UNIVERSIDADE FEDERAL DOS VALES JEQUITINHONHA E MUCURI

Programa de P6s-Graduacdo em Biocombustiveis

llva de Fatima Souza

ISOLAMENTO E AVALIACAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS NATURALMENTE
OCORRENTES EM BIOMASSAS LIGNOCELULOSICAS PARA A PRODUCAO DE
ENZIMAS HOLOCELULOLITICAS

Diamantina
2015



llva de Fatima Souza

ISOLAMENTO E AVALIACAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS NATURALMENTE
OCORRENTES EM BIOMASSAS LIGNOCELULOSICAS PARA A PRODUCAO DE
ENZIMAS HOLOCELULOLITICAS

Dissertacdo apresentada ao programa de Pds
Graduacdo em Biocombustiveis da Universidade
Federal dos Vales Jequitinhonha e Mucuri, como
parte dos requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre em  Ciéncia e  Tecnologia de
Biocombustiveis.

Orientador: Prof. Dr. Alexandre Soares dos Santos
Coorientadores: Prof.2 Dr.2 Lilian de Araudjo Pantoja
e Prof.? Dr.? Ana Paula de Figueiredo Conte Vanzela

Diamantina
2015



Ficha Catalografica — Servigo de Bibliotecas/UFVIM
Bibliotecario Anderson César de Oliveira Silva, CRB6 — 2618.

S7291

Souza, Ilva De Fatima

Isolamento e avalia¢do de fungos filamentosos naturalmente
ocorrente em biomassas lignoceluldsicas para a producgdo de enzimas
holoceluloliticas / Ilva De Fatima Souza. — Diamantina, 2016.

105 p. :il.

Orientador: Alexandre Soares dos Santos,
Coorientador: Lilian De Araujo Pantoja, Ana Paula de Figueiredo
Conte Vanzela

Dissertacao (Mestrado — Programa de Pos-Graduag@o em
Biocombustiveis), Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e
Mucuri, 2015.

1. Celulases. 2. Xilanases. 3. fungos filamentosos. 4. Bioetanol.
I. Titulo. II. Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e
Mucuri.

CDD 660.634

Elaborado com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).




llva de Fatima Souza

ISOLAMENTO DE MICRO-ORGANISMOS NATURALMENTE OCORRENTES EM
BIOMASSAS LIGNOCELULOSICAS PARA A PRODUCAO DE ENZIMAS
CELULOLITICAS E XILANOLITICAS

Dissertacdo apresentada ao programa de Pds
Graduacdo em Biocombustiveis da Universidade
Federal dos Vales Jequitinhonha e Mucuri, como
requisito parcial para obtencdo do titulo de Mestre
em Ciéncia e Tecnologia dos Biocombustiveis.

Orientador: Prof. Dr. Alexandre Soares dos Santos

Data de aprovacéo: 14/12/2015

Prof? Dra. Ver6nica Ferreira Melo
Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro - RJ

Prof° Dr. Donaldo Rosa Pires JUanior
Faculdade de Medicina — UFVJM - Diamantina/ MG

Prof° Dr. Harriman Aley Morais
Faculdade de Ciéncias Biologicas e da Saude — UFVJIM - Diamantina/MG

Diamantina/MG, 14 de Dezembro de 2015.






Dedico a meu Pai, pelo homem bom que foi!
Que com carinho, amor e na sua inocéncia,
soube me ensinar e mostrar o caminho
correto a seguir. Tudo que sou hoje devo a ti
meu Pai! [Estaras sempre em meus

pensamentos! Sempre te amarei!






AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por ser presente em minha vida, por conduzir meu caminho, abencoando e
lluminando. Obrigada Senhor, por me dar &nimo, confianca e calma onde ja ndo era possivel e amigos

nos momentos mais dificeis de minha vida. Obrigada Senhor por mais esta vitéria alcancada!

Agradeco ao meu orientador Prof. Dr. Alexandre Soares dos Santos, por ter me recebido e confiado
este trabalho! Agradeco pela paciéncia, ensinamentos e por ter contribuido, e muito, em meu

crescimento profissional! Muito obrigada!

Agradeco a Prof.2 Dr.2 Lilian de Aradjo Pantoja, mais que coorientadora, amiga! Obrigada pelo
carinho, empenho, dedicacdo, por abracar este trabalho como sendo seu. Pelas horas a fio que
dedicamos juntas para o desenvolvimento do mesmo, me proporcionando um aprendizado que levarei

por toda a minha vida.

A minha mée, que mesmo em sua fragilidade, conseguiu passar confianga, tranquilidade, amor e
sempre compreendeu minha auséncia! Agradeco aos meus irmaos Valdecir, Edvaldo e Evalter, meus
primos, tios e sobrinhos queridos. Agradeco & Hilda, madrinha querida, pelo interesse e satisfagdo em
cada passo dado nesta jornada! Agradeco a minha querida irma Vilma, Patricia, Edvania, Tuca e tia

Marta pela amizade e por suprir minha auséncia!

Ao grupo do LABBIO: Philipe Brito, Ramon Silva, Ricardo Santos, Alice Lopes, Jéssica Matos,
Gabriela, Jéssica Lopes, Daniel, Fidel, Raquel, Tamarah, Marina, Fernanda, Amanda Lelis, Tarik,
Angeliane, Barbara, Carol Bonfa e Cintia. Ao grupo de Pesquisa de Biologia Molecular, Ana Carolina,
Nayara, Aline e Jorge, e a Profa. Dra. Ana Paula Vanzela, pela disponibilidade e valoroso apoio neste

periodo. Além da Kelly do Departamento de Farmacia.

Agradeco aos colegas e amigos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia da UFVJM, em especial aos
Técnicos, pelo carinho e descontracdo; aos professores Lucas Franco, pelo apoio e compreensao nos
momentos dificeis; Amanda Chaves, pela colaboracdo no desenvolvimento deste trabalho; além de
Arlete Barbosa e José Alberto. Saibam que o apoio e parceria de vocés foram essenciais para 0 sucesso

deste trabalho.

Aos meus amigos Keyla Carvalho, Ramon, Cris, Alexandre Silva, Maraisa Fernandes, Juscilene
Neves, Tiago Guedes, Thiago Coimbra, Eduardo Fernandes, Janaina Melo, Anderson Matos, Jodo
Vitor, Sérgio Wilson, Silvania, Neia, Creuza, Gabriel, Luiz Felipe, Wellington, Tatiana, Vandinha e
D. llca, anjos enviados por Deus para me ajudar a superar todas dificuldades e obstaculos de minha
vida.

Aos integrantes da banca examinadora, por terem aceitado contribuir com este trabalho, meu muito

obrigado!






“Néao alimentem preocupacfes seja pelo que for;
antes apresentem 0s vo0ssos cuidados em oracao
perante Deus, exponham lhe todas as vossas
necessidades, sem esquecer de lhe expressar 0 vosso
agradecimento™. Filipenses 4:6






RESUMO

As enzimas celuloliticas e xilanoliticas de origem microbiana possuem muitas aplicagdes
industriais. Nos ultimos anos essas enzimas vém sendo amplamente utilizadas na conversdo
de materiais lignocelul6sicos em aclcares fermentesciveis destinados para a producdo de
bioetanol. Neste trabalho foram isolados micro-organismos naturalmente ocorrentes em
biomassas lignocelulosicas e avaliados quanto a producdo de enzimas holoceluloliticas. A
microbiota estudada foi isolada a partir de cascas e sementes de angiospermas e
gimnospermas. Das 112 coldnias isoladas em meio solido, contendo carboxi-metilcelulose
(CMC) como unica fonte de carbono, 68 delas foram classificadas como fungos filamentosos,
02 como leveduras e 42 coldnias como bactérias. As linhagens filamentosas foram submetidas
a ensaios de fermentacdo submersa para investigacdo do potencial para a producdo das
atividades CMCaésica, FPasica, B-glucosidasica e xilanasica. Os resultados revelaram que
todas as linhagens filamentosas foram capazes de secretar pelo menos trés das quatro
atividades enzimaticas pesquisadas. Os maiores valores de atividade enzimatica encontrados
foram de 4.870,38 U L™ para CMCase; 1.586,00 U L™ para FPase; 1.531,95 U L 'para B-
glicosidase e 15.152,86 U L™ para as xilanases. Entre os géneros de fungos filamentosos
identificados estavam Absidia, Acremonium, Aspergillus, Curvularia, Mucor, Penicillium e

Trichoderma.

Palavras-chaves: Celulases, Xilanases, Fungos filamentosos, Bioetanol






ABSTRACT

The cellulolytic and xylan-degrading enzymes from microorganisms are targets of industrial
applications. In recent years, these have been widely used for converting lignocellulosic
materials into sugars to bioethanol production. This study aimed to evaluate the potential of
isolated wild microorganisms from lignocellulosic biomass for the production of cellulases
and xylanases. The microorganisms focused in this study was isolated from barks and seeds
of angiosperms and gymnosperms. From 112 isolated colonies, 68 were classified as
filamentous fungi, 02 others as yeasts and 42 colonies as bacteria. The isolated filamentous
strains were submitted to the submerged fermentation process to investigate the potential for
production of CMCasic, FPasic, B-glucosidasic and xylanasic enzyme activities. The results
showed that all the isolated filamentous strains secreted at least three of the studied enzymes.
The best enzymatic activities found were 4,870.38 UL™ for CMCase; 1,586.00-UL™ to FPase;
1,531.95 UL™ to B-glucosidase, and 15,152.86 UL™ for xylanases. Among the identified
filamentous fungi at gender level were Absidia, Acremonium, Aspergillus, Curvularia, Mucor,

Penicillium and Trichoderma.

Key words: Cellulases, Xylanases, Filamentous fungi, Bioethanol.
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1. INTRODUCAO / JUSTIFICATIVA

As enzimas holoceluloliticas de origem microbiana consistem em importantes
catalisadores utilizados amplamente no desenvolvimento de produtos e processos
biotecnoldgicos. O interesse especial por estes complexos enzimaticos se justificam por sua
capacidade de decompor biomassa lignocelulésica em aclcares fermentesciveis (CASTRO;
PEREIRA Jr., 2010).

Os materiais lignoceluldsicos encontrados em abundancia na natureza ou que
constituem residuos agroindustriais sdo matérias-primas que, associadas as enzimas
microbianas, vém sendo utilizados especialmente em processos de producdo de combustiveis
de segunda geracdo (CASTRO; PEREIRA Jr., 2010; FARINAS, 2011; GUIMARAES et al.,
2013).

Nas Gltimas décadas, em virtude da crescente preocupagdo com o uso de fontes
energéticas renovaveis que permitam avancar na superacao da atual problematica baseado em
combustiveis fosseis, se intensificou o interesse na descoberta de novos micro-organismos,
bem como na melhoria do seu potencial enzimatico para aplicagdo na industria de
biocombustiveis (DELABONA et al., 2012; SINDHU; BINOD; PANDEY, 2016). Um
aspecto relevante no uso de materiais lignocelul6sicos para este fim é a possibilidade de
agregar valor a estes materiais, além de reduzir significativamente a competicdo com as
culturas alimentares. Um dos gargalos no uso desses materiais diz respeito a diversidade e
complexidade da estrutura da celulose e hemicelulose que requer uma variedade equivalente
de enzimas para a sacarificacdo dos polissacarideos, que finda por onerar os custos de
producdo (SANTOS et al., 2012; HANSEN et al., 2015).

