 p r o d u z i r a m a t i 



. 7 . 

vidade carboximetilcelulase de 2,9; l,5 e 2,9 mg glucose/h/ml 

· que foram as maiores atividades observadas.

DURAND (1984) comparou a atividade celulol í­

tica entre as enzimas extracelulares de quatro fungos, T1tl­

, ehadeJtma 1tee-0el TDlB6, Penlcllllum espécie PD20, Thielavla 

.:t.e1t1te-0.:t.1tl-6 NRRL8126 e Spa1ta.:t1Llehum eellulophLtum ATCC20494 . 

. As enzimas apresentaram-se diferentes quanto à atividade 

hidrolítica, estabilidade térmica e estabilidade a diferen 

tes pHs. 

I 

2,2, PRODUGÃO DE ENZIMAS CELULOLITICAS 

Entre os fatores que afetam a produção das 

celulases estão o meio de cultivo, o tipo de celulose usada 

como substrato para induzir a formação das enzimas, o tipo 

• e quantidade do in6culo, a fonte de nitrog�nio,o pH do meio

de cultivo, a temperatura de desenvolvimento, a adição de

surfactantes, agitação, a demanda de oxig�nio dissolvido e

o tipo de fermentação (Goksoyr e Eriksen,

DEl<l<ER, 1985). 

2,2,l, INFLUÊNCIA DO MEIO DE CULTIVO 

in ROSE, 1980; 

MANDELS e REESE (1960) em trabalhos utili­

zando T1tlehode1tma vl1tlde e uma espécie de basidiomiceto, v� 

ri ficaram que a máxima produção de enzimas celulolíticas foi 
. 
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obtida quando peptona ou sais nutritivos foram incluídos 

ao meio de cultura e o pH ajustado para pH 4, O para 

o basidiomiceto e 2,7 para T. vlnide.

CHAHAL (1982) concorda com esses autores ci­

tando que pequenas quantidade de substratos facilmente uti-

1 izáveis, incluindo peptcna, aumentaram a produção de celu 

1 a se. 

SHEWALE e SADANA (1978) observaram que o au­

mento do nível de uréia ou peptona no meio para T. nee-0ei 

ou no meio denomin�do NM-1 nio aumentou o nível de enzimas 

celulol íticas produzidas por uma espécie de basidiomiceto. 

MENEZES et aZ.ii (1976) utilizaram dois meios 

de culturas para a produção de enzimas celulolíticas, e em 

relação a enzima ativadora pré hidrolítica e 

ambos mostraram o mesmo padrão de atividade. 

hidrolítica 

PYE et aZ.ii (1977) verificaram que a adição 

de tampão citrato-fosfato no meio de cultivo reduziu gran­

demente os níveis de atividades celulolíticas de diversas 

culturas de fungos. 

LINARDI e ROGANA (1977) compararam a produ­

çao do componente C 1, em quatro diferentes meios de cultu 

ra (Czapeck, Reese, Básico 1 Íquido, Eggins), pelo fungo 

TnlQhodenma nee-0el QM6a verificando que t?nto o meio Reese 

como o Czapeck mostraram-se bons indutores desse componente. 
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De acordo com os autores citados anteriormente, MEHTA e MEHTA 

(1985) ao testarem diversos meios de cultura para a prod� 

ção de enzimas pectol íticas e celulol íticas por Fu.-0a.1L,i,u.m 

oxy-0po1Lu.m, observaram que o meio Czapeck favoreceu a mixima 

produção de pol i galacturonase e celulase. Para Fu.-0a1Liu.m mo­

n.-lR.ióoJLme. a maior produção de celulase obteve-se no meio Rich ard. 

SHEWALE e SADANA (1978) verificaram que para o 

basidiomiceto denominado CPC 142 quando substratos como farelo 

de arroz ou de trigo, ou o líquido proveniente da extração da 

glicose do milho foram acrescentados ao meio de cultura denomina 

do NM -2 houve aumento na produção de celulase e S-glucosidase. 

MENEZES e DRAET T A  ( 1979) citam que um dos 

meios de cultura testado foi considerado superior na produ­

ção do sistema enzimático celulolíticó do basidiomiceto SOF

e que devido as diversas combinações de sais na composição 

dos meios testados foi di fícil atribuir a superioridade do 

meio a presença ou nao de determinados componentes •. 

GINTEROVA et alii (1981) mostraram que quan­

do um auto] isado de levedura foi adicionado ao meio de cul-

tura utilizado na produção de celulase por quatro cultu-

ras de fungos superiores, 

enzima. 

h ouve decr�scimo na produção da 

Em discordância, C H ANG e STEINKRAUS (1982) 
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em estudos com Volva11,,i,ella volva.c.ea., utilizando um supl e­

mento de 0,1% de extrato de levedura ao meio de MAND ELS e 

REESE (1963) obtiveram 2 vezes mais celulase e micélio do 

que no meio sem extrato de levedura. 

/ GOKHALE et alii (1984) verificaram a produ­

çao de S-glucosidase e celobiase pelo fungo A-0pe11,g,i,llu-0 sp, 

o qual foi desenvolvido no meio descrito por MANDELS e REE SE

· (1963). O fungo secretou alto nível de S-glucosidase no

meio de desenvolvimento.

Quando surfactantes, como Tween 80, foram 

acrescentados ao meio de cultura houve aumento na produção 

de enzimas celulolíticas extracelular (MAND ELS e WEBER, 1969; 

STENBERG et alii
., 

1977; TANGNU et alii
., 

·1981; CHAHAL, 1982; 

DEKKER, 1985). 

Estudos do efeito de diferentes concentra-

çoes de nitrogênio na produção de celulase indicaram,segun­

do SHEWALE e SADANA (1978), que uma produção máxima de cel� 

lase,por espécies de basidiomiceto,foi obtida quando 0,42% 

a 0,70% de sulfato de am6nio foram acrescentados ao meio bá 

sico para T�,i,c.hode11,ma. 11,ee-0ei. 

TRIVEDI e RAO (1979) indicaram que para A-0-

pengillu-0 6umiga.tu-0 a máxima produção de enzima foi alcanç� 

da usando 0,03% de sulfato de am6nio com 0,01% de hidrog� 



. 1 1 . 

nio fosfato de amónio. 

DEKKER (1985) afirmou que fosfatos de am6nio 

foram uma fonte efetiva de nitrogênio inorgânico, resultan-

do em produções altas de celulase,devido a capacidade de 

tamponação desses sais os quais controlam o pH do meio de 

cultivo. 

2,2,2, INFLUÊNCIA DO PH E DA TEMPERATURA 

O pH do meio de cultura e a temperatura de 

incubação sao fatores que também variam de acordo com o mi­

crorganismo utilizado em experimentos para a produção do 

complexo celulol ítico. 

MANDELS e REESE (1960) verificaram que a

produção máxima de celulase foi obtida quando o meio de cul 

tura apresentou pH 4,0 para uma espécie de basidiomiceto 

e 2,7 para Tnlehodenma vlnlde. Em relação a temperatura 

observaram que para T. vlnlde a produção de C foi maior a 
X 

24
°

c.

STUTZENBERGER (1971), obteve a maior produ­

çao de celulase pelo fungo Thenmomono-0pona eunvata a um pH 

inicial do meio de cultura ajustado para 8,0. Máxima ativi 
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dade C 1 e C ocorreu aproximadamente apos 6 dias de desen­x 

volvimento a 55º c.

Para Sponotnlchum thenmophlle a máxima prod� 

ção de C 1 e C foi observada a 45° c em 2 a 4 dias de desen-
x 

volvimento na presença de 1% de Solka Floc como substrato e 

nitrato de sódio ou uréia como fonte de nitrogênio. Nestas 

condiç5es a atividade do filtrado foi semelhante àquela de 

·rn�chodenma v�n�de (COUTTS e SMITH, 1976).

SHEWALE e SADANA (1978) em estudos das con­

dições de cultura para maximização da produção de celula­

se e B-glucosidase pelo basidiomiceto denominado CPC142 um 

pH inicial de 6,5 foi visto ser o mais favorável para alta 

produção de enzimas. 

Para o basidiomiceto 50F, MENEZES e DRAETTA 

(1979) verificaram que para as três frações celulolíticas a 

produção máxima ocorreu em meio de cultura com pH entre 3,5 

e 4,5. 

TANGNU et alii (1981) determinaram diversos 

parâmetros para a produção de celulase em fermentador e en 

tre eles os perfís de temperatura e pH para o fungo T4lQho­

denma nee�e Rut C30. Para máxima produção de celulase e 

B-glucosidase, pH 5,0 e temperatura inicial de 31 ° c poderia

aumentar substancialmente a atividade enzimática. A pH 6,0 
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pode-se produzir os mesmos n íveis que a pH 4,0 ou 5,0, mas 

em menor tempo. 

NATARAJAN e KANNAN (1982) verificaram que 

para culturas de Ama.n..Lta. muf.ic.a.11.,,i,a. o pH Ótimo para produção 

da fração C do complexo celulolítico foi 4,5. 
X 

CHANG e STEINKRAUS (1982) observaram que o 

pH ótimo para a produção de enzimas celulolíticas produz� 

das por V olva1tle..lla volvac.e..a. foi 5, 5. 

CHAHAL (1982) em estudos com T1t,i,c.hode..1Lma 1te..e..-0e..l 

verificou que o pH inicial do meio de cultura para inoculação 

foi geralmente 5,6 e a temperatura Ótima para a produção de ce­

lulase foi 29 ° c. 

Em testes da capacidade de Ple..u!Lo�u-0 -0ajo1tc.aju 

para a produção de celulase,MADAN e BISARIA (1983) verificaram 

que o pH inicial para produção de celulase foi 5 ,0. 

DEKKER (1985) citou que linhagens de T11.,,i,c.hode.1Lma. 

11.,e,e,f.,e,,i, geralmente produzem os mais altos títulos de ativid� 

de da celulase (unidades/ml de enzimas) quando desenvolvi­

das em pH entre 4 e 5 e que a produção dessa enzima é geral 

mente ma i o r quando o organismo é desen vo 1 vi do entre 25 e 28° c. 

2,2,3, INFLUÊNCIA DO 
I / 

INOCULO E PERIODO DE INCUBAÇAO 

O tipo e tamanho do inóculo pode ter efeito 

marcante n o  desenvolvimento e produção de celulase. Inocula 



• 1 4.

çao micelial .tem sido demonstrado produzir uma redução na 

fase inicial (lag) e tem resultado em maior produção de ce .. 

lulase comparada ao inóculo do tipo esporo (MA NDELS e WEBER, 

in GOULD, 1969; CHAHAL, 1982; DEKKER ,  1985). 

Quanto ao curso de produção do complexo ce-

lulolítico, pode ocorrer variações, Em estudos para deter-

minar a habilidade de alguns fungos termofflicos e actinomi 

cetos para produzir Cx' FERGUS (1969) observou que a prod�

ção máxima da enzima foi normalmente observada apos 15 ou 

20 dias de incubação, 

PEITERSEN (1975), examinando a produção de 

celulase por T�lchode�ma vl�ide verificou que a máxima pr� 

dução foi alcançada após 4 - 10 dias de incubação. 

Para os fungos A-0pe�glllu-0 nlge� QM 877 e 

A. phoenlcl-0 QM329, STENBERG et alii (1977), observaram que

após seis dias de desenvolvimento os níveis de S-glucosida­

se alcançaram seu pico, sendo a enzima distribuída unifor­

memente entre o micélio e o fluído da cultura. Após esse p� 

rfodo o nfvel de enzimas micel ial decresceu e ·o nivel de en 

zimas no fluído da cultura aumentou. 

