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Resumo

Por sua alta produtividade agricola, o Brasil é destaque no cendrio internacional. Nos ultimos anos
a area plantada teve grande crescimento, o que determina diretamente a quantidade de residuos
agroindustriais gerados. Paralelamente a alta produtividade, a matriz energética brasileira nao possui
indicativos quanto a viabilidade de atividades relacionadas ao reaproveitamento desses residuos. A
conversao de biomassa de celulose por microrganismos é uma alternativa sustentavel e potencial,
ndo somente na produgdo de agticar, mas também na produgdo de produtos com alto valor agregado.
Fungos filamentosos, com morfologia caracteristica do género Trichoderma spp., isolados no
cerrado tocantinense, foram inoculados em residuos de sabugo de milho, palha de arroz e serragem
de eucalipto para a quantificagdo de agucares redutores. Das 70 linhagens disponiveis, os isolados
UFTMG24 e UFTJCO19 apresentaram as respectivas atividades de FPase 1,05 UL.mL"'e1,05 UL. mL"
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(palha de arroz); 1,34 ULmL" e 1,55 UL mL" (serragem de eucalipto). Quanto a atividade de CMCase,
o isolado UFT]JCO24 se sobressaiu com a atividade enzimatica 1,67 ULmL" na palha de arroz; e o
isolado UFTMGL15 na serragem de eucalipto com 0,10 UL mL™".

Palavras-chave: Biocombustiveis. Enzimas celuloliticas. Residuos agroindustriais. Sele¢ao de fungos.
Comparative study of activity by fungal cellulases induced by the sawdust and rice straw substrates

Abstract

Due to its high agricultural productivity, Brazil is featured in the international scenario. In recent years, the
planted area had great growth, which directly determines the amount of agro-industrial wastes generated.
In addition to high productivity, the Brazilian energy matrix has no indicative as to the viability of
activities related to the reuse of waste. The conversion of biomass to cellulose by microorganisms is a
sustainable alternative and potential, not only in the production of sugar, but also in the production of
high value-added products. Filamentous fungi, with characteristic morphology of the genus Trichoderma
spp., isolated in Tocantins state cerrado, were inoculated in waste of corn cob, rice straw and eucalyptus
sawdust for quantification of reducing sugars. Of the 70 strains available, the isolated UFTMG24 and
UFTJCO19 presented the respective activities of FPase 1.05 UlL.mL" and 1.05 IU.mL" (rice straw); 1.34
UlmL" and 1.55 Ul.mL" (eucalyptus sawdust). Regarding the activity of CMCase isolate UFT]JCO24
stood out with the enzyme activity 1.67 UL mL" in rice straw; and the isolated UFTMG15 in eucalyptus
sawdust with 0.10 UL.mL".

Keywords: Biofuels. Cellulolytic enzymes. Agroindustrial residues. Selection of fungi.

1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas houve uma crescente procura pela utilizagdo e pelo reaproveitamento
de subprodutos organicos das atividades agroindustriais, em razao, principalmente, da necessidade de
reducao do uso de derivados do petréleo e da disponibilidade de grande quantidade desses residuos.
Outros fatores importantes e de grande relevancia sdo a preocupagdo com os impactos que esses
residuos podem provocar ao meio ambiente e o aumento da sua propria produgao, gracas a elevagao
da populag¢ao e a consequente expansao mundial das atividades agricolas.!

No Brasil, os subprodutos ou residuos sao gerados nas diversas etapas do processo produtivo,
desde o plantio até a comercializagdo. Hoje, partes desses subprodutos sao utilizadas como fonte
potencial de produc¢ao de energia para o funcionamento da prépria industria e em pesquisas, a fim de
se buscarem novas fontes de energias renovaveis de baixo custo. Outra parte permanece sem utilizagao
e sua eliminagdo causa sérios problemas aos ecossistemas. O residuo agroindustrial produzido para
a cultura cana-de-agucar é utilizado com eficiéncia quase que exclusivamente para a produ¢ao de

grandes quantidades de etanol; a fabricagdo do alcool no pais ¢ um ramo da economia consolidado que
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movimenta mais de cinco bilhoes de ddlares por ano em vendas e diminuiu pela metade o consumo
nacional de gasolina.’