A sacarificacdo da celulose € favorecida por acdo de um conjunto de enzimas, as
celulases, capazes de atuar sinergicamente sobre materiais celulésicos, promovendo sua
completa desconstrucdo em unidades de glicose (CASTRO; PEREIRA Jr., 2010). De acordo
com Farinas (2011), outro grupo de enzimas, as hemicelulases, possui um papel fundamental
na hidrolise da celulose, pois sua presenca no complexo enzimatico € importante para
desestruturar o entrelacamento entre celulose e hemicelulose presentes na parede celular
vegetal, proporcionando desimpedimento estérico para acdo das celulases. Diante disso, um
dos focos das pesquisas atuais para o desenvolvimento da industria de base biotecnoldgica
continua sendo a busca por micro-organismos produtores de enzimas e, entre essas, novas
enzimas ou enzimas com propriedades cataliticas e fisico-quimicas de interesse para hidrdlise

de celulose e hemicelulose. Do ponto de vista industrial, as enzimas microbianas tém por
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vantagens os custos de producéo, que séo relativamente baixos; a facilidade de producéo em
larga escala em fermentadores industriais, a possivel manipulagdo genética dos micro-
organismos produtores e, ainda, o fato de caracterizarem-se como um recurso renovavel
(PANDEY et al., 2005; BARATTO et al., 2011).

Neste contexto, o presente estudo teve como foco principal isolamento de micro-
organismos naturalmente ocorrente em biomassas lignocelulésicas que apresentassem

capacidade para a producao de enzimas celuloliticas e xilanoliticas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial de fungos filamentosos
naturalmente ocorrentes em biomassa lignocelulésica quanto a producdo de enzimas

celuloliticas e xilanoliticas.

2.2. Objetivos Especificos

I.  Isolar micro-organismos a partir de biomassas lignocelulésicas;
I[l. A partir dos micro-organismos isolados selecionar os fungos filamentosos com
potencial para producdo de enzimas celuloliticas e xilanoliticas;
I1l.  Analisar quantitativamente o potencial de fungos filamentosos quanto a producao de
enzimas do complexo celulolitico (endoglucase, FPase e B-glucosidase) e xilanolitico.
V. Identificar os principais fungos filamentosos produtores das enzimas alvo em nivel

de género.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Micro-organismos com potencial para producéo de enzimas

Os micro-organismos ocorrem em populagdes isoladas ou mistas em toda biota
onde ha acimulo de nutrientes em condi¢es ambientais adequadas para seu crescimento. Os
ecossistemas microbianos possuem uma vasta variedade de organismos de interesse industrial
na producdo de enzimas hidroliticas, incluindo bactérias, fungos filamentosos e
leveduriformes (SINGHANIA et al.,, 2010). Entre estes micro-organismos, os fungos
filamentosos receberam uma abordagem especial por ser alvo deste estudo.

Bactérias sdo organismos procariotos que possuem grande diversidade metabolica
e morfoldgica. Sua parede celular possui estruturas complexas, semirrigida e circundam a
membrana plasmatica protegendo o interior da célula das adversidades do meio ambiente.
Esta parede é composta de uma rede macromolecular denominada peptideoglicana, bem como
varias outras moléculas com multiplas funcdes que se apresentam de forma diferenciada
caracterizando-as em dois grupos, Gram-positivas e Gram-negativas (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2013; BROCK; MADIGAN, 2012). Entre as bactérias, algumas sdo capazes de
produzir enzimas celuloliticas tendo como exemplo os géneros Pseudomonas, Actinomicetos,
Bacillus, Cellulomonas e Clostridium (FARINAS, 2011).

Os fungos sdo organismos eucariéticos, pertencente ao reino Fungi, que
compreende os filos Ascomycotas, Basidyiomycota, Chytridiomycota e Glomeromycota
(RICHARDSON, 2009; STAJICH et al., 2009; BLACKWELL, 2011). Estes micro-
organismos podem se apresentar na forma leveduriforme (unicelulares) e/ou filamentosa.

As leveduras sdo classificadas nos filos Ascomycota ou Basidiomycota. Estes
organismos apresentam reproducdo assexuada por brotamento ou por fissdo, o que 0s
caracteriza como fungos unicelulares verdadeiros (Eumycota) (KURTZMAN et al., 2011).
Algumas especies apresentam dimorfismo sexual e podem produzir pseudo-hifas e hifas
verdadeiras durante seu crescimento (DIAS; SCHWAN, 2010). As linhagens de leveduras a
sequir listadas sdo relatadas como produtoras de xilanases e celulases: Trichosporiumsp,
Cryptococcus sp, Candida intermedia, Candida tropicalis, Meyerozyma guilliermondii,
Scheffersomyces shehatae, Sugiyamaella smithiae, Cryptococcus diffluens, Cryptococcus
heveanensis, Cryptococcus laurentii, Trichosporon mycotoxinivorans (SANTOS et al., 2012;
LARA et al., 2014).
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Os fungos filamentosos sdo organismos fascinantes com interessante biologia, e
de relevante importancia econdmica e biotecnologica (STEINBERG; SCHUSTER, 2011).
Estes organismos sdo dotados por hifas, que formam revestimentos esbranquicados ou
coloridos sobre o substrato onde crescem, e seu emaranhado constitui o0 micélio (MENEZES,
2006). O micelio, no entanto, ndo deve ser considerado apenas uma estrutura de carater
homogéneo com capacidade de crescimento, visto que exibe consideravel plasticidade de
desenvolvimento. A partir de diferentes regides interconectadas das hifas podem crescer
ramificacdes com idade e diferentes atividades fisioldgicas e bioquimicas, que podem morrer
e esporular em diferentes momentos ou até mesmo, simultaneamente, dependendo das
condigbes microambientais (WALKER; WHITE, 2005). Estes micro-organismos sao
encontrados em grande variedade na natureza, sdo versateis, de crescimento rapido, baixo
custo de cultivo, além de apresentar varias possibilidades de manipulagdo genética,
caracteristica que os tornam importantes nas pesquisas que visam a hidrolise enzimatica da
celulose em escala industrial (SIMOES; TAUK-TORNISIELO, 2005; OLIVEIRA, 2007;
CASTRO; PEREIRA Jr., 2010; HANSEN, 2015).

A selecdo e isolamento de fungos filamentosos de materiais lignocelulésicos em
decomposicéo possibilitam a obtencdo de novas linhagens com potencial para producéo de
celulases e hemicelulases (JUTURU et al., 2014). Mahmood et al. (2013) relataram que a
producéo de celulase e xilanases podem ser aumentada a partir de estudo de linhagens destes
organismos, bem como da composicdo do meio e de outros fatores que influenciam seu
crescimento e producao de metabdlitos.

Os micro-organismos produtores de enzimas celululoliticas e xilanoliticas séo
principalmente consumidores de carboidratos e geralmente sdo incapazes de utilizar proteinas
ou lipideos como fontes de energia para 0 seu crescimento. Tais micro-organismos podem
realizar a degradacdo de compostos a base de celulose o que resulta na geragéo de derivados
simples de agucar (SOARES Jr., 2013). Entretanto, apenas alguns desses organismos Sao
conhecidos como verdadeiramente celuloliticos, isto €, como sendo capazes realmente de
degradar a celulose natural. Em condic¢des laboratoriais, diversos substratos sdo utilizados
com o objetivo de se induzir e/ou medir a atividade do complexo lignocelulolitico total, tais
como: algoddo, papel de filtro, carboximetilcelulose (CMC) e residuos agricolas (AGUIAR &
MENEZES, 2000). Na literatura sdo relatados varios fungos filamentosos como potenciais
produtores de celulases e xilanases. Segundo Santos et al. (2012), os principais fungos

filamentosos produtores de celulases e xilanases sdo aqueles pertencentes aos dos géneros
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linhagens

relatadas como produtoras de hidrolases holoceluloliticas sdo mencionadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Linhagens de fungos filamentosos isolados a partir de biomassas lignocelulésicas

e produtores de celulases e xilanases.

Linhagens Enzimas Estudas Biomassa Tipo de ~ Valor
Fermentacao

Acremonium strictum? B-glucosidase Bagaco de cana FSb 38uL?
Acremonium zeae® Fpase Palha de milho FSb 0,14 U L™
Aspergillus awamori 2B.361° B-glucosidase Bagaco de cana FES 456U L*
Aspergillus awamori 2B.361° Endoglucanase Bagaco de cana FES 49U Lt
Aspergillus candidus® Endoglucanase Farelo Mamona FSb 053U L™
Aspergillus niger® Xilanase Farelo de cacau FES 11,86 U L*
Aspergillus niger® Fpase Farelo de cacau FES 7510 L
Aspergillus oryzae' Endoglucanase Residuos de algoddo FSb 0,223U L*
Aspergillus terréus' Xilanase Residuos de algoddo FSb 2,467 U L
Fusarium oxysporum (F3)° CMCase Palha de trigo FES 262U L™
Fusarium verticillioides’ Endoglucanase Residuos de algodao FES 003U L"?
Mucor sp. (Blu 33)" Xilanase Residuos de algoddo FES 1,418U L
Neosartorya spinosa P2D19" Xilanase Farelo de trigo FSb 151U L?
Neosartorya spinosa P2D19" CMCase Farelo de trigo FSb 360UL*
Penicillium echinulatum' CMCase CMC FES 153U L?

FSb- Fermentacdo Submersa; FES: Fermentagdo em Estado S6lido
Fonte: a) Goldbeck et al., 2012; b) Almeida et al., 2011; c¢) Gottschalk et al., 2010; d) Herculano et al. 2011; e)
Santos et al., 2012 e f) Siqueira et al., 2010; g) Hansen et al., 2015; h) Prado et al., 2010 e i) Martins et al., 2008.

O género Aspergillus é amplamente reportado na literatura como produtor de enzimas
lignoceluloliticas e ainda, que as formas mutantes, que sejam mais resistentes a repressao
catabolica e que sintetizem maiores quantidades de enzima sem a presenca de um indutor sao
de grande interesse nos processos enzimaticos (SANTOS et al., 2012; MENEZES, 2006).
Algumas espécies do género Penicillium sp. sdo conhecidas por sua producdo de &cidos
organicos e diversas enzimas hidroliticas que degradam uma grande variedade de
biomoléculas complexas (GEISER et al., 2006, PITT; HOCKING, 2009; SAMSOM et al.
2011).

O potencial para producdo de enzimas celuloliticas e xilanoliticas por espécies
pertencentes ao género Trichoderma, tais como T. viride, T. longibrachiatum, T. reesei sdo
alvos de pesquisas e tem sido utilizados mundialmente pela inddstria na producdo destes
complexos enzimaticos para degradacdo da biomassa lignocelulésica (GUSAKOV, 2011;
CASTRO; PEREIRA Jr., 2010).
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Espécies do género Acremonium, com destaque para A. cellulolyticus, encontrado em
1982 do solo no nordeste do Japdo, apresentam potencial de segregar quantidades suficientes
de enzimas celuloliticas capazes de converter completamente materiais de celulose em glicose
(GOLDBECK et al., 2012; KISHISHITA et al., 2014; GAO et al., 2014; FANG et al., 2008 e
DWIARTI et al., 2012).

Mucor circinelloides também € citado pelo potencial na producdo de complexos
enzimaticos que atuam na degradacéo de celulose (HUANG et al., 2014; BABA et al., 2005,
SAHA et al., 2004)

3.2 Caracteristicas morfologicas de espéecies de fungos filamentosos produtores de

enzimas holoceluloliticas

As caracteristicas morfologicas da colonia fungica se constituem em importantes
informacdes na descricdo do organismo. Alguns parametros sdo relevantes neste processo,
dentre os quais se tém: aspecto e forma da colbnia, reverso da colbnia, cor e textura do
micélio, forma e quantidade dos conidios, presenca de pigmentos sollveis e exsudato,
caracteristicas dos conidioforos, presencga de estruturas reprodutivas, tempo de crescimento e
producdo de metabdlitos (VISAGE et al., 2014; SAMSON et al., 2014). Tais aspectos sao
intimamente influenciados pelas condi¢cbes ambientais e nutricionais que se revelam de forma
particular para diferentes grupos de organismos.

As caracteristicas morfoldgicas dos principais géneros de fungos filamentosos que
sdo citados pela literatura como produtores de enzimas hidroliticas serdo abordadas a fim de
proporcionar maior amplitude de informacGes sobre 0s mesmos neste documento.

O género Aspergillus, é um fungo pertencente a familia Aspergillaceae da ordem
Eurotiales, classe dos eurotiomycetes e filo Ascomycota (LEE; YAMAMOTO, 2015).
Segundo Peterson (2015), este foi reconhecido pela primeira vez em 1729, na Floréncia, onde
foi notada a sua semelhanca estrutural com o hissope, objeto utilizado para aspergir agua
benta. Também relata que o género compreende um grupo diversificado que comporta cerca
de 340 espécies. Sua classificacdo e identificacdo foram baseadas em caracteres fenotipicos,
mas nas ultimas décadas a maior influéncia se deu pela caracterizacdo molecular e
qguimiotaxonémica (SAMSON et al., 2014). Os avangos na gendmica contribuiram para
compreensdo dos estagios sexuais deste género, até entdo, desconhecidos (BENNETT, 2010).
Estes organismos se caracterizam pela producdo de esporos assexuais sobre estruturas
especializadas denomida “aspergillum” ou “cabeca aspergillar” (PETERSON, 2015). Tal
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estrutura consiste em uma haste (estipe) asseptada, que termina em uma vesicula sobre as
quais nascem as células conidiogénicas (fialides e métulas), que geram conideos com
pigmentacdo e formas diferentes (FASANELA, 2008). Para sua identificacdo, SAMSON et
al. (2014) reportam que devem ser observadas suas caracteristica especificas como: forma das
cabecas conidiais, presenga ou auséncia de metulas entre as vesiculas e fialides, cor,
dimensdo, textura e forma das estipes. Bem como presenca, tamanho, forma e arranjo de
estruturas especializadas na reproducdo, como, cleistotecio, ascos e ascosporos. Na Figural

encontra-se ilustrado aspecto morfoldgico do género Aspergillus.

Figura 1 - Aspecto microscopico de Aspergillus sp.

A. niger; Il. A. versicolor. a) estipe; b) vesicula; c) métula; d) fidlides e, ) conidios.
Fonte: GERFOR JUNIOR (2011).

O género Penicillium inclui fungos filamentosos anamorfos pertencente a familia
Trichocomaceae da ordem Eurotiales, classe dos eurotiomycetes e filo Ascomycota que
comporta atualmente 225 espécies (SAMSON; HOUBRAKEN, 2011; ROPARS et al., 2012;
VISAGIE et al., 2014). As especies deste @género possuem como caracteristicas
macroscopicas coldnias densas de crescimento rapido e coloragdo variada em tons de verde e,

as vezes, branca. Quanto ao aspecto microscopico, este grupo apresentam hifas septadas,
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conidios hialinos unicelulares ou em cadeias de formas variadas (globosos, elipsoidal,
cilindrico ou fusiforme), os quais sdo produzidos a partir de uma célula especializada
chamada de conidioforos ou fialides (VISAGIE et al., 2014). As fialides podem ser
produzidas individualmente ou em grupos de métulas ramificadas, dando a aparéncia de
pincel. O nome Penicillium é derivado da palavra penicillus que significa “pequena escova”.
Esse organismo foi citado pela primeira vez em 1809 pelo pesquisador Link, sendo criado,
somente em 1901, um sistema de classificacdo secundario para este género por Dierckx
(SAMSON; HOUBRAKEN, 2011, VISAGIE et al., 2014).

Os diferentes padrdes de ramificacbes dos conidioforos sdo tradicionalmente
utilizados na classificacdo de Penicillium. Na Figura 2, estdo apresentados alguns padrdes de
ramificacdes de acordo com Visagie et al., (2014). Na Figura 2A encontra-se um esquema dos
conidioforos simples (fialidessolitarios); na Figura 2B, estdo os conidioforos
monoverticilados, onde a parte terminal dos conidioforos é ligeiramente dilatada ou
vesiculada; na Figura 2C observam-se conidiéforos divergentes, que sdo descritos como
irregulares, por apresentar um padrdo de ramificacdo complexo com formacédo de numerosos
ramos subterminal. Nas Figuras 2D e 2E os conidiéforos séo biverticilados, pois possuem um
verticilo de trés ou mais métulas entre a extremidade da estipe. Nestes as fialides e as métulas
podem ser de comprimento igual ou desigual, podem variar no grau de divergéncia e
normalmente se apresentam mais ou menos cilindricos, mas podem também, ser ligeiramente
vesiculadas. Na Figura 2F, os conidiéforos sdo chamados de terverticilados, pois apresentam
diferentes niveis de ramificacOes entre as estipes e métulas. Muitas vezes os conididforos séo
apenas uma continuacdo do eixo, outras vezes, um ramo lateral ou ainda, um verdadeiro
espiral de trés ou mais ramos. Na Figura G, os conidioforos sdo quaterverticilados e séo
produzidos por apenas algumas espécies. Esse tipo possui um nivel extra de ramificacéo, além
do padrao terverticilado.
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Figura 2 - Padrdo de ramificacdo dos conididsforos observados em Penicillium.

Fialides
Metula

Ramos

}7Estilpe
[ J—

A) conidiéforos com fialides solitarias; B) conidiésforos monoverticilados; C) conidiésforos divaricatos; D) e E)

conidiésforos biverticilados, F) conidiésforos terverticilados e G) conididsforos quaterverticilados.

Fonte: VISAGIE et al., (2014).

O género Trichoderma pertence a ordem Hypocrales, familia Hypocraceaee filo
Ascomycota. Atualmente cerca de 200 espécies foram catalogadas para 0s géneros
Trichodermae e Hypocrea. Estes géneros foram tratados como sindnimos, onde a forma
sexual das espécies Trichoderma era classificada como Hypocrea. Atualmente tém sido
tratados como distintos, pois estudos recentes indicam a existéncia de formas sexuais para o
género Trichoderma, sendo este, agora, considerado um género holomorfo (JAKLITSCH,;
VOEGLMAYR, 2014; ZHU; ZHUANG, 2015;).

O Trichoderma é um fungo filamentoso, de vida livre, caracterizado pela
producdo de conideos formados a partir de células conidiogénicas, contidas ou ndo, em
estruturas especializadas, ou ainda, por fragmentacdo do talo micelial (MACHADO et al.,
2012). A identificacdo e caracterizacdo de Trichodermas sédo baseadas em observacGes
morfoldgicas, fenotipica, bioquimica e através de analises moleculares (YABUKI;
MIYAZAKI, OKUDA, 2015). Este género apresenta caracteristicas diversificadas que variam
de acordo com as espécies. Algumas espécies de Trichoderma como T. catoptron, T.
ceramicum, T. chromospermum e T. cremeum possuem coloragdo castanho avermelhado,
esporos verdes e peritécio imperceptivel. Outras como T. viride, T. tsugarense e T. rosulatum
sdo caracterizados pela presenca de conidios verdes com aspecto liso e formas variando de
ovoidal a elipsoidal (YABUKI; MIYAZAKI; OKUDA, 2015, JAKLITSCH; VOGLMAYR,
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2015; ZHU; ZHUANG, 2015;). Na Figura 3 encontra-se ilustrado aspecto morfoldgico de

algumas espécies de Trichoderma.

Figura 3 - Aspecto morfoldgico de algumas espécies de Trichoderma.

A) Estrutura ramificada de Trichoderma tsugarense; B e C). Trichoderma kunigamense e, D) conidios
elipsoidais de T. kunigamense
Fonte: YABUKI; KAZUHIRO; OKUDA (2014).

O género Acremonium inclui um dos mais estruturados géneros de todos os
fungos filamentosos anamorfos. Pertence ao filo Ascomycota e comporta atualmente cerca de
95 espécies (GRAFENHAN et al., 2011; SUMMERBELL et al., 2011). Guarro (2012)
menciona que a taxonomia deste género € muito complexo, confusa, e claramente polifilético,
agrupando espécies pertencentes a diferentes familias e ordens. A maioria das espécies deste
género pertence a ordem Hypocreales, porém um pequeno grupo de espécies, como A.
chaetomioidea pertence a ordem Sordariales e A. furcatum, pertence a uma ordem de
identidade ainda incerta (SUMMERBELL et al., 2011).

Morfologicamente consistem de hifas hialinas septadas, dando origem a finas e
longas fialides produzidas individualmente ou em pequenos grupos. Os conidios séo
relativamente grandes, ovalados, possuem hilo e podem ter apice truncado. Tendem a ser
unicelulares e sdo produzidos em uma cabega mucoide, ou formando cadeias ndo conectadas.
Os conidios podem ser hialinos ou pigmentados (GRAFENHAN et al., 2011; KIYUANA et
al., 2011; SUMMERBELL et al., 2011). Na Figura 4 encontra-se ilustrado aspecto
morfoldgico de algumas espécies de Acremonium.
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Figura 4 - Espécies de Acremonium.
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a) A. strictum; b) A. conophialum; c) A. chrysogenum; d) A. crotocinigenum; e) A. fusidioides e f) A. recifei
Fonte: ONIUNS; BRADY (1987).

O género Fusarium pertence ao filo Ascomycota e agrupa espécies de fungos
filamentosos anamarficos da ordem Hipocreales (HERMANN et al., 2014). Gréafenham et al.
(2011) reportam que a descricdo do género Fusarium se torna complexa em funcdo da
existéncia de 22 nomes genéricos que sao considerados sinbnimos.

As col6nias deste grupo sdo geralmente de crescimento rapido, com presenca ou
ndo de hifas aéreas e aspecto opaco, brilhante ou colorido. Espécies de Fusarium produzem
macro e microconidios que variam na forma de acordo com as espécies. Os macroconidios
podem ser hialinos uni ou multicelular, aéreos, com formas variadas, como fusiformes
(formato de uma foice) e cilindricos, e geralmente com uma célula apical alongada. Os
microconidios podem ser hialinos e se apresentar, sem ou com um ou dois septos unicelulares
nas formas piriforme, fusiforme a ovoides, retos ou curvos. Outras estruturas como
clamidoconidio pode ou ndo estar presente em espécies de Fusarium (HARROWS et al.,
2010; GRAFENHAM et al., 2011; SECOR et al., 2014). Na Figura 5 encontra-se ilustrado o

aspecto morfoldgico de espécies de Fusarium.
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Figura 5 - Aspectos morfolégicos de alguns géneros de Fusarium.

10 pm

a) F. dimerum; b) F. solani; c) F. oxisporum.

Fonte: Centre de Recherche Sur La Conservation des Collections-CRCC (2015).

Os géneros Mucor e Absidia sdo fungos filamentosos pertencentes a familia
Mucoraceae, da ordem Mucolares. Em funcdo das evidéncias de andlises moleculares a
classificacdo tradicional, as espécies do género Zygomycota nos ultimos anos tém passado por
uma revisdao (HERMET et al., 2012). Varios autores reportam que tem sido feita uma nova
distribuicdo em um novo Filo e quatro subfilos. De acordo com a classificacdo atual estes
géneros pertencem ao filo Glomeromycota e distribuidos nos subfilos: Mucoromycotina,
Entomophthoromycotina, Zoopagomycotina e Kickxellomycotina (RICHARDSON, 2009;
STAJICH et al., 2009; BLACKWELL, 2011; HERMET et al., 2012).

Geralmente as espécies destes géneros apresentam colénias com hifas hialinas de
crescimento rapido (HERMET et al., 2012; RICHARDSON, 2009). Os esporos assexuais
incluem clamidoconidios, conidios e esporangiosporos contidos em uma estrutura
denominada esporangios, os quais sdo suportados em esporangidforos simples ou ramificados.
Hoffmann et al. (2007) citam que a identificacdo dos géneros deste filo é baseada
principalmente na morfologia dos esporangios, sendo observadas, sobretudo, disposi¢do e
numero de esporangidsporos, forma, cor, presenca ou auséncia de columelas e apéfises, bem
como a presenca ou auséncia de rizoides. O género Mucor pode ser diferenciado dos géneros

de Absidias, Rhizomucor e Rhizopus pela presenca do colarete e auséncia de rizoides e estoldo
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(HOFFMANN, DISCHER E VOIGT, 2007). No género Absidia os rizoides estdo distribuidos
de forma irregular, diferente do género Rhizopus, que apresenta rizoides inseridos na base do
esporangioforo. Outra caracteristica que distinguem os géneros Rhizopus e Absidia esta
relacionada a forma do esporangio, que nesta Ultima se apresenta piriforme e apofisada com
parede deliquescente (HOFFMANN, 2010). Na Figura 6 encontra-se ilustrado aspecto

morfoldgico de algumas espécies de Mucor, Absidia e Rhizopus.

Figura 6 - Aspecto morfoldgico dos géneros Mucor, Absidia e Rhizopus.

A) colarete em Mucor sp.; B) auséncia de colarete em Absidia sp e C) rizoides de Rhizopus sp.
Fonte: GERFOR JUNIOR (2011).

3.3 Hidrolases Holoceluloliticas

Enzimas sdo moléculas que possuem um extraordinario poder catalitico, alto grau de
especificidade para com seus substratos e aceleram as reagdes quimicas sem afetar o
equilibrio quimico (LEHNINGER, 2006). Tais moléculas, segundo a Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular - ITUBMB (2015), sdo classificadas de acordo com as
reagbes que catalisam, em oxidorredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e
ligases.

Vérias enzimas estdo envolvidas em processos de degradacdo de compostos
lignocelulosicos, dentre estas estdo lacase, manganés peroxidase, lignina peroxidase, pectina
metil esterase, pectatoliase, poligalacturonase, pectina liase ramnogalacturona, acido ferulico

esterase, a-galactosidase, acido p-cumarico esterase, endomannanases e 3-manosidase. Além
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destas, tém aquelas envolvidas diretamente na bioconversdo de celulose, tais como as
celulases (exo-1,4-p glucanases, endo-1,4-glucanases e B-glucosidase) e de hemicelulose
(xilanases, endo-xilanases, a-glucurosidases, a-L-arabinofuranosidases, acetil xilano esterases
e B-xilosidases) (VAN DYK; PLETSCHKE, 2012; KHELIL; CHEBA, 2014).

Neste contexto sera dada énfase as enzimas celulases e hemicelulases por serem

alvos da presente pesquisa.

3.3.1 Enzimas celuloliticas

As celulases sdo um grupo de enzimas que sdo constituidas por um conjunto de
hidrolases glicosidicas, que envolvem trés tipos de enzimas: as endo-1,4 B-glucanases (EG I,
EG I, EG Il EEG IV; EC. 3.2.1.4); as ex0-1,4 -glucanases ou celobiohidrolases ou ainda as
exoglucanases (CBH I, CBH II; EC e CBH II; EC 3.2.1.91) e as 1,4-B-glucosidases (BG | e
BG IlI; EC 3.2.1.21). A enzima 1,4-B-glucosidase ndo é considerada uma celulase legitima por
degradar substratos soltveis (DILLON; PIETRO, 2004; ZHANG et al., 2007).

As enzimas celuloliticas constituem um complexo capaz de atuar sinergicamente
sobre materiais celulésicos, promovendo sua hidrélise (ARANTES; SADDLER, 2010), pois
guando atuam em conjunto apresentam um rendimento melhor do que a soma dos
rendimentos individuais (CASTRO; PEREIRA Jr., 2010). S&o conhecidas trés formas de
sinergia entre as celulases (FIG 7): a) sinergia EnG-ExG: a endoglucanase, atuando nas
regides amorfas da fibra celul6sica, disponibiliza terminais redutores e ndo redutores para
atuacdo de CBH | e CBH Il, respectivamente; b) sinergia EXG-ExG: as CBH | e CBH I
atuam simultaneamente na hidrdlise dos terminais redutores e ndo redutores liberados por
acdo da endoglucanase; c) sinergias ExG-BG e ENnG-BG: a celobiohidrolase e a
endoglucanase liberam celobiose e oligossacarideos, respectivamente, que sao substratos para
a PB-glucosidase. A acdo hidrolitica das celulases sobre a celulose libera monossacarideos
interessantes tanto para producdo de bioetanol de segunda geracdo, como para producdo de
alguns produtos quimicos que sdo potenciais substitutos para derivados de petrdleo
(BOZELL,; PETERSEN, 2010).



38

Figura 7 - Esquema representativo da acdo das enzimas do complexo celuloliticos na

hidrolise da fibra celuldsica

N Celobiohidrolase
‘f Celobiohidrolase I1

O B-glicosidase
‘_j.Endoglucanasease

o O Glicose sem poder redutor

. Glicose com poder redutor

Fonte: Adaptado de CASTRO E PEREIRA JR. (2010).

3.3.1.1 Endoglucanases

A Endoglucanase (EC 3.2.1.4) possui como nome sistematico, segundo a IUBMB
— International Union of Biochemistry and Molecular Biology, 1,4-p-D-glucana-4-glucano-
hidrolase. Estas enzimas sdo responsaveis por iniciar a hidrolise da celulose, a qual ocorre
randomicamente nas regides internas da estrutura amorfa da fibra celuldsica. Neste processo
sdo liberados oligossacarideos de diversos graus de polimerizacao (GP) e, consequentemente,
novos terminais, sendo um redutor (quando a glicose possui uma hidroxila heterosidica livre)
e um ndo redutor (quando a hidroxila heterosidica da molécula da extremidade participa de
ligagdo com a glicose adjacente) (LYND et al., 2002). Estas enzimas, portanto, sdo
fundamentais para a rapida solubilizacdo do polimero celuldsico, devido a sua fragmentagédo
em oligossacarideos (ZHANG; LYND, 2004) que sdo substratos para atuacdo das Exo-1,4-
glucanases (IBARRA; KOPCKE; EK, 2010).

3.3.1.2 Exoglucanases

As exoglucanases (ExG) sdo constituidas pelas celobiohidrolases (CBH) e
glucanohidrolases (GH) (CASTRO; PEREIRA Jr., 2010). A GH (EC 3.2.1.74), também sao
denominadas de 1,4-B-D-glucana-glucano-hidrolases e possuem elevada importancia na

estratégia de hidrolise da fibra celul6sica, pois sdo capazes de liberar glicose diretamente do
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polimero (LYND et al., 2002;CASTRO; PEREIRA Jr., 2010). A CBH (EC 3.2.1.91),
denominada de 1,4-B-D-glucana-celobiohidrolase se divide em dois tipos: CBH I, que
hidrolisa terminais redutores (R) e a CBH Il, que hidrolisa terminais ndo redutores (NR)
(LYND et al., 2002). Neste processo ocorre liberagdo de unidades de celobiose e celotriose
que consistem em moléculas com duas ou trés unidades de glicose, respectivamente
(MAHMOOD et al., 2013). De acordo com Castro e Pereira Jr. (2010) essas enzimas
geralmente sofrem inibicdo pelo produto de hidrolise (celobiose). Essas enzimas participam
da hidrolise primaria da fibra, sendo ainda, responsaveis pela ruptura fisica do substrato que
promove 0 aumento da taxa de hidrdlise da celulose por tornar as regides cristalinas mais
expostas as celulases (ZHANG; LYND, 2004).

3.3.1.3 p-Glucosidase

As B-glucosidases ou B-D-glucosideo gluco-hidrolase (EC 3.2.1.21) sdo enzimas
que tem a propriedade de hidrolisar celobiose e oligossacarideos soltveis, em glicose. Assim
como a CBH, estas enzimas, também podem sofrer inibicdo por seu produto de hidrdlise
(LYND et al., 2002). A deficiéncia desta enzima diminui a taxa de hidrolise resultando no
acumulo de celobiose e outros acucares (JAVED et al., 2011; ALFTREN; HOBLEY, 2013).
A funcdo da P-glucosidase, portanto, ndo é s6 hidrolisar celobiose a glicose, mas, também,
reduzir a inibicdo da celobiose, resultando em um eficiente funcionamento da endo-
glucanases e exo-glucanases (JAVED et al., 2016).

Segundo Juha’sz et al. (2005) e Zhang; Lynd (2004), o processo de liberacdo da
enzima PB-glucosidase (BG) por micro-organismos €é altamente dependente do meio de cultivo,
sendo que em pH alto sua producdo pode ser aumentada. De acordo com Ghose (1987) a
atividade desta enzima pode ser determinada usando celobiose, uma vez que esta ndo é
hidrolisada por endoglucanases e exoglucanases.

A alta concentracdo de glicose obtida nos processos de hidrolise celulolitica da
biomassa ¢ uma tarefa desafiadora devido & baixa concentracdo de PB-glucosidase em

microrganismos naturais (JAVED et al., 2016).

3.3.2 Enzimas hemiceluloliticas

As hemicelulases sdo glicosidases responsaveis pela hidrolise da xilana a

mondmeros de xilose, mannose, glicose, galactose, arabinose, pequenas quantidades de
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ramnose, acido glicurbnico, 4&cido metil glicurbnico e &cido galacturdnico
(KHANDEPARKER; NUMAN, 2008). Dentro do grupo das hemicelulases, as xilanases
microbianas (1,4-B-D-xilana xilanohidrolases) séo os catalisadores preferidos pelas industrias
para a hidrolise da xilana. Essa preferéncia se da devido a sua alta especificidade, baixa perda
de substrato e baixa geracdo de residuos (MICHELIN et al., 2008).

A heterogeneidade e complexidade da xilana requer uma variedade de enzimas
que atuem de forma cooperativa, para promover a sua completa hidrélise. Dentre estas
enzimas, tem-se: endo-f-1,4-xilanases (EC 3.2.1.8), B-xilosidase (xilana-1,4-B-xilosidase, EC
3.2.1.37), a-glucuronidase (a-glucusiduronase, EC. 3.2.1.55), acetilxilano esterase (EC
3.1.1.72) alpha-arabinofuranosidase (o-L-arabinofuranosidases - EC 3.2.1.55). Deste
complexo as endo-xilanase e B-xilosidases sdo as principais enzimas responsaveis pela
hidrélise da xilana (JUTURU e WU, 2014).