TR IVEDI e RAO (1979) em culturas utilizando 

A-0pe�glllu-0 óumlgatu-0 obtiveram um máximo de atividade celu 

lolftica no 12� dia de desenvolvimento, 
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Para quatro culturas de fungos superiores, 

GINTEROVA et alii (1981), verificaram que a atividade da e� 

zima celulolítica na presença de carboximetilcelulose foi 

maior após 12 dias de cultivo. 

O fungo Fu-0anium sp teve sua máxima produção 

extracelular do complexo celulolítico no 5� dia de desenvol 

vimento (TRIVEDI e RAO, 1981). 

Para Acetlvlb�lo eellulolytlcu-0 a máxima ati 

vidade celu1ase foi detectada no 2� e 3� dia de incubação 

bem como o máximo desenvolvimento e degradação da celulose. 

(SADDLER e KHAN, 1980). 

CHANG e STEINKRAUS (1982) observaram para 

Volvanlella volvaeea, uma atividade celulolítica máxima em 

cinco dias de cultivo. 

Em culturas de Amanlta mu-0canla a máxima ati 

vidade celulolítica extracelu1ar foi detectada em culturas 

com 25 dias de crescimento (NATARAJAN e KANNAN, 1982). 

STEWART et alii (1983) verificaram em estu 

dos com A-0pengillu-0 6umigatu4 que atividade carboximetilce 

lulase extracelular, quando desenvolvidos em forragem e p� 

lha, aumentou através dos 10 dias de incubação. 
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2,2,4, INFLUÊNCIA DO TIPO E CONCENTRAÇAO DO SUBS­

TRATO 

Diversos têm sido os substratos utilizados 

com o objetivo de se obter grandes quantidades de enzimas 

celulolíticas por microrganismos, bem como diferentes con­

centrações desses substratos. 

A eficácia de materiais celulósicos como in­

dutores parece depender de sua susceptibi 1 idade ao ataque 

pelo fungo. 

Diversos microrganismos mostraram que ceio 

biose é um indutor natural da celulase e que a baixa produ­

çio de enzimas obtidas em culturas com celobiose e devido 

a efeitos inibitórios pelo rápido desenvolvimento dos mi­

crorganismos nesse açúcar (MANDELS e REESE, 1960). 

NISIZAWA et alii (1971) verificaram que o 

uso de soforose como indutor de enzimas celulolíticas em cul­

turas de T��ehode�ma �ee�e� estimulou a formação de celula­

se, S-glucosidase e xilanase. 

SHEWALE e SADANA (1978) ao analisarem a in-

fluência do substrato celulósico na produçio de celulase 

e B-glucosidase pelo basidiomiceto denominado CPC 142 veri­

ficaram que as maiores quantidades dessas enzimas foram in­

duzidas em celulose 123, Solka Floc SW40 e, Avice] P.H. 101. 
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TRIVEDI e RAO (1979) testaram diversas fon-

tes de carbono para induzir a formação de celulase pelo fun 

cose, sacarose, 

maçao de celulase. 

Observaram que açucares como gl� 

maltose e arabinose, não induziram a for 

Altos níveis da enzima foram observados 

quando celulose insolúvel foi usada como fonte de carbono e 

que,quando material lignocelulósico foi utilizado,baixos ní 

veis de atividade celulolítica foram obtidos. 

SONI e BHATIA (1979) em estudos da celulase 

extracelular (C ) de Fu-0anium oxy-0ponum, mostraram que os 
X 

indutores reais dessa enzima são os produtos de degradação 

da celulose, melhor do que a própria celulose. 

Com Sponotnlehum puluenulentum foi observado 

que de acordo com o substrato usado para indução da enzima 

S-glucosidase, esta pode ser 1 iberada para o meio de culti-

vo ou nao. Utilizando celulose comei' fonte de carbono, 

S-glucosidase começou aparecer 1 ivre na solução de cultura

após 7 horas. Com celobiose nenhuma atividade foi detecta-

da na solução de cultura mesmo após 24 horas 

aZii, 1978). 

(DESHPANDE et 

Estudos da indução de S-glucosidase em Pha­

nenoehaete chny-00-0ponlum, mostraram que os mais fortes indu 

tores de S-glucosidase extracelular foram polímeros celuló­

sicos (celulose microcristal ina, algodão, 'celulose Walseth) 
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e para S-glucosidase intracelular celobiose foi o substrato 

que induziu máxima atividade (SMITH e GOLD, 1979). 

HERR (1979) verificando a produção de celu­

lase por Tnichode.nma vinide. ITCC-1433 concluiu que carboxl 

metilcelulose nio pode ser considerada como um poderoso in 

dutor dessa enzima ou como fonte de carbono e que a máxima 

produção da enzima foi obtida usando celulose em po trata 

da com a 1 ca 1 i . 

Para os fungos superiores Ag11.ocybe. cyUndll.ace.a, 

Le.ntinu-0 tig11.inu�, Ple.unotu-0 o�tne.atu-0 e Rama11.ia 6011.moia, 

GINTEROVA et alii (1981) verificaram que entre diversos 

substratos testados serragem de pinho foi o mais efetivo 

para produçio de celulase. 

U t i 1 i z ando d i versas fontes d e c a r b o no , NA KA -

TANI et alii (1981) tiveram os maiores valores de produção 

de celulase por Vactylium de.nd1toide.� quando celulose em po 

foi usada como fonte de carbono e que o tempo de secreçao 

da enzima variou de acordo com a fonte de carbono usada. 

Na produçio de é:elulase extracelular por um 

i so 1 ado de Fu-0a1tium sp a máxima produção de todos os com­

ponentes da celulase foi observada com o uso de celulose 

Sigma (TRIVEDI e RAO, 1981). 
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Em estudo de excreçao de celulase pelo fun­

go Tnichodenma nee-6ei CL-847, WARZYWODA et alii(1983) obtiv� 

ram as maiores produções da enzima quando uti 1 izaram cel� 

lose Whatman CC41 como fonte de carbono e as menores prod� 

çoes foram obtidas com polpa de madeira. 

STEWART et alii (1983) verificaram que cul 

turas de A-0peng illu.-0 6u.mig atu.-6 IMI 246651, ATCC 46 3 24 prod� 

ziram as maiores quantidades de xilanase e celulase extra­

celular quando desenvolvidas em forragem ou palha de cevada 

do que quando desenvolvidas em celulose CF 11. 

Para Pen,lc,lll,lu.m 6u.nicu.lo-6wn UV-49 o desen-

volvimento em algodão, filtro de papel, bagaço de cana e 

carboximetilcelulose foi pobre e a atividade celulol Ítica 

baixa (JOGLEKAR e KARANTH, 1984). 

MOUNTFORT e ASHER (1985) observaram que para 

Neocallima-6tix óno�tali-6 PN-1 e PN-2 a atividade carboxime-

tilcelulase foi maior em culturas desenvolvidas em filtro 

de papel Whatman n'? 1 do que em outros substratos como Sigma 

Cel 1 tipo 50, alfa celulose ou celulose MN-300. 

As celuloses que não são facilmente hidrol i­

sadas pelas celulases (avicel, algodão, celulose em pó) pa­

recem ser os melhores substratos para induzir a formação de 

celulase do que aquelas mais facilmente hidrolisadas como 
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carboximetilcelulose (DEKKER, 1985). 

Quanto à concentração do indutor observou-se 

que a máxima produção de celulase para Tnichodenma nee-0ei 

e uma espécie de basidiomiceto foi obtida em 1% de substra­

to (MANDELS e REESE, 1960). 

Com respeito à concentração de celulose, Mandeis e 

· Weber , in GOULD (1969) citaram que 0,5-1%, foi a concentra­

ção ótima para produção de celulase , dependendo do tipo de

�tividade medida e do nível de peptona no meio de cultura.

SHEWALE e SADANA (1978) observaram que para 

Tnichodenma vinlde houve .aumento na produção de celulase e 

B-glucosidase quando a concentração de celulose (Solka Floc

SW 40 e celulose 123) no meio de cultivo foi aumentada 

de 0,5 a 3%. 

Em re 1 ação ao fungo A6pengillr..u.i óu.mi_ga:tU-6 o au 

mento da concentração de celulose Sigma acima de 0,5% levou 

a um aumento concomitante na produção de celulase, mas au­

mento acima de 0,75% causou decréscimo na produção dessa en 

zima (TRIVEDI e RAO, 1979). 

MENEZES e DRAETTA ( 1979), observaram que a 

produção das fraç6es celulol fticas aumentou proporcional­

mente com o aumento do substrato,dentro de uma faixa de co� 

centração de bagaço de cana de 5 a 25 gré!mas por 1 i tro de 
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meio de cultivo. 

SADLER e KHAN (1980) verificaram que para 

Acetivib�in cellulolyticu4 a mixima atividade celulase foi 

obtida utilizando-se 1 grama de celulose por litro de meio de 

cultivo. Uma concentração de celulose de cerca de 10 gra­

mas por litro causou diminuição na detecção da ativida­

de celulase no sobrenadante do caldo de cultivo. 

FAHNRICH e IRRGANG (1981) observaram que pa-

ra Chaetomium cellulolyticum, a concentração de celulase 

livre foi menor em 2% de celulose, mas duas vezes mais celu 

lose foi degradada em comparaçao a culturas desenvolvidas 

em 1% de celulose. 

CHAHAL (1982) citou que uma concentração de 

0,75% foi ótima para a produção de celulase por T�lchode�-· 

ma nee4ei. Maiores concentraç�es de celulose resultaram em 

um marcado decréscimo no nível final da enzima. 

Para A4pe�gillu4 6umigatu�, a concentração 

Ótima forrageira para produção de enzimas celulol Íticas ex 

tracelular foi de 4% (P/V) (STEWART e-/; alii
., 

1983). 

Em culturas de A�pe�gillu4 tenneu�, avice!, 

Solka Floc, lactose, celobiose, soforose e gentibiose em 

concentração de 1 grama por litro induziram a síntese de ce 

lulase extracelular. Durante o seu desenvolvimento em meio 
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com diferentes concentrações de celobiose a atividade da celu 

lase foi inversamente relacionada ao desenvolvimento da cul 

tura (OKUNEV et alii_, 1983). 

2,3, ÜBTENÇÃO DE MUTANTES 

O mais significante e notivel avanço feito 

na produção de celulase foi através de mutação e programas 

de seleção de 1 inhagens. Um grande número de mutantes foi 

obtido por vários geneticistas. 

SADANA et·alii (1979), obtiveram pelo uso 

de radiações ultravioleta um mutante de Sele4o�ium nol6-0ii 

CPC 142 que possuiu duas vezes mais atividade filtro de pa­

pel (FPA) do que a 1 inhagem parental. A produção de en-

do-S-glucanase no mutante foi .afetada em uma pequena 

sidade. 

inten 

FARKAS et alii (1981) isolaram quatro linha 

gens mutantes de Tniehodenma nee-0ei as quais exibiram aumen 

to na produção de celulases. Esses mutantes foram obtidos 

utilizando radiação ultravíoleta em conidios de 

QM 9414. 

BAILEY e NEVALAINEN (1981) obtiveram uma linhagem 

mutante do fungo Tnlehodenma nee-0ei hiperprodutor de ce-
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lulase porem com baixa estabilidade. Esta foi posterio.!:_ 

mente mutageneizada utilizando N-metil-N 1 -nitro-N-nitroso­

guanidina (NG) ou radiação gama ( fonte de Cobalto-60, dose 

80 - 120 kRad usando taxa de dose 100 kRad/h)  obtendo-se um 

mutante com estabilidade melhorada. 

Estudos de linhagens mutantes de T1t,é,c.hade1tma. 

ILe.e..tie.,l também foram feitos por MANDELS et alii (1981) os quais 

foram comparados sob condiç�es de uso em diversos substra­

tos celulósicos. 

A partir de um isolado de solo,GUPTA et alii

(1981) isolaram um mutante uti 1 izando tratamento com N-me 

til-N 1 -nitro-N-nitrosoguanidina o qual mostrou atividade 

carboximetilcelulase e S-glucosidase maior que o selvagem. 

LACHKE et alii (1983) verificaram as condi­

çoes de cultura para obter alta atividade extracelular 13-gl� 

cosidase para o fungo Pen,lc.,lll,lum 6un,lc.ulaJ.ium e seu mutante 

h ipersecretor Cu-1. Em meio suplementado com farelo de ar-

roz ou torta de nozes ou coco a atividade de S-glucosidase 

extracelular foi de 30 -3 6 IU/ml a qual está entre as maio­

res relatadas para fungos. 

JOGLEKAR e KARA NTH (1983) obtiveram um r.1u 

tante de Pen,lc.,lll,lum 6unic.uloJ.ium denominado UV-49 o qual 

produziu 50% a mais de atividade em papel de filtro e car-



• 24.

boximetilcelulose. 

ERIKSSON e JOHNSRUD (1983) utilizando radia­

çao ultra-violeta obtiveram mutantes do fungo da podridão 

branca Sponotnlehum pulve.nule.ntum com aumento na produção 

de celulase e 8-D-glucosidase. 

O trabalho de MOLONEY et alii (1983) teve e� 

. m� tibjetivo iso)ar um mutante,resistente i repressão catab� 

1 ica,do fungo Talanomyee..6 e.me.n.6onll CBS 814.70 com melhora 

me n to d a a t i v i d a d e e e l u 1 o 1 r ·t i e a ex t r a e e 1 u 1 a r . O b t ,i v e r a m um 

mutante morfológico (UCG 42) e outros mutantes a. partir-do 

UCG 42 cujas atividades endoglucanase e exoglucanase esta­

vam presentes em maior quantidade do que no tipo selvagem. 

Um programa para a obtençio de mutantes de 

uma linhagem altamente celulolítica de A.6pe.nglllu.6 óumlga.-

tu.6 f o i f e i t o p o r W AS E e V A I D ( 1 9 8 3 ) • A t r a v é s d e experi-

mentas com ultra-violeta foi possTvel obter um mutante com 

maior capa e idade de degradar ce 1 u 1 ose do que o selvagem. 

MACRIS (1984) fez a indução de mutantes .de 

Alte.nnanla. a.lte.nna.ta utilizando fonte de cobalto tipo ga­

ma-cell com uma taxa de dose de 2,5 kRad/min e uma dose de 

70 kRad. Um dos mutantes excretou melhores nTveis de carbo 

ximetilcelulase e S-glucosidase quando desenvolvido em meio 

liquido com celulose do que o tipo selvagem. 
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FENNINGTON et alii (1984) conseguiram, por 

tratamento com metanosulfonato e radiação ultra-violeta, um 

mutante resistente a repressão catabólica a partir do fun­

go termofíl ico The�momono-0po�a eu�vata. A biossíntese de. ce 

lulase não declinou pelo uso de glucose, 2 deoxiglucose ou 

alfa-meti! glucosídio, os quais foram repressores da produ­

çao de celulase pelo tipo selvagem. 

LECLERC et alii (1985) isolaram mutantes de 

Candida wieke�hamii e Vekke�a inte�media os quais nao fo­

ram reprimidos pela síntese de S-glucosidase, mostrando-se 

hiperprodutores dessa enzima em condições anaeróbicas de 

cultura. Esses mutantes ·produziram grande quantidade de 

S-glucosidase mesmo quando a concentração de glucose foi

alta no meio de cultivo. 

2 , 4 , LiT I LI ZA(;ÃO DE ENZIMAS CELULOLITICAS 

Muitas investigações para a uti 1 ização das 

enzimas celulolíticas, obtidas a partir de microrganismos, 

tem sido feitas com a final idade de contribuir para a hi­

drólise e posterior fermentação de resíduos celulolíticos. 

MENEZES (1978) utilizou o caldo celulolítico 

obtido do basidiomiceto SOF como auxi 1 lar na sacarificação 
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do mosto de mandioca, com o objetivo de aumentar o rendimen 

to de álcool. Embora tivesse sido constatada uma melho­

ria nas propriedades reológicas do mosto, corno o decréscimo 

da viscosidade, não_ foi detectado um acréscimo substancial 

no rendimento em ilcool. 

Outro trabalho utilizando celulase para 

pré-tratamento da mandioca foi descrito por OLIVEIRA e SIL-

VA (1983). Estes utilizaram celulase comercial 1
1 cel luclast 

TM11 do Novo lndustri tipo 200LTY pen-200 CaVU/gr no pré-tr� 

.tamente de mandioca para fins energéticos,uma vez que é co­

nhecida a possibilidade de aumento na liberação do amido i_!:: 

tracelular pelo rompimento da parede celular 1 ignocelulósi­

ca. Um Índice econômico proposto mostrou que a relação en 

zima-substrato de 1% (1,0071 Ul/g) conjugada a 

ação de 8 horas pode ser recomendado pelo menos 

laboratório. 

um tempo de 

a nível de 

FAHNRICH e IRRGANG (1982) utilizando o siste 

ma enzimitico celulolítico extracelular de Chaetomium eellu 

lolytieum obtiveram 30% de sacarificação da celulose de jo� 

na 1 • 

MENEZES et alii (1983) usaram uma solução 

e n z i má t i c a d e R hi z o p u-6 e d o b as i d i o rr i c e to 5 O F p a r a h i d r o 1 i 

s a r b a m b u ( Bam b U-6 a s p ) p a r a p o s t e r i o r p r o d u ç ã o d e e t a n o 1 , 



. 27. 

verificand6 que com a adição da enzima a quantidade de açu­

cares aumentou ocorrendo um decréscimo na viscosidade do 

material. 

SHEWALE e SADANA (1979) fizeram estudos da 

sacarificação de celuloses puras (algodão, avice], celulo 

se 123, Solka Floc SW40) e resíduos celulósicos (palha de 

arroz, bagaço de cana. madeira, efluentes de usinas de pa-

. pe 1) • 

Verificando os fatores que afetam a sacari­

ficação, MES-HARTREE et alii (1983) usaram a solução enzim� 

tlca de T�iehode�ma E58 para a hidrólise de resíduos agrí­

colas pré-tratados, como palha de cevada e trigo, caule e 

folhas de milho, talo de alfafa, verificando que todos os 

resíduos foram parcialmente hidrol isados pelo complexo celu 

lolítico desse fungo. 

Entre os resíduos agrícolas,o principal uti­

lizado na sacarificação enzimática tem sido o bagaço de ca­

na. 

CHOUDHURY et alii (1981) obtiveram eficiente 

sacarificação de bagaço de cana pré-tratado por alcal i quan 

do se utilizou uma preparação enzimática combinando celula 

se de Cellulomana-0 e de T�lchade�ma �ee-0el. 

Estudos da degradação de bagaço de cana com 
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diversos tratamentos (a leal ino, com álcool-éter, com eti le­

nodiamina e ácido acético) pela enzima celulol ítica isola­

d a d o f u n g o R hi z o p u..6 , f o r a m f e i tos p o r ME N E Z E S e H I OS H 1 1 

(1982). Tratamento com eti lenodiamina a 28% e hidróxido de 

sódio a 4%, seguido de aquecimento a 120 ° c, proporcionaram 

os melhores índices de sacarificação, sendo de 60 e 35% res 

pectivamente. 

GOEL e RAMACHANDRAN (1983) compararam a taxa 

de hidr61ise entre palha de arroz e bagaço de cana com celu 

lose microcristal ina e Solka Floc. Observaram que a taxa e 

intensidade de hidr61 ise de palha de arroz e bagaço de cana 

pri-tratado foi muito maior do que para celulose microcris­

tal ina e Solka Floc quando enzimas de Tnic.hode.lLma. nee..6e.i 

D1-6 foram uti 1 izadas. 

RAO et ali-i (1983) verificaram o efeito da 

enzima de Pe.nic.illiu.m 6umic.u.lo.6u.m na hidr61 ise de bagaço 

de cana submetidos a diversos pré-tratamentos sendo a recu­

peraçao da enzima de resíduos insolúveis obtida pareia.!._ 

mente. 
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' 

3, MATERIAL E METODOS 

3,1, MEIO DE CULTIVO PARA ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS 

DO BAGA�O DE CANA 

O meio de cultivo usado para .isolar os mi-

crorganismos de bagaço de cana e manter os fungos foi o 

meio BDA com a seguinte composição: 

• Batata.

• Agar • •  

• Dextrose • • •

• Agua des tilada

200 gramas· 

20 gramas 

10 gramas 

1 • o o o ml 

O meio foi autoclavado por 15 minutos a tem 

peratura de 120
°

c.

' ' 

3,2, MEIO BASICO PARA PRODUÇAO DE ENZIMAS CELULOLITICAS 

O meio básico líquido usado para a produção 

do complexo celulolítico foi o meio Czapeck descrito por LI­

NARDI e ROGANA (1977) com algumas modificações sugeridas por 

SHEWALf e SADANA ( 1978). 



NaNOa. . . . 

KH2 PO '+ . . . 

KCf. 

Mg S O'+. 7H 2 O. 

FeS01t.7H20 . . . 

Proteose peptona 

Uréia. 

. . 

. . . . 

. . . 

. . 

2,0 gramas 

1 , O grama 

o, 5 grama 

o, 5 grama 

O , O 1 grama 

1 ,O grama 

0,3 grama 

Extrato de levedura. 1,0 grama 

T w e e n - 8 O • • • • 1 , O mf

Bagaço de cana. 5,0 gramas

Agua d e s t i 1 a d a . . 1 • O O O ml 

pH, 5,0 

. 3 o. 

O meio foi distribufdo em volumes de 50 mf 

em frascos Erlenmeyer de _250 mf e esterilizado em autocla 

ve a temperatura de 120
°

c por 15 minutos. 

3,3, BAGA�O DE CANA USADO COMO SUBSTRATO 

Como substrato utilizou-se bagaço de cana 

tratado a pressao de vapor (17 atm/5 min), lavado, seco a 

6o
0
c em estufa e moído. 

A lavagem do bagaço é necessiria para a reti 

rada de açucares presentes e inibidores (componentes fenól i 

cos e furfural). 
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3,4, ISOLAMENTO E MANUTENGÃO DAS CULTURAS 

Cerca de 1 grama de bagaço de cana em estado 

de decomposição foi incorporado ao meio de isolamento (BDA). 

o As placas foram incubadas a 35 C durante quatro dias. As 

colônias em desenvolvimento foram transferidas para outra 

. placa e incubadas nas mesmas condições. A fim de se obter 

colônias puras ap licou-se a técnica da diluição em série, 

uti 1 izando-se tubos de ensaio contendo 9 ml de solução salina 

(0,85%) esterilizada, adicionando-se a eles 1 ml da amostra a­

té se obter a diluição de 10
- 5

• 

O , 1 ml d e · c a d a d i 1 u i ç ão f o i n o v ame n t e p 1 a -

queada em meio BDA para obtenção de colônias isoladas pu-

ras. 

As colônias puras isoladas foram transferi-

das para tubos inclinados contendo BDA. Os tubos foram in 

cubados a 35 ° c e repicados a cada 15 dias. 

Os fungos i so 1 a dos do bagaço de cana foram 

identificados uti lizando a abreviatura Bg e numerados de 

a 5. 
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' 

3,5, PREPARO DO INOCULO 

Em culturas desenvolvidas em BDA a 35° c por 

um período de seis dias acrescentaram-se 5 ml de solução sa 

lina (0,85%) esterilizada. Os tubos foram a g i t. a d o s em 

agitador Phoenix Mod. AT:56 para melhor homogeneização da 

suspensao de ·esporos. 

O numero de esporos foi determinado em cama-

ra de Neubauer. 

Como inóculo foi utilizado 0,5 ml da suspe� 

sao de esporos contendo l i3 x 10 7 esporos por ml para 50 mL 

de meio básico 1 íquido. 

' 

3,6. PREPARO DO CALDO ENZIMATICO 

Após quatro dias de crescimento do inóculo 

em meio básico 1 íquido em agitador rotativo, 

foram filtradas utilizando-se bomba de vácuo, 

o micélio do caldo de cultivo.

as culturas 

separando-se 

O caldo foi usado como extrato bruto para me 

dir a atividade enzimática. 



3,7, DÉTERMINA�ÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

3,7,1, CELULASE TOTAL (FPA) 

. 3 3 . 

A avaliação da atividade celulol ítica foi fe.!_ 

ta de acordo com MANDELS et alii (1976) ,sendo os açucares 

redutores determinados de acordo com MILLER (1959). Ativid� 

de celulase total foi determinada usando-se o método do fil 

t r o d e p a p e 1 • Tom ou -s e 1 , O ml d a s o 1 u ç ão e n z i má t i c a ( í tem 

3.6.), adicionou-se 1,0 ml de tampão citrato 0,05 M pH 5,0 e 

tiras de papel de fi 1 tro Whatman n<? (1,0 x 6,0), e incu­

bou-se em banho-maria a 50 ° c por 60 minutos. A reação foi 

interrompida com a adição de 3 ml de reagente dinitrosal icí 

1 ico e a mistura aquecida em agua fervente por 5 minutos. 

A quantidade de açúcares redutores formada 

foi estimada espectrofotometricamente a 540 nm, utilizando-se 

glucose como padrão. A atividade celulolítica total foi 

ex p r essa em µ g d e A ç ú c a r e s R e d u tores (AR) x mi l i 1 i t ro - 1 x m i -

nuto- 1 e atividade específica em µg AR x µg proteína- 1 x ho

ra- 1
•

3,7.2, S-GLUCOSIDASE 

A atividade f3-glucosidase foi determinada usan 
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do-se, salicina como substrato, :de acordo com MANDELS et alii 

(1976) e açucares redutores formados de acordo com MILLER 

(1959). 

A 0,5 ml da solução enzimática adicionou-se 

O , 5 ml d e s o l u ç ão d e s a 1 i c i na 1 % • Após a g i ta ç ão , a m i s tu -

ra foi o incubada por 30 minutos a temperatura de 50 C e a 

reaçao interrompida por adição de 3 ml de reagente dinitro 

sal icíl ico. A mistura foi aquecida por 5 minutos e os açu-

cares formados foram determinados em espectrofotômetro 

Perkin-Elmer Coleman 54 S a 540 nm. Glucose 

da como padrão. Atividade S-glucosidase foi 

foi utiliza-

expressa em 

µ g A R x ml - 1 x m i n - 1 e a t i v i d a d e e s p e e í f i c a em µ g A R x µ g

prot- 1 x h- 1
• 

3,7,3, CARBOXIMETILCELULASE (CMCASE) 

A atividade carboximetilcelulase foi deter­

minada usando-se o método descrito por MANDELS et alii (1976), 

tendo carboximetilcelulose (sigma Lote 12F -0358) como subs 

trato. 

Para 0,5 ml da solução enzimática adicionou-se 

0,5 ml de solução de carboximetilcelulose 1%. Após agita­

çao as amostras foram incubadas por 30 mioutos a 50° c e a 
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reaçao Interrompida pela adição de 3,0 ml de reagente di-

nltrosal icíl ico. A mistura foi incubada em agua fervente 

por 5 minutos. A quantidade de açucares redutores formada 

foi determinada de acordo com MILLER (1959) em espectrofot� 

-metro a 540 nm. Atividade carboximetilcelulase foi expre�

sa em µg AR x ml- 1 x min- 1 e atividade específica em µg AR x µg

prot- 1 x h- 1
•

3,8, DETERMINA,ÃO DE PROTEÍNAS SOLÚVEIS 

A determinaç�o de protefnas sol�veis na solu 

ção enzimática foi feita 0e acordo com o ensaio para mi-

croprotefna proposto por BRADFORD (1976). 

A O,J ml de solução enzimática adicionou-se

l ml do reagente para proteínas (Coomassie Brilhant Blue G

250).. 

Absorbância foi lida a 595 nm em espectrofo­

tômetro Perkin Elmer Coleman 54 S. Como padrão foi utiliza­

do soro albumina bovina. 
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3,9, SELE�ÃO PARA OBTENÇAO DE CEPA COM MAIOR CAPACIDADE 

CELULOLÍTICA 

Diversos fungos isolados de bagaço de cana 

(Ttem 3,4.) foram utilizados para testes de atividade enzi­

mática. 

ros/ml) 

O , 5 ml d e s o 1 u ç ão d e e s p o r o s ( 1 , 3 • X 1 O 7 e s p � 

foi inoculado em meio básico líquido a temper� 

d 40
°
c d d

º tura e urante quatro ias. Após esse período obte-

ve-se o extrato bruto (ítem 3.6.) no qual se determinaram a 

atividade enzimática (item 3.7.) e as proteínas solúveis

(item 3.8.). Dentre os.fungos foi selecionado o que apre­

sentou maior atividade enzimática. 

3,10, INFLUÊNCIA DAS CONDIÇOES EXPERIMENTAIS NA PRODUÇAO 

DE ENZIMAS CELULOLITICAS 

Para o fungo selecionado no item anterior f� 

ram determinadas as condições de temperatura, pH, concen­

tração de substrato e período de incubação para melhor pro­

dução do complexo enzimático, 
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3,10,l, FAIXA DE TEMPERATURA 

Para determinação da temperatura ótima para 

produção do complexo enzimático o inóculo (1 ,3 x 10 7 espo­

ros/mi) foi colocado em meio básico l Íquido e em agitador 

rotativo. As culturas foram incubadas nas temperaturas de 

25, 30, 35, 40, 45° c durante quatro dias. 

Utilizaram-se três repetições sendo coleta-

das três amostras de cada uma delas para determinação das 

atividades enzimáticas (ítem 3.7.) e proteína (ítem 3.8.). 

3,10,2, FAIXA DE PH 

Na determinação da faixa de pH ótima para a 

produção das frações enzimáticas utilizou-se o meio líquido 

básico com pHs ajustados para 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 6,5; 7,0; 

8,0, ao qual foi colocado o inóculo,sendo incubado em agit� 

dor rotativo por quatro dias na temperatura determinada an­

teriormente. 

As determinações de atividades enzimáticas e 

proteína foram feitas de acordo com os ftens 3.7 e 3.8. ,re� 

pectivamente. 
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3,10,3, CONCENTRAÇÃO DE BAGA�O DE CANA TRATADO 

Para a determinação da concentração da fonte 

de carbono utilizaram-se concentrações crescentes (5, 10, 

l 5 , 2 O , 2 5 g r /1 . O O O ml) d e b a g a ç o d e c a n a t r a t a d o d e a c o r d o

com o item 3.3., em meio básico liquido, o qual foi inocula 

do com uma solução de esporos (1 ,3 x 10 7 esporos/ml) e colo­

cado em agitador rotativo durante quatro dias na temperatu-

_______________ _ra e pH determinados anteriormente. 

3,10,4, CURVA DE INCUBAÇAO 

Após determinação dos três parâmetros ante 

riores,fez-se a curva de incubação. Determinou-se a ativi-

dade enzimática extracelular (ftern 3.7,) e proteína solúvel 

(item 3.8.) durante dez dias de incubação nas condições de 

temperatura, pH e concentração de bagaço 6timos determina­

dos pelo Ítem 3.10. 

3,11, COMPARAÇÃO DO FUNGO ISOLADO E T�iehode�ma �ee-0el 

QM9414 

Compararam-se as atividades enzimáticas do mi-
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crorganismo isolado de bagaço ao Tnlc.hodenma hee�el QM9414 

utilizando-se o meio básico líquido proposto no item 3.2. 

Foram determinadas as atividades enzimáticas 

e proteína solúvel nos dois microrganismos de acordo com os 

itens 3.7. e 3.8., respectivamente. 

Para o microrganismo isolado de bagaço de c� 

na uti 1 izaram-se condições de temperatura, pH e concentra-

ção de bagaço determinados anteriormente. Para o Tnlc.ho-

denma nee4el utilizaram-se a temperatura de 28
°

c, pH 5,0 e 

a mesma concentração de bagaço de cana usada para o 

isolado. 

fungo 

3,12, CURVA DE SOBREVIVÊNCIA A RADIA{;AO GAMA E OBTENÇAO 
I / 

DE MUTANTES MORFOLOGICOS CELULOLITICOS 

Preparou-se uma suspensao densa de conídios 

em solução salina 0,85% (p/v) mais Tween-80 obtendo-se 

uma concentração 0,1% (v/v). 

O numero de conídios foram contados com o au 

xíl io de câmara de Neubauer. 

Transferiu-se a solução para placas de Petri 

vazias e esterilizadas (4 mi/placa). 

Posteriormente, estas foram irradiadas em 
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fonte de Cobalto-60 com uma taxa de dose de 1 ,5 kGy/hora com 

doses de O, 1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,0 kGy. 

Foram feitas diluições adequadas para cada 

dose uti 1 izando solução salina 0,85% (p/v). 

As soluções de esporos irradiadas e diluídas 

foram semeadas em placas de Petri contendo meio bisíco para 

produção de enzimas celulol íticas com 5 gramas de gl ic� 

se/ 1 . O O O ml.

As placas foram incubadas por 48 horas em es 
. 

o 'tufa regulada para 35 C. 

Após incubação as colônias desenvolvidas fo 

ram contadas e a porcentagem de sobrevivência determinada. 

Os mutantes morfológicas foram isolados e 

testados quando a capacidade de produzir enzimas celulolí­

ticas. 

Esses mutantes foram isolados em BDA (item 

3,1.) e cultivados em meio básico líquido (item 3,2.) nas con 

dições ótimas determinadas para o fungo referência. 

Os fungos isolados foram testados após 4,7 e 

10 dias de desenvolvimento em meio b�sico 1 fquido uti l izan­

do bagaço de cana pré-tratado (item 3.3.) como fonte de car 

bono. 
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As atividades enzimáticas foram determinadas 

de acordo com o ·ftem 3.7. e as proteínas solGveis pelo mito 

do descrito no ítem 3.8. 
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4, RESULTADOS 

4,1, SELE�ÃO PARA OBTEN�AO DE CEPh COM MAIOR CAPACIDADE 

CELULOLITICA 

lar total da 

O eJtudo comparativo da atividade extracelu-

celulase (FPA) e S-glucosidase dos 5 

fungos isolados de bagaço de cana e o teste F e Tukey estão 

representados na Tabela 1. A atividade FPA foi mostrada 

a p e n a s p e 1 o s i s o l a d o s B g. 1 e B g 5 . O s o u t r o s i s o l a d o s n a o a -

presentaram atividade FPA extracelular nas condiç5es do ex­

perimento. Os 5 isolados apresentaram atividade S-glucosi­

dase e nenhum deles mostrou atividade carboximeti lcelulase. 

Os coeficientes de variação para a atividade celulolítica e 

específica FPA foram 2,68 e 3,45%, respectivamente. Para a­

tividade celulolítlca S-glucosidase 12,57% e atividade esp� 

cffica S-glucosídase 9,69%, mostrando uma precisão experi­

mental razoável. 

Pelo teste F verificou-se que houve signifi-

cância ao nível de 1% de probabilidade para a· atividade: 

celulolítica e específica FPA e S-glucosidase, o que indi­

ca que pelo menos um dos isolados mostrou atividade enzimá 
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tica maior que os outros. 

Aplicando-se o teste de Tukey, observou-se que 

em relação a atividade celulolítlca e específica FPA o iso­

lado Bg 5 mostrou-se superior a Bg 1 a nível de 5% de prob� 

bilidade. Para a atividade celulolítica e específica (3-gl� 

cosidase verificou-se que o isolado Bg 5 foi superior em relação 

aos outros isolados a nível de 5% de probabilidade. 

Analisando os resultados verificou-se que o 

isolado Bg 5 apresentou a maior atividade celulolítica e es 

pecíflca FPA e (3-glucosidase em relação aos demais isola­

dos. 

Este isolado foi selecionado para poste-

riores testes e enviado para classificação. 

classificado como A-0pe�glllu-0 sp. 

O fungo foi 

4,2, AVALIA�ÃO DAS CONDI�OES EXPERIMENTAIS PARA A PRODU-

ÇAO DE ENZIMAS CELULOLITICAS PELO FUNGO A-0pe�glllu�

sp. 

A Tabela 2 e Figura 1 mostram as atividades 

FPA, (3-glucosidase extracelular do fungo A-0pe�gLC.fu-0 sp. in� 

culado em diversas temperaturas e o teste F e Tukey desses 

dados. 
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Figura 1 - Atividade celulol ítica total da 
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diferentes temperaturas apos 96 

horas de incubação. 
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Para atividade celulolítica e específica FPA 

pode-se ver na Tabela 2 e Figura 1 que a medida que se 

aumentou a temperatura houve aumento na atividade FPA. 

As atividades B-glucosidase nao mostraram idintica corre 

lação. 

o isolado A�pe�glllu� sp nao apresentou

atividades CMCase em nenhuma das temperaturas 

das. 

testa-

Os coeficientes de variação para atividade 

celulolítica e específica FPA foram 10,58 e 2,67% respecti­

vamente. Para a atividade celulolítica e específica S-gluc� 

sidase tivemos coeficientes de variação de 7,61 e 5,94%,re� 

pectivamcnte. 

O teste F evidencia que a atividade celu-

lolítica e específica da fração FPA e B-glucosidase 

apresentaram diferenças significativas quando submetidas 

a variações de temperatura na faixa de 30 - 45° c para as 

atividades FPA e de 25 - 45° c para as atividades S-gluc� 

sidase. 

Pelo teste Tukey verificou-se que houve d! 

ferença entre os tratamentos de temperatura para ativida 

de celulolítica e específica FPA à nível de 5% de probabJ.. 

1 idade. 

As melhores ativídades celuloliticas nao fo-



.48 .. 

ram observadas nas mesmas temperaturas. As maiores ativida 

des FPA apresentaram-se a 45 ° C, já as atividades S-glucosi­

dase a 35 e 4o 0 c. 

A temperatura de 35 ° c foi utilizada para in­

cubar os microrganismos para testes posteriores. 

Na Tabela 3 e Figura 2 são mostrados os re­

sultados obtidos quando o fungo AJpe�gilluJ sp foi incuba­

do em meio líquido básico tom diferentes pHs. 

Testando-se os pHs do meio básico líquido p� 

ra produção de enzimas celulol íticas observou-se que ativi­

dade FPA está presente em todos os pHs testados. Atividade 

B-glucosidase nao foi verificada a pH 3,0. Atividade 'CMCase

não foi obtida em nenhum dos tratamentos. 

Os coeficientes de variação para atividade 

celulolftica e específica FPA foram de 5,68 e 5,78%,respectl 

vamente. Para atividade celulolítica e específica S-glucosi­

dase tivemos 3,64 e 2,92%, respectivamente. 

Pelo teste F houve significância (1%) 

as atividades enzimáticas testadas. 

para 

P e 1 o t e s t e Tu k e y a p H 7 for arn d e t e c t a d a s a s 

maiores atividades celulolfticas FPA, que diferiram (5%) de 

todos os outros tratamentos de pH, 
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Para atividade específica FPA o teste Tukey 

mo s t r o u q u e a ma i o r a t i v i d a d e oco r r e u em p H 7 , O e 6 , 5 . 

Em relação  a S-glucosidase, a maior ativida 

de celulolítica foi verificada em pH 6,0 que foi significati_ 

vamente superior, a todos os outros tratamentos,exceto daqu� 

le em pH 6,5. 

O teste Tukey para atividade específica S-gl� 

cosidase mostrou que as maiores atividades foram observad�s 

em pH 5, O; 6, O e 6 , 5 e n t r e os q u a i s 

significativa. 

nao houve diferença 

Os resulta dos observados quando o· fungo A-6-

pe�gillu-0 sp foi cultivado em meio básico líquido com dife­

rentes concentrações de bagaço de cana como fonte de carbo­

no e o teste F e Tukey estão na Tabela 4 e Figura 3. 

Quando 5 gramas de bagaço de cana tratado fo 

ram utilizadas não houve produção de enzimas com atividade FPA, 

porém observou-se atividade S-glucosidase. Não se verifi-

cou atividade CMCase em nenhuma das concentrações de baga­

ço de cana testadas. 

Os coeficientes de variação para atividade 

celulolítica FPA, atividade específica FPA, atividade celu­

lolítica S-glucosidase, atividade específica S-glucosidase 

for a m 8 , 5 5 ; 4 , 9 2 ; 1 4, 7 S ; 13, 28%., r e s p e c t i v p mente . 
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O teste F foi significativo a nível de 1% p� 

ra quase todos os testes,exceto para atividade celulolftica 

S-glucosidase, o que significa que não houve diferença p�

ra atividade celulolítica S-glucosidase nos diferentes tratamentos. 

O teste Tukey mostrou �ue para atividade ce­

lulol ítlca FPA o tratamento onde se utilizaram concentrações 

de substrato de 15 gramas/litro de meio básico foi signifj_ 

cativamente maior a nivel de 5% em relação aos outros tra­

tamentos. 

Para a atividade específica FPA, quando se 

utilizou 15 gramas ,de bagaço/litro de meio obteve-se di 

ferença significativa (5%) em relação aos demais tratamen­

tos. 

Os testes para atividade celulolítica S-glu­

cosidase nao mostraram diferença significativa. 

Atividade específica S-glucosidase foi maior 

quando se testou 5 a 10 gramas de substrato por litro de 

meio básico. Nem sempre as melhores atividades enzimáticas 

foram obtidas numa mesma concentração de bagaço de cana. 

Uma concentração de 15 gramas de bagaço/] i­

tro de meio foi escolhida para o teste de incubação. 

Pela Tabela 5 e Figura 4 pode-s� verificar a 

a t i v i d a d e e n z i má t i c a F P A e í3 -g 1 u c o s i d a s e •d o f u n g o A-6 peAg.illw., 
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. 5 7 . 

sp durante um perfodo de incubação de 10 dias em meio bási 

co lfquido a pH 6,0, a 35° c e utilizando uma concentração 

de bagaço de cana de 15 gramas/] i tro de meio de cultura. 

A atividade FPA nao foi observada nos 3 pri­

meiros dias de incubação , enquanto atividade B-glucosidase 

foi detectada logo no 2? dia de incubação. Atividade CMCase 

nao foi observada em nenhum dia do perfodo de incubação. 

O coeficiente de variação foi de 2,09% para 

atividade celulolítica FPA, 2,15% para atividade específica 

,FPA, l ,8li% para atividade celulol ítica S-glucosidase, 1,2li% p� 

ra atividade específica S-glucosidase. 

O teste F foi significativo a nfvel 

para todo o experimento. 

de 1% 

Pelo teste Tukey pode-se observar que para 

atividade celulolTtica FPA houve diferença significativa (5%) 

em todos os tratamentos, A atividade celulol ítica FPA foi 

crescendo durante os dias de incubação ocorrendo uma queda 

no 8� dia. Posteriormente observou-se ainda um sensfvel au 

mento, 

Para atividade especffica houve um aumento 

significativo (5%) até o 7? dia. No oitavo dia houve uma 

queda significativa (5%) da atividade após a qual 

ainda um razoável aumento, 

ocorreu 



. 58. 

A atividade celulolítica e específica S-gl� 

cosidase apresentou um aumento significativo até o 5? dia, 

Ocorreu uma queda pronunciada no 8<;> dia e um posterior au­

mento. 

Nota-se pela Tabela 5 e Figura 4 que as ati­

vidades celulol íticas FPA e S-glucosidase atingiram os maio 

res valores no 10? dia de incubação. Verificou-se que no 

8<;> dia houve quedas significativas nas atividades enzimáti­

cas daquelas enzimas. 

I 

4.3, PRODU�ÃO DE ENZIMAS CELULOLITICAS PELO FUNGO 
T ll..lc.ho de.ll.ma ll.e.e.1.-i· e..l QM 9Li 14

A produção de enzimas celulol Íticas pelo fun 

go padrão T, ll.e.e.Je.i QM9414, em um período de 10 dias de de­

senvolvimento e o teste F e Tukey são mostrados na Tabela 6 e 

Figura 5. 

A atividade FPA começou a ser detectada no 

2<;> dia de incubação. Já a atividade /3-glucosidase foi obser­

vada no 3? dia. 

Os coeficientes de variação verif icados foram 

de 2,32% para atividade celulolítica FPA; 2,09% para ativi­

dade específica FPA. Para atividade S-glucosidase tivemos 

1 ,41% para atividade celulol ítica e 0,87%,para atividade es 
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Figura 5 - Atividade celulolítica total (FPA) e (3-glucosid� 

se durante um período de 10 dias de incubação do 

f u n g o T. fL e. e..6 e,,i_ Q M 9 4 1 4 , em me i o b â s i c o l í q u i d o , 

pH 5,0; 28 ° c e 15 gramas de bagaço de cana/litro 

de meio de cultura. 



pecffica. 

A análise de variância foi 

nfvel de 1% para as atividades enzimáticas. 

• 61 .

significativa a 

O teste Tukey mostrou que a atividade celulo 

lítica e específica FPA foi aumentando até o 8� dia 

tir do qual parece ter estabilizado. 

a Pª.!:.

Para atividade celulolftica e específ ica 

S�glucosidase houve aumento significativo até o 7'? dia de 

incubação com uma tendência a se estabilizar a partir do 

8'? dia. 

4,4, COMPARAÇÃO ENTRE O ISOLADO A.õpe.1tgLllu.6 sp E O PADRÃO 

T1tiQhode.1tma 1tee..6e.i QM 9414 

A cornparaçao das atividades da enzima celulo 

lítica entre o fungo isolado de bagaço de cana A.6pe.1tglllu.6 

sp e o fungo padrão T1tlehode.1tma 1te.e.-0e.1 QM9414 está repre­

sentada. graficamente nas Figuras 6 a 9. 

Pela Figura 6 pode-se ver a atividade celulo 

lítica FPA para os 2 fungos. A atividade celulolítica para 

o A.6pe.1tglllu.6 sp começou a aparecer no 4'? dia de incubaçio 

enquanto para T. 1te.e.-0e.l QM9414 no 2'? dia. 
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Figura 6 - Comparação da atividade celulolítica total (FPA) 

entre o fungo A�pe.4gillu� sp cultivado a 35 ° c, 
. o 

pH 6,0 e o T. 4ee.�e.i QM 9414 cultivado a 28 C, 

pH 5,0, em uma concentração de bagaço de cana de 

15 gramas/1 itro de meio básico líquido durante 

10 dias de incubação. 
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(FPA) do fungo A-0pe11.gillu-0 sp cultivado em meio 

básico líquido a 35 ° c, pH 6,0 e do fungo T.

IL e e-6 ei Q M 9 4 1 4 , e u l t i v a d o a 2 8 ° e , p H 5 , o , u t i 1 i -

zando concentração de 'bagaço de cana de 15 gra­

mas/1 itro de meio básico, durante um perfodo de 

10 dias. 



'•' �
o 

-' 
t!) 

' 1 ' 

UI. 

UJ 
o 

·• �

· ·  .. �

. 64. 

90 

80 -- Aspergillus · sp

70 ----...!:. reasei O M 9 4 14

60 .,..,
.,,--

-------....... _____ 
/ --

7 50 

'ã 
IC 40 

' 1
_, 

e 
30 

IC 

i 
20 

r 
-

10 

o 

2 3 

/ 

/ 

�/
"' 

/ 
·/

4 

,---
✓ 

/ 

6 7 

PERIODO DE INCUBACÃO ( DIAS) 

9 

Figura 8 - Comparação entre a atividade celulolítica S-gl� 

cosidase do fungo A-0pe1tgillu� sp cultivado a 

3 5 ° C , p H 6 , o e d o fungo T. Jt e. e-0 ei QM 9 4 1 4 cu 1 t i v � 

do a 28 ° c, pH 5,0 em meio básico líquido com 

concentração de bagaço de cana de 15 gramas/li­

tro de meio de cultura por 10 dias. 

10 



�· 

.J 

CJ), 

' -

fll. '.-'= 
.. 

cs: T' .... 
(.) o 

ii: 
õ 

f U.I 

" 
U.I a:: 

e,; 

1.1,l 

fo

-·

� 

. 65. 

90 

60 

70 

60 

-- Aspergillus · s p 

60 
----- .L .!!!!!.!. Q M. 9414

40 

30 

20 

10 
--

--

.,,,..-
---------

.,,,..,,.. 

- o

2 3 4 6 7 8 9 10 

PERIODO DE INCUBAÇÃO ( DIAS) 
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pH 6,0, concentração de bagaço de cana de is 

gramas/1 itro de meio básico 1 íquido e o fungo 

T. �e.e-0ei QM 9414 cultivado a 28 ° c, pH 5,0, con­
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meio básico, durante 10 dias.
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Foi bastante expressiva a diferença entre os :l 

fungos em relação à atividade celulolftica FPA. A-0pe.t/.,glllu-0 

sp mostrou atividade bem menor que o padrão durante o perí� 

do de incubação. 

Para atividade específica FPA o T. t/.,e.e.-0 e.1 

QM9414 também mostrou atividade maior durante todo o perío­

do de incubação (Figura 7) em relação ao fungo testado A-0-

p e,t/., g 1.ll u-0 s p, c o n t u d o a d i f e r e n ç a s e mo s t r o u b em me no r d o 
,I 

que a observada na atividade celulolítica total (Figura 6), 

Em relação à atividade celulolítica S-gluco­

sidase notou-se que par� A-0pe.t/.,glllu-0 sp ela estava presen­

te no 29 dia de incubação enquanto que no T, ne.e.-0e.i QM9414 a 

atividade celulolítica S-glucosidase foi observada a partir 

do 39 dia de incubação. O fungo T. t/.,e.e.-0e.1 QM9414 apresen-

tou um aumento regular na atividade celulol ítica S-glucosi­

dase, por&m A�pe.t/.,g,i,llu-0 sp mostrou algumas quedas acentua­

das como no 69 e 8� dia de incubação (Figura 8). 

No 10<? dia de incubação a diferença entre a 

atividade celulol Ítica S-glucosidase dos 2 fungos não foi 

marcante (Figura 8). 

Para atividade específica S�glucosidase o 

fungo T, t/.,ee.-0e.l QM9414 apresentou uma curva mais 

que o fungo A-0pet/.,glllu-0 sp. 

uniforme 
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Em relação a essa atividade, pode-se notar 

que durante o decurso do experimento os dois são equivalen-

tes mas no 10� dia de incubação o A-0pengillu-0 sp apresen-

tou uma atividade específica S-glucosidase razoavelmente su 

perior. (Figura 9). 

I 

4.5. SOBREVIVÊN CIA DE C ONIDIOS DE A-0pengillu� sp EXPOS-
- ' 

T OS A RADIA(;AO G AMA E OBTEN(;AO DE MUTANTES MORFOLOGICOS 

A Tabela 7 e Figura 10 mostram a porcenta­

gem de sobrevivência do fungo A-0pe�g1llu-0 sp exposto a di­

versas doses de radiaçio. 

Mutantes morfol6gicos foram obtidos quando 

os esporos do fungo A-0penglllu-0 sp foram expostos a doses 

de radiação de 0,8 e 1,0 kGy. Estes foram testados com re-

lação as atividades FPA, S-glucosidase e carboximetilcelula 

se e os resultados comparados com os do tipo selvagem. Os muta_!! 

tes obtidos apresentaram coloração diferente do selvagem. 

Foram denominados de MO, M1, M2, M3, M4. 

A Figura 11 mostra o aspecto das colônias 

d os m u ta n te s o b t i d os por i r r a d i ação d o fungo A-0 p�gillM s p , 

A uma dose de 0,8 kGy foi possível obter os 

mutantes MO e M4. MO apresentou coloração branca, M4 exi-
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Tabela 7 - Número de colônias e porcentagem de sobrevivên 

eia do fungo A-0pe�glllu-0 sp quando esporos foram 

expostos a radiação gama (Co-60) com taxa de do­

se de 1,5 kGy/hora , com doses de O; O, 1; 0,2; 0,'4; 

0,8 e 1,0 kGy. 

Dose (kGy) Número de Porcentagem de 
colônias sobrevivência 

o 4,8 X 1 o 6 1 O O, O 

O , 1 2,9 X 1 o 6 44,2 

0,2 1 , 5 X 1 O 6 33,8 

o, 4 5,7 X 1 o 5 25,8 

o,8 2,2 X 1 0 
5 4,o 

1 , O 5,7 X 1 O
i+

1 , 2 



�!..

e( 
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Figura 10 - Curva de sobrevivência do fun­

go A-0pe�gillu-0 sp exposto a ra 

diação gama (Co-60), com uma 

taxa de dose de � ,5 kGy/hora e 

doses de O; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 

1,0 kGy. 

. 69. 
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Figura 11 - Aspecto das col6nias do selvagem e dos mutantes 

denominados de MO, Ml, M2, M3 e M4,obtidos qua� 

do esporos do fungo A�pe�gillu� sp foram irra-

diados a diversas doses de radiação em 

de Co-60. (Taxa de dose = 1 ,5 kGy/h). 

fonte 
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biu colônias pretas. 

Ml, M2 e M3 foram obtidos por irradiação de 

esporos a 1 kGy. Ml mostrou colônias de cor cinza. As colô 

nias de M2 foram de coloração marrom e bastante pequenas e 

M3 apresentou coloração cinza clara. 

4,6. TESTES DE ATIVIDADE ENZIMÁTICA PARA OS MUTANTES 
/ I 

MORFOLOGICOS OBTIDOS POR IRRADIAÇÃO DE CONIDIOS 
DO FUNGO A-0pe�giiiu-0 SP, 

As Tabelas 8, 9, 10 e 11 e as Figuras 12 e 

13 mostram as atividades celulolíticas e específicas dos 

mutantes em relação ao selvagem. Os mutantes d e n o,m i n a d o s 

de M3 e M4 não apresentaram nenhum tipo de atividade do com 

plexo celulolítico. 

Após um período de 4 dias de incubação,obse�

vou-�e (Tabela 8) que a atividade celulolítica FPA foi en­

contrada apenas no A-0pe�gillu-0 sp e no mutante M2. Os mu­

tantes MO e Ml nao mostraram atividade celulolítica FPA. 

O coeficiente de variação encontrado na ana­

lise das atividades enzimáticas dos mutantes foi de 1 ,22% 

e de 1,90% em relação aos dias de incubação. 

O teste F foi significatiyo a nível de 1% 
• 
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· de probabilidade para todos os dados do experimento.

Com relação ao teste Tukey observaram-se di 

fer�nças significativas (5%) entre os mutantes. o selva-

gem mostrou a maior média da atividade celulolítica FPA não 

sendo superado por nenhum dos mutantes testados. 

No 10� dia foram observados os maiores valo­

res para atividade celulolítica FPA. para todos os fungos 

testados. 

A atividade específica FPA não foi mostra-

da pelos mutantes MO e Ml no 4� dia de desenvolvimento, mas 

estava presente no 7� diB (Tabela 9). 

Pela anãl ise da Tabela 9 verificou-se que o 

coeficiente de variação para atividade específica FPA foi 

de 2,00% para os mutantes e de 1,41% para os dias. 

O teste F mostrou que houve diferença signi­

ficativa (1%) entre os mutantes e entre os dias de desen­

volvimento� 

Aplicando-se o teste Tukey observou-se que o 

selvagem mostrou a maior atividade espec)fica FPA. 

A atividade específica FPA observada no 10� 

dia diferiu significativamente daquela observada no 4� e 7� 

dia. 
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A atividade celulolítica S-glucosidase nao 

foi apresentada pelo mutante Ml no 49 dia de incubação (T� 

bela 10). 

O coeficiente de variação foi de 2,08% na 

comparaçao entre os mutantes e de 1 ,67% para os dias de in­

cubação. 

O teste F mostrou-se significativo a nível 

de,1% para os resultados obtidos. 

Pelo teste Tukey tivemos que o selvagem mos­

trou atividade celulolítica 8-glucosidase significativamen­

te (5%) superior em relação a todos os mutantes testados. 

O teste Tukey com relação aos dias de desen­

volvimento dos fungos mostrou diferença significativa entre 

eles. O 10� dia foi superior em relação ao 49 e 7� dia de 

desenvolvimento. 

Atividade específica 8-glucosidase é mostra 

da na Tabela 11. O mutante Ml não mostrou atividade especl 

fica 8-glucosidase no 49 dia de desenvolvimento. O coe-fi-

ciente de variação para os mutantes e para os dias de incu-
,1 

bação foi de 1 ,96% em ambos os casos. O teste F foi signi­

cativo a nível de 1%. 

Aplicando-se o teste Tukey, podemos ver que 

o mutante MO mostrou-se superior em relação aos outros mu-
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tantes nao diferindo significativamente do tipo selvagem. 

Houve diferença significativa entre as ativi 

dades observadas nos dias de incubação dos fungos. A maior 

atividade S-glucosidase foi verificada no 10� dia. 

As Figuras a seguir representam as ativlda 

des celulolíticas extracecular total (FPA) (Figura 12) e 

S-glucosidase (Figura 13) nos mutantes MO, M1 e M2 quando 

comparadas com as atividades celulolfticas FPA e S-glucosi­

dase do fungo selvagem. 

Em relação à atividade celulol ítica FPA ne­

nhum dos mutantes testados superou o tipo selvagem após 10 

dias de incubação. 

A atividade S-glucosldase também nao foi su 

perada pelos mutantes testados. 
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5. DISCUSSAO

5.1. SELE�ÃO PARA OBTEN�AO DE CEPA COM MAIOR CAPACIDADE

CELULOLITICA 

O estudo comparativo da atividade enzimáti­

ca de diversos microrganismos isolados de bagaço de cana 

mostrou que a produção de enzimas é bastante variável, sen 

do que em alguns deles apenas atividade B-glucosidase ex­

tracelular foi verificada. 

Esta variação já era esperada, pois foi 

observada por vários autores. FERGUS ( 1 969) comparou di-

versos fungos quanto a degradação de papel de f i I tro e pr� 

dução de Cx, obtendo diferentes valores. PYE et alii (1977) 

verificaram também, ao fazer uma seleção entre vários fun­

gos, que a atividade máxima da enzima Cx extracelular foi 

diferente para cada um deles. 

Mais recentemente DURAND (1984) encontrou valo 

res diferentes para atividade S-D-glucosidase, CMCase, FPA, 

endo-1,4-S-D-xi lanase, S-D-xi losidase e pectinase em 

estudo comparativo de celulases e hemicelulases em fungos. 

Diferenças na atividade da celulase em fun 
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gos superiores foram encontrados por GINTEROVA et a'lii

(1981) que observaram que grande parte da enzima encontra­

va-se no micélio e não livre no sobrenadante. 

Pela Tabela 1 observou-se evidência de que 

a atividade enzimática específica é característica de cada 

isolado sendo maior para o Bg5. 

5,2, AVALIA<;,ÃO DAS CONDI<;,OES EXPERIMENTAIS NA PRODUG:AO 

DE ENZIMAS CELULOLITICAS 

Pela Tabela 2 observa-se que as atividades 

enzimáticas foram dependentes da temperatura utilizada, fa­

to que também foi verificado por TANGNU et a'lii (1981) com 

T4Lchode4ma 4ee�eL (Rut C-30) onde a ati�idade B-glucosid� 

se foi fortemente dependente da temperatura usada durante o 

desenvolvimento e produção da enzima. 

A atividade FPA aumentou com a temperatura 

atingindo os maiores valores a 45° c, que foi a maior tempe­

ratura testada. Para B-glucosidase houve aumento da ativi­

dade enzimática até 35° c. A temperatura de incubação de 

45° c a atividade B-glucosidase foi menor do que aquela a 

35º c. 

Esse fato sugere que a enzima (3-glucosidase 

do fungo A�pe4gLllu� sp estudado poderia �er relativamente 
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instável com respeito à temperatura ou que o aumento da tem 

peratura poderia transformar a fração não enzimática em ini 

bidor da B-glucosidase, fato esse nao verificado com a en­

zima responsável pela atividade FPA. 

Pelos resultados pode-se dizer que o fungo 

A4pe1Lglllu4 sp apre�entou as melhores atividades enzimáti­

cas em temperaturas mais elevadas. 

Em concordância com Isto está o trabalho de 

COUTTS e SMITH (1976) que observaram um aparecimento mais 

r á p i d o d a a t i v i d a d e C 1 e C x em c u 1 t u r a s d e S p o IL o .tlLi e. h u.m 

.theJLmophlle incubadas a 45° c. Baixas atividades da enzi-

o ma celulase ocorreram a 35 e 50 C.

Valores um pouco mais elevados da tempera­

tura foram observados por SADLLER e KHAN (1980) para Ac.e.te 

vibJLlo c.elluloly.tlc.um quando atividades 6timas .da endo e 

exoglucanase foram obtidas a uma temperatura pr6xima de 

50°C. Também HAYASHIDA e YOSHIOKA (1980) para Hu.mic.ola in-

4olen4 YH-8, obtiveram uma produção mais significativa de 

Avicelase e CMCase a 50° c. 

A utilização de altas temperaturas de incuba 

çao usadas no cultivo de certos fungos para produção de ce­

lulase pode ser de bastante interesse uma vez que 1 imita 

grandemente o número de contaminantes capazes de se desen 
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volverem, podendo-se utilizar equipamentos menos sofistica­

dos para produção em larga escala (COUTTS e SMITH, 1976). 

Outro fator que pode afetar a produção da ce 

lulase é o pH do meio de cultivo que deve ser controlado du 

rante a fermentação (DEKKER, 19 85). 

Para o isolado A-0pengillu-0 sp verificou-se a 

influência do pH na produção de enzimas celulolíticas. 

Com pH ácido (3,0 e 4,0) foram observadas as 

mais baixas atividades FPA e S-glucosidase. Quando o pH 

inicial do meio de cultivo foi acertado para 6,0 -7,0 houve 

aumento nas atividades e_nzimáticas. Em pH maior que 7,0 

ocorreu queda pronunciada nas atividades enzimáticas (Tab� 

1 a 3) • 

Resultados semelhantes foram obtidos por 

SHEWALE e SADANA (1978) na produção de celulase e S-glucos� 

dase pelo basidiomiceto denominado CPC-142. Um valor de pH 

de 6,5 foi encontrado como o mais favorável para produzir 

altas quantidades de celulase e S-glucosidase. O desenvolvl 

mento e produção das enzimas foram marcadamente inibidos 

quando o pH inicial foi .acima de 7,0 e abaixo de 5,0. 

A-0pe4gillu-0 sp esses valores de pH também afetaram 

dução de enzimas. Após 9 6  horas de incubação do 

Para 

a pro­

fungo 

A-0pe4gillu-0 sp, observou-se um aumento bastante acentuado 



do pH do meio de cultivo, principalmente para os pHs 

cials ácidos. 
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i n i -

Como fonte de carbono em culturas de A-0pe�­

glllu-0 sp foi utilizado bagaço de cana pré-tratado. Para o 

fungo A-0pe�gll.lu-0 sp houve aumento na atividade FPA até 

quando se utilizou 15 gramas de bagaço de cana por litro 

de meio de cultivo. Em concentrações maiores ocorreu queda 

na atividade (Tabela 4). 

� conhecido que a concentração de celulo­

se no meio de cultivo influencia os níveis de celulase em 

um número de microrganismos (SHEWALE e SADANA, 1978; MENE­

ZES.e DRAETTA, 1979; OKUNEV et a"lii, 1983). 

A dependência da biossíntese de enzimas pela 

concentração de substrato pode ser explicada por uma inter� 

ção da ação indutiva do substrato e a açao de repressão de 

seus metaból i tós (OKUNEV et a"lii, 1983), ou por não haver 

um aumento correspondente dos sais minerais no meio de cul­

tivo quando há aumento na concentração de celulose, levan­

do a um decréscimo na produção de enzimas (CHAHAL,1982). 

Outra causa para a aparente diminuição de 

enzimas observadas em altas concentrações de substrato e o 

fato delas poderem estar adsorvidas ao substrato consequen­

temente diminuindo sua detecção no sobrenadante (COUTTS e 
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SMITH, 1976; SADDLER e KHAN, 1980). 

Dados semelhantes aos obtidos para A-0pe4-

g,lllu-0 sp também foram observados por COUTTS e SMITH (1976) 

para Spo1Lo.t1Llc.hum .the.JLmophlle quando a atividade Cl foi mar 

cada�ente reduzida no filtrado da cultura quando os 

iniciais de substrato (Solka Floc) excedessem 1 ,5%,

� . n1ve1s

Para atividade B-glucosidase nao houve dife­

renças significativas em relação as concentrações de baga­

ço de cana usadas. Ta 1 vez o uso de menores concentrações de 

substrato levassem a valores maiores na atividade B-glucosl 

dase,pois de acordo com OKUNEV et alii (1983) a sfntese de 

por baixas 

concentrações de celobiose, gentibiose, soforose e lactose. 

Altas concentrações do substrato (5 gr/1 ou mais do indu 

tor) reprime a síntese de celulase. 

Entretanto discordando desses autores, SHE­

WALE e SADANA (1978) sugerem que aumento na concentração 

de substrato de 0,5 para 3% levou a maior produção de celu-

1ase e B-g1ucosidase por uma espécie de basidiomiceto. 

Seria pois de interesse testar concentrações 

menores e maiores daqueles do presente trabalho. 

Analisando-se a atividade enzimática do fun­

go A-0pe4glllu-0 sp durante um perfodo de 10 dias de incuba-
• 
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çao notou-se que a atividade FPA começou a aparecer no meio de 

cultivo a partir do 4� dia de incubação aumentando até o

8� dia quando sofreu uma queda. No 9� e 10� dia ocorreu um 

aumento bastante pronunciado na atividade FPA (Figura 4). 

A atividade S-glucosidase apareceu no 2� dia 

de desenvolvimento ocorrendo 2 quedas significativas no 6� 

e 8� dia (Figura 4). 

Para ambas as enzimas ocorreu um perTodo 

1 1lag11 no inTcio da incubação apos o qual a produção da enzi 

ma aumentou rapidamente (Figura 4). Isto está de acordo 

com o trabalho de SHEWALE e SADANA (1978) que observaram no 

basidiomiceto CPC-142, após inoculação, um perTodo 11lag11 de 

2 dias antes de enzimas extracelulares e proteTnas alcança-

rem níveis detectáveis. 

Esse fato é também confirmado por CHANG e 

STEINKRAUS (1982) que para Volva�lelia volvacea apos um pe-

rTodo 1 1lag11 as enzimas celulolTticas começaram a aparecer. 

O perfi 1 das variaç5es de pH durante os 10 

dias de incubação do fungo A-0 pe�glllu-0 sp (Tabela 5) pode 

ser comparável ao obtido por ERIKSSON e JOHNSRUD (1983) com 

um mutante de Spo�ot�lchum puive�ulentum denominado de 1 i­

nhagem 63, que mostrou um perTodo 11lag11 de 1 -2 dia antes 

da enzima extracelular alcançar nTveis detectáveis. Os mes 
. 
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mos autores observaram que o pH do meio elevou-se inicial­

mente,seguindo-se uma queda e posterior aumento,o qual per­

maneceu �stãvel durante o resto do período de desenvolvimen 

to. 

Esse fato é explicado por CHANG e STEINKRAUS 

(1982) relatando que a presença dessas enzimas provoca uma 

queda no pH do meio. Como o meio contém peptona, a desa­

minaçio dos aminoácidos da peptona 1 ibera am6nia para o 

meio, o que causa um aumento do pH. Com o desenvolvimento 

ativo ocorre rápido consumo de nitrogênio e celulose produ­

zindo grande quantidade de ácidos e por isso o valor do pH 

diminui rapidamente. O pH pode elevar-se posteriormente 

devido a vagarosa autol ise celular. 

Observa-se na Tabela 5 que a atividade FPA 

do A-0pe4glllu� sp apareceu ap6s atividade S-glucosldase es 

tar presente no meio de cultivo. 

Essa observaçio também foi feita por TRI-

VEDI e RAO (1979) que em cultura de A-0pe4glllu� 6umlga 

tu-0 a S-glucosidase apareceu primeiro, seguida por endoglu­

canase e exoglucanase. 

Resultados semelhantes foram encontrados por 

SADANA et aZii (1979) em trabalhos com Sele4atlum 4al6-0ll 

e seu mutante onde endo-S-glucanase, S-glucosidase e celo-



biase apareceram no 3� dia de desenvolvimento, 

FPA no 5� dia. 
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enquanto 

O aparecimento da atividade B-glucosidase no 

�eio de cultlvo antes da atividade FPA também foi obser 

vada por TRIVEDI e RAO (1981) onde para Fu-0a1t,,ium sp B-glu­

cosidase apareceu no filtrado da cultura antes da ativida 

de endo ou exoglucanase ser detectada. 

5,3, PRonu,Ão DE CELULASE PELO FUNGO T1t,,ic.hode1t,,ma 1t,,ee-0ei 

QM 9414 

A a t i v i d a d e F P A p a r a o f u n g o T. 1t,,ee6 ú QM 9 4 1 4 

mostrou um aumento até o 8� dia a partir do qual pareceu 

ter se estabi I izado (Figura 5). 

Para 8-glucosidase a atividade enzimática so 

freu uma queda no 8� dia a partir da qual não ocorreu mais 

aumento da atividade (Figura 5). 

Pela Tabela 6 observa-se que atividade FPA 

foi detectada no 2� dia de incubação enquanto 8-glucosidase 

foi detectada no 3� dia. Esse fato também foi observado 

por GOKSOYR e ERI KSEN i n ROSE ( 1980) para T1t,,.lc.hode1t,,ma vi"-.lde 

QM 9123 e QM 9414 cuja produção de B-glucosidase ocorreu 

com maior atraso do que outras enzimas. 
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Pelos dados da Tabela 6, verificou-se um au-

mento inicial do pH do meio de cultivo seguido de uma qu� 

da. No 8';1 dia houve um aumento e o pH se estabilizou 

até o 10';1 dia de desenvolvimento. 

Dados semelhantes foram observados por MAN-

DELS e WEBER in GOULD (1969) com Tniehodenma vinlde, que 

verificaram um 11lag 11 na produção de ce1u1ase após inoc� 

lação com elevação do pH, particularmente se peptona es­

tava presente. Posteriormente ocorreu queda -no pH e ce-

lulase apareceu no meio. Finalmente celulose foi consu 

mida e o pH subiu cessando a produção de celulase. 

GOKSOYR e ERIKSEN in ROSE (1980) citam que 

em cultura de Tniehode�ma vinide QM 9123 e QM 9414, durante 

rápida queda no pH as celulases foram produzidas. Esses au-

tores explicam que o pH do meio caiu devido a alta ativi-

dade metabólica havendo a indução da ce1u1ase em um pe-

ríodo de alta metabol ização. A produção de ácido pode-

ria ter uma função regulatória. 

514 1 CoMPARA�Ão ENTRE o ISOLADO A.6 pe�gillu.6 s p E o 

PADRÃO Tniehodenma nee.6ei QM 9414

Comparando-se as atividades enzimáticas do 

complexo celulolítico entre o fungo isolado de bagaço de 
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cana A-0pt.ll,,gillu-0 sp e o padrão T.ll,,iehodt/l,,ma Jl,,tt-0ti QM 9414 

observou-se que o fungo A-0pengillu-0 sp nao superou o padrão 

na atividade FPA (Figura 6 e 7). 

Em relação i atividade FPA isso Já era espe­

rado uma vez que Tn,i,ehodenma vinide (nee-0ei) tem sido des­

crito como a 1 inhagem com maior atividade celulolTtica co­

nhecida (GOKSOYR e ERIKSEN, in ROSE, 1980; DEKKER,1985) sen 

do o produtor de um complexo celu1o1ítico estável (MANDELS 

e WEBER, in GOULD, 1969). 

Os resultados mostrados na Figura 8 indi­

caram que a atividade celu1olítica B-glucosidase do A-0pe1L-

9illu-0 sp sofreu um grande acréscimo tendo atingido valo-

res equivalentes aos dos TJi-lc.hodeJr.rna 1r.ee-0ei QM 9414 no 10? 

dia de incubação. 

Embora nao tenhamos resultados além desse p� 

ríodo há indicações de que o A-0pe1Lgillu-0 sp poderia alcan­

çar valores maiores de atividade ce1ulol ítica B-glucosidase 

do que aquela do T. nee-0ei QM 9414, pois a partir do 7? dia 

a atividade enz imática desse fungo pareceu ter se estabilizado. 

O exame da Figura 9 mostra que as ativida­

des especificas B-glucosfdase foram praticamente a mes-

ma durante os 10 dias de incubação. Contudo os valo-

res do 10? dia parecem Justificar a indicação citada an-
• 
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teriormente embora o TnlQhode�ma nee-0el QM 9414 tenha a­

presentado uma produção mais estável. 

Para os resultados obtidos deve-se tamb;m le 

var em consideração que o bagaço de cana nao e um bom 

Indutor do complexo celulolítico (SHEWALE e SADANA,1978; 

JOGLEKAR e KARANTH, 1984) para os fungos testados e que 

1 ignina e certos fenóis (produtos da degradação da 1 ignina) 

têm sido mostrado serem inibidores do desenvolvimento de 1 i 

nhagens mutantes de TnlQhodenma nee-0el bem como na pro­

dução de celulase e 13-glucosidase por esse fungo. Esse 

efeito bastante crítico quando resíduos lignoceluló-

si cos au toh i d ro 1 i zados por 1
1s team-exp 1 os i on 11 

dos para produção de celulase (DEKKER, 1985). 

sao usa-

5,5, ÜBTEN�ÃO DE MUTANTES UTILIZANDO FONTE DE RADIA�AO 

GAMA (
6 °

Co)

Como resultado do tratamento de esporos do 

fungo A-0penglllu-0 sp com radiação gama foi possível obter 

diversos mutantes com caracterTsticas morfológicas diferen­

tes das do tipo selvagem. 

O uso de agentes mutaginicos físicos ou quí-
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micos tem levado a mudanças morfológicas em diversos fungos 

como em mutantes obtidos a partir de Sc.Lenotium noló�ii(SA­

DANA et a'lii
., 

1979), mutantes do isolado denominado de 

Kl (GUPTA et a'lii
., 

1981), mutantes de Ta.la.nomyc.e-6 emen.60-

n.ii C B S 8 1 4 7 O ( MO L O N E Y e t a i i i
., 

1 9 8 3 ) e m u t a n te s d e P e -

n.ic.illium 6unic.ulo.6um (JOGLEKAR e KARANTH, 1984). 

Dos mutantes morfológicos obtidos nenhum su-

perou o selvagem na produção de atividade FPA e B-glu-

cosidase, sendo que os mutantes denominados de M3 e M4 

perderam a capacidade de produzir atividade enzimática 

(Tabelas 8, 9, 10, 11). 

Outros autores também obtiveram alguns muta� 

tes que nao mostraram atividade enzimática ou houve decrés 

cimo na atividade em comparação com o selvagem. GUPTA et 

atii (1981) obtiveram a partir do isolado Kl, alguns mutan­

tes que perderam a capacidade de sintetizar CMCase (KMl, KM2 

e KM3), outros que mostraram decréscimo na atividade (KM6) 

e outros com aumento da capacidade de produção de CMCase e 

8-glucosidase (KM7). ERIKSSON e JOHNSRUD (1983) isolaram

diversos mutantes de Sponotnic.hum pulvenulen.tum sendo que 

entre eles a 1 inhagem 63-2 mostrou menor atividade FPA e 

endo-1,.4-(3-D-gl ucanase · e 

selvagem. 

endo-1,3-(3-D-xi lanase do que o 
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A utilização da radiação gama com o objetivo 

de induzir mutações para melhorar a produção de enzimas por 

microrganismos também foi usada nos trabalhos de BAILEY 

e NEVALAINEN (1981) e MACRIS (1984) obtendo resultados pos.!_ 

tivas para T1t.lc.hode..1tma 1te..e..1.:,e...l (BAILEY e NEVALAINEN, 1981) e 

Al�e..1tna1t.la al�e..Jtna�a (MACRIS, 1984). 

Dentre os mutantes obtidos e interessante des 

tacar as atividades de $-glucosidase do mutante MO e sel 

vagem. 

Embora as colônias do mutante MO sejam bran­

cas em contraste com as do selvagem que são verdes a ativi­

dade da $-glucosidase durante os 7 primeiros dias de incu­

bação parece ser equivalente a do selvagem, mostrando um 

comportamento mais homogineo. Este fato pode estar rela­

cionado com uma maior estabi 1 t·dade da $-glucosidase poden­

do se constituir em um mutante promissor no sentido de me­

lhorar o fungo A1.:,pe..1tg.lllu1.:, sp. (Figura 13). 
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6. CONCLUSÕES

Com base nos resultados obtidos pode-se con-

cluir que: 

1. Dos 5 fungos isolados do bagaço de cana aquele classifi­

cado como uma espécie de A-0pe49Illu-0 sp foi o que apre­

sentou maior atividade enzimática.

2. As condições ótimas para produção de enzimas celulolíti­

cas pelo fungo A-0pe4glllu-0 sp foram:

2. 1. Temperatura

2.1.1. 45
°

c para atividade FPA. 

2.1.2. 35
º

c para atividade S-glucosidase. 

2 . 2 . pH: 

2. 2. 1 . 7, o para atividade FPA.

2.2.2. 6,0 para atividade S-glucosidase. 

2.3. Concentração de substrato: 

2.3,1. 15 gramas por litro de meio de cultivo para 

atividade FPA. 
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2.3.2. Para atividade B - glucosidase nao houve dife­

renças em nenhuma das concentrações de subs­

trato usadas. 

1.4. Periodo de incubação: 

2.4.1. No 10� dia de incubação foi detectada a maior 

atividade enzimática para ambas enzimas. 

3. Não houve produção de CMCase em nenhuma

usadas.

das condições 

4. A atividade celulolitica e especifica .:FPA apresentada

por A1.>pe'1,g,U'..lu-6 sp fqi 10,92 e 4,18 µg AR x ml- 1 x min- 1

e para Ttc.,i,c.hode.'1,ma ll.e.ef.>e-l 78,82 e 16, 11 µg ARxml- 1 xmin- 1
•

Par a a t i v i d a d e c e I u I o I i t i c a e e s p e c i f i c a B-g I ucos i d ase os

valores obtidos para A1.>pe.tc.g-lllu-6 sp foram de 52, 13 e

19,96 µg AR x ml- 1 x min- 1 enquanto para Ttc.,i,chode.tc.ma

tc.e.e.f.>e.i foram de 55,51 e l 1,35 µg AR x ml- 1 x min- 1
• 

5. Os mutantes morfológicos testados nao superaram o sei-

vagem na atividade enzimática FPA e B-glucosidase, 

apresentando atividade CMCase.

.nao

6. O mutante MO com caracteristicas morfológicas diferentes

do selvagem apresentou uma atividade celulolitica espec!

fica B-glucosidase equivalente à do selvagem mas com um

aumento de atividade mais regular.
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