A biomassa lignoceluldsica é responsavel por cerca de 90% do peso seco dos vegetais® e
constituida por trés fragdes poliméricas: celulose, hemicelulose e lignina, unidas entre si por meio de
ligagbes covalentes, compondo uma rede complexa e resistente.* Segundo a Companhia Nacional de
Abastecimento,’ em seu segundo levantamento da producao de graos para a safra 2013/14, o Estado
do Tocantins produziu 4,7 toneladas por hectare de arroz. De acordo com a Secretaria da Agricultura
e Pecudria,® em levantamento preliminar realizado em 2012/2013, a area de florestas plantadas ¢ de
157 mil hectares, compreendendo 92% de eucaliptos, 3% de seringueira e 5% de demais espécies
florestais de cunho comercial. Na Associa¢do Brasileira de Celulose e Papel (Bracelpa),” a area de
florestas plantadas para cunho industrial é de 4,5 milhoes de hectares, visto que 1,8 milhdes somente
para celulose e papel. O Tocantins é o maior produtor de arroz da regidao Norte e possui filial de trés
das maiores empresas do setor florestal: A Suzano, a Eco Brasil e a Valor Florestal, fomentando um
mercado que cresceu 35% de 2005 a 2009. A composi¢do da madeira do eucalipto é de 48,07% de
celulose, 10,42% de hemicelulose e 26,91% de lignina.? Ja a composi¢ao quimica da palha de arroz ¢ de
37,1% de celulose, 28,9% de hemicelulose e 3,4% de lignina.’

Foekel," em seu levantamento, afirma que a cada 1.000 toneladas de celulose produzidas,
150 toneladas de casca de eucalipto sdo geradas e essa producgao de residuo foi de 3,24 milhoes de
toneladas em 2009. O bioprocesso de conversao da celulose em etanol de segunda geragdo compreende
trés etapas: pré-tratamento, hidrélise (acida ou enzimatica) e fermentagdo da glicose em etanol. A
hidrolise enzimatica é promovida por varias classes de microrganismos.!" O tratamento prévio da
biomassa deve ser efetivo quando disponibiliza a celulose para a agao das celulases, permite o maximo
aproveitamento dos carboidratos e possibilita a redu¢ao nos custos de produgdo.'

As enzimas capazes de degradar a celulose sdo as celulases, que atuam sinergicamente em
regides especificas da celulose, dependendo da estrutura organizacional das moléculas do polimero.*
O complexo celulolitico é composto por trés enzimas: endoglucanases, exoglucanases e B-glucosidades,
atuando respectivamente nas regides internas da cadeia celuldsica, nas regides externas e agindo
diretamente no produto de outras enzimas, hidrolizando a celobiose até a glicose." (CANILHAet
al., 2010). A substituicao gradativa do petrdleo por combustiveis renovaveis produzidos a partir de
biomassa é uma estratégia promissora também pela abundéncia, disponibilidade e baixo custo da
matéria-prima.”

Pesquisas que objetivam obter celulases mais eficientes, em suas metodologias, incluem
isolamento de fungos do género Trichoderma spp. de diversas fontes, como mexilhées, moluscos,
crustaceos, cupins e até mesmo baratas.'* O género Trichoderma spp., com Penicillium, Aspergillus e
Humicola sao os fungos mais utilizados na obtengdo de enzimas celulases e hemicelulases. O cultivo
em estado solido pode ser considerado uma boa alternativa para reduzir os custos de produgio, pois
ele utiliza residuos agricolas como substratos indutores para a producao das enzimas celuloliticas,

viabilizando o processo de aproveitamento da biomassa gerada.”” Dessa forma, o presente trabalho
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teve como objetivo avaliar isolados de fungos do género Trichoderma spp., quanto a eficiéncia na
producdo de celulases, determinando sua atividade enzimatica pela quantificagdo de agticares redutores

produzidos ao final da incubagdo em biomassa lignocelulésica.

2 METODOLOGIA

Foram estudadas 70 estirpes de fungos do género Trichoderma spp., identificados
morfologicamente por meio do microcultivo em laminula. Os isolados foram obtidos do solo e de
madeira em decomposi¢ao da regido do cerrado tocantinense (Tabela 1). Os fungos isolados foram
conservados em meio Potato Dextrose Agar (Himedia) a 4 °C, no Laboratério de Microbiologia da
Universidade Federal do Tocantins, e periodicamente repicados. Nas placas foram vertidos 25 mL
do meio devidamente esterilizado, acrescido de antibidtico amoxicilina 500 mg. L' para se evitar a

contaminagao por bactérias.

2.1 DEGRADACAO EM MEIO AGAR CARBOXIMETILCELULOSE

O cultivo das linhagens em meio contendo agar carboximetilcelulose, para a obtengao do
indice enzimatico, foi baseado no proposto por Theater e Wood,'® sendo realizadas trés repeti¢des. Os
halos de hidrdlise foram determinados com paquimetro digital. O quociente entre o halo de hidrdlise
e o didAmetro de crescimento da colonia é chamado de indice enzimatico (i.e.), sendo este determinado

para cada isolado neste estudo.

Tabela 1 - Codificagdo, nomenclatura e local de coleta dos isolados de Trichoderma spp. (continua)
Cédigo Nomenclatura Local de coleta Codigo Nomenclatura Local de coleta
UFS}\/IG 1 UFT GURUPI UFTICO18 18L L. CONFUSAO
UF(E\/IG ) UFT GURUPI UFTICO19 191 L. CONFUSAO
UF("g\/IG 3 UFT GURUPI UFTICO21 2L L. CONFUSAO
UF("S:/IG 4 UFT GURUPI UFTICO22 2L L. CONFUSAO
UFS";\/IG 5 UFT GURUPI UFTICO23 2L L. CONFUSAO
UF(l)"é\/IG 6 UFT GURUPI UFTICO24 4L L. CONFUSAO
UF;I)";VIG 7 UFT GURUPI UFTICO25 25L L. CONFUSAO
UFggl;VIG 3 UFT GURUPI UFTICO26 26L L. CONFUSAO
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(continuacio)

Codigo Nomenclatura Local de coleta Codigo Nomenclatura Local de coleta
UF(EVIG 9 UFTGURUPI  UFTJCO28 28L L. CONFUSAO
UFIT(l)VIG 10 UFTGURUPI  UFTJCO32 32 L. CONFUSAO
UF EVIG 11 UFT GURUPI UFTJCO33 33 L. CONFUSAO
UF B\’IG 12 UFT GURUPI UFTJCO36 36 L. CONFUSAO
UFEV[G 13 UFT GURUPI UFTICO37 37 L. CONFUSAO
UFlTiVIG 14 UFTGURUPI  UFTICO38 38 L. CONFUSAO
UFIT;VIG 15 UFT GURUPI UFTICO41 41 L. CONFUSAO
UFlTéVIG 16 UFTGURUPI  UFTJCO45 45 L. CONFUSAO
UFlT;VIG 17 UFTGURUPI  UFTICO46 46 L. CONFUSAO
UFlTéVIG 18 UFT GURUPI  UFTICO48 48 L. CONFUSAO
UFlTéVIG 19 UFTGURUPI  UFTICO49 49 L. CONFUSAO
UF;})VIG 20 UFT GURUPI UFTICO56 56 L. CONFUSAO
UFE\’IG 21 UFT GURUPI UFTICOS7 57 L. CONFUSAO
UFBAG 2 UFT GURUPI  UFTJCO63 63 L. CONFUSAO
UFQ/IG 23 UFTGURUPI  UFTICO67 67 L. CONFUSAO
UFE/IG 24 UFTGURUPI  UFTICO76 76 L. CONFUSAO
UF;“G 25 UFT GURUPI UFTJCOT7S 78 L. CONFUSAO
UFE’[G 26 UFT GURUPI UFTICO79 79 L. CONFUSAO
UF;;VIG 27 UFT GURUPI  UFTJCOS0 80 L. CONFUSAO
UFQ/IG 28 UFTGURUPI  UFTICOSS 85 L. CONFUSAO
UFE\’IG 29 UFT GURUPI UFTJICO86 86 L. CONFUSAO
UF3T(1)V1G 30 UFT GURUPI UFTJICOS87 87 L. CONFUSAO
UngCO 04L L.CONFUSAO  UFTICO92 92 L. CONFUSAO
22?9' 09L L.CONFUSAO  UFTJCO95 95 L. CONFUSAO
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(conclusio)
Codigo Nomenclatura Local de coleta Codigo Nomenclatura Local de coleta
EE)TIJO' 10L L. CONFUSAO UFTJCO9%6 96 L. CONFUSAO
UFTIJ- ~ UFTJ- -
Cco12 12L L. CONFUSAO CO102 102 L. CONFUSAO
UFTJ- ~ UFTIJ- -
COl4 14L L. CONFUSAO Co111 111 L. CONFUSAO

Fonte: os autores.
Nota: UFTMG = Universidade Federal do Tocantins, coletados de Madeira em decomposi¢do Municipio de Gurupi;
UFTJCO = Universidade Federal do Tocantins, coletados em solo de Vérzea, Municipio de Lagoa da Confusao.

2.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE FPASE (CELULASES TOTAIS)

As linhagens foram submetidas a inoculagdo de quatro dias em 5 mL tampao acetado de
so6dio 50 mM pH 5,0 e uma fita de 6 cm? de papel filtro Whatman n. 1 em tubos de ensaio previamente
esterilizados e rotulados seguindo a adaptagao da metodologia proposta por Ghose."” Apés aincubagio,

foi determinado o teor de agticares totais por metodologia descrita por Miller.

2.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE CMCASE
(ENDOGLUCANASES)

Foram utilizados frascos de 100 mL contendo 5 g do substrato triturado e duplamente esterilizado
em autoclave, seguindo metodologia adaptada de Ghose." Os substratos propostos foram serragem de
eucalipto e palha de arroz, umedecidos com 5 mL de dgua potavel antes da inoculagio. A concentragao foi
de 10°/mL esporos dos isolados para a inocula¢io. Os frascos permaneceram incubados por quatro dias
a 28 °C, sendo realizados registros fotograficos do crescimento micelial dos fungos. Apds esse periodo,
o extrato enzimatico bruto foi obtido pela adi¢do de 50 mL de agua destilada a 4 °C, nos frascos. Os
substratos foram agitados em mesa agitadora a 120 rpm em 28 °C por 30 minutos e permaneceram em
repouso por trés horas a 4 °C. O sobrenadante foi separado por meio de filtracdo a vacuo, permanecendo
em suporte com gelo, ou congelado, até 0 momento da analise. Aliquota de 0,3 mL do extrato enzimatico
bruto pipetada com 5,0 mL de tampéo acetato 50 mM e 50 mg de carboximetilcelulose, foi levada a
banho termostatizado por cinco minutos a 50 °C. A metodologia de quantificacao de agticares redutores
foi feita pelo método do DNS (MILLER, 1959). Amostras de 1 mL, ap6s 30 e 60 minutos, foram coletadas

para a leitura em espectrofotdmetro em A=540 nm.

2.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE FPASE NA BIOMASSA

O extrato enzimatico bruto, obtido apds a inoculagdo no residuo lignocelulésico, foi

submetido a analise de atividade enzimatica em papel de filtro, usando-se uma fita de papel de filtro
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Whatman n. 1 de 6 cm? em um tubo de ensaio contendo 1 mL do caldo enzimatico e 1 mL de e tampao
acetato de sédio 50 mM, pH 5,0. Apds a incubagdo por 60 minutos a 50 °C, as determinagdes de Fpase
foram realizadas como descritas anteriormente. O branco da amostra é considerado a quantidade de
acucar redutor presente em cada substrato. As leituras foram realizadas em espectrofotometro UV-
VIS. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para produzir 1 umol de glicose mL' min" nas condi¢des do ensaio.”!

Os dados foram submetidos ao teste Anova e comparados pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade, utilizando-se o programa estatistico Sisvar 5.0 desenvolvido na Universidade Federal de Lavras.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 TESTE DE GRADACAO EM MEIO AGAR CARBOXIMETILCELULOSE (CMC)

Foram observados halos indicadores da degradagao de celulose, zona mais clara ao redor das
colonias, em 64 linhagens ou 91,42% dos fungos. A Tabela 2 apresenta as médias do crescimento das
coldnias e as médias de didmetro de halos de degradacao calculadas apds trés repetices. A Figura 1

mostra o comportamento observado por isolados em teste de placa.

Figura 1 - Teste de placa para a degradagdo de meio CMC

Fonte: os autores.
Nota: Estirpe da esquerda apresenta halo de hidrolise e da direita verifica-se auséncia de halo.

Outros autores* afirmam que o indice enzimatico por si s representa apenas a etapa inicial
de selecao de microrganismos produtores de celulases, ja que as estirpes com melhores indices

enzimaticos nem sempre correspondem aquelas de maiores valores de atividade enzimatica.

3.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE FPASE NA BIOMASSA

Na avaliagdo de celulases totais durante a incuba¢do em substrato papel-filtro com extrato

enzimatico obtido da biomassa palha de arroz, os isolados avaliados desempenharam atividade de
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FPase que variam de 0,53 a 1,05 UL.mL". Osisolados 9 e 24 (2,85%) apresentaram os maijores resultados
de atividade FPase com os respectivos valores 1,02 e 1,05 UL mL ', ndo se diferindo estatisticamente
pelo teste de Scott-Knott com p < 0,05 (Tabela 3).

Na avaliagdo de FPase obtida durante incubagdo com extrato enzimatico do residuo serragem
de eucalipto, as atividades enzimaticas das estirpes variaram de 0,67 a 1,55 UL.mL", sendo os maiores
resultados exibidos por 15,71% dos isolados (Tabela 4), que ndo se diferem estatisticamente pelo teste
de Scott-Knott (p < 0,05).

Outros autores,” trabalhando com hidrdlise de bagago de cana tratado com hidrolise acida e
alcalina, conseguiram obter atividade enzimatica de FPase para Trichoderma spp. isolados de bioma
amazdnico de 0,162 ULLmL"' em comparagdo a atividade enzimadtica da enzima comercial Cellucast
que foi de 0,324 UL mL™

Tabela 2 - Atividade da celulase de fungos filamentosos de madeira em decomposicdo e do solo da regido da Estagdo

Experimental da Universidade Federal do Tocantins, em placas com meio CMC (continua)
Isolados =cC =h i.e. Isolados =c =h i.e.
1 18,21 20,60 1,131 18L 30,38 34,87 1,147
2 18,11 20,64 1,139 19L 29,88 31,57 1,056
3 21,62 23,55 1,089 21L 29,63 26,44 0,892
4 18,78 20,78 1,106 22L 32,70 33,78 1,033
5 21,16 23,52 1,111 23L 32,78 33,15 1,011
6 21,06 21,98 1,043 24L 35,62 36,32 1,019
7 22,33 23,09 1,034 25L 27,49 28,60 1,040
8 17,41 18,68 1,072 26L 29,14 32,10 1,101
9 24,03 24,20 1,007 28L - - -
10 17,04 19,25 1,129 32 24,84 29,65 1,193
11 19,81 20,02 1,011 33 23,69 25,15 1,061
12 19,08 21,09 1,105 36 26,99 28,56 1,058
13 22,01 23,66 1,047 37 25,72 27,98 1,087
14 15,90 - - 38 31,78 33,72 1,061
15 22,74 24,06 1,058 41 27,48 29,10 1,058
16 19,22 22,53 1,172 45 31,17 33,01 1,059
17 16,89 17,99 1,065 46 28,86 30,66 1,062
18 22,83 - - 48 27,72 28,93 1,043
19 19,00 20,63 1,085 49 30,74 32,01 1,041
20 21,20 22,94 1,082 56 - - -
21 21,58 22,39 1,037 57 29,48 32,62 1,106
22 20,03 20,48 0,988 63 31,19 33,61 1,077
23 20,71 23,28 1,124 67 33,68 35,78 1,062
24 20,41 21,68 1,062 76 - - -
25 16,53 18,66 1,128 78 28,38 31,27 1,102

Evidéncia, Joagaba v. 14 n. 1, p. 155-170, jan./jun. 2014



Estudo comparativo...

(conclusio)
Isolados ac =h i.e. Isolados ac =h i.e.
26 19,94 23,95 1,201 79 26,88 30,05 1,117
27 22,55 23,18 1,027 80 - - -
28 16,51 17,44 1,056 85 24,86 27,34 1,099
29 28,17 20,16 1,109 86 44,64 4491 1,006
30 18,41 20,91 1,135 87 25,42 27,89 1,097
04L 28,28 31,02 1,097 92 29,33 30,44 1,037
09L 19,09 22,32 1,169 95 39,11 40,40 1,037
10L 27,78 28,23 1,016 96 24,51 26,65 1,033
12L 31,07 32,18 1,035 102 31,68 32,20 1,087
14L 28,59 29,67 1,037 111 28,20 30,36 1,016

Fonte: os autores.
Nota: Isolados cultivados em meio sintético composto por CMC por quatro dias a 28 °C. sc = didmetro de crescimento da
colonia (mm), sh = didmetro do halo (mm), i.e.= indice enzimatico, (-) = sem produgio de halo ou crescimento.

Os dados experimentais destacam o isolado 19L e a biomassa serragem de eucalipto na
obtencdo de FPases. As linhagens utilizadas neste estudo apresentam desempenho satisfatério, ja
que, frente a outros autores, a metodologia nao utilizou hidrolise quimica previamente a hidroélise

enzimatica dos residuos lignocelulésicos propostos.

Tabela 3 - Valores médios e desvio padrio das linhagens em relagido a atividade de FPase com extrato enzimatico obtido
na biomassa palha de arroz (AFParroz) (continua)

Variavel analisada

Isolado
A (mmol.mL?) U (umol.mL"'.min™")

5 38,02+ 0,27 C 0,63 +4,52.10° C

6 38,49 £ 0,96 C 0,64 +2,26.10-3 C

8 38,56 + 0,96 C 0,64 +£2,72.10-2 C

9 61,53 +0,23 A 1,02 £ 4,00.10-3 A
12 37,70 + 1,64 C 0,62 +9,88.10-3 C
13 3494+ 1,49C 0,58 +1,60.10-2 C
14 39,04 £ 13,45 C 0,65 + 3,90.10-3 B
15 40,97 £ 0,23 C 0,68 +£2,49.10-2 C
17 49,83+ 0,69 C 0,83 +£2,24.10-1C
18 37,86 £ 0,35 C 0,63 +3,92.10-1C
20 40,43 + 0,47 C 0,67 +£1,15.10-2 C
21 38,95+ 1,97 C 0,64 £ 5,96.10-3 C
22 42,59 + 0,42 C 0,70 £ 7,99.10-2 C
23 36,75+ 0,46 C 0,61 +3,29.10-6 B
24 63,12+ 0,23 A 1,05+ 7,16.10-3 A
26 40,90 £ 0,74 C 0,61 +£7,74.10-3 C
27 4298 +0,74 C 0,71 + 3,83.10-3 C
28 40,51 £ 10,46 C 0,67 +1,24.10-2 C
30 33,77 £ 9,56 C 0,56 +1,13.10-2 C

Evidéncia, Joagaba v. 14 n. 2, p. 155-170, jul./dez. 2014

163



Silva DB, Chagas Junior AFE, Scheidt GN, Barilli ], Giongo M

Fonte: os autores.

(conclusio)
Variavel analisada
Isolado
A (mmol.mL?) U (umol.mL"'.min™)
04L 32,37 +£11,82C 0,53 +1,74.10-2 C
09L 38,03 +9,09 C 0,63 +1,59.10-2 C
10L 33,04 £ 6,98 C 0,55+ 1,97.10-2 C
18L 38,80+ 7,13C 0,68 +1,51.10-2 C
19L 42,51 + 15,84 C 0,64 +1,16.10-2 C
22L 43,93 + 14,27 C 0,70 + 1,18.10-1 B
23L 53,37 + 1,50 C 0,73 £2,64.10-1 C
24L 36,75+ 3,47 C 0,88 +2,37.10-1 B
28L 31,87 +£2,10C 0,61 +2,51.10-2C
32 36,67 + 1,17 C 0,53 +£5,79.10-2C
33 36,86 + 2,20 C 0,61 + 3,50.10-6 C
36 42,15+ 16,26 C 0,64 +1,95.10-2 C
37 50,29 + 16,14 B 0,61 + 3,67.10-2 B
57 40,58 + 1,65 C 0,70 +2,71.10-1 C
63 39,02 +2,44 C 0,83 +£2,69.10-1 C
67 41,52+ 6,94 C 0,67 +2,73.10-2 C
76 45,57+ 6,91 C 0,65 +4,07.10-2 C
78 37,31+ 0,59 C 0,69 +1,15.10-2 C
85 39,34+ 0,88 C 0,75+ 1,15.10-2 B
87 37,39 +£0,70 C 0,62 +9,90.10-3 C
95 37,46 + 0,49 C 0,65+ 1,47.10-2 C

Nota: Médias seguidas da mesma letra maitiscula na coluna néo diferem significativamente ao nivel de 5% de probabilidade
de erro pelo teste de Scott-Knott.

3.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE CMCASE
(ENDOGLUCANASES)

Na determina¢ao da atividade de endoglucanase do extrato enzimatico obtido em palha de
arroz, atividade enzimatica apresentou valores entre 0,64 e 1,67 UL.mL"' expostos na Tabela 5. Os
isolados 24 L e 20 L, com as respectivas atividades de CMCase 1,67 e 1,57 UL mL", representam 2,85%

dos isolados e ndo se diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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Tabela 4 — Valores médios e desvio padrdo das linhagens em relagido a atividade de FPase com extrato enzimatico obtido
na biomassa serragem de eucalipto (AFPeucalipto)

Fonte: os autores.

Fungo

Variavel analisada

A (mmol.mL"?) U (umol.mL"'.min")

1 73,38 £+ 3,41 A 1,22 +5,68.102% A

2 86,56 + 1,09 A 1,44 + 1,81.102% A

3 41,64 £ 0,68 B 0,69 + 1,13.10% B

9 81,06 + 2,63 A 1,35 + 4,38.10% A
14 85,74+ 1,44 A 1,42 +2,41.10% A
15 58,87 + 1,05 B 0,98 +1,75.10% B
17 55,06 + 0,80 B 0,91 + 1,34.10% B
18 60,68 + 0,80 B 0,91 +1,34.10% B
20 52,55+ 1,32 B 0,87 +2,20.10% B
23 42,09+ 0,46 B 0,70 + 7,69.10° B
24 40,17 £ 0,80 B 0,67 + 1,33.10% B
25 87,34+ 0,90 A 1,45 + 1,50.10% A
30 46,16 + 0,62 B 0,76 + 1,04.102 B
09L 54,08 +£ 0,96 B 0,91 + 1,61.10% B
18L 39,96 + 3,78 B 0,66 + 6,31.102 B
19L 93,14+ 0,81 A 1,55 + 1,31.10-2 A
21L 42,09 + 0,69 B 0,70 + 1,16.10% B
22L 83,55+0,72 B 1,39 £ 1,21.102 B
23L 43,00+ 1,14 B 0,71 +1,90.102% B
24L 57,17 £ 0,29 B 0,95 + 4,87.10° B
26L 41,99 + 2,36 B 0,69 +3,94.102 B
37 41,08 + 0,84 B 0,68 + 1,40.102 B
38 49,84+ 0,81 B 0,83 + 1,36.102 B
45 72,26 £ 1,47 B 0,82 +2,45.10% B
46 72,26 + 1,47 A 1,20 +2,45.102 B
57 49,24 + 1,26 B 0,82 +2,10.102 B
63 65,28 £ 0,76 B 1,08 + 1,26.102 B
67 49,79+ 0,53 B 0,82 + 8,93.10° B
76 51,96 £+ 0,61 B 0,86 + 1,02.102 B
78 87,94+ 0,51 A 1,46 + 8,57.10°% A
79 44,37 + 6,85 B 0,73 +1,14.10"'B
80 85,38+ 0,15 A 1,42 + 263.10° A
86 42,49 +2,87 B 0,71 +4,78.10% B
87 84,45+ 3,77 A 1,40 + 6,28.10% A
92 41,79+ 0,17 B 0,69 +2,91.10° B
95 88,96 + 0,61 A 1,48 + 1,01.102% A
96 42,44+ 2,13 B 0,70 + 3,56.102 B
102 80,70 £ 0,42 A 1,34 + 7,04.10°% A

Nota: Médias seguidas da mesma letra maitscula na coluna néo diferem significativamente ao nivel de 5% de probabilidade
de erro pelo teste de Scott-Knott.
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Na analise do substrato lignocelulésico serragem de eucalipto, novamente o isolado 15
apresenta maior atividade enzimatica. As atividades de CMCases das estirpes variam entre 0,03 e 0,10
ULmL"; esta tltima é referente ao isolado 15 (Tabela 6). Os dados evidenciam grande variabilidade nos
valores de U na determinagdo da atividade de endoglucanases, dependo do substrato indutor. Mandels
e Reese? apresentam um modelo em que para ocorrer degradagdo da celulose é necessario um fator C
que disponibiliza substratos para a agdo de um fator C . C ndo possui capacidade hidrolitica, portanto,
fungos nao portadores desse fator degradam apenas celulose soltivel e possuem valores de U semelhantes
ao valores obtidos na testemunha. Outro fator determinante nas concentragdes de CMCases obtidas
em cada substrato é a composi¢ao quimica e fisica deles. Teor de celulose, hemicelulose e lignina;
porosidade, granulometria, capacidade de retencdo de umidade e estabilidade térmica sao variaveis
indicadoras de desenvolvimento de conideos e expressao de celulases em Trichoderma harzianum.> A

complexidade da relagdo enzima-substrato envolve ainda mecanismos de sinalizacdo celular.’

Tabela 5 - Valores médios e desvio padrao das linhagens em relagédo a atividade de CMCase com extrato enzimatico obtido
na biomassa palha de arroz (ACarroz)

Variavel analisada

A (mmol.mL?)

8 52,78+ 0,27 C
14 53,42+ 2,54 C
15 59,95+ 3,81 B

U (umol.mL".min")
1,26 £ 6,14.10° E
1,34 + 4,37.102 C
1,42+ 0,11 B

17 38,77 £ 2,96 E

1,03 £ 8,09.102 G

18 27,25+3,34G 0,68 +4,9.107]
20 66,17 £ 1,59 B 1,57 £2,91.10% A
21 25,52 +£2,50 G 0,64 +7,20.107]
22 51,13+ 1,20 C 1,20 +2,51.10% F
23 53,76 £ 3,87 C 1,22 £ 6,30.10*F
24 47,48 £0,22D 1,19+ 991.10°F
26 64,01 £ 8,84 B 1,53 +1,40.10"' B
27 38,42 £ 0,46 B 0,94 + 1,33.10* H
28 45,44+ 0,41 D 1,01 +1,22.10%F
09L 26,31 +1,21G 0,70 £ 3,81.107]
12L 70,54 £ 0,86 A 1,09 +1,95.10% B
19L 49,57 £ 0,86 D 1,09 £ 1,95.102 G
23L 47,31 +0,84 D 1,15+ 1,78.10*F
24L 71,30 £ 0,19 A 1,67 £3,51.10° A
32 33,15+ 0,84 F 0,81 £ 1,63.1021
57 63,30 £ 1,31 B 1,46 +2,48.102 D

Fonte: os autores.

Nota: Médias seguidas da mesma letra maitscula na coluna néo diferem significativamente ao nivel de 5% de probabilidade

de erro pelo teste de Scott-Knott.
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Tabela 6 — Valores médios e desvio padrao das linhagens em relagdo a atividade de CMCase com extrato enzimatico obtido
na biomassa serragem de eucalipto (ACeucalipto)

Fungo

Variavel analisada

A (mmol.mL™")

U (umol.mL"'.min™")

1
2
3
9
13

14
15
17
18
20
09L
22L
24L
45
63
76
78
80
87
95
102

2,34+ 0,17 B
1,66 £ 0,05 D
1,80 £ 0,06 D
1,93+0,11C

1,78 £0,10 D

1,54 £ 0,10 E
3,83+0,21 A
1,68 + 0,03 D
1,50 £ 0,10 E
1,44+ 0,19 E
1,60 £ 0,01 D
1,42 £ 0,08 E
1,32+ 0,12E
1,53+ 0,10 E
1,57 £0,07 D
2,31£0,37C
1,36 £ 0,38 E
1,76 £ 0,19 D
1,97 £0,14 C
1,94+ 0,05 C
1,63 £ 0,08 D

0,05 £ 4,89.10° B
0,05 + 1,45.10° C
0,04 +2,07.10° B
0,04 £ 3,33.10° B

0,04 + 3,27.10° C

0,04 + 3,78.10° C
0,10 +2,84.10° A
0,04 £ 1,73.10° C
0,04 +2,62.10° C
0,03 +5,89.10° C
0,04 + 14,86.10* C
0,03 +2,39.10° C
0,03 £3,20.10° C
0,03 +1,73.10° C
0,03 +1,73.10° C
0,06 +1,27.102 A
0,03 +1,25.10%C
0,04 +4,97.10° C
0,04 £ 3,67.10° B
0,017 +1,23.10° B
0,017 £2,78.10° C

Fonte: os autores.

Nota: Médias seguidas da mesma letra maitiscula na coluna nao diferem significativamente ao nivel de 5% de
probabilidade de erro pelo teste de Scott-Knott.

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos durante a avaliacdo da atividade enzimatica de

CMCase e FPase nos substratos propostos.

Tabela 7 - Resultados dos ensaios realizados na avaliagido de FPase e CMCase

Atividade

Avalia¢io Iso(loe/:)()los enzimatica ((:%‘)/ R’
maxima (UI)
ACFPase 70 0,017 0,09  0,9815
AFarroz 2,85 1,05 17,85 10,9862
AFeucalipto 15,71 1,55 18,85  0,9898
ACarroz 2,85 1,67 5,05 0,9953
ACeucalipto 0,70 0,10 12,40 0,9950

Fonte: os autores.
Nota: ACFPase = atividade de FPase das linhagens inoculadas somente em papel filtro; AFparroz = atividade de FPase com

substrato enzimatico obtido da inoculagdo em palha de arroz; ACarroz = atividade enzimatica de CMCase do extrato obtido

da inocula¢do em palha de arroz; AFPeucalipto = atividade de Fpase com substrato enzimatico obtido da inoculagio em
serragem de eucalipto; ACeucalipto = atividade enzimatica de CMCase do estrato obtido da inoculagio em serragem de
eucalipto; UI = pmol de agticar redutor formado por mililitro por minuto, significativo ao nivel de 5% de probabilidade de

erro; C.V. = coeficiente de varia¢io; R?= coeficiente de correlacio da curva analitica ndo linear.
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4 CONCLUSAO

As linhagens utilizadas neste estudo apresentam caracteristicas morfoldgicas (estrutura de
conidios, corpo micelial, esporos e hifas) fundamentadas em teste de microcultivo em laminula como
sendo do género Trichoderma spp.

O substrato serragem de eucalipto ¢ um potencial indutor na producao de celulases totais,
sendo o isolado UFTJCO19 o que apresentou estrato enzimatico com maior atividade. O substrato
palha de arroz é um potencial indutor de endoglucanases para os isolados utilizados neste estudo,
sendo o isolado UFTJCO24 o que apresentou extrato enzimatico e atividade enzimatica maxima.
Nao foram observadas diferencas consideraveis quanto a produgao de celulases entre fungos isolados
do solo e fungos isolados de madeira em decomposigdo. A bioprospeccido de novos microrganismos
produtores de celulases bem como o entendimento do mecanismo de especificidade de cada enzima
atuando no respectivo substrato sdo fatores determinantes na reduc¢ao de custos e optimizagao da

producéo de bioprodutos, incluindo biocombustiveis.
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