3.3.2.1 Xilanases

A xilanase (EC 3.2.1.8) € a principal enzima do complexo das hemicelulases,
cujos produtos de sua acdo sdo xilo-oligossacarideos, que uma vez degradados originam a
xilotrioses e xilobioses (WONG; TAN; SADDLER, 1988; GIRIO et al., 2010). Dentre as
enzimas deste complexo, as endo-p-1,4-xilanases e P-xilosidases sdo importantes para a
degradacdo da xilana. Estas enzimas pertencem a classe de glicosideo hidrolases (GH),
classificadas em familias. As quais sdo agrupadas em clds (JUTURU; WU, 2012). As exo-
xilanases (exo-1,4-B-xilanase, EC 3.2.1.37), também pertencem a classe de enzimas GH e
possuem atuacdo importante na despolimerizacdo da xilana, no entanto seus estudos séo
incipientes (JUTURU; WU, 2014).

As xilanases sdo responsaveis pela hidrolise das moléculas de xilanas, o qual
acontece por meio do mecanismo de acdo das endo-xilanases e exo-xilanases (POLIZELI et
al., 2005), Figura 8. As endo-xilanases agem na cadeia principal de homopolimeros B 1,4-D-
xilopiranose produzindo xilo-oligossacarideos, os quais sdo convertidos a xilose pela acdo das
B-xilosidases (AHMED; RIAZ; JAMIL, 2009; KNOB; TERRASAN; CARMONA, 2010;
PAES; BERRIN; BEAUGRAND, 2012). Em contrapartida, as exo-1,4-B-xilanases degradam
pequenos oligossacarideos liberando xilose (DELCHEVA; DOBREV; PISHTIYSKI, 2008).
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Figura 8 - Estrutura da molécula de xilana e acdo das enzimas xilanoliticas (endo-xilanases,

exo-xilanases e B-xilanases).
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Fonte: GOMES (2007).

3.3.3 Aplicacdo e uso de enzimas holoceluloliticas para producdo de bioetanol de
segunda geracao

A producdo de celulases e hemicelulases tém sido amplamente estudadas nos
ualtimos anos devido as suas varias aplicacdes industriais, tais como producdo de cerveja e
vinhos, clarificacdo de suco, na industria téxtil, na alimentacdo animal e branqueamento da
polpa de papel (FARINAS, 2011; MAHMOOQOD et al., 2013). Outra importante aplicagéo diz
respeito a sua utilizagdo como biocatalisadores na liberagdo de agucares, dos quais a glicose é
0 que desperta maior interesse industrial, devido a possibilidade de sua conversdo em etanol
(CASTRO; PEREIRA Jr., 2010).

Nos ultimos anos a aplicacéo das enzimas do complexo celulolitico e xilanolitico
tem sido um dos mais emergentes procedimentos utilizados nos processos de hidrélise de
biomassas lignocelulosica. Pois estas biomassas contém quantidades expressivas de celulose e
hemiceluloses, que podem ser totalmente convertida, por acdo enzimatica, respectivamente,
em glicose e xilose. No processo de hidrolise, as hemicelulases, possuem papel fundamental,
pois aumentam a eficiéncia das celulases na hidrélise desta biomassa, uma vez que atuam na
desestruturacdo do entrelacamento entre hemicelulose e celulose presente na parede celular
(FARINAS, 2011; CASTRO e PEREIRA JR., 2010).
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O aproveitamento total e integrado da biomassa lignocelulésica de modo a
agregar valor a mesma torna-se uma fonte rentavel, alem de reduzir significativamente a
competicdo com as culturas alimentares (CASTRO; PEREIRA Jr., 2010; ROSA; GARCIA,
2009).

As matérias-primas lignoceluldsicas sdo formadas basicamente de materiais
fibrosos de matrizes complexas constituidas por trés principais fracdes de polimeros: celulose,
hemicelulose e lignina, unidas entre si por ligagdes covalentes formando uma rede complexa
resistente a ataques microbianos (CASTRO; PEREIRA Jr., 2010). Destas fracdes a celulose é
considerada como o principal componente, sendo estas constituidas por um polimero linear
formado de unidades de glicose unidas por ligagdes glicosidica do tipo B-D (1-4) sendo o
polissacarideo natural de maior ocorréncia na natureza (FIG. 9). As cadeias de celulose
agregam-se formando fibrilas e apresentam ligacGes de hidrogénio, o que resulta em uma
estrutura cristalina altamente ordenada conhecida como regides amorfas (DING; HIMMEL,
2006). Esta formacdo confere maior resisténcia a tensdo tornando a celulose insoluvel em
agua e em um grande numero de outros solventes (BASSO; GALO; BASSO, 2010; SANTOS
etal., 2012).

Figura 9 - Representacao esquematica da molécula de celulose.
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Fonte: SANTOS et al. ( 2012).

A segunda fracdo mais abundante da biomassa lignocelulosica é a lignina, a qual
consiste em um heteropolimero amorfo constituido por trés diferentes unidades de
fenilpropanos: &lcool p-cumarilico, alcool coferilico e alcool sinapilico (FIG. 10). Esse
heteropolimero tem como funcdo aumentar a resisténcia da estrutura da parede celular a
ataques quimicos e enzimaticos (YANG et al., 2002) e aumentar a eficiéncia da conducéo de
agua em plantas vasculares (SINDHU; BINOD; PANDEY, 2016).

A lignina, por apresentar natureza fendlica, ndo pode ser diretamente convertida
em etanol (LARSEN et al., 2008). Sendo assim a necessidade de novas tecnologias que

possam decompor este polimero de forma prética e eficiente, além de baixo custo. Alguns
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fungos, bactérias e insetos sdo capazes de produzir enzimas como as peroxidases de lignina e
lacases, que sdo capazes de digerir a lignina (SINDHU; BINOD; PANDEY, 2016).

Figura 10 - Representacdo esquematica da molécula de celulose.
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Fonte: SANTOS et al. (2012).

A hemicelulose (FIG. 11), considerada a terceira dentre as principais fracfes de
materiais lignocelulolésicos, apresenta natureza heteropolissacaridica ramificada compostas
por D-glucose, D-galactose, D-manose, D-xilose, L-arabinose, acido D-glucurénico, acido 4-
O-metil-glucurénico e radicais acetila. Este polimero atua como um elo quimico entre a
celulose e a lignina (RAMOS, 2003; PAES; BERRIN; BEAUGRAND, 2011) e sua estrutura,
composigdo e localizagdo variam de acordo com o0s géneros de plantas (VIIKARI,
VEHMAANPERA; KOIVULA, 2012).

Nas hemiceluloses uma das por¢des mais abundante sdo as xilanas, as quais sdo
constituidas por heteropolissacarideos formados por unidades de B-D-xilopiranose unidas
através de ligagdes do tipo B-1,4 e, ocasionalmente, por ligagoes do tipo p-1,3 (SAHA, 2005).
A bioconversdo deste heteropolissacarideo em agucares, como a xilose, é essencial para o
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processo de conversdo de biomassa em energia renovavel (JUTURU et al., 2012; JUTURU
2014; DODD; CANN, 2009). Papon et al. (2014) reportam que em hidrolisados de
hemicelulose, a xilose € o aglcar mais abundante, e que sua bioconversdo em etanol se

constitui em uma valorosa fonte alternativa de combustivel.

Figura 11 - Representacdo esquematica da molécula de hemicelulose.
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Fonte: SANTOS et al. (2012).

O Brasil possui um interessante potencial para a producdo de etanol de segunda
geracdo, pois ostenta uma abundancia de residuos agroindustriais e florestais que sdo fontes
ricas em celulose e hemicelulose. No cenario nacional de energia renovavel hd um especial
interesse na diversidade microbiana, no que diz respeito a identificacdo de novos organismos
produtores de enzimas de interesse industrial Neste contexto a busca por novas linhagens
microbianas produtoras de enzimas que degradam celulose e hemicelulose é imprescindivel

no aproveitamento desta biomassa.
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4. METODOLOGIA

O desenvolvimento do presente estudo se deu através da aquisicdo da matéria-
prima no campo e experimentos laboratoriais, realizados em etapas de isolamento,
identificacdo, selecdo e averiguacdo do potencial enzimatico de micro-organismos isolados da
biomassa lignoceluldsica. As etapas de desenvolvimento deste trabalho poderdo ser

visualizadas no fluxograma da Figura 12.

Figura 12 - Fluxograma demonstrando as etapas de isolamento, identificacédo, selecdo e
investigacdo do potencial enzimatico a partir de micro-organismos naturalmente ocorrentes

em biomassas lignoceluldsicas.
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4.1. Aquisicao e isolamento de micro-organismos degradadores de celulose

A microbiota estudada foi isolada a partir de diferentes amostras de frutos, cascas
e sementes de angiospermas e gimnospermas em estado parcial de decomposicdo. As
biomassas coletadas foram: coco Indaid (Attalea dubia), semente de mafumeira (Ceiba
pentandra), fruto de mafumeira (Ceiba pentandra), estrobilo de araucaria (Araucariasp.),
casca do tronco de acerola (Malpighia emarginata), casca de eucalipto (Eucalyptus sp.) e
fruto da pitangueira (Eugenia uniflora), todas procedentes da Regido do Vale do
Jequitinhonha-MG (FIG 13). As biomassas coletadas para fins de isolamento foram
transportados para o Laboratério de Bioprocessos e Biotransformacdo — LabBBio da
Universidade Federal dos Vales Jequitinhonha e Mucuri — UFVJM/Diamantina-MG, onde

foram realizados os procedimentos experimentais.

Figura 13 - Biomassas lignocelul6sicas utilizadas como fonte de isolamento dos micro-

organismos estudados.

T

a) coco Indaid (Attalea dubia), b) semente e fruto de mafumeira (Ceiba pentandra), c) estrébilo de araucéria
(Araucaria sp.), d) casca do tronco de acerola (Malpighiaemarginata), €) casca de eucalipto (Eucalyptus sp.), f)
fruto triturado da pitangueira (Eugenia uniflora).

Fonte: o autor
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O isolamento foi realizado a partir de trés gramas de amostra (biomassa)
depositados em 50 mL de agua destilada estéril, e submetidos a homogeneiza¢do em agitador
orbital a 150 rpm por 30 minutos. Apos esta etapa as amostras foram filtradas com auxilio de
gaze estéril e o filtrado submetido a diluicBes sucessivas até 10°. A partir das diluictes
procedeu-se a semeadura empregando a técnica de spread-plate em meio agar Manachini
(MANACHINI; FORTINA; PARINI, 1987) adicionado de carboximetilcelulose (CMC) como
Unica fonte de carbono e, com pH ajustado para 5,0, conforme apresentado na Tabela 2. As
culturas foram incubadas a 28 °C por até 15 dias, com monitoramento diario para fins de
isolamento das col6nias crescidas.

A solucdo de Manachini (MANACHINI et al., 1987) foi preparada a partir da
mistura dos componentes descritos na Tabela 2, com pH ajustado para 5,0, seguido de

esterilizagdo em autoclave a 120°C por 15 minutos, a 1 atm.

Tabela 2 - Componentes quimicos utilizados no preparo do meio de cultivo (meio de

Manachini) para o isolamento dos micro-organismos estudados.

Componentes Quantidade
KH,PO, 2,090

(N H4)2804 1,0 g
MgSQO,. 7H,0 0,1g
Na,HPO,.2H,0 094¢
CMC 10,0 g
Agar 15,0 g
Agua destilada 1000 M

KH,PO,= Fosfato de potassio Monobasico; (NH,),SO,= Sulfato de aménio;
MgS0O,.7H,O = Sulfato de magnésio hepta hidratado; Na,HPO4.2H,0 =
Fosfato de s6dio di-hidratado; CMC= carboximetilcelulose.

As colbnias crescidas foram coletadas e isoladas no meio agar Manachini. Apds
crescimento e confirmacdo da pureza, pela auséncia de micro-organismos indesejaveis, as
colbnias filamentosas isoladas foram conservados pela técnica de blocos de agar em agua
destilada estéril (CASTELLANI, 1963) e mantidos sob-refrigeracdo a 4 + 1°C. As col6nias de
aspectos cremosos foram conservadas em glicerol a 10% e mantidas sob congelamento a -18
+ 1°C para futuros estudos (SILVA; COSTA; RECHE, 2008). Os isolados foram codificados
recebendo uma letra, escolhida aleatoriamente, seguida de um ndmero associado a biomassa
vegetal e a ordem de isolamento (TAB. 3), tendo como exemplo, M.1.1.1. (coldnia isolada do

coco indaid, proveniente da 1° diluicdo (10™) e representa a |2 coldnia isolada).
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Tabela 3 - Sistema utilizado para codificar os micro-organismos isolados de biomassas

lignocelulosicas.

Letra Amostra Diluicéo Colonia isolada
(1° nimero) (2° nimero) (3° nimero)
1 — Casca do Coco Indaia 1 1 — 12 col6nia isolada
2 — Semente Mafumeira 2 2 — 22 colbnia isolada
3 — Fruto Mafumeira 3 3 — 32 colbnia isolada
4 — Estrobilo de Araucaria 4 4 — 42 colbnia isolada
M 5 — Pitanga 5 5 — 52 colbnia isolada
6 — Casca do tronco Acerola 6 6 — 62 colbnia isolada
7 — Casca do tronco do 7 — 72 colbnia isolada
Eucalipto 8 — 82 colonia isolada

9 — %2 colb6nia isolada

4.2. ldentificacéo dos fungos filamentosos em nivel de género

A microbiota proveniente das biomassas lignocelulésicas foi identificada quanto
ao tipo de microrganismo presente, se bactérias ou fungos filamentosos ou leveduriformes,
através de andlises morfologicas. Os fungos filamentosos isolados foram avaliados quanto ao
potencial para producdo de enzimas holoceluloliticas. Os isolados que apresentaram
resultados relevantes quanto a atividade enzimatica foram submetidos a identificacdo em nivel
de género.

A identificacdo foi realizada por meio de estudos morfolégicos, macro e

microscopicos, utilizando como base a literatura cientifica e/ou chaves de identificacéo.

4.2.1. Identificagdo macroscopica

Os estudos macroscépicos foram realizados a partir dos primeiros cultivos das
coldnias em meio de cultura especificos para identificacdo de fungos filamentosos citados em
varios estudos. Neste sentido os meios recomendados foram: batata-dextrose agar — PDA
(marca Difco), Czapek extrato de levedura - CYA (K;HPO,4 0,1%, NaNO3; 0,3%, MgSQO,
7H,0 0,5%, KCI 0,5%, FeSO4 7H,0 0,01%, sacarose 20%, extrato de levedura 0,5% e agar
1,5%); agar aveia — AO (farinha de aveia 3,0% e agar 1,5 %), e agar extrato de malte — MEA
(extrato de malte 2,0%, glicose 0,20%, peptona 0,1% e agar 2,0%). Para tanto, foram
observados, 0s seguintes aspectos: cor, textura, pigmentacdo do verso e anverso, forma da
coldnia, além da velocidade de crescimento pela medida do diametro da col6nia, incubada a

28°C por até sete dias ou total crescimento na placa de Petri. As analises microscopicas foram
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realizadas por meio da técnica de micro cultivo (RIDDELL, 1950) e I&aminas a fresco coradas
com azul de metileno. Os micro-organismos foram observados utilizando lentes objetivas de
40x e 100x em microscépio Bioval e Bel Photonic. As imagens foram capturadas com camara

digital Canon Bel Photonic de 5,0 Mpixel.

4.3. Avaliacao de producéo de enzimas holoceluloliticas por fungos filamentosos

Com intuito de selecionar apenas micro-organismos eximios produtores de
enzimas holoceluloliticas (celulases e xilanases), as linhagens isoladas foram avaliadas quanto
ao seu potencial de producéo conforme descrito a seguir.

Somente os isolados identificados como fungos filamentosos foram submetidos
aos processos de fermentacdo submersa para avaliagdo da producdo das enzimas
carboximetilcelulases (CMCases), FPases, B-glucosidases e xilanases. Para tanto, os isolados
fungicos foram inoculados, com alca de platina calibrada 10 pL, em meio liquido Manachini
conforme descrito na Tabela 4. O meio foi preparado utilizando CMC como unica fonte de
carbono e o in6culo incubado sob agitacdo a 150 rpm, incubado a 28°C.

Apo6s a inoculacdo, a cada 24 horas foi coletado 1mL do meio reacional para
averiguacdo das atividades enzimaticas. A aliquota coletada foi submetida a centrifugacédo a
15.338,969 (centrifuga marca MPW-350R) sob refrigeracdo a 4°C, por 5 minutos. Durante as

analises as amostras foram mantidas em banho de gelo.

Tabela 4 - Composicdo quimica da solugdo de Manachini, pH 5,0, tendo carboximetilcelulose

como substrato.

Componentes Quantidade ()
KH,PO, 2,0
(NH,4)2SO, 1,0
MgSO4 7H20 O,l
Na,HPO,.2H,0 0,9
CMC 10,0

H,O destilada 1000 mL

KH,PO,=Fosfato de potassio Monobasico; (NH,),SO,=Sulfato de ambnio;
MgS0O,.7H,O =Sulfato de magnésio hepta hidratado; Na,HPO,.2H,0=
Fosfato de sodio dibasico; CMC= carboximetilcelulose.

As determinacfes das atividades enzimaticas foram realizadas com base nos
métodos descritos por Ghose (1987); Wood e Bhat (1988); Bailey et al. (1992). Os métodos

foram adaptados para ensaio em microplacas de 96 pocos com fundo plano e transparente a
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luz visivel. As leituras espectrofotométricas foram realizadas em leitor de microplacas (ASYS
UVM 340) nos comprimentos de onda especificos para cada ensaio de atividade.

O ensaio para carboximetilcelulase (CMCase) foi realizado com volumes de
suspensdo do extrato enzimatico variando de 10 a 40 pL avolumado para 50 puL com tampéo
acetato 100 mmol L*, pH 5,0. Esta amostra foi acrescida de 50 pL do substrato
carboximetilcelulose (CMC) 1% diluido em tampéo acetato 100 mmol L™, pH 5,0, perfazendo
um volume final de 100 pL. O meio reacional contido nas microplacas foi incubado por 30
minutos a 50°C em estufa. A determinacdo dos agucares redutores provenientes da hidrolise
enzimaética foi realizada pelo método do DNS (MILLER, 1959) pela adi¢do de 150 pL do
reagente acido dinitrosalisilico (DNS) aos po¢os. A seguir, 0 ensaio foi incubado por cinco
minutos em banho de agua fervente, seguido de resfriamento em banho de gelo, e leitura
espectrofotométrica a 540 nm em leitor de microplacas.

A atividade FPasica (celulases totais) foi determinada utilizando tiras de papel
filtro N°1 (2,0 x 0,5 cm) como substrato, sendo estas depositadas sobre a parede dos pogos
das microplacas. Os volumes de extrato enzimatico e tampao acetato foram 0s mesmos
utilizados no ensaio para determinacdo de CMCase. Sendo a incubacdo realizada por 60
minutos de a 50° C. A determinacgdo dos aglcares também foi realizada pelo método do DNS
(MILLER, 1959) conforme ja descrito e com leitura a 540 nm em leitor de microplacas.

A atividade B-glucosidasica foi determinada adicionando os mesmos volumes de
extrato enziméticos utilizados para dosagens anteriores. Ao extrato enzimatico foram
adicionados, como substrato, 50 pL de solucdo de celobiose a 1% diluido em tamp&o acetato
50 mmol L, pH 5,0. Transcorridos 30 minutos de incubacdo a 50° C, procedeu-se incubagéo
em banho de agua fervente por 1 minuto, seguido de resfriamento em gelo. Em seguida foi
realizada a quantificacdo do teor de glicose pelo método enzimatico-colorimétrico GOD-POD
com adicdo de 200 pL do reagente comercial (Glicose PAP marca LABTEST). O ensaio foi
submetido de incubacdo por 10 minutos em banho-maria a 37°C. A quantificacéo foi realizada
por espectrofotometria com leitura a 510 nm em leitor de microplaca.

A quantificacdo da atividade xilandsica seguiu o mesmo procedimento
metodoldgico proposto para CMCase. Porém, os volumes dos meios fermentados variaram
entre 5 e 35uL e uma solucdo de xilana de bétula a 3% foi usada como substrato. O tempo de
incubacdo do ensaio foi de cinco minutos. Os produtos da reacdo foram quantificados pelo
método do DNS como ja descrito.

Os ensaios enziméticos foram acompanhados de um branco preparado nas

mesmas condicdes descritas para cada ensaio, substituindo-se o extrato enzimatico por
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tampdo acetato. A curva analitica foi preparada utilizando glicose como padrdo nas
concentracdes de 0 a 1 mg mLpara as enzimas CMCase, FPase e B-glicosidase e, xilose para
a enzima xilanase, na mesma concentragdo ja descrita, 0 a 1 mg mL™. Os resultados foram
expressos como uma unidade de atividade enzimética (U) definida como a quantidade de
meio fermentado, livre de particulas, necessaria para produzir a liberacdo de 1pumol de agucar

redutor, expresso em glicose, por minuto nas condi¢des do ensaio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Isolamento

No presente estudo, foram obtidos 112 isolados sendo destes, 68 linhagens
filamentosas, 02 leveriduriformes e 42 bactérias (Tabela 5). Dos fungos filamentosos 30,88%
foram isolados de casca de eucalipto (Eucalyptus sp.), seguidos de 27,94% isolados do coco
indaid (Attalea geraensis) e 26,47% isolados da casca do tronco de acerola (Malpighia
emarginata). O maior nimero de bactérias isoladas foi procedente de semente de mafumeira
(Ceiba pentandra) (23,80%) e do coco indaia (21,42%). Em relacéo as leveduras, as linhagens
isoladas, representaram apenas 1,78% do total de micro-organismos isolados, foram
provenientes dos frutos da pitangueira triturados (Eugenia uniflora). Na Tabela 6 encontram-

se relacionados os organismos isolados com seus respectivos codigos e origens.

Tabela 5 - Quantidade de isolados a partir de diferentes biomassas lignocelul6sicas em meio

sintético de Manachini utilizando carboximetilcelulose (CMC) como Unica fonte de carbono.

Quantidade (n°)
Biomassas Lignocelulosicas Bactérias Fungos Leveduras Total de
Filamentosos Isolados
Coco Indaia 09 19 AC 28
(Attalea geraensis)
Semente de mafumeira 10 01 AC 11
(Ceiba pentandra)
Fruto de mafumeira 05 AC AC 05
(Ceiba pentandra)
Estrobilo de araucaria 07 08 AC 15
(Araucariasp.)
Casca do tronco de acerola 03 17 AC 20
(Malpighia emarginata)
Casca da madeira de eucalipto 05 21 AC 26
(Eucalyptus sp.)
Fruto da Pitangueira 03 02 02 07
(Eugenia uniflora)
Total de Isolados 42 68 02 112

AC - Auséncia de crescimento
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Tabela 6 - Tipo e origem dos microrganismos isolados a partir de diferentes biomassas lignocelul6sicas. (a) casca do coco indaia; (b) semente de

mafumeira; (c) fruto de mafumeira; (d) estrébilo de araucaria; (e) casca do tronco de acerola; (f) casca de eucalipto e (g) casca da pitangueira.

. Tipo de . Tipo de . Tipo de
Linhagens Microrganismo/Origem Linhagens Microrganismo/Origem Linhagens Microrganismo/origem
MO02 Fungo filamentoso® M62 Fungo filamentoso® M128 Fungo filamentoso
MO03 Fungo filamentoso * M64 Bactéria® M129 Fungo filamentoso ®

MO04 Fungo filamentoso ? M66 Bactéria® M131 Bactéria®

MO05 Bactéria® M67 Bactéria® M133 Fungo filamentoso
MO06 Fungo filamentoso ® M71 Bactéria® M135 Fungo filamentoso ®
MO07 Bactéria® M72 Bactéria® M136 Fungo filamentoso
MO8 Fungo filamentoso * M73 Bactéria© M137 Fungo filamentoso °
M10 Fungo filamentoso ? M74 Bactéria® M139 Fungo filamentoso ®
M11 Fungo filamentoso * M75 Bactéria® M140 Fungo filamentoso °
M13 Fungo filamentoso ® M76 Bactéria® M142 Fungo filamentoso ®
M14 Bactéria® M77 Bactéria® M150 Bactéria'

M15 Fungo filamentoso M78 Fungo filamentoso ® M151 Fungo filamentoso '
M16 Fungo filamentoso ® M79 Fungo filamentoso M153 Fungo filamentoso
M19 Fungo filamentoso * M80 Fungo filamentoso ¢ M154 Bactéria '

M20 Bactéria® M82 Fungo filamentoso ® M155 Bactéria '

M22 Bactéria® M85 Fungo filamentoso M156 Fungo filamentoso
M24 Fungo filamentoso ? M86 Fungo filamentoso ® M158 Bactéria '

M25 Bactéria® m87 Bactéria M159 Fungo filamentoso
M27 Bactéria® Mm88 Fungo filamentoso ® M160 Fungo filamentoso '
M28 Bactéria® M89 Fungo filamentoso ® M161 Fungo filamentoso "
M35 Fungo filamentoso * M91 Bactéria® M162 Fungo filamentoso '
M36 Fungo filamentoso ® M92 Bactéria® M163 Fungo filamentoso '
M38 Bactéria® M95 Levedura® M164 Fungo filamentoso
M39 Fungo filamentoso * M96 Bactéria ® M165 Fungo filamentoso
M42 Fungo filamentoso ® M97 Fungo filamentoso M166 Bactéria'

M44 Fungo filamentoso M100 Fungo filamentoso ¢ M167 Fungo filamentoso
M45 Fungo filamentoso ? M107 Bactéria? M168 Fungo filamentoso '
M47 Fungo filamentoso ? M110 Bactéria® M169 Fungo filamentoso
M48 Bactéria® M112 Levedura® M171 Fungo filamentoso '
M49 Bactéria® M116 Bactéria® M172 Fungo filamentoso
M51 Bactéria M117 Fungo filamentoso ® M173 Bactéria '
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Continuacdo

Linhagens Tipo de Linhagens Tipo de Linhagens Tipo de

Microrganismo/Origem Microrganismo/Origem Microrganismo/origem
M53 Bactéria M118 Fungo filamentoso M178 Fungo filamentoso '
M54 Bactéria M120 Fungo filamentoso ® M184 Fungo filamentoso
M55 Bactéria ° M121 Fungo filamentoso M186 Fungo filamentoso
M56 Bactéria ® M122 Fungo filamentoso ® M187 Fungo filamentoso '
M57 Bactéria M124 Fungo filamentoso M188 Fungo filamentoso
M58 Bactéria ® M125 Fungo filamentoso ® M175 Fungo filamentoso '
M59 Bactéria ” M126 Fungo filamentoso ® M177 Fungo filamentoso
M60 Bactéria M127 Fungo filamentoso ®
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5.2. Avaliacao das atividades enzimaticas de interesse

Os microrganismos isolados neste estudo foram capazes de crescer em meio de cultivo
contendo CMC como Unica fonte de carbono. Essa capacidade indica a habilidade de tais
organismos em decompor o polissacarideo ofertado como fonte de carbono e assimilar os
produtos derivados.

O perfil de secrecdo das atividades enzimaticas pesquisadas para 0 experimento
conduzido com os isolados oriundos de biomassas lignoceluldsicas podem ser visto no anexo
A (FIG.26 a FIG.33). Aparentemente, os melhores resultados de atividade endoglucanésica
(CMCasica) foram alcancados em 120 horas com as linhagens M03, M10 e M19, enquanto a
linhagem M47 alcancou um pico de producdo em 192 horas. As melhores atividades f-
glucosidéasica tiveram maximo de producdo em 144 horas para as linhagens M162 e M136.
Outro pico maximo para B-glucosidasica observado foi com 72 horas para a linhagem MO04.
As linhagens M163, M122 e M160 demonstraram atividades FPasicas com picos de producédo
em 192 horas. As atividades xilanasicas tiveram os melhores resultados com picos de
producdo em 120 horas com a linhagem M82 e 144 horas com as linhagens M171 e M186.
Um segundo pico de atividade xilanolitica foi observado com 96 horas.

Dos 68 microrganismos investigados quanto ao potencial enzimatico, 76,47% das
linhagens apresentaram atividade para todas as enzimas estudadas, CMCase, FPase, [3-
glucosidase e xilanase, e ainda, que todas exibiram atividade para no minimo trés destas
enzimas. Quanto a xilanase, todos as linhagens isoladas (100%) apresentaram atividade.

Na Tabela 8 encontram-se os valores das atividades para CMCase, FPase, B-glucosidase
e xilanase ap6s 216 h de crescimento em fermentagdo submersa a 28 °C. A partir dos 68
fungos filamentosos estudados, para a atividade CMCasica (endoglucanases), foram
observados valores de atividade entre 2,11 a 4.870,38 U L. Sete linhagem apresentaram
atividade enzimatica CMCésica superior a 1.000 U L™ e seis ndo demonstraram atividade
alguma. O melhor resultado para a atividade CMCasica foi observado para a linhagem M47,
isolada da casca do coco indai&, com atividade de 4.870,38 U L, seguida da linhagem M124,
proveniente da casca do tronco de acerola, com 2.202,00 U L™.

A atividade enzimética FPésica foi registrada na faixa de 3,40 a 1.586,00 U L™.
Sendo que do total de isolados, sete linhagens ndo apresentaram atividade alguma. As maiores
atividades de FPase foram observadas com 192 horas de fermentacdo para as linhagens de
M137, M164, e para as linhagens M160 e M122, com valores correspondentes de 1.586,00 +
398,00 U L™ 1.416,76 + 25,05; 1.119,00 + 142,52 U L™ e 1.025,41 + 166,00 U L™. Estas
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linhagens foram isoladas da casca de eucalipto e casca do tronco de acerola conforme
apresentado na Tabela 7.

As atividades de B-glucosidases apresentaram valores variando de 10,75 a
1.531,95 U L, sendo que apenas trés das linhagens isoladas (M129, M161 e M142) nio
apresentaram atividade alguma (TAB 7). Os maiores valores foram registrados para as
linhagens de M162 e M136, nos tempos de 144 e 168 horas de fermentacdo, com atividades
correspondentes de 1.531,95 + 183,97 e 1.362,23 + 287,36 U L™.

Os resultados obtidos para as atividades xilanasicas encontradas nos meios
fermentativos foram registrados na faixa de 130,92 a 15.152,86 U L™. Os valores mais
expressivos foram de 6.358,26 + 668,63 para a linhagem M163 e, 8.205,33 + 669,70 e
9.245,00 £ 621,00 para as linhagens M164 e M167, 9.333,84 £ 742,95 para a linhagem M137;
10.502,15 + 1.544,28; 12.696,17 + 1.335,05; 12.826,00 + 505,00 e 15.152,86 + 1.335,05 U L
! para as linhagens codificadas como M160, M171, M82 e M186, respectivamente (Tabela
7). A melhor atividade registrada foi para a linhagem M186, proveniente da madeira de
eucalipto.

Em relacdo ao tempo de fermentacdo, foi possivel observar que dentre as
linhagens que produziram valores expressivos de atividades enzimaticas, 0 menor tempo de
fermentacao foi de 96 horas para a linhagem M160, seguida da linhagem M167, com 120
horas. As demais apresentaram atividade, com tempo igual ou superior a 144 horas (Tabela
7).
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Tabela 7 - Atividades de celulases e xilanases de fungos filamentosos isolados de matérias-primas lignocelulésicas oriundos da regido do

Vale do Jequitinhonha, Minas Gerais, por fermentacdo submersa em meio de cultura contendo CMC como Unica fonte de carbono, por até
216 horas, a 28°C.

Atividade Enziméatica (U L™) e Tempo de Incubacéo

Linhagens ) )
CMCase Tempo FPase Tempo B-glucosidase Xilanase Tempo
M86° 47,00+1,00 108h 112,00+10,00 144h 351,14+39,60 168h 658,92+51,14 72h
M167 140,83+19,58 48h 686,00+58,00 168h 544,12+59,37 96h 9.245,00+621,00 120h
M165 311,00+28,00 180h 285,00+32,52 144h 720,00+48,64 120h 4.796,13+679,00 120h
M124 2.202,00+247,00 192h 73,85+25,91 144h 297,20+80,00 144h 1.981,64+342,00 192h
MO02° 474,00+195,00 108h 738,00£63,41 168h 254,43+24,93 96h 2.333,00+254,45 120h
Mm128 71,30£9,00 168h Nd - 411,00£34,09 144h 417,63+49,74 48h
M162% 283,81+29,00 168h 310,45+72,76 168h 1.531,95+183,97  144h 3.049,61+455,72 120h
M151 374,00£47,00 108h 305,62+66,38 192h 738,10+113,27 144h 5.147,33+1.120,00 120h
M44 14,00+4,00 168h Nd - 275,00+15,21 144h 988,84,00£72,97 192h
m82° 189,77+21,03 180h 183,28+24,28 192h 379,45+25,41 144h 12.826,00+505,00 120h
MO03* 1.636,81+412,03 120h 427,76+215,78 192h 881,76+192,00 72h 1.487,78+167,75 192h
MO04 728,00+£258,00 96h 127,09+24,60 48h 1.105,00+95,91 72h 1.762,61+91,51 96h
M10 1.160,00+14,00 120h 192,26+84,96 192h 919,38+180,14 72h 701,00+46,00 120h
M16 731,00+60,00 192h 178,90+7,42 192h 124,28+8,82 144h 1.007,70+156,82 144h
M35° 1.260,00+44,00 168h 32,51+9,57 96h 187,98+7,89 96h 413,00+£23,00 120h
M45 Nd - 32,51+19,73 192h 199,52+17,46 144h 336,38+57,43 192h
Mma88? 141,00+56,00 96h Nd - 76,00£2,08 96h 218,99+39,44 96h
M89° 1.633,00+253,00 192h Nd - 187,98+27,13 96h 132,54+70,18 192h
M19 1.560,00+169,00 120h Nd - 286,60+125,77 96h 1.972,00+161,78 96h
MO06° 1701,05+212,78 168h 508,10£100,02 192h 47,76£9,23 192h 252,78+51,97 144h




Continuacéo

Linhagens

Atividade Enziméatica (U L™) e Tempo de Incubagcéo

CMCase Tempo FPase Tempo B-glucosidase Xilanase Tempo
M11% 88,39+8,10 120h 462,81 +45,23 192h 408,55+40,00 192h 1.523,18+95,61 168h
M15? 52,70+10,93 120h 457,71+31,00 192h 442,45+47,00 120h 700,79+50,31 168h
M47? 4.870,38+2.744,00 192h 484,31+65,75 192h 142,84+13,00 216h 381,79+40,38 192h
M117 72,5748,00 72h 297,09+45,91 192h 125,45+12,63 216h 1.193,19+89,43 168h
M125 188,83+20,10 120h 415,60+46,50 192h 57,2945,7 192h 989,73197,70 168h
M135 16,90+0,02 120h 354,70+53,09 192h 70,31+3,30 192h 3.383,13+295,00 192h
M153 75,61+8,03 120h 520,62+134,00 192h 943,38483,35,00  192h 1.001,88+120,83 168h
M169? 112,29+18,00 120h 836,98+124,48 192h 84,75+8,86 216h 2.215,00+186,00 120h
M1772 112,29+19,76 120h 575,55+51,58 192h 87,93+ 7,16 192h 1.333,26+143,00 168h
M13? 28,00£2,00 48h 133,13+34,02 168h 94,14+23,60 48h 12.696,17+477,96 168h
M118 20,00£2,00 48h 167,9048,42 168h 93,90+15,76 96h 4.842,61+477,96 144h
M120°% 6,00+2,00 168h 127,49+55,95 168h 107,38+31,24 48h 4.376,66+383,83 144h
M1212 16,60+2,00 48h 152,03+30,53 168h 976,75+58,01 144h 3.739,81+480,53 144h
M126° Nd - 87,29+0,101 168h 415,75+58,34 168h 1.863,57+215,67 144h
M136° 19,66+1,00 120h 159,69+36,35 168h 1.362,23+287,36  168h 2.025,69 +486,32 144h
M159? Nd - 106,09+4,70 168h 824,94+ 131,00  168h 4.455,51+758,32 144h
M163? 92,51+3,69 96h 167,92+41,61 168h 331,44+17,18 168h 6.358,26+668,63 144h
M1712 138,19+58,21 96h 120,06+10,16 168h 327,97+39,50 168h 12.696,17+1.335,05 144h
M186° 149,71+82,00 96h 152,20+22,90 168h 288,40+70,58 168h 15.152,86+1.427,30 144h
M1222 57,00+4,08 120h 1.025,41+166,00 192h 56,06+6,24 192h 4.917,95+496,24 192h
M1272 31,65+7,00 120h 727,74+86,01 192h 87,66x10,70 192h 2.118,40+221,18 192h
M129 105,36+14,98 120h 201,7145,18 192h Nd - 2.022,77+355,29 192h




Continuacéo

Linhagens

Atividade Enziméatica (U L™) e Tempo de Incubagcéo

CMCase Tempo FPase Tempo B-glucosidase Xilanase Tempo

M139? 59,18+1,01 120h 636,89+84,35 192h 105,33+24,93 192h 1.378,10+181,31 192h
M137 Nd - 1.586,00+398,00 192h 48,20+25,72 192h 9.333,84+742,95 192h
M160? 119,21+15,64 96h 1.119,00£142,52 192h 35,06+18,46 192h 10.502,15+1.544,28 96h

M175° Nd - 104,44+34,00 192h 23,91+16,66 168h 960,89+49,46 192h
M164 229,96+ 36,82 96h 1.416,76+25,05 192h 670,00+90,63 192h 8.205,33+669,70 192h
M1722 100,71+48,00 96h 753,43£19,20 192h 16,16+3,66 168h 1.608,20+139,48 216h
M187% 88,31+19,24 120h 195,13+26,19 192h 12,47+0,92 168h 1.304,20+173,16 216h
Mm24? 80,38+7,00 120h 84,2319,40 120h 37,1745,22 168h 1.099,82+175,84 96h

M39? 17,49+4,8 120h 105,21+11,99 120h 10,75+2,71 120h 1.146,41+202,69 96h

M422 28,94+7,03 96h Nd - 48,74+8,71 120h 909,56+185,47 96h

M62? 53,39+30,54 120h Nd - 17,14+1,43 192h 734,48+73,77 96h

M79? 79,4945,50 96h 156,03+11,45 144h 39,59+3,71 144h 1.793,10+149,14 96h

m80? 96,7945,03 120h 270,20+45,81 168h 32,93+2,403 120h 1.908,02+293,15 168h
Mm85? 76,74+9,04 120h 308,44+23,02 168h 54,58+13,24 120h 2.047,08+367,84 168h
mo7? 121,04+19,00 120h 185,64+16,56 144h 34,08+7,74 192h 2.529,26+327,46 168h
M140? 110,00+6,00 120h 700,15+28,69 168h 32,72+4,86 168h 5.128,35+495,79 168h
M161% 87,7946,57 72h 286,53+27,78 144h Nd - 5.989,03+664,07 144h
mosg? 13,31+1,36 168h 364,41+31,20 192h 49,7915,42 72h 2.214,68+575,33 216h
m28? 17,93+1,50 120h 108,77+11,01 168h 134,33+17,38 120h 902,35+190,50 192h
M36° 21,0148,20 120h 404,47+45,78 192h 56,030+ 9,50 120h 785,88+78,44 192h
M50? 2,11+0,129 120h 27,39+0,81 144h 58,28+11,19 120h 530,21+118,12 72h

M133? 8,12+0,71 168h 148,86+18,62 168h 28,08+13,70 120h 441,27+47,50 48h

M142? 7,12+0,57 216h 291,20+27,61 192h Nd - 1.066,98+229,89 168h

61
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Continuacéo

Atividade Enziméatica (U L™) e Tempo de Incubagcéo

Linhagens . .
CMCase Tempo FPase Tempo B-glucosidase Xilanase Tempo
M168? 215,10+19,84 120h 304,11+28,97 192h 48,53+9,07 120h 1.815,65+209,76 96h
M179? Nd - 3,40£0,70 72h 110,00+9,70 120h 489,11+30,95 72h
M184? 112,92+16,69 96h 163,27+11,11 192h 58,93+7,67 120h 4.112,92+658,43 216h

U =quantidade de enzima necessaria para liberar lpmol de aglcar redutor, expresso em glicose, por minuto, por volume (Litro). CMCase — Carboximetilcelulase

(endoglucanases). FPase — Celulases Totais. * Fungos néo identificados; Nd — N&o detectado.
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5.3. lIdentificacdo dos fungos filamentosos isolados

Dentre as linhagens filamentosas que demonstraram acentuada capacidade para a
producéo de celulases e xilanases foram identificados os géneros Absidia, Acremonium,
Aspergillus, Fusarium, Mucor, Penicillium e Trichoderma (Tabela 8).

Tabela 8 - Identificacdo em nivel de género de alguns das linhagens filamentosas que se

destacaram como produtoras de celulases e xilanases.

Cddigo Linhagens Origem
MO04 Aspergillus sp.
MO02 Trichoderma sp.
M10 Aspergillus sp.
M11 Mucor sp.
m%g iggéﬁg:::ﬁz zg Casca do coco Indaia (Attalea geraensis)
M19 Mucor sp.
M24 Mucor sp.
M44 Curvularia sp
M45 Mucor sp.
M79 Acremonium sp Estrobilo da Araucaria sp
M97 Penicillium sp Fruto da Pitangueira

M117 Penicillium sp.
M124 Penicillium sp.
M125 Penicillium sp.
M129 Aspergillus sp.
M135 Penicillium sp.

M136 Absidia sp. Casca do tronco de acerola (Malpighia emarginata)
M133 Fusarium sp.

M137 Acremonium sp.

M139 Penicillium sp

M142 Penicillium sp

M145 Penicillium sp

M151 Trichoderma sp.
M 153 Penicillium sp.
M159 Penicillium sp.
M161 Acremonium sp.
M162 Trichoderma sp
M163 Acremonium sp.
M164 Trichoderma sp. Casca da madeira de eucalipto (Eucalyptus sp.)
M165 Trichoderma sp.
M167 Trichoderma sp.
M169 Trichoderma sp.
M172 Penicillium sp.
M175 Penicillium sp.
M186 Absidia sp.
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5.3.1. Anélises morfoldgicas
As caracteristicas morfologicas das linhagens isoladas que permitiram a
identificacdo em nivel de género sdo descritas a seguir.

5.3.1.1. Acremonium sp.

A identificacdo do género Acremonium foi realizada com base em observac6es
macro e microscopicas apoiadas na literatura cientifica (GRAFENHAN et al., 2011,
KIYUANA et al.; 2011; SUMMERBELL et al., 2011).

A partir do crescimento da linhagem nos meios de cultura AO, CYA, MEA e
BDA foi observado que esta apresentou coloracdo e aspecto topogréafico distinto (FIG.14). A
linhagem quando crescida em meio CZ, apresentou cor branca; no meio MEA, cor laranja
palido com bordas filamentosas brancas; no meio BDA, cor cinza com borda amarela claro,
enquanto que no meio AO, a coldnia exibiu cor rosa palido com bordas brancas. Quanto a
topografia foi observado que nos meios MEA e BDA a linhagem apresentou aspecto
umbilicado com textura de camurca. No meio de cultura CZ a topografia também era
umbilicada, porém com textura verrucosa, enquanto no meio AO, foi observada topografia
plana com textura de camurca. A velocidade de crescimento da col6nia foi semelhante nos
quatro meios de cultura utilizado, apresentando uma média de 6,5 cm de didmetro com sete

dias, sugerindo ser uma linhagem de crescimento lento.

Figura 14 - Aspectos macroscopicos da linhagem Acremonium sp., cultivado em diferentes

meios de crescimento, incubados a 28°C.

(A) meio CZ; (B) meio 4gar malte; (C) meio BDA e (D) meio 4gar aveia. Os cultivos representados por A, Be C

apresentam sete dias de crescimento e em D, dez dias.

Fonte: o autor
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Quanto as caracteristicas microscopicas, foram visualizadas algumas estruturas
simples, incluindo hifas hialinas septadas e ramificadas (FIG. 15D e 15E), além de
conidiéforos produzidos a partir das hifas (FIG 15E e 15F).

Figura 15 - Visualizagdo do aspecto macroscopico e microscopico do género Acremonium sp.
M137 cultivado em meio &gar aveia (AO).

(A) Aspecto macroscépico; (B, E, F e G) Conidios reunidos em cabecas visosa; (C) Conidios produzidos em
cadeias; (D) Conidios com e sem septo (0 - 1 septo) de forma obovoide e hifas hialinas; