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RESUNMO

Neste trabalho testou-se a capacidade de pro
dugao e atividade total da celulase (FPA), B-glucosidase e
carboximetilcelulase (CMCase) em 5 fungos isolados de baga

¢o de cana.

O0s fungos foram cultivados em meio basico 117

quido, utilizando-se bagago de cana como substrato. Tes-
tou-se a seguir a atividade enzimatica de seus filtra-
dos. Entre os cinco fungos foi selecionada uma espécie de

Aspengillus que se mostrou a mais promissora.

Essa espécie foi submetida a diferentes con
digoes de pH, temperatura, concentragao de substrato e pe

riodo de incubagao para melhor produgao de celulase.

Os resultados obtidos permitiram identificar
as seguintes condigoes como as melhores para a produgao
dos componentes enzimaticos:

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

dade B-glucosidase.
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- Faixa de temperatura: 45°¢ para FPA e 35°¢C

para B-glucosidase.

- Concentragao de substrato: 15 gramas/li-
tro de meio de cultura para FPA. Com rela-
cao a B-glucosidase n3o houve diferengas
significativas quando se testou concentra
coes de substrato na faixa de 5 a 25 gra-

mas/litro de meio de cultura.

« Periodo de incubagao: no 109 dia de desen-
volvimento em meio basico liquido foram obser

vadas as maiores atividades FPA e B-glucosidase.

Nao fdi detectada atividade carboximetilcelu

lase em nenhuma das condicoOes experimentadas.

0 Aspengilflus sp selecionado foi a seguir
comparado com o fungo Tiaichoderma neesedl QM 9414, padrao pa
ra esse tipo de ensaio, constatando-se que o primeiro supe

rou o padrao apenas na atividade especifica B-glucosidase.

Posteriormente os esporos do fungo Aspexn-
gillus sp foram expostos a diversas doses de radiacao gama
de uma fonte de cobalto-60,sendo que com as doses 0,3 e 1,0

kGy foram obtidos mutantes morfoldgicos.

Testou-se a capacidade de producao de ativi-
dade enzimatica dos mutantes, a qual nao superou o selvagem

em nenhum tipo de atividade.
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PRODUCTION CONDITIONS AND CELLULASE ACTIVITY OF Aspergittus sp
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SUMMARY

In the present experiment the total celulase
(FPA), B-glucosidase and carboximethyl cellulase activities
of five kinds of fungus isolated from sugarcane bagasse were

tested.

The fungi isolated were cultivated in liquid
growth medium, wusing sugarcane bagasse as substrate. The
enzymatic activity in filtrate was measured and among them
one strain «classified as Aspergillus sp showed higher

enzymatic activity.

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
cellulase system as show below:

 pH range: 7,0 for FPA and 6,0 for B-glucosi

dase activity.
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« Temperature range: 45°C for FPA and 35°C

for B-glucosidase activity.

* Substrate concentration: 15 grams per liter
of growth medium for - FPA. B-glucosidase
activity didn't show significative
differences when substrate concentiation
varied from 5 to 25 grams per liter

of growth medium.

* Incubation period: highest activity values

for FPA and pB-glucosidase activity were

th

observed at the 10 day of incubation.

On the test conditions it was not observed

carboximetyl cellulase activity.

Aspengillus sp selected in this study was
compared against, Tnichodenrma neesel and it was observed that

Aspengillus sp showed a higher B-glucosidase activity.

Aspengillus sp was irradiated with different
doses in a gamma-source (Co-60) and morphological mutants

were obtained with 0.8 and 1.0 kGy.

However the enzymatic activity of the mutants

was always lower than that of the wild strain.



1. INTRODUGAO

No Brasil sao obtidos diversos subprodutos e
residuos celuldsicos que poderiam ser melhor explorados,
sendo utilizados para hidrolise e posterior fermentagao.
Entre esse material celulosico € de grande importancia a
fracao excedente de bagaco de cana usado para a produgao
de alcool etilico,que na maioria dos éasos nao é aproveita-

da como outro produto industrial.,

Aléem do bégago de cana outros materiais co-
mo polpa de madeira, algodao, palha, papel, sabugo, poderiam
ser explorados em grande escala atraves da hidrolise enzima

tica da celulose.

A sacarificagao da celulose permitiria o uso
da glucose, obtida pelo processo hidrolitico, na alimenta-

cao e em produtos quimicos.

Varios tratamentos acidos ou alcalinos tem
sido usados para hidrolisar celulose, poréem ocorrem reagoes
indesejaveis e destruigao de parte dos aglUcares. Esses pro-
blemas poderiam ser solucionados nelo émprego de um proces-

so hidrolitico enzimatico,utilizando enzimas provenientes



de microrganismos.

Enzimas do complexo celulolitico sao sinte-
tizadas por um grande numero de microrganismos que incluem
fungos, actinomicetos e bactérias. Entretanto, somente os
fungos excretam uma grande quantidade de enzimas na forma

ativa no meio de cultura.

Entre os microrganismos produtores do com-
plexo celulolitico,alguns possuem capacidade para hidroli-
sar a celulose nativa, enquanto outros so0 degradam deriva-

dos soldveis da celulose.

Entre os principais géneros de fungos rela-
cionados com a decomposicdo da celulose estdo incluidos:
Altennania, Aspengillus, Chaetomium, Coprinus, Fomes, Fusa-
nium, PendclllLium, Polyporus, Rhizoctondia, Sporotrichum,

Stachylotnis, Trichodernma, Trnéchothecium, VernticilLium,

Zigornhynchus .

Pesquisas visando obtencao de enzimas celu-
loliticas vém sendo realizadas em inumeros laboratorios.
Alguns resultados ja obtidos revelaram certos aspectos que
justificam uma continua pesquisa de novas fontes dentre mi-
crorganismos,pois as enzimas celuloliticas ja encontradas

diferem razoavelmente nas suas capacidades celuloliticas.
P

Em paralelo, deve-se lembrar que a selegao
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eficiente de microrganismos para hidrolise de celulose ofe-
rece excelente material genético para o melhoramento dessa
capacidade, seja atraves de radiagao, mutagénicos quimicos,
hibridagao somatica e ate mesmo técnicas de DNA recombinan
te. Dentre os fungos produtores de celulases temos as ce-
pas mutantes do Tadlchoderma: QM9133 e QM9414, Rutgens C30

e NG14,sendo altamente eficientes.

Os objetivos do presente trabalho foram o
isolamento de fungos celuloliticos de bagago de cana, sele
cao do mais promissor quanto a atividade celulolitica, ca-
racterizagao do microrganismo selecionado e obtengao de mu-
tantes, através do uso de radiagao, com atividade superior

ao selvagem.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1, SELEGAO DE NOVOS MICRORGANISMOS CELULOLITICOS

A procura de microrganismos com grande capa-
cidade de produgao do complexo celulolitico tem sido objeti

vo de diversos trabalhos realizados,

FERGUS (1969) determinou a habilidade de al-
guns fungos termofilicos para produzir a fragao Cx do com
plexo celulolitico. Observou que entre os diversos fungos
testados Chaetomium thermophife ha Touche var. coprophile
Cooney e Emerson; C. theamophile var. dissitum Cooney e
Emerson; Humicola grisea Traaen var. thermoidea  Cooney e
Emerson; H. Ansolens, Sporotrnichum thenmophile e  Torula

thermophile Cooney e Emerson, degradaram papel de filtro.

MENEZES et alii (1976) compararam a ativida-
de celulolitica de 51 linhagens de microrganismos. O0s fil-
trados das culturas de trés linhagens de fungos, sendo uma
nao identificada (25 F) e duas de basidiomicetos, apresen-

taram elevada atividade Cx.

MENEZES et alii (1976) testando a atividade

enzimatica entre diversas linhagens de fungos produtores
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de celulase verificaram que o basidiomiceto 50 F mostrou

ser uma boa fonte do complexo celulolitico C, -Cx

PYE et alii (1977) entre doze culturas de
fungos pertencentes aos géneros Aspengillus, Trichoderma,
Chaetomiun, Stachybotrys e Hypocrea,verificaram que todos
foram capazes de degradar xilana, avicel e carboximetilcelu

lose.

STENBERG et aliz (1977) fizeram uma selecao
para obter um microrganismo que produzisse quantidades rela
tivamente grandes de B-glucosidase. Entre 200 linhagens de
fungos e 15 de bactérias os organismos mais promissores fo-

ram os fungos Aépengiﬁﬂdb nigen QM877 e A. phoendicis QM329.

HAYASHIDA e YOSHIOKA (1980) isolaram de es
terco o fungo termofilico Humicofa insofens YH-8 o qual pro
duziu uma quantidade significativa de celulases termoesta-

veis.

Cinco microrganismos celuloliticos foram iso
lados por FUJIO e MOO-YOUNG (1980) entre os quais o isolado
Asperngillus especie n? 81 pode degradar mais do que 86% de

Solka Floc adicionada como substrato, em trés dias de culti

VO.

GINTEROVA et aliz (1981) verificaram a pro-

dugao de celulase em quatro culturas de fungos superiores
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Agrocybe cylindracea, Lentinus tigrinus, Pleurotus ostrea-

tus e Ramania formosa, sendo melhor produtor o fungo L. tdi-

NG e ZEIKUS (1981) compararam a celulase
extracelular de CLostnidium thermocellum LQRI e Tradlchoderma
neesed QM941L4 observando que estas apresentaram diferengas
significativas em relagao as atividades dos componentes en-
zimaticos,modo de acao, estabilidade térmica e iﬁféfgéo

por diversos compostos. A linhagem QM9414 foi significati-

vamente mais ativa do que a LQRI.

SADLER (1982) fez uma comparagao entre 100
linhagens de fungos de podridao da madeira quanto a habili-
dade para degradar blocos de madeira e producao de celulase
extracelular,sendo que as linhagens de Tadichoderma foram as

melhores produtoras dessa enzima.

GUILIANO et al<Z (1983) estudaram a degrada
¢3o de celulose por trés novos isolados anaercobicos mesofi-
licos em comparagao com CLostridium thermocellum. A degra-
dacao de diversos materiais celulosicos pelos anaerobicos

foi comparavel a de C. theamocellum.

SILMAN et alzi (1984) avaliaram a atividade
carboximetilcelulase de diversas linhagens de Spiceffum nro-

seum. As linhagens NRRL 13103, 13104 e 13106 produziram ati
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vidade carboximetilcelulase de 2,9; 1,5 e 2,9 mg glucose/h/ml

"que foram as maiores atividades observadas.

DURAND (1984) comparou a atividade celuloli-
tica entre as enzimas extracelulares de quatro fungos, Tal-
. choderma neesed TDI1B6, Pendlcillium especie PD20, Thielavia
tennesinis NRRL8126 e Sporotiadichum cellulophifum ATCC20494L.
.As enzimas apresentaram-se diferentes quanto a atividade
hidrolitica, estabilidade térmica e estabilidade a diferen

tes pHs.

2.2. PRODUGAO DE ENZIMAS CELULOLITICAS

Entre os fatores que afetam a produgao das
celulases estao o meio de cultivo, o tipo de celulose usada
como substrato para induzir a formacao das enzimas, o tipo
‘e quantidade do inoculo, a fonte de nitrogénio,o pH do meio
de cultivo, a temperatura de desenvolvimento, a adigao de
surfactantes, agitagao, a demanda de oxigénio dissolvido e
o tipo de fermentacao (Goksoyr e Eriksen, in ROSE, 1980;

" DEKKER, 1985).

2.2.1. INFLUENCIA DO MEIO DE CULTIVO

MANDELS e REESE (1960) em trabalhos utili-
zando Trdichoderma viride e uma espécie de basidiomiceto, ve

rificaram que a maxima producgao de enzimas celuloliticas foi
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obtida quando peptona ou sais nutritivos foram incluidos
ao meio de cultura e o pH ajustado para pH 4,0 para

o basidiomiceto e 2,7 para T. vindde.

CHAHAL (1982) concorda com esses autores ci-
tando que pequenas quantidade de substratos facilmente uti-
lizaveis,incluindo peptcna, aumentaram a producao de celu

-

lase.

SHEWALE e SADANA (1978) observaram que o au-
mento do nivel de uréia ou peptona no meio para T. neesed
ou no meio denominado NM-1 nao aumentou o nivel de enzimas

celuloliticas produzidas por uma espécie de basidiomiceto.

MENEZES et alZz (1976) utilizaram dois meios
de culturas para a producao de enzimas celuloliticas, e em
relagao a enzima ativadora pré hidrolitica e hidrolitica

ambos mostraram o mesmo padrao de atividade.

PYE et alii (1977) verificaram que a adigao
de tampao citrato-fosfato no meio de cultivo reduziu gran-
demente os niveis de atividades celuloliticas de diversas

culturas de fungos.

LINARDI e ROGANA (1977) compararam a produ-
¢ao do componente C;, em quatro diferentes meios de cultu
ra (Czapeck, Reese, Basico liquido, Eggins), pelo fungo
Trichodenrma neesedl QMba verificando que tanto 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 produ
¢ao de enzimas pectoliticas e celuloliticas por Fusarium
oxysporum, observaram que o meio Czapeck favoreceu a maxima
producao de poligalacturonase e celulase. Para Fusarium mo-

niliforme a maior produgao de celulase obteve-se no meio Richard.

SHEWALE e SADANA (1978) verificaram que para o
basidiomiceto denominado CPC 142 quando substratos como farelo
de arroz ou de trigo, ou o liquido proveniente da extragao da
glicose do milho foram acrescentados ao meio de cultura denomina

do NM-2 houve aumento na produgao de celulase e B-glucosidase.

MENEZES e DRAETTA (1979) citam que um dos
meios de cultura testado foi considerado superior na produ-
¢ao do sistema enzimatico celulolitico do basidiomiceto 50F
e que devido as diversas combinagoes de sais na composigao
dos meios testados foi dificil atribuir a superioridade do

meio a presenga ou nao de determinados componentes..

GINTEROVA et alzZz (1981) mostraram que quan-
do um autolisado de levedura foi adicionado ao meio de cul-
tura utilizado na produgao de celulase por quatro cultu-
ras de fungos superiores, houve decrescimo na producao da

enzima.

Em discordancia, CHANG e STEINKRAUS (1982)
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em estudos com Volvairiella volvacea, utilizando um suple-
mento de 0,1% de extrato de levedura ao meio de MANDELS 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-
¢ao de B-glucosidase e celobiase pelo fungo Aspergillus sp,
o qual foi desenvolvido no meio descrito por MANDELS e REESE
"(1963). 0 fungo secretou alto nivel de B-glucosidase no

meio de desenvolvimento.

Quando surfactantes, como Tween 80, foram
acrescentados ao meio de cultura houve aumento na produgao
de enzimas celulolfticas'extracelular (MANDELS e WEBER, 1969;
éTENBERG et alii, 1977; TANGNU et alZ<, 1981; CHAHAL, 1982;

DEKKER, 1985).

Estudos do efeito de diferentes concentra-
¢oes de nitrogénio na producdo de celulase indicaram,segun-
do SHEWALE e SADANA (1978), que uma produgao maxima de celu
lase,por espécies de basidiomiceto,foi obtida quando 0,42%
a 0,70% de sulfato de amonio foram acrescentados ao meio bé

sico para Thichodeama neesed.

TRIVEDI e RAO (1979) indicaram que para As-
pergillus fumigatus a maxima produgao de enzima foi alcanga

da usando 0,03% de sulfato de amonio com 0,01% de hidrogé
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nio fosfato de amonio.

DEKKER (1985) afirmou que fosfatos de amdnio
foram uma fonte efetiva de nitrogénio inorganico, resultan-
do em produgoes altas de celulase,devido a capacidade de
tamponagao desses sais o0s quais controlam o pH do meio de

cultivo.

2.2.2, INFLUENCIA DO PH E DA TEMPERATURA

O pH do meio de cultura e a temperatura de
incubacao sao fatores que também variam de acordo com o mi-
crorganismo utilizado em experimentos para a produgao do

complexo celulolitico.

MANDELS e REESE (1960) verificaram que a
produgao maxima de celulase foi obtida quando o meio de cul
tura apresentou pH 4,0 para uma espécie de basidiomiceto
e 2,7 para Trnichodeama vinide. Em relacao a temperatura
observaram que para T. virndide a producao de Cx foi maior a

24°¢.

STUTZENBERGER (1971), obteve a maior produ-
¢3o de celulase pelo fungo Theamomonospora curvata a um pH

inicial do meio de cultura ajustado para 8,0. Maxima ativi
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dade C; e Cx ocorreu aproximadamente apos 6 dias de desen-

volvimento a 55°C.

Para Sporotnrichum thermophife a maxima produ
cao de C; e ¢, foi observada a 45°C em 2 a 4 dias de desen-
volvimento na presenca de 1% de Solka Floc como substrato e
nitrato de sodio ou uréia como fonte de nitrogénio. Nestas
condi¢bes a atividade do filtrado foi semelhante aquela de

‘Trichodenrma virnide (COUTTS e SMITH, 1976).

SHEWALE e SADANA (1978) em estudos das con-
digcoes de cultura para maximizagao da produgao de celula-
se e B-glucosidase pelo basidiomiceto denominado CPC1L42 um
pH inicial de 6,5 foi v{sto ser o mais favoravel para alta

producao de enzimas.

Para o basidiomiceto 50F, MENEZES e DRAETTA
(1979) verificaram que para as trés fragoes celuloliticas a
producao maxima ocorreu em meio de cultura com pH entre 3,5

e H,S-

TANGNU et aliZz (1981) determinaram diversos
parametros para a producao de celulase em fermentador e en
tre eles os perfis de temperatura e pH para o fungo Tadlcho-
denma reese Rut C30. Para maxima produgao de celulase e
B-glucosidase, pH 5,0 e temperatura inicial de 3IOC poderia

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

em menor tempo.

NATARAJAN e KANNAN (1982) wverificaram que
para culturas de Amanita muscaria o pH Otimo para produgao

da fracgao C, do complexo celulolitico foi 4,5,

CHANG e STEINKRAUS (1982) observaram que o
pH Gtimo para a produgao de enzimas celuloliticas produzi

das por Volvarielfa volvacea foi 5,5.

CHAHAL (1982) em estudos com Taichoderma heesed
verificou que o pH inicial do meio de cultura para inoculagao
foi geralmente 5,6 e a temperatura otima para a producao de ce-

lulase foi 29°C.

Em testes da capacidade de Pleurotus sajonrcaju
para a produgao de celulase, MADAN e BISARIA (1983) verificaram

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

DEKKER (1985) citou que linhagens de Traichoderma
reesed geralmente produzem os mais altos titulos de ativida
de da celulase (unidades/mf de enzimas) quando desenvolvi-
das em pH entre 4 e 5 e que a produgao dessa enzima é geral

mente maior quando o organismo € desenvolvido entre 25 e 28°c.

2.2,5, INFLUENCIA DO INéCULO E PERIODO DE INCUBAGAO

0 tipo e tamanho do indoculo pode ter efeito

marcante no desenvolvimento e produgao de celulase. Inocula
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¢ao micelial tem sido demonstrado produzir uma redugao na
fase inicial (lag) e tem resultado em maior produgao de ce=
lulase comparada ao inoculo do tipo esporo (MANDELS e WEBER,

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

Quanto ao curso de produgao do complexo ce-
lulolitico, pode ocorrer variagoes, Em estudos para deter-
minar a habilidade de alguns fungos termofilicos e actinomi
cetos para produzir C , FERGUS (1969) observou que a produ
¢do maxima da enzima foi normalmente observada ap6s 15 ou

20 dias de Incubagao,

PEITERSEN (1975), examinando a produgdao de
celulase por Tadichodeama vindde verificou que a maxima pro

ducao foi alcancada apds 4 - 10 dias de incubagao.

Para os fungos Asapengiflus nigen QM877 e
A. phoenicis QM329, STENBERG et alii (1977), observaram que
apos seis dias de desenvolvimento os niveis de B-glucosida-
se alcancaram seu pico, sendo a enzima distribuida wunifor-
memente entre o micélio e o fluido da cultura. Apos esse pe
rfodo o nfvel de enzimas micelial decresceu @ o nivel de en

zimas no fluido da cultura aumentou.

TRIVEDI e RAO (1979) em culturas wutilizando
Aspengillus pumigatus obtiveram um maximo de atividade celu

lolftica no 1292 dia de desenvolvimento.
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Para quatro culturas de fungos superiores,

GINTEROVA et alzz (1981), verificaram que a atividade da en
zima celulolitica na presenga de carboximetilcelulose foi

maior apos 12 dias de cultivo.

0 fungo Fusandium sp teve sua maxima produgao
extracelular do complexo celulolitico no 5% dia de desenvol

vimento (TRIVEDI e RAO, 1981).

Para Acetivibrio cellulolylicus a maxima ati
vidade celulase foi detectada no 22 e 39 dia de incubagao

bem como o maximo desenvolvimento e degradagao da celulose.

(SADDLER e KHAN, 1980).

CHANG e STEINKRAUS (1982) observaram para
Volvarniella volfvacea, uma atividade celulolitica maxima em

cinco dias de cultivo.

Em culturas de Amanita muscaria a maxima ati

vidade celulolitica extracelular foi detectada em culturas

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

STEWART et alzz (1983) verificaram em estu
dos com Aspergillus fumigatus que atividade carboximetilce
lulase extracelular, quando desenvolvidos em forragem e pa

lha, aumentou através dos 10 dias de incubagao.
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2.2.4, INFLUENCIA DO TIPO E CONCENTRAGAO DO SUBS-
TRATO

Diversos tem sido os substratos utilizados

com o objetivo de se obter grandes quantidades de enzimas
celuloliticas por microrganismos, bem como diferentes con-

centragoes desses substratos.

A eficidcia de materiais celuldésicos como in-
dutores parece depender de sua susceptibilidade ao ataque

pelo fungo.

Diversos microrgaﬁismos mostraram que celo
biose € um indutor natural da celulase e que a baixa produ-
cao de enzimas obtidas em culturas com celobiose e devido
a efeitos inibitorios pelo rapido desenvolvimento dos mi-

crorganismos nesse agucar (MANDELS e REESE, 1960).

NISIZAWA et alii (1971) verificaram que o
uso de soforose como indutor de enzimas celuloliticas em cul-
turas de Tadchodenrma neesed estimulou a formagao de celula-

se, B-glucosidase e xilanase.

SHEWALE e SADANA (1978) ao analisarem a in-
fluéncia do substrato celuldsico na produgao de celulase
e 6-glucosjdase pelo basidiomiceto denominado CPC 142 veri-
ficaram que as maiores quant}dades dessas enzimas foram in-

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

tes de carbono para induzir a formagao de celulase pelo fun

go Asperngiflus fumigatus. Observaram que agucares como glu
cose, sacarose, maltose e arabinose, nao induziram a for
macao de celulase. Altos niveis da enzima foram observados

quando celulose insoluvel foi usada como fonte de carbono e
que, quando material lignocelulosico foi utilizado,baixos ni

veis de atividade celulolitica foram obtidos.

SONI e BHATIA (1979) em estudos da <celulase
extracelular (C ) de Fusarium oxysporum, mostraram que Os
indutores reais dessa enzima sao os produtos de degradagao

da celulose, melhor do que a propria celulose.

Com Sporotrnichum pulverulentum foi observado
que de acordo com o substrato usado para indugao da enzima
B-glucosidase, esta pode ser liberada para o meio de culti-
vo ou nao. Utilizando celulose comoi fonte de carbono,
B-glucosidase comecou aparecer livre na solugao de cultura
apos 7 horas. Com celobiose nenhuma atividade foi detecta-
da na solugao de cultura mesmo apos 2L horas (DESHPANDE et

alii, 1978).

Estudos da inducao de B-glucosidase em Pha-
nerochaete chrysosporium, mostraram que os mais fortes indu
tores de B-glucosidase extracelular foram polimeros celulo-

sicos (celulose microcristalina, algodao, 'celulose Walseth)
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e para B-glucosidase intracelular celobiose foi o substrato

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

HERR (1979) verificando a produgao de celu-
lase por Trichodeama virnide 1TCC-1433 concluiu que carboxi
metilcelulose nao pode ser considerada como um poderoso in
dutor dessa enzima ou como fonte de carbono e que a maxima
produgao da enzima foi obtida usando celulose em pé trata

da com alcali.

Para os fungos superiores Agrocybe cylindracea,
Lentinus tigrinus, Pleurnotus osthrheatus e Ramardia formosa,
GINTEROVA et aliz (1981) verificaram que entre diversos

substratos testados serragem de pinho foi o mais efetivo

para produgao de celulase.

Utilizando diversas fontes de carbono, NAKA-
TANI et aliz (1981) tiveram os maiores valores de produgao
de celulase por Dactylium dendroides quando celulose em po
foi usada como fonte de carbono e que o tempo de secregao

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

Na produgao de c¢elulase extracelular por um
isolado de Fusardium sp a maxima producao 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 excregao de celulase pelo fun-

go Trdchodenma neesed CL-8L47, WARZYWODA et al<i(1983) obtive
ram as maiores produgoes da enzima quando utilizaram celu

lose Whatman CC41 como fonte de carbono e as menores produ

¢oes foram obtidas com polpa de madeira.

STEWART et alzz (1983) verificaram que cul
turas de Aspengillus fumigatus 1Ml 246651, ATCC L6324 produ
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 Pendcillium funiculosum UV-49 o desen-
volvimento em algodao, filtro de papel, bagaco de cana e

carboximetilcelulose foi pobre e a atividade celulolitica

baixa (JOGLEKAR e KARANTH, 1984).

MOUNTFORT e ASHER (1985) observaram que para
Neocallimastix frontalis 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

Cell tipo 50, alfa celulose ou celulose MN-300.

As celuloses que nao sao facilmente hidroli-
sadas pelas celulases (avicel, algodao, celulose em poO) pa-
recem ser os melhores substratos para induzir a formagao de

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

Quanto a concentragéo do indutor observou-se
que a maxima producao de celulase para Tadlchoderma hreesed
e uma especie de basidiomiceto foi obtida em 1% de substra-

to (MANDELS e REESE, 1960).

Com respeito a concentragao de celulose, Mandels e
Weber, in GOULD (1969) citaram que 0,5-1%, foi a concentra-
¢ao Ootima para producao de celulase, dependendo do tipo de

atividade medida e do nivel de peptona no meio de cultura.

SHEWALE e SADANA (1978) observaram que para
Trichodenma vinide houve .aumento na produgcao de celulase e
B-glucosidase quando a concentragao de celulose (Solka Floc

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

de 0,5 a 3%.

Em relagao ao fungo Aspergillus fumigatus o au
mento da concentracao de celulose Sigma acima de 0,5% levou
a um aumento concomitante na produgao de celulase, mas au-

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

zima (TRIVEDI e RAO, 1979).

MENEZES e DRAETTA (1979), observaram que a
produgao das fragoes celuloliticas aumentou proporcional-
mente com o aumento do substrato,dentro de uma faixa de con

centragao de bagaco de cana de 5 a 25 gramas por litro de
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meio de cultivo.

SADLER e KHAN (1980) verificaram que para
Acetivibrio cellulolyticus a maxima atividade celulase foi
obtida wutilizando-se 1 grama de celulose por litro de meio de
cultivo. Uma concentracao de celulose de cerca de 10 gra-
mas por litro causou diminuigao na detecg¢ao da ativida-

de celulase no sobrenadante do caldo de cultivo.

FAHNRICH e IRRGANG (1981) observaram que pa-
ra Chaetomium cellulolyticum, a concentragao de celulase
livre foi menor em 2% de celulose, mas duas vezes mais celu
lose foi degradada em comparagao a culturas desenvolvidas

em 1% de celulose.

CHAHAL (1982) citou que uma concentracao de
0,75% foi Otima para a producao de celulase por Taichoder--
ma heedel. Maiores concentragoes de celulose resultaram em

um marcado decreéscimo no nivel final da enzima.

Para Aspengillus fumigatus, a concentragao
otima forrageira para produgao de enzimas celuloliticas ex

tracelular foi de 4% (P/V) (STEWART et alii, 1983).

Em culturas de Aspengillus ternneus, avicel,
Solka Floc, lactose, celobiose, soforose e gentibiose em
concentragao de 1 grama por litro induziram a sintese de ce

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

lase foi inversamente relacionada ao desenvolvimento da cul

tura (OKUNEV et alZz, 1983).

2.5, OBTENGAO DE MUTANTES

0 mais significante e notavel avango feito
na produgao de celulase foi através de mutagao e programas
de selegao de linhagens. Um grande numero de mutantes foi

obtido por varios geneticistas.

SADANA et-alii (1979), obtiveram pelo uso
de radiagoes ultravioleta um mutante de Sclefotium hrolfsid
CPC 142 que possuiu duas vezes mais atividade filtro de pa-
pel (FPA) do que a linhagem parental. A produgao de en-

do-B-glucanase no mutante foi afetada em uma pequena :inten

sidade.

FARKAS et alii (1981) isolaram quatro linha

gens mutantes de Tadchodeama freesed as quais exibiram aumen

to na produgao de celulases. Esses mutantes foram obtidos
utilizando radiacao ultravioleta em conidios de T. #feesed
QM 9Lk,

BAILEY e NEVALAINEN (1981) obtiveram uma 1inhagem

mutante do fungo Tadichodeama reesed hiperprodutor de ce-



.23,
lulase porém com baixa estabilidade. Esta foi posterior
mente mutageneizada utilizando N-metil-N'-nitro-N-nitroso-
guanidina (NG) ou radiacao 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 Tadichodenma
neesed também foram feitos por MANDELS et aliz (1981) os quais
foram comparados sob condigoes de uso em diversos substra-

tos celuldsicos.

A partir de um isolado de solo,GUPTA et aliz
(1981) isolaram um mutante utilizando tratamento com N-me

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

carbeximetilcelulase e B-glucosidase maior que o selvagem.

LACHKE et alZz (1983) verificaram as condi-
goes de cultura para obter alta atividade extracelular B-glu
cosidase para o fungo Pendcillium funiculosum e seu mutante
hipersecretor Cu-1. Em meio suplementado com farelo de ar-
roz ou torta de nozes ou coco a atividade de B-glucosidase
extracelular foi de 30 -36 IU/ml a qual esta entre as maio-

res relatadas para fungos.

JOGLEKAR e KARANTH (1983) obtiveram um 1y
tante de Pendicillium funiculosum denominado UV-49 o qual

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

ERIKSSON e JOHNSRUD (1983) utilizando radia-
¢do ultra-violeta obtiveram mutantes do fungo da podridao
branca Sporotrichum pufverufentum com aumento na produgao

de celulase e B-D-glucosidase.

0 trabalho de MOLONEY et alii (1983) teve co
mo objetivo isolar um mutante,resistente a repressao catabé
lica,do fungo Tafaromyces emensonii CBS 814.70 com melhora
mento da atividade celulolitica extracelular. Obtiveram um
mutante morfoldgico (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 obtengao de mutantes de
uma linhagem altamente celulolitica de Aspengiflus fumiga-
tus foi feito por WASE e VAID (1983). Através de experi-
mentos com ultra-violeta foi possivel obter um mutante com

maior capacidade de degradar celulose do que o selvagem.

MACRIS (1984) fez a indugao de mutantes .de
Altennarnia alternata 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 niveis de carbo
ximetilcelulase e B-glucosidase quando desenvolvido em meio

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

tratamento com metanosulfonato e radiagao ultra-violeta, um
mutante resistente a repressao catabolica a partir do fun-
go termofilico Theamomonospora curvata. A biossintese de.ce
lulase nao declinou pelo uso de glucose, 2 deoxiglucose ou
alfa-metil glucosidio, os quais foram repressores da produ-

cao de celulase pelo tipo selvagem.

LECLERC et alii (1985) isolaram mutantes de
Candida wickerhamii e Dekkera intermedia os quais nao fo-
ram reprimidos pela sintese de B-glucosidase, mostrando-se
hiperprodutores dessa enzima em condigoes anaerobicas de
cultura. Esses mutantes produziram grande quantidade de
B-glucosidase mesmo quando a concentragcao de glucose foi

alta no meio de cultivo.

2.4, UTILIZAGAO DE ENZIMAS CELULOLITICAS

Muitas investigagoes para a utilizagao das
enzimas celuloliticas, obtidas a partir de microrganismos,
tem sido feitas com a finalidade de contribuir para a hi-

drolise e posterior fermentagao de residuos <celuloliticos.

MENEZES (1978) utilizou o caldo celulolitico

obtido do basidiomiceto 50F como auxiliar na sacarificacao
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do mosto de mandioca, com o objetivo de aumentar o rendimen
to de alcool. Embora tivesse sido constatada wuma melho-
ria nas propriedades reologicas do mosto, como o decréscimo

da viscosidade, nao foi detectado um acréscimo substancial

no rendimento em alcool.

Outro trabalho wutilizando celulase para
prée-tratamento da mandioca foi descrito por OLIVEIRA e SIL-
VA (1983). Estes utilizaram celulase comercial ‘'celluclast
TM' do Novo Industri tipo 200LTY pen-200 CaVU/gr no pré-tra
.tamento de mandioca para fins energéeticos,uma vez que € co-
nhecida a possibilidade de aumento na liberagao do amido in
tracelular pelo rompimento da parede celular lignoceluldsi-
ca. Um indice econdmico proposto mostrou que a relagao en
zima-substrato de 1% (1,0071 Ul/g) conjugada a um tempo de
agcao de 8 horas pode ser recomendado pelo menos a nivel de

laboratorio.

FAHNRICH e IRRGANG (1982) utilizando o siste
ma enzimatico celulolitico extracelular de Chaetomium cellfu
Lolyiticum obtiveram 30% de sacarificagao da celulose de jor

nal.

MENEZES et alzZ (1983) usaram uma solugao
enzimatica de Rh{zopus e do basidiomiceto 50F para hidroli

sar bambu (Bambusa sp) para posterior produgao de etanol,
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verificando que com a adigao da enzima a quantidade de acgu-
cares aumentou ocorrendo um decréscimo na viscosidade do

material.

SHEWALE e SADANA (1979) fizeram estudos da
sacarificagao de celuloses puras (algodao, avicel, celulo
se 123, Solka Floc SWh0) e residuos celulosicos (palha de
arroz, bagago de cana. madeira, efluentes de usinas de pa-

“pel).

Verificando os fatores que afetam a sacari-
ficagao, MES-HARTREE et aqlZZ (1983) usaram a solugao enzima
tica de Taichodenma ES58 para a hidrolise de residuos agri-
colas pré-tratados, como.palha de cevada e trigo, caule e
folhas de milho, talo de alfafa, verificando que todos os
residuos foram parcialmente hidrolisados pelo complexo celu

lolTtico desse fungo.

Entre os residuos agricolas,o principal uti-
lizado na sacarificagao enzimatica tem sido o bagago de ca-
na.

CHOUDHURY et aliZz (1981) obtiveram eficiente
sacarificagao de bagago de cana pre-tratado por alcali quan
do se utilizou uma preparagao enzimatica combinando celula

se de Cellulomonas e de Taichoderma reesed.

Estudos da degradagao de bagago de cana com
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diversos tratamentos (alcalino, com alcool-éter, com etile-
nodiamina e acido acético) pela enzima celulolitica isola-
da do fungo Rhizopus, foram feitos por MENEZES e HIOSHII
(1982). Tratamento com etilenodiamina a 28% e hidroxido de
sodio a 4%, seguido de aquecimento a 12000, proporcionaram
os melhores indices de sacarificagdao, sendo de 60 e 35% res

pectivamente.

GOEL e RAMACHANDRAN (1983) compararam a taxa
de hidrolise entre palha de arroz e bagago de cana com celu
lose microcristalina e Solka Floc. Observaram que a taxa e
intensidade de hidrolise de palha de arroz e bagago de cana
pré-tratado foi muito maior do que para celulose microcris-
talina e Solka Floc quando enzimas de Tadlchoderma neesed

Dl-6 foram utilizadas.

RAO et alzz (1983) verificaram o efeito da
enzima de PendicilLium fumiculosum na hidrélise de bagago
de cana submetidos a diversos pré-tratamentos sendo a recu-
peragao da enzima de residuos insoldveis obtida parcial

mente.
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3, MATERIAL E METODOS

3.1, ME1IO DE CULTIVO PARA ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS
DO BAGAGO DE CANA

0 meio de cultivo usado para.isolar os mi-
crorganismos de bagaco de cana e manter os fungos foi o

meio BDA com a seguinte composicao:

* Batata. . . . . .. 200 gramas
* Agar. S e ... 20 gramas
« Dextrose . . . . . 10 gramas
» Agua destilada . . 1.000 m&

0 meio foi autoclavado por 15 minutos "a tem

peratura de 120°¢C.

— !
3.2, Me1o BASICO PARA PRODUGAO DE ENZIMAS CELULOLITICAS

0 meio basico liquido usado para a produgao
do complexo celulolitico foi o meio Czapeck descrito por LI~
NARD! e ROGANA (1977) com algumas modificacoes sugeridas por

SHEWALE e SADANA (1978).

.
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NaNOg3. 2,0 gramas
KH, PO, 1,0 grama
KCL. 0,5 grama
Mg SO4.7H,0. . . . . 0,5 grama
FeS04.7H,0 . . . . . . 0,01 grama
Proteose peptona . . 1,0 grama
Uréia. . . . . . . . . . 0,3 grama
Extrato de levedura. 1,0 grama
Tween=-80 1,0 mf
Bagago de cana. 5,0 gramas
Agua destilada 1.000 me
pH. . . . . . 5,0

0 meio foi distribuido em volumes de 50 mi
em frascos Erlenmeyer de 250 m{ e esterilizado em autocla

ve a temperatura de 120°C por 15 minutos.

3,3, BAGAGO DE CANA USADO COMO SUBSTRATO

Como substrato utilizou-se bagago de cana
tratado a pressao de vapor (17 atm/5 min), lavado, seco a

60°C em estufa e moido.

A lavagem do bagago € necessaria para a reti
rada de acglcares presentes e inibidores (componentes fenoli

cos e furfural).
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3.4, ISOLAMENTO E MANUTENGAO DAS CULTURAS

Cerca de 1 grama de bagacgo de cana em estado

de decomposicao foi incorporado ao meio de isolamento (BDA).
As placas foram incubadas a 35°C durante quatro dias. As
colonias em desenvolvimento foram transferidas para outra
-placa e incubadas nas mesmas condigoes. A fim de se obter

colonias puras aplicou-se a técnica da diluigcao em seéerie,
utilizando-se tubos de ensaio contendo 9 mf de solugao salina
(0,85%) esterilizada, adicionando-se a eles 1 mf da amostra a-

té se obter a diluicdo de 10 5.

0,1 mf de cada diluigao foi novamente pla-
queada em meio BDA para obtencao de coldnias isoladas pu-

ras.

As colonias puras isoladas foram transferi-
das para tubos inclinados contendo BDA. O0s tubos foram in

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

0s fungos isolados do bagago de cana foram
identificados utilizando a abreviatura Bg e numerados de 1

a 5.
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[
3.5, PREPARO DO INOCULO

Em culturas desenvolvidas em BDA a 35°C por
um periodo de seis dias acrescentaram-se 5 m{ de solugdo sa
lina (0,85%) esterilizada. Os tubos foram agitados em
agitador Phoenix Mod. AT:56 para melhor homogeneizacao da

suspensao de ‘esporos.

0 ndmero de esporos foi determinado em cama-

ra de Neubauer.

Como inodculo foi utilizado 0,5 mf£ da suspen
sao de esporos contendo 1,3 x 107 esporos por ml para 50 mf

de meio basico liquido.

3.6, PREPARO DO CALDO ENZIMATICO

Apos quatro dias de crescimento do inoculo
em meio basico liquido em agitador rotativo, ‘as culturas
foram filtradas utilizando-se bomba de vacuo, separando-se

o micélio do caldo de cultivo.

0 caldo foi usado como extrato bruto para me

dir a atividade enzimatica.
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3.7. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

3.7.1, CeLuLAase TOTAL (FPA)

A avaliagao da atividade celulolitica foi fei
ta de acordo com MANDELS et alii (1976),sendo os aglcares
redutores determinados de acordo com MILLER (1959). Ativida
de celulase total foi determinada usando-se o método do fil
tro de papel. Tomou-se 1,0 mf da solugao enzimatica (item
3.6.), adicionou-se 1,0 ml de tampao citrato 0,05 M pH 5,0 e
tiras de papel de filtro Whatman n? 1 (1,0 x 6,0), e incu-
bou-se em banho-maria a 50°C por 60 minutos. A reacgao foi
interrompida com a adigSO de 3 mf de reagente dinitrosalicl

lico e a mistura aquecida em agua fervente por 5 minutos.

A quantidade de agucares redutores formada
foi estimada espectrofotometricamente a 540 nm, utilizando-se
glucose como padrao. A atividade celulolitica total foi

expressa em pg de Aglcares Redutores (AR) x mililitro ! x mi-

1 1

e atividade especifica em pug AR x ug proteina ' x ho

nuto

ra 1.

3.7.2. B-GLUCOSIDASE

A atividade B-glucosidase foi determinada usan

.
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do-se salicina como substrato, 'de acordo com MANDELS et al<<

(1976) e agucares redutores formados de acordo com MILLER

(1959).

A 0,5 mf£ da solucao enzimatica adicionou-se
0,5 m{ de solugao de salicina 1%. Apos agitagao, a mistu-
ra foi incubada por 30 minutos a temperatura de 50°¢C e a

reagao interrompida por adigao de 3 mf de reagente dinitro
salicilico. A mistura foi aquecida por 5 minutos e os agu-
cares formados foram determinados em espectrofotometro
Perkin-Elmer Coleman 54 B a 540 nm. Glucose foi utiliza-

da como padrao. Atividade B-glucosidase foi expressa em

1 1

ug AR x m€ ' x min ' e atividade especifica em ug AR x g

prot ' x h 1!,

3.7.3, CARBOXIMETILCELULASE (CMCASE)

A atividade carboximetilcelulase foi deter-
minada usando~se o método descrito por MANDELS et aliz (1976),
tendo carboximetilcelulose (sigma Lote 12F -0358) como subi

trato.

Para 0,5 mf da solugao enzimatica adicionou-se
0,5 m€ de solugao de carboximetilcelulose 1%. Apos agita-

¢ao as amostras foram incubadas por 30 minutos a 50°C e a
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reagao interrompida pela adigcao de 3,0 mf€ de reagente di-
nitrosalicilico. A mistura foi incubada em agua fervente
por 5 minutos. A quantidade de aglUcares redutores formada
foi determinada de acordo com MILLER (1959) em espectrofotd
metro a 540 nm. Atividade carboximetilcelulase foi expres

1

sa em ug AR x m€ ' x min ! e atividade especifica em ug AR x lg

prot™ ! x h™1,

3.8, DETERMINAGAO DE PROTEINAS SOLUVEIS

A determinagao de proteinas solldveis na solu
cdo enzimatica foi feita de acordo com o ensaio para mi-

croproteina proposto por BRADFORD (1976).

A 0,1 m€ de solugdo enzimatica adicionou-se
1 m€ do reagente para proteinas (Coomassie Brilhant Blue G

250),

Absorbancia foi lida a 595 nm em espectrofo-
tometro Perkin Elmer Coleman 54 8., Como padrao foi utiliza-

do soro albumina bovina.
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SELEGAO PARA OBTENGAO DE CEPA COM MAIOR CAPACIDADE
CELULOLITICA

Diversos fungos isolados de bagago de <cana

(Ttem 3.4.) foram utilizados para testes de atividade enzi-
matica. .

0,5 mf de solucao de esporos (1,3 x 107 espo
ros/ml) foi inoculado em meio basico liquido & tempera
tura de 40°C durante quatro dias. Apos esse periodo obte-
ve-se o extrato bruto (item 3.6.) no qual se determinaram a
atividade enzimatica (item 3.7.) e as proteinas sollveis
(Ttem 3.8.). Dentre os fungos foi selecionado o que apre-

sentou maior atividade enzimatica.

5,10,

INFLUENCIA DAS CONDI¢6ES EXPERIMENTAIS NA PRODUGAO
’
DE ENZIMAS CELULOLITICAS

Para o fungo selecionado no item anterior fo

ram determinadas as condigoes de temperatura, pH, concen-

tragao de substrato e periodo de incubagcao para melhor pro-

ducao do complexo enzimatico,
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3.10,1, FAIXA DE TEMPERATURA

Para determinacao da temperatura oOotima para
produgao do complexo enzimatico o inoculo (1,3 x 107 espo-
ros/ml) foi colocado em meio basico liquido e em agitador

rotativo. As culturas foram incubadas nas temperaturas de

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

Utilizaram~-se trés repetigoes sendo coleta-
das trés amostras de cada uma delas para determinacgao das

atividades enzimaticas (item 3.7.) e proteina (item 3.8.).

3.10.2. Faixa pE PH

Na determinacao da faixa de pH otima para a
produgao das fragoes enzimaticas utilizou-se o meio liquido
basico com pHs ajustados para 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 6,5; 7,0;
8,0, ao qual foi colocado o inoculo,sendo incubado em agita
dor rotativo por quatro dias na temperatura determinada an-

teriormente.

As determinagoes de atividades enzimaticas e
proteina foram feitas de acordo com os itens 3.7 e 3.8.,res

pectivamente.
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3,10.3, CONCENTRAGAO DE BAGAGO DE CANA TRATADO

Para a determinacao da concentragao da fonte
de carbono utilizaram-se concentragoes crescentes (5, 10,
15, 20, 25 gr/1.000 mf) de bagaco de cana tratado de acordo
com o item 3.3., em meio basico liquido, o qual foi inocula
do com uma solugao de esporos (1,3 x107 esporos/mf) e colo-

cado em agitador rotativo durante quatro dias na temperatu-

ra e pH determinados anteriormente.

3.10.4, CuRVA DE INCUBAGAO

Apés determinacao dos tré@s parametros ante
riores,fez-se a curva de incubagao, Determinou-se a ativi-
dade enzimatica extracelular (item 3.7.) e proteina sollvel
(Ttem 3.8,) durante dez dias de incubacao nas condigoes de
temperatura, pH e concentragao de bagago 6timos determina-

dos pelo Ttem 3.10.

3.11. CoMPARAGAO DO FUNGO ISOLADO E Taichoderma reesed
amou1y

Compararam~-se as atividades enzimaticas do mi-
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crorganismo isolado de bagago ao Talchodeama heesed QMIL1L

utilizando-se o meio basico liquido proposto no iTtem 3.2.

Foram determinadas as atividades enzimaticas
e roteina soluvel nos dois microrganismos de acordo com os
% g

itens 3.7. e 3.8., respectivamente.

Para o microrganismo isolado de bagago de ca
na utilizaram-se condigoes de temperatura, pH e concentra-
¢ao de bagago determinados anteriormente. Para o Thadcho-
deama neesed utilizaram-se a temperatura de 28°C, pH 5,0 e
a mesma concentracav de bagago de cana usada para o fungo

isolado.

3,12, CURVA DE SOBREVIVENCIA A RADIAGAO GAMA E OBTENGAO
DE MUTANTES MORFOLOGICOS cCELULOLITICOS

Preparou-se uma suspensao densa de conidios
em solugao salina 0,85% (p/v) mais Tween-80 obtendo-se

uma concentragao 0,1% (v/v).

0 numero de conidios foram contados com o au

xilio de camara de Neubauer.

Transferiu-se a solugao para placas de Petri

vazias e esterilizadas (4 m&/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 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,0 kGy.

Foram feitas diluigoes adequadas para cada

dose utilizando solucao salina 0,85% (p/v).

As solugoes de esporos irradiadas e diluidas
foram semeadas em placas de Petri contendo meio basico para
produgao de enzimas celuloliticas com 5 gramas . de glico

se/1.000 mi.

As placas foram incubadas por 48 horas em es

' tufa regulada para 35°¢C.

Apos incubacao as coldonias desenvolvidas fo

ram contadas e a porcentagem de sobrevivéncia determinada.

Os mutantes morfoldgicas foram isolados e
testados quando a capacidade de produzir enzimas <celuloli-

ticas.

Esses mutantes foram isolados em BDA (ftem
3.1.) e cultivados em meio basico liquido (Ttem 3.2.) nas con

digoes otimas determinadas para o fungo referéncia.

Os fungos isolados foram testados apos 4,7 e
10 dias de desenvolvimento em meio basico liquido utilizan-
do bagago de cana pré-tratado (item 3.3.) como fonte de car

bono.



S
As atividades enzimaticas foram determinadas
de acordo com o item 3.7. e as proteinas solliveis pelo méto

do descrito no Ttem 3.8.
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4, RESULTADOS

4,1, SELEGAO PARA OBTENGAO DE CEPA COM MAIOR CAPACIDADE
CELULOLITICA

0 estudo comparativo da atividade extracelu-
lar total da celulase (FPA) e B-glucosidase dos 5
fungos isolados de bagaco de cana e o teste F e Tukey estao
representados na Tabela 1. A atividade FPA foi mostrada
apenas pelos isolados Bgl e Bg5. O0s outros isolados nao a-
presentaram atividade FPA extracelular nas condigoes do ex-
perimento. O0s 5 isolados apresentaram atividade B-glucosi-
dase e nenhum deles mostrou atividade carboximetilcelulase.
Os coeficientes de variacao para a atividade celulolitica e
especifica FPA foram 2,68 e 3,45%, respectivamente. Para a-
tividade celulolitlica B-glucosidase 12,57% e atividade espe
clfica B-glucosidase 9,69%, mostrando uma precisao experi-

mental razoavel.

Pelo teste F verificou-se que houve signifi-
cincia ao nivel de 1% de probabilidade para a- atividade:
celulolitica e especifica FPA e B-glucosidase, o que indi-

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

Aplicando-se o teste de Tukey, observou-se que
em relacao a atividade celulolitica e especifica FPA o iso-
lado Bg 5 mostrou-se superior a Bg | a nivel de 5% de proba
bilidade. Para a atividade celulolitica e especifica B-glu

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

aos outros isolados a nivel de 5% de probabilidade.

Analisando os resultados verificou-se que o

isolado Bg 5 apresentou a maior atividade celulolitica e es

pecifica FPA e B-glucosidase em relagao aos demais isola-
dos.

Este isolado foi selecionado para poste-
riores testes e enviado para classificagao. 0 fungo foi

classificado como Aspergillus sp.

4,2, AVALIAGAO DAS CONDIGOES EXPERIMENTAIS PARA A PRODU-
GAO DE ENZIMAS CELULOLITICAS PELO FUNGO Aspergillus
sp.

A Tabela 2 e Figura 1 mostram as atividades
FPA, B-glucosidase extracelular do fungo AspergifLlus sp. ino
culado em diversas temperaturas e o teste F e Tukey desses

dados.
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Para atividade celulolitica e especifica 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 idéntica corre
lagao.

0 isolado Aspergillus sp nao apresentou
atividades CMCase em nenhuma das temperaturas testa-
das.

0s coeficientes de variagao para atividade
celulolitica e especifica FPA foram 10,58 e 2,67% respecti-
vamente. Para a atividade celulolitica e especifica B-gluco
sidase tivemos coeficienées de variagao de 7,61 e 5,9&%,rei

pectivamente.

0 teste F evidencia que a atividade celu-
lolitica e especifica da fragao FPA e B-glucosidase
apresentaram diferengas significativas quando submetidas
a variagoes de temperatura na faixa de 30 - 45°¢ para as
atividades FPA e de 25 - 45°C para as atividades B-gluco

sidase.

Pelo teste Tukey verificou-se que houve di
ferengca entre os tratamentos de temperatura para ativida
de celulolitica e especifica FPA a nivel de 5% de probabi
lidade.

As melhores atividades celuloliticas nao fo-
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ram observadas nas mesmas temperaturas. As maiores ativida
des FPA apresentaram-se a 45°C, ja as atividades B-glucosi-

dase a 35 e 40°c.

A temperatura de 35°C foi utilizada para in-

cubar os microrganismos para testes posteriores.

Na Tabela 3 e Figura 2 sao mostrados os re-
sultados obtidos quando o fungo Aspengiffus sp foi incuba-

do em meio 1Tquido basico com diferentes pHs.

Testando-se os pHs do meio basico liquido pa
ra produgao de enzimas celuloliticas observou-se que ativi-
dade FPA esta presente em todos os pHs testados. Atividade
B-glucosidase nao foi verificada a pH 3,0. Atividade CMCase

nao foi obtida em nenhum dos tratamentos.

Os coeficientes de variagao para atividade
celulolitica e especifica FPA foram de 5,68 e 5,7$&respecti
vamente, Para atividade celulolitica e especifica B-glucosi-

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

Pelo teste F houve significancia (1%) para

as atividades enzimaticas testadas.

Pelo teste Tukey a pH 7 foram detectadas as
maiores atividades celulolfticas FPA, que diferiram (5%) de

todos os outros tratamentos de pH,
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Atividade celulolitica total (FPA) e B-glu-

cosidase do isolado Aspergillus sp, cresci-

do em meio basico liquido, a 359,

em difg

rentes pHs, apos 96 horas de incubacgao.
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Para atividade especifica FPA o teste Tukey

mostrou que a maior atividade ocorreuempH 7,0 e 6,5,

Em relagao a B-glucosidase, a maior ativida
de celulolitica foi verificada empH 6,0 que foi significat]i

vamente superior a todos os outros tratamentos,exceto daque

le em pH 6,5.

0 teste Tukey para atividade especifica B-glu
cosidase mostrou que as maiores atividades foram observadas
em pH 5,0; 6,0 e 6,5 entre os quais nao houve diferenca

significativa.

0s resultados observados quando o fungo As-
pergfllus sp foi cultivado em meio basico liquido com dife-
rentes concentracoes de bagago de cana como fonte de carbo-

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

Quando 5 gramas de bagago de cana tratado fo
ram utilizadas nao houve produgao de enzimas com atividade FPA,
porém observou-se atividade B-glucosidase. Nao se verifi-
cou atividade CMCase em nenhuma das concentragoes de baga-

¢o de cana testadas.

Os coeficientes de variagcao para atividade
celulolitica FPA, atividade especifica FPA, atividade celu-
lolTtica B-glucosidase, atividade especifica B-glucosidase

foram 8,55; 4,92; 14,75; 13,28%, respectivamente,
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0 teste F foi significativo a nivel de 1% pa

ra quase todos os testes,exceto para atividade celulolitica
B-glucosidase, o que significa que nao houve diferenca pa

ra atividade celulolitica B-glucosidase nos diferentes tratamentos.

0 teste Tukey mostrou que para atividade ce~
lulolitlca FPA o tratamento onde se utilizaram concentragoes
de substrato de 15 gramas/litro de meio basico foi signifi
cativamente maior a nivel de 5% em relagcao aos outros tra-

tamentos.

Para a atividade especifica FPA, quando se
utilizou 15 gramas -de bagago/litro de meio obteve-se di
ferenca significativa (5%) em relagao aos demais tratamen-

tos.

Os testes para atividade celulolitica B-glu-

cosidase nao mostraram diferenga significativa.

Atividade especifica B-glucosidase foi maior
quando $e testou 5 a 10 gramas de substrato por litro de
meio basico. Nem sempre as melhores atividades enzimaticas

foram obtidas numa nesma concentragao de bagago de cana.

Uma concentracao de 15 gramas de bagago/li-

tro de meio foi escolhida para o teste de incubacgao.

Pela Tabela 5 e Figura 4 pode-se verificar a

atividade enzimatica FPA e B-glucosidase ‘do fungo Aspergillus
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sp durante um periodo de incubagao de 10 dias em meio basi
co 1fquido a pH 6,0, a 35°C e utilizando uma concentracao

de bagaco de cana de 15 gramas/litro de meio de cultura.

A atividade FPA nao foi observada nos 3 pri-
meiros dias de incubagcao, enquanto atividade PB-glucosidase
foi detectada logo no 2° dia de incubacao. Atividade CMCase

nao foi observada em nenhum dia do periodo de incubacgao.

0 coeficiente de variacao foi de 2,09% para
atividade celulolitica FPA, 2,15% para atividade especifica
FPA, 1,84% para atividade celulolitica B-glucosidase, 1,24% pa

ra atividade especifica B-glucosidase.

5%

0 teste F foi significativo a nivel de 1

para todo o experimento,

Pelo teste Tukey pode-se observar que para
atividade celulolitica FPA houve diferenga significativa (5%)
em todos os tratamentos. A atividade celulolitica FPA foi
crescendo durante os dias de incubagao ocorrendo uma queda
no 8?2 dia. Posteriormente observou-se ainda um sensivel au

mento,

Para atividade especifica houve um aumento
significativo (5%) até o 79 dia. No oitavo dia houve wuma
queda significativa (5%) da atividade apos a qual ocorreu

ainda um razoavel aumento.
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A atividade celulolitica e especifica B-glu

cosidase apresentou um aumento significativo ate o 59 dia,
Ocorreu uma queda pronunciada no 89 dia e um posterior au-

mento.

Nota-se pela Tabela 5 e Figura 4 que as ati-
vidades celuloliticas FPA e B-glucosidase atingiram os maio
res valores no 102 dia de incubagao. Verificou-se que no
892 dia houve quedas significativas nas atividades enzimati-

cas daquelas enzimas.

- [
4.3, PRODUGAO DE ENZIMAS CELULOLITICAS PELO FUNGO
Tnichoderma neesed @M 9414

A produgao de enzimas celuloliticas pelo fun
go padrao T, #neeselt QM9414, em um periodo de 10 dias de de-
senvolvimento e o teste F e Tukey sao mostrados na Tabela 6 e

Figura 5.

A atividade FPA comegou a ser detectada no
29 dia de incubacao. Ja a atividade B-glucosidase foi obser-

vada no 39 dia.

O0s coeficientes de variagao verificados foram
de 2,32% para atividade celulolitica FPA; 2,09% para ativi-
dade especifica FPA. Para atividade B-glucosidase tivemos

1,41% para atividade celulolitica e 0,87%.para atividade es
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pecifica.

A analise de variancia foi significativa a

nivel de 1% para as atividades enzimaticas,

0 teste Tukey mostrou que a atividade celulo

l1itica e especifica FPA foi aumentando até o 89 dia a par
tir do qual parece ter estabilizado.

Para atividade celulolitica e especif ica
B-glucosidase houve aumento significativo até o 79 dia de
incubacao com uma tendéncia a se estabilizar a partir do
82 dia.

4.4, COMPARAGAO ENTRE O ISOLADO Aspergiflus sp E O PADRAO
Trichoderma reesed QM 9414

A comparacgao das atividades da enzima celulo
ITtica entre o fungo isolado de bagaco de cana Aspengillus
sp e o fungo padrao Trichoderma neeseil QM941L4 esta repre-

sentada. graficamente nas Figuras 6 a 9.

Pela Figura 6 pode-se ver a atividade celulo
1Ttica FPA para os 2 fungos. A atividade celulolitica para
o Aspengillus sp comecou a aparecer no 49 dia de incubacao

enquanto para T. fneesel QM9L1L no 29 dia.
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pH 6,0 e o T. neesed QM 9414 cultivado a 2800,
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15 gramas/litro de meio basico liquido durante

10 dias de incubagao. .
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Figura 7 - Comparagao entre a atividade especifica total

(FPA) do fungo Aspengilfus sp cultivado em meio
basico 17quido a 35°C, pH 6,0 e do fungo T.
rneesei QM 9414, cultivado a 28°C, pH 5,0, utili-
zando concentragao de ‘bagago de cana de 15 gra-
mas/litro de meio basico, durante um periodo de

10 dias.
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do a 28°C, pH 5,0 em meio basico 1Tquido com
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Figura 9 - Comparacgao da atividade especifica B-glucosidase

entre o fungo. Aspergillus sp cultivado a 35°¢C,
pH 6,0, concentragao de bagago de cana de 15
gramas/litro de meio basico liquido e o fungo
T. neesed QM 9414 cultivado a 28°C, pH 5,0, con-
centragao de bagago de cana de 15 gramas/litro de

meio basico, durante 10 dias.
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Foi bastante expressiva a diferenca entre os 2

fungos em relacao a atividade celulolitica FPA. Aspengillus
sp mostrou atividade bem menor que o padrao durante o perio

do de incubacao.

Para atividade especifica FPA o T. heesed
QM9L41L4 também mostrou atividade maior durante todo o perio-
do de incubagao (Figura 7) em relagao ao fungo testado As-
pergilllus spacontudo a diferenga se mostrou bem menor do

que a observada na atividade celulolitica total (Figura 6).

Em relacao a atividade celulolitica R-gluco-
sidase notou-se que para Aspengiflus sp ela estava presen-
te no 2?2 dia de incubagao enquanto que no T. %teesed QMIL1L a
atividade celulolitica B-glucosidase foi observada a partir
do 3?2 dia de incubagao. O fungo T. freesed QMILIL apresen-
tou um aumento regular na atividade celulolitica B-glucosi-
dase, porém Aspengilflus sp mostrou algumas quedas acentua-

das como no 69 e 89 dia de incubacao (Figura 8).

No 102 dia de incubagao a diferenga entre a
atividade celulolitica B-glucosidase dos 2 fungos nao foi

marcante (Figura 8).

Para atividade especifica B-glucosidase o
fungo T. neesed QMI9L1L4 apresentou uma curva mais uniforme

que o fungo Asperglllus sp,
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Em relagao a essa atividade, pode-se notar

que durante o decurso do experimento os dois sao equivalen-
tes mas no 102 dia de incubagao o Asperngillus sp apresen-

tou uma atividade especifica B-glucosidase razoavelmente su

perior. (Figura 9).

-~ I
4,5, SOBREVIVENCIA DE CONIDIOS DE Aspengillus sp EXPOS-
TOS A RADIAGAO GAMA E OBTENGAO DE MUTANTES MORFOLOGICOS

A Tabela 7 e Figura 10 mostram a porcenta-
gem de sobrevivéncia do fungo Aspengillus sp exposto a di-

versas doses de radiagao.

Mutantes morfologicos foram obhtidos quando
os esporos do fungo Aspengillus sp foram expostos ~a doses
de radiagao de 0,8 e 1,0 kGy, Estes foram testados com re-
lagao as atividades FPA, B-glucosidase e carboximetilcelula
se e os resultados comparados com os do tipo selvagem. Os mutan

tes obtidos apresentaram coloragao diferente do selvagem.

Foram denominados de MO, M1, M2, M3, Mk,

A Figura 11 mostra o aspecto das colonias

dos mutantes obtidos por irradiagao do fungo Aspergillus sp,

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

mutantes M0 e M4. MO apresentou coloragao branca, M4 exi-
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Tabela 7 - Nimero de coldnias e porcentagem de sobrevivéen

cia do fungo Aspengillus sp quando esporos foram
expostos a radiagao gama (Co-60) com taxa de do-
se de 1,5 kGy/hora , com doses de 0; 0,1; 0,2; 0,4;
0,8 e 1,0 kGy.

Dose (kGy) Numgfo_de Porcentgqpm ﬁe
colonias sobrevivencia
0 4,8 x 10° 100,0
0,1 2,9 x 1068 b, 2
0,2 1,5 x 10° 33,8
0,4 5,7 x 10° 25,8
0,8 2,2 x 10° ,0

5,7 x 10" 1,2
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Figura

[

710k

- Aspecto das colonias do selvagem e dos mutantes

denominados de MO, M1, M2, M3 e Mi,obtidos quan
do esporos do fungo Aspergillfus sp foram irra-
diados a diversas doses de radiagao em fonte

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

M1, M2 e M3 foram obtidos por irradiagao de
esporos a 1 kGy. M1 mostrou colonias de cor cinza. As colé
nias de M2 foram de coloracao marrom e bastante pequenas e

M3 apresentou coloragao cinza clara.

4,6, TESTES DE ATIVIDADE ENZIMATICA PARA 0S MUTANTES
’ - !
MORFOLOGICOS OBTIDOS POR IRRADIAGAO DE CONIDIOS
DO FUNGO Aspengillus sp,

As Tabelas 8, 9, 10 e 11 e as Figuras 12 e
13 mostram as atividades celuloliticas e especificas dos
mutantes em relagao ao selvagem. O0Os mutantes denominados

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

plexo celulolitico.

Apos um periodo de 4 dias de incubagao,obser
vou-se (Tabela 8) que a atividade celulolitica FPA foi en-
contrada apenas no Asperngilfusd sp e no mutante M2. Os mu-

tantes MO e M1 n3ao mostraram atividade celulolitica FPA.

0 coeficiente de variagao encontrado na ana-
lise das atividades enzimaticas dos mutantes foi de 1,22%

e de 1,90% em relacao aos dias de incubagao.

0 teste F foi significatiyo a nivel de 1%
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"de probabilidade para todos os dados do experimento.

Com relagao ao teste Tukey observaram-se di
ferengas significativas (5%) entre os mutantes. O selva-
gem mostrou a maior média da atividade celulolitica FPA nao

sendo superado por nenhum dos mutantes testados.

No 102 dia foram observados os maiores valo-
res para atividade celulolitica FPA para todos os fungos

testados.,

A atividade especifica FPA nao foi mostra-
da pelos mutantes MO e M1 no 49 dia de desenvolvimento, mas

estava presente no 72 dia (Tabela 9).

Pela analise da Tabela 9 verificou-se que o

4

coeficiente de variacao para atividade especifica FPA foi

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

0 teste F mostrou que houve diferenga 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 especifica FPA.

A atividade especifica FPA observada no 10°¢

dia diferiu significativamente daquela observada no 42 e 7°¢

dia.
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A atividade celulolitica B-glucosidase nao
foi apresentada pelo mutante M1 no 49 dia de incubagao (Ta

bela 10).

0 coeficiente de variagao foi de 2,08% na
comparagao entre os mutantes e de 1,67% para os dias de in-

cubacgao.

0 teste F mostrou-se significativo a nivel

de .1% para os resultados obtidos.

Pelo teste Tukey tivemos que o selvagem mos-
trou atividade celulolitica B-glucosidase significativamen-

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

0 teste Tukey com relagao aos dias de desen-
volvimento dos fungos mostrou diferenga significativa entre
eles. 0 10° dia foi superior em relagao ao 42 e 79 dia de

desenvolvimento.

Atividade especifica B-glucosidase € mostra
da na Tabela 11. 0 mutante M1 nao mostrou atividade especl
fica B-glucosidase no 42 dia de desenvolvimento. 0 coefi-
clente de variagao para os mutantes e para os dias de incu-
bagao foi de 1,96% em ambos os casos. O teste F foi signi-

cativo a nivel de 1%.

Aplicando-se o teste Tukey, podemos ver que

o mutante MO0 mostrou-se superior em relagao aos outros mu-
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tantes nao diferindo significativamente do tipo selvagem.

Houve diferenga significativa entre as ativi
dades observadas nos dias de incubagao dos fungos. A maior

atividade B-glucosidase foi verificada no 109 dia.

As Figuras a seguir representam as ativida
des celulolftica; extracecular total (FPA) (Figura 12) e
B-glucosidase (Figura 13) nos mutantes MO, Ml e M2 quando
comparadas com as atividades celulollticas FPA e B-glucosi-

dase do fungo selvagem.

Em relacao a atividade celulolitica FPA ne-
nhum dos mutantes testados superou o tipo selvagem apos 10

dias de incubagao.

A atividade B-glucosidase também nao foi su

perada pelos mutantes testados.
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PERIODO DE INCUBAGAO ( DIAS )

- Atividade celulolitica total (FPA) para os fun-
gos MO, M1, M2 e selvagem quando desenvolvidos
em meio basico liquido, pH 6,0, 35°C e concen
tracao de bagago de cana de 15 gramas/litro de

meio de cultura.
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PERIODO DE INCUBAGAO {DIAS)

Figura 13 - Comparacao entre a atividade B-glucosidase dos

fungos MO, M1, M2 e selvagem, quando desenvolvi
dos em meio basico liquido, pH 6,0, 35°C e con-
centracao de bagaco de cana de 15 gramas/litro

meio de cultura. .
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5. DISCUSSAO

5.1. SELEGAO PARA OBTENGAO DE CEPA COM MAIOR CAPACIDADE
CELULOLITICA

0 estudo comparativo da atividade enzimati-
ca de diversos microrganismos isolados de bagag¢o de cana
mostrou que a producao de enzimas e bastante variavel, sen

do que em alguns deles apenas atividade B-glucosidase ex-

tracelular foi verificada.

Esta variagcao ja era esperada, pois foi
observgda por varios autores. FERGUS (1969) comparou di-
versos fungos quanto a degradagao de papel de filtro e pro
dugao de Cx, obtendo diferentes valores. PYE et alZZ (1977)
verificaram também, ao fazer uma selegao entre varios fun-
gos, que a atividade maxima da enzima Cx extracelular foi

diferente para cada um deles.

Mais recentemente DURAND (1984) encontrou valo
res diferentes para atividade B-D-glucosidase, CMCase, FPA,
endo-1,4-B-D-xilanase, PB-D-xilosidase e pectinase em

estudo comparativo de celulases e hemicelulases em fungos.

Diferengas na atividade da celulase em fun
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gos superiores foram encontrados por GINTEROVA et alZ<
(1981) que observaram que grande parte da enzima encontra-

va-se no micelio e nao livre no sobrenadante.

Pela Tabela 1 observou-se evidencia de que
a atividade enzimatica especifica &€ caracteristica de cada

isolado sendo maior para o Bg5.

5.2. AVALIAGAO DAS CONDIGOES EXPERIMENTAIS NA PRODUGAO
DE ENZIMAS CELULOLITICAS

Pela Tabela 2 observa-se que as atividades
enzimaticas foram dependentes da temperatura utilizada, fa-
to que também foi verificado por TANGNU et al<z (1981) com
Trnichedenma neesed (Rut C-30) onde a atividade B-glucosida
se foi fortemente dependente da temperatura usada durante o

desenvolvimento e producao da enzima.

A atividade FPA aumentou com a temperatura

atingindo os maiores valores a hSOC, que foi a maior tempe-

ratura testada. Para B-glucosidase houve aumento da ativi-
dade enzimatica até 35°C. A temperatura de incubacao de
45°C a atividade B-glucosidase foi menor do que aquela a
35°¢C.

Esse fato sugere que a enzima f3-glucosidase

do fungo Aspengillus sp estudado poderia “ser relativamente
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instavel com respeito a temperatura ou que o aumento da tem
peratura poderia transformar a fragao nao enzimatica em ini
bidor da B-glucosidase, fato esse nao verificado com a en-

zima responsavel pela atividade FPA.

Pelos resultados pode-se dizer que o fungo
Asperngillus sp apresentou as melhores atividades enzimati-

cas em temperaturas mais elevadas.

Em concordancia com isto esta o trabalho de
COUTTS e SMITH (1976) que observaram um aparecimento mais
rapido da atividade C1 e Cx em culturas de Sporotaichum
thenrmophife incubadas a 45°C. Baixas atividades da enzi-

ma celulase ocorreram a 35 e SOOC.

Valores um pouco mais elevados da tempera-
tura foram observados por SADLLER e KHAN (1980) para Acetg
vibrnio cellulolyticum quando atividades o6timas .da endo e
exoglucanase foram obtidas a uma temperatura proxima de
50°C. Também HAYASHIDA e YOSHIOKA (1980) para Humicola 4in-
s0lens YH=-8, obtiveram uma produgao mais significativa de

Avicelase e CMCase a SOOC.

A utilizagao de altas temperaturas de incuba
cao usadas no cultivo de certos fungos para produgao de ce-
lulase pode ser de bastante interesse uma vez que limita

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

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

Outro fator que pode afetar a producao da ce
lulase € o pH do meio de cultivo que deve ser controlado du

rante a fermentagao (DEKKER, 1985).

Para o isolado Aspergillus sp verificou-se a

influéncia do pH na produgao de enzimas celuloliticas.

Com pH acido (3,0 e 4,0) foram observadas as
mais baixas atividades FPA e B-glucosidase. Quando o pH
inicial do meio de cultivo foi acertado para 6,0 -7,0 houve
aumento nas atividades enzimaticas. Em pH maior que 7,0
ocorreu queda pronunciada nas atividades enzimaticas (Tabg

la 3).

Resultados semelhantes foram obtidos por
SHEWALE e SADANA (1978) na produgao de celulase e B-glucosi
dase pelo basidiomiceto denominado CPC-142. Um valor de pH
de 6,5 foi encontrado como o mais favoravel para produzir
altas quantidades de celulase e B-glucosidase. 0 desenvolvi
mento e produgao das enzimas foram marcadamente inibidos
quando o pH inicial foi acima de 7,0 e abaixo de 5,0. Para
Aspengillus sp esses valores de pH também afetaram a pro-
dugcao de enzimas. Apos 96 horas de incubagao do fungo

Aspengillus sp, observou-se um aumento bastante acentuado
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do pH do meio de cultivo, principalmente para os pHs ini-

cials acidos.

Como fonte de carbono em culturas de Aspexn-
gAllus sp foi utilizado bagago de cana pré-tratado. Para o
fungo Aspengiflus sp houve aumento na atividade FPA ateé
quando se utilizou 15 gramas de bagago de cana por litro
de meio de cultivo. Em concentragoes maiores ocorreu queda

na atividade (Tabela 4).

E conhecido que a concentragao de celulo-
se no meio de cultivo influencia os niveis de celulase em
um nimero de microrganismos (SHEWALE e SADANA, 1978; MENE-

ZES e DRAETTA, 1979; OKUNEV et aliz, 1983).

A dependéncia da hiossintese de enzimas pela
concentragao de substrato pode ser explicada por uma intera
¢ao da agao indutiva do substrato e a agdo de repressao de
seus metabolitos (OKUNEV et alZi, 1983), ou por nao haver
um aumento correspondente dos sais minerais no meio de cul-
tivo quando ha aumento na concentragao de celulose, levan-

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

Outra causa para a aparente diminuigao de
enzimas observadas em altas concentragoes de substrato €& o
fato delas poderem estar adsorvidas ao substrato consequen-

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

Dados semelhantes aos obtidos para Aspexn-
giLlus sp também foram observados por COUTTS e SMITH (1976)
para Sporotrichum theamophilfe quando a atividade Cl foi mac
cadamente reduzida no filtrado da cultura quando os nlveis

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

Para atividade B-glucosidase ngo houve dife-
rencas significativas em relagao as concentragoes de baga-
¢o de cana usadas. Talvez o uso de menores concentragoes de
substrato levassem a valores maiores na atividade B-glucosi
dase,pois de acordo com OKUNEV et alZz (1983) a sintese de
celulases em Aspengillus ternreus foi induzida por baixas
concentracgoes de celobiose, gentibiose, soforose e lactose.
Altas concentragaes do substrato (5 gr/l ou mais do indu

tor) reprime a sintese de celulase.

Entretanto discordando desses autores, SHE-
WALE e SADANA (1978) sugerem que aumento na concentragao
de substrato de 0,5 para 3% levou a maior produgao de celu-

lase e B-glucosidase por uma especie de basidiomiceto.

Seria pois de interesse testar concentragoes

menores e maiores daqueles do presente trabalho.

Analisando-se a atividade enzimatica do fun-

go Asperngilflus sp durante um periodo de 10 dias de incuba-
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¢ao notou-se que a atividade FPA comecou a aparecer no meio de
cultivo a partir do 42 dia de incubagcao aumentando até o
82 dia quando sofreu uma queda. No 92 e 102 dia ocorreu um

aumento bastante pronunciado na atividade FPA (Figura 4).

A atividade B-glucosidase apareceu no 29 dia
de desenvolvimento ocorrendo 2 quedas significativas no 6°9

e 89 dia (Figura 4).

Para ambas as enzimas ocorreu‘ um periodo
'""lag" no inicio da incubagao ap6s o qual a produgao da enzi
ma aumentou rapidamente (Figura 4). |Isto esta de acordo
com o trabalho de SHEWALﬁ e SADANA (1978) que observaram no
basidiomiceto‘CPC-lhz, ap6s inoculagao, um periodo "lag'" de
2 dias antes de enzimas extracelulares e proteinas alcanga-

rem niveis detectaveis.

Esse fato &€ tambem confirmado por CHANG e
STEINKRAUS (1982) que para Volvariellfa volvacea apos um pe-

v l' || . v .
riodo 'lag'" as enzimas celuloliticas comegaram a aparecer.

0 perfil das variagoes de pH durante os 10
dias de incubagdao do fungo Aspengillus sp (Tabela §5) pode
ser comparavel ao obtido por ERIKSSON e JOHNSRUD (1983) com
um mutante de Sporotaichum pulveaulentum denominado de li-
nhagem 63, que mostrou um periodo '"lag" de | -2 dia antes

da enzima extracelular alcancar niveis detectaveis. O0s mes
. 2
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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 estavel durante o resto do periodo de desenvolvimen

to.

Esse fato € explicado por CHANG e STEINKRAUS
(1982) relatando que a presenca dessas enzimas provoca uma
queda no pH do meio. Como o meio contem peptona, a desa-
minagcao dos aminodcidos da peptona libera amdnia para o
meio, o que causa um aumento do pH., Com o desenvolvimento
ativo ocorre rapido consumo de nitrogénio e celulose produ-
zindo grande quantidade de acidos e por isso o valor do pH
diminui rapidamente. 0 pH pode elevar-se posteriormente

devido a vagarosa autolise celular.

Observa~-se na Tabela 5 que a atividade FPA
do Aspergillus sp apareceu apés atividade B-glucosidase es

tar presente no meio de cultivo.

Essa observacao tambem foi feita por TRI-
VEDI e RAO (1979) que em cultura de Aspengillus fumiga
tus a B-glucosidase apareceu primeiro, seguida por endoglu-
canase e exoglucanase.

Resultados semelhantes foram encontrados por
SADANA et alii (1979) em trabalhos com Sclerotium 1ol {444

e seu mutante onde endo-B-glucanase, B-glucosidase e celo-
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biase apareceram no 32 dia de desenvolvimento, enquanto

FPA no 59 dia.

0 aparecimento da atividade B-glucosidase no
meio de cultivo antes da atividade FPA também foi obser
vada por TRIVEDI e RAO (1981) onde para Fusarium sp B-glu-
cosidase apareceu no filtrado da cultura antes da ativida

de endo ou exoglucanase ser detectada.

5.3. PRODUGAO DE CELULASE PELO FUNGO Trichoderma reesedi
aM 9414

A atividade FPA para o fungo T. neesel QM 941k
mostrou um aumento até o 8¢9 dia a partir do " qual pareceu

ter se estabilizado (Figura 5).

Para B-glucosidase a atividade enzimatica so
freu uma queda no 82 dia a partir da qual nao ocorreu mais

aumento da atividade (Figura 5).

Pela Tabela 6 pbserva-se que atividade FPA
foi detectada no 29 dia de incubagao enquanto B-glucosidase
foi detectada no 392 dia. Esse fato tambéem foi observado
por GOKSOYR e ERIKSEN in ROSE (1980) para Taichodeama viride
QM 9123 e QM 9414 cuja produgao 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 que
da. No 8¢ dia houve um aumento € o pH se estabilizou

ate o 109 dia de desenvolvimento.

Dados semelhantes foram observados por MAN-
DELS e WEBER in GOULD (1969) com Txadichoderma virnide, que
verificaram um 'lag" na produgao de celulase apos inocu
lagao com elevagao 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 produgao de celulase.

GOKSOYR é ERIKSEN in ROSE (1980) citam que
em cultura de Tadichoderma vinide QM 9123 e QM 9414, durante
rapida queda no pH as celulases foram produzidas. Esses au-
tores explicam que o pH do meio caiu devido a alta ativi-
dade metabolica havendo a indugao da celulase em um pe-
riodo de alta metabolizagao. A produgao de acido pode-

ria ter uma fungao regulatoria.

5.4, COMPARAGAO ENTRE O ISOLADO Aspengiffus sp E O
PADRAO Trichoderma neesei QM 9414

Comparando-se as atividades enzimaticas do

complexo celulolitico entre o fungo isolado de bagago de
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cana Aspengillus sp e o padrao Tirichedeama reesed QM 941k
observou-se que o fungo Aspergiflus sp nao superou o padrao

na atividade FPA (Figura 6 e 7).

Em relagao a atividade FPA isso ja era espe-
rado uma vez que Trichoderma virnide (reesedi) tem sido des-
crito como a linhagem com maior atividade celulolitica co-
nhecida (GOKSOYR e ERIKSEN, <n ROSE, 1980; DEKKER,1985) sen
do o produtor de um complexo celulolitico estavel (MANDELS

e WEBER, <Zn GOULD, 1969).

Os resultados mostrados na Figura 8 indi-
caram que a atividade celulolitica B-glucosidase do Aspexn-
gillus sp sofreu um grande acréscimo tendo atingido valo-
res equivalentes aos dos Tiadichoderma reesed QM 9414 no 109

dia de incubagao.

Embora nao tenhamos resultados além desse pe
riodo hd indicagoes de que o Aspengiflus sp poderia alcan-
car valores maiores de atividade celulolitica B-glucosidase
do que aquela do T. reesed QM 9414, pois a partir do 72 dia

a atividade enzimatica desse fungo pareceu ter se estabilizado.

0 exame da Figura 9 mostra que as ativida-
des especificas B-glucosidase foram praticamente a mes-
ma durante os 10 dias de incubagao. Contudo os valo-

res do 10?2 dia parecem justificar a indicagéo citada an-
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teriormente embora o Txaichoderma nreesed QM 9414 tenha a-

presentado uma produgao mais estavel.

Para os resultados obtidos deve-se tambem le
var em consideragao que o bagago de cana nao € um bom
indutor do complexo <celulolitico (SHEWALE e SADANA,1978;
JOGLEKAR e KARANTH, 1984) para os fungos testados e que
lignina e certos fendis (produtos da degradagao da lignina)
tém sido mostrado serem inibidores do desenvolvimento de 11

nhagens mutantes de Txaichodeama reesedl bem como na pro-

dugao de celulase e fB-glucosidase por esse fungo. Esse
efeito €& bastante critico quando residuos lignocelulo-
sicos autohidrolizados por ''steam-explosion' sao usa-

dos para produgao de celulase (DEKKER, 1985).

5.5, OBTENGAO DE MUTANTES UTILIZANDO FONTE DE RADIAGAO
60
camMA (" "Co)

Como resultado do tratamento de esporos do
fungo Aspengillus sp com radiagao gama foi possivel obter
diversos mutantes com caracteristicas morfologicas diferen-

tes das do tipo selvagem.

0 uso de agentes mutagénicos fisicos ou qui-
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micos tem levado a mudangas morfologicas em diversos fungos
como em mutantes obtidos a partir de Sclerotium rol§sii (SA-
DANA et alii, 1979), mutantes do isolado denominado de
K1 (GUPTA et aliZ, 1981), mutantes de Talaromyces emenso-
nii{ CBS 81470 (MOLONEY et alii, 1983) e mutantes de Pe-

nicillium guniculosum (JOGLEKAR e KARANTH, 1984%4).

Dos mutantes morfologicos obtidos nenhum su-
perou o selvagem na produgao de atividade FPA e B-glu-
cosidase, sendo que os mutantes denominados de M3 e M4
perderam a capacidade de produzir atividade enzimatica

(Tabelas 8, 9, 10, 11).

Outros autores também obtiveram alguns mutan
tes que ndo mostraram atividade enzimatica ou houve decrés
cimo na atividade em comparagao com o selvagem. GUPTA et
ali? (1981) obtiveram a partir do isolado K1, alguns mutan-
tes que perderam a capacidade de sintetizar CMCase (KM1, KM2
e KM3), outros que mostraram decréscimo na atividade (KM6)
e outros com aumento da capacidade de produgcao de CMCase e
B-glucosidase (KM7). ERIKSSON e JOHNSRUD (1983) isolaram
diversos mutantes de Sporotaichum pulverulentum sendo que
entre eles a linhagem 63-2 mostrou menor atividade FPA e
endo-1,4-B-D-glucanase e endo-1,3-B-D-xilanase do que o

selvagem,
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A utilizagao da radiagao gama com o objetivo

de induzir mutagoes para melhorar a produgao de enzimas por
microrganismos também foi usada nos trabalhos de BAILEY
e NEVALAINEN (1981) e MACRIS (1984) obtendo resultados posi
tivos para Trndichoderma neesed (BAILEY e NEVALAINEN, 1981) e

Alternania altenrnata (MACRIS, 1984).

Dentre os mutantes obtidos e interessante des
tacar as atividades de B-glucosidase do mutante MO e sel

vagem,

Embora as colonias do mutante MO sejam bran-
cas em contraste com as do selvagem que sao verdes a ativi-
dade da B-glucosidase durante os 7 primeiros dias de incu-
bagao parece ser equivalente a do selvagem, mostrando um
comportamento mais homogéneo. Este fato pode estar rela-
cionado com uma maior estabilidade da B-glucosidase poden-
do se constituir em um mutante promissor no sentido de me-

lhorar o fungo Aspengillus sp. (Figura 13).
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CONCLUSOES
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Com base nos resultados obtidos pode-se con-

cluir que:

] .

Dos 5 fungos isolados do bagago de cana aquele classifi-

cado como uma espécie de Aspengillus sp foi o que

sentou maior atividade enzimatica.

apre-

As condigoes Otimas para produgao de enzimas celuloliti-

cas pelo fungo Asperngillus sp foram:

2.1. Temperatura

2.1.1. 45°C para atividade FPA.

2.1.2. 35%% para atividade B-glucosidase.

2.2.1. 7,0 para atividade FPA.

2.2.2. 6,0 para atividade B-glucosidase.

2.3, Concentragéo de substrato:

2.3.1. 15 gramas por litro de meio de cultivo

atividade FPA.

para
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2.3.2. Para atividade B-glucosidase nao houve dife-
rengas em nenhuma das concentragoes de subs-

trato usadas.

2.4, Perfodo de incubacgao:

2.4,1. No 10? dia de incubagao foi detectada a maior

atividade enzimatica para ambas enzimas.

Nao houve produgao de CMCase em nenhuma das 'condigoes

usadas.

A atividade celulolitica e especifica -FPA apresentada
por Aspengillus sp foi 10,92 e 4,18 ug AR x ml~! x min~!
e para Trichoderma reesei 78,82 e 16,11 pg ARxml ' xmin~?t,
Para atividade celulolitica e especifica B-glucosidase os
valores obtidos para Aspergillus sp foram de 652,13 e
19,96 ug AR x ml ! x min ! enquanto para Txaichoderma

neesded foram de 55,51 e 11,35 ug AR x ml ! x min %,

0s mutantes morfologicos testados nao superaram o sel=
vagem na atividade enzimatica FPA e B-glucosidase, . nao

apresentando atividade CMCase.

0 mutante MO com caracteristicas morfologicas diferentes
do selvagem apresentou uma atividade celulolitica especl
fica B-glucosidase equivalente a do selvagem mas com um

aumento de atividade mais regular.,



.97.

7. LITERATURA CITADA
BAILEY, M.J. e K.M.H. NEVALAINEN, 1981. Induction, isolation
and testing of stable Taichodenma reesel mutants with production

of solubilizing cellulase. Enzyme Microb. Technol., 3:153-157.

BRADFORD, M.M., 1976. A rapid and sensitive method for the
quantitation of microgram quantities of protein utilizing

the principle of protein - dye binding. Anal Biochem., 72:248-254,

CHAHAL, D.S., 1982. Enzymatic hydrolysis of cellulose
""State -~of - the -art'. Division of Energy Research and

Development. Canada, 74p.

CHANG, S.C. e K.H. STEINKRAUS, 1982. Lignocellulolytic
enzymes produced by Volvariella volvacea, the edible straw

mushroom. Appl. Environ. Microbiol., 43:L40-4L6,

CHOUDHURY, N.; N.W. DUNN e P.P. GRAY, 1981. Use of a
combined Cellulomonas and Trichoderma cellulase

preparation for cellulose saccharification. BZotechnol.

Lett, 3(9):493-496.

COUTsS, A.D. e R.E. SMITH, 1976. Factors influencing the
production of cellulases by Sporotraichum theamophile.

Appl. Environ. Microbiol., 31(6):819-825,



.98.

DEKKER, R.F.H., 1985. Developments on enzymatic

hydrolysis of cellulosic materials and aspects of the

fermentation of produced sugars. Division of Chemical

and Wood technology, Clayton, Victoria. Australia,

81p.

DESHPANDE, V., K.E. ERIKSSON e -B. PETTERSSON, 1978.

Production, purification and partial characterization

of 1,4 B-glucosidase enzymes from Sporotrichum

pulverulentum. Eur. J. Biochem., 90:191-198.

DURAND, H., 1984, Comparative study of cellulases and

hemicellulases from four fungi: mesophiles Taichoderma

neesed and PendicillLium sp and thermophiles Thielavia

tennestnis and Sporotrichum cellulophilum. Enzyme

Mzcrob. Technol., 6:175-180.

ERIKSSON, K.E. e S.C. JOHNSRUD, 1983. Mutants of the
white - rot fungus Sporotrichum pulverulentum with
increased cellulase and B-D-glucosidase production.

Enzyme Microb. Technol., 5:425-429,

FAHNRICH, P. e K. IRRGANG, 1981. Cellulase and protein

production by Chaetomium celfufofyticum strains grown on

cellulosic substrates. Biotechnol. Lett., 3:201-206.



.99.
FAHNRICH, P. e K. IRRGANG, 1982. Conversion of cellulose
to sugars and cellobionic acid by the extracellular

enzyme system of ‘Chaetomium cellulolyticum. Biotechnol.

Lett., 4:775-780.

FARKAS, V., |. LABUDOVA, S. BAUER e L. FERENCZY, 1981.
Preparation of mutants of Tadchodeama vindide with
increased production of cellulase. Folia Miecrobiol.,

26:129-132.

FENNINGTON, G.D., D. NEUBAUER e F. STUTZENBERGER, 1984,
Cellulase biosynthesis in a catabolite
repression-resistant mutant of Theamomonospora curvata.

Appl. Environ. Microbiol., 47:201-20L4,

FERGUS, C., 1969. Cellulolytic thermophilic fungi.

Mycologia, 61:120-129.

FUJIO, Y. e M. MOO-YOUNG, 1980. Isolation of cellulolytic
fungi and some properties of isolated fungi for
cellulose biodegradation. J. Gen. Appl. Microbiol.,

26:37-hk4,

GINTEROVA, A.; 0. JANOTKOVA e L. FINDOVA, 1981. Effect of
cultivation conditions on cellulase activity of higher

fungi. Folia Microbiol., 26:133-136.



.100.

GOEL, S.C. e K.B. RAMACHANDRAN, 1983. Comparison of the
rates of enzymatic hydrolysis of pretreated rice straw

and bagasse with cellulases. Enzyme Microb. Technol.,

5:281-284,

GOKHALE, D.V.; V.S. PUNTAMBEKAR, A.K. VYAS, S.G. PATIL e
D.N. DEOBAGKAR, 1984. Hyper production of B-glucosidase

by an Aspergillus sp. Biotechnol. Lett., 6:719-722.

GOKSOYR, J. e J. ERIKSEN, 1980. Cellulases. In: Rose,
A.H. Microbial enzymes and bioconversions. Economic

Microbiology Academic Press, vol. 5. 693p.

GUILIANO, C.; M. ASTHER e A.W. KHAN, 1983. Comparative
degradation of cellulose and sugar formation by three
newly isolated mesophilic anaerobes and CLosXridium

theamocellum. Biotechnol. Lett., 5:395-398.

GUPTA, J.K.; C.K. SHIRKOT e S. DHAWAN, 1981. Isolation and
mutation of cellulolytic fungi. Acta MicrobZiol. Acad.

Sei. Hung., 28:31-36.

HAYASHIDA, S. e H. YOSHIOKA, 1980. Production and
purification of thermostable cellulases from Humicola

insolens YH-8. Agrie. Biol. Chem., 44:1721-1728.

HERR, D., 1979. Secretion of cellulase and B-glucosidase
by Trichedeama virndide ITCC -1433 in submerged culture on

different substrates. BZotechnol. Biogng., 21:1361-1371.



.101.
JOGLEKAR, A.V. e N.G. KARANTH, 1984, Studies on cellulase
production by a mutant - Pendicillium funiculosum UV-L49,

Biotechnol. Bioeng., 26(11):1079-1084.

LACHKE, A.H.; K.B. BASTAWDE, V.K. POWAR e M.C. SRINIVASAN,
1983. Enhanced production of extracellular B-glucosidase
by Penicillium funiculosum in submerged culture.

Biotechnol. Lett., §:649-652.

LECLERC, M.; B. BLONDIN; R. RATOMAHENINA; A. ARNAUD e P.
GALZY, 1985. Selection and study of mutants of Dekkexra
intermedia and Candida wickerhamii derepressed for

B-glucosidase production. FEMS Microbiol. Lett.,

30:389-392,

LINARDI, W.R. e E. ROGANA, 1977. Influencia do meio de
cultura na produgao de celulase. Revista Brasileira de

Tecnologia, 8:223-227.

MACRIS, B.J., 1984. Production and characterization of
cellulase and B-glucosidase from a mutant of Alternaria

alternata. Appl. Environ. Microbiol., 47:560-565.

MADAN, M. e.R. BISARIA, 1983. Cellulolytic enzymes from
a edible mushroom. Pleurotus Sajorn-Caju. Biotechnol.

Lett., 5:601-60k,



.102.
MANDELS, M. e E.T. REESE, 1960. Induction of cellulase in

fungi by cellobiose. J. Bacteriol., 79:861-826.

MANDELS, M. e J. WEBER, 1969. The production of
cellulases. |In: Gould, R.F. Cellulases and their
applications. Advances in chemistry series 95. American

Chemical Society. MWashington, D.C., p.391-414,

MANDELS, M.; R.E. ANDREOTTI e C. ROCHE, 1976. Bfotechnol.

Bioeng. Symp., 6:17-3h.

MANDELS, M.; J.E. MEDEIROS, R.E. ANDREOTTI e F.H. BISSETT,
1981. Enzymatic hydrolysis of cellulose: evaluation of
cellulase culture filtrates under use conditions.

Biotechnol. Bioeng., 23:2009-2026.

MEHTA, A. e P. MEHTA, 1985. Production of pectolytic and
cellulolytic enzymes by Fusarium oxysporum and
F. monifigorme under different cultivation conditions.

Folia Microbiol., 30:42-50.

MENEZES, T.J.B.; P.R. DE LAMO; T. ARAKAKI, 1976. Isolamento
e selegao de microrganismos produtores de celulase.

Col. Ital., 7:83-90.

MENEZES, T.J.B.; T. ARAKAKI e P.R. DE LAMO, 1976. Produgao
do complexo celulolitico C1 -Cx por microrganismos.

Col. Ital, 7:91-96.



.103.
MENEZES, T.J.B., 1978. Caracterizagao bioquimica de uma
celulase fungica e sua influéncia no rendimento de alcool

da mandioca. C(Col. Ital, 9:175-200.

MENEZES, T.J.B. e |I.S. DRAETTA. Influéncia das condigoes
experimentais na produgao de celulase. Col. Ital,

10:153-168.

MENEZES, T.J.B. e S.H. HIOSHIIl, 1982. Efeito do tratamento
do bagago de cana na extensao da hidrolise da celulose.

Col. Ital, 12:123-135,

MENEZES, T.J.B.; C.L.M. DOS SANTOS e A. AZZINI, 1983.
Saccharification of bamboo carbohydrates for the

production of ethanol. BZotechnol. Bioeng., 25:1071-1082.

MES-HARTREE, M.; C. HOGAN; R.D. HAYES e J.N. SADDLER, 1983.
Enzymatic hydrolysis of agricultural residues by
Trichodeama cellulases and the fermentation of the
liberated sugars to ethanol. Biotechnol. Lett.,

5:101-106.

MILLER, G.L., 1959. Use of dinitrosalicylic acid reagent

for determination of reducing sugar. Anal. Chem.,

31:426-428.



104,

MOLONEY, A.P.; T.J. HACKETT, P.J. CONSIDINE e M.P. COUGHLAN,
1983. Isolation of mutants of Talaromyces emernsonii
CBS 814.70 with enhanced cellulase activity. Enzyme

Mierob. Technol., 5:260-264,

MOUNTFORT, D.0. e R.A. ASHER, 1985. Production and
regulation of cellulase by two strains of the rumen
anaerobic fungus Neocallimastix frontalis. Appl.

Environ. Microbiol., 49:1314-1322,

NAKATANI, M.S.; G.T. ZANCAN, A.J. NASCIMENTO e K.H.
NASCIMENTO, 1981. Extracellular CM -cellulase of

Dactylium dendroides {Polyporus circinatus). Arq. Biol.

Technol., 24:277-289.

NATARAJAN, K. e K. KANNAN, 1982. Cellulase production by

Amanita muscaria. Corrent Science, 51:559-561,

NG, T.K. e J.G. ZEIKUS, 1981. Comparison of extracellular
cellulase activities of CLostridium thermocellLum LQRI
and Tadchoderma nreesed QM9L1L4. Appl. Environ. Micerobiol.,

42:231-240.

NISIZAWA, T.; H. SUZUKI e K. NISIZAWA, 1971. '"'De novo"
synthesis of cellulase induced by sophorose in

Thichodeama virndide cells. J. Biochem., 70:387-393.



.105.
OKUNEV, O.N.; 1.D. SVISTOVA; N.A. ZHEREBTSOV e E.L.
GOLOVLEV, 1983. Induction of endo - 1,4 ~-B -D-glucanase
exo - 1,4 =B -D -glucosidase and cellobiase in

Asperngillus tennreus. Mikrobiologiya, 52:202-208.

OLIVEIRA, A.S. e R.S.F. DA SILVA, 1983. Pre-tratamento da

mandioca com celulase: Produtividade e Tndice econdomico

comparativo. Semina, 4:433-438.

PEITERSEN, N., 1975. Production of cellulase and protein
from barley straw by Taichoderma vindide. Biotechnol.

Bioeng., 17:361-374,

PYE, R.; A. FICCHTER e E. GALAS, 1977. The production of
cellulolytic enzymes by fungal cultures. Eur. J. Appl.

Microbiol., 4:151-158.

RAO, M.; R. SEETA e V. DESHPANDE, 1983. Effect of
pretreatment on the hydrolysis of cellulose by Penicillium
guniculosum cellulase and recovery of enzyme. BZotechnol.

Bioeng., 25:1863-1871.

SADANA, J.C.; J.G. SHEWALE e M.V. DESHPANDE, 1979. Enhanced
cellulase production by a mutant of Sclerotium nol{§sid.

Appl. Environ. Microbiol., 38:730-733.



C1060
SADDLER, J.N. e A.W. KHAN, 1980. Cellulase production
by Acetivibrio cellulolyticus. Can J. Microbiol.,

26:760~-765.

SADDLER, J.N., 1982. Screening of highly cellulolytic
fungi and the action of their cellulase systems.

Enzyme Microb. Technol., 4:L414-418,

SHEWALE, J.G. e J.C. SADANA, 1978. Cellulase and
B-glucosidase production by a basidiomycete species.

Can. J. Microbiol., 24:1204-1215.

SHEWALE, J.G. e J.C. SADANA, 1979. Enzymatic hydrolysis
of cellulosic materials by Sclerotium holf{s4iL culture

filtrate for sugar production. Can J. Microbiol.,

25:773-783.

SILMAN, R.W.; J.E. McGHEE e R.J. BOTHAST, 1984. CMCase
production by Spicellum hoseum in liquid and solid

culture. BiZotechnol. Lett., 6:115-118,

SMITH, M.K. e M.H. GOLD, 1979. Phanerochaete chrysosporium
B-glucosidases: Induction, cellular localization and
physical characterization. Appl. Environ. Microbiol.,

37:938-942,



.107.
SONl, G.L. e |.S. BHATIA, 1979. Studies 'won the
extracellular cellulase (Cx) from Fusarium oxysporum.

Indian J. Biochem. Biophys., 16:223-226.

STENBERG, D.; P. VIJAYAKUMAR e E.T. REESE, 1977.
B-glucosidase: Microbial production and effect on
enzymatic hydrolysis of cellulose. (Can. J. Microbiol.,

33:130-147.

STEWART, J.C.; A. LESTER; B. MILBURN e J.B. PARRY, 1983.
Xylanase and cellulase production by Aspergillus

dumigatus fresenius. - Biotechnol. Lett., 5:543-548.

STUTZENBERGER, F.J., 1971 Cellulase production by
Termomonospora curvata isolated from municipal solid

waste compost. Appl. Microbiol., 22(2):147-152.

TANGNU, S.K.; H.W. BLANCH e C.R. WILKE, 1981. Enhanced
production of cellulase, hemicellulase and
B-glucosidase by Tadichoderma nreesed (Rut C-30).

Biotechnol. Bioeng., 23:1837-1849.

TRIVEDI, L.S. e K.K. RAO, 1979. Production of
cellulolytic enzymes by Aspengillus fgumigatus. Indian

J. Exp. Biol., 17:671-674.



.108.
TRIVEDI, L.S. e K.K. RAO, 1981. Production of

cellulolytic enzymes by Fusardium species. Biotechnol.

Lett., 3:281-284,

WARZYWODA, M.; V. FERRE e J. POURQUIE, 1983. Development
of a culture medium for large -scale production of
cellulolytic enzymes by Trichodeama neesei. Biotechnol.

Bioeng., 25:3005-3010.

WASE, D.A.J. e A.K. VAID, 1983. Isolation and mutation of
a highly cellulolytic strain of Aspergillus fumigatus.

Process Biochem., 18:35-37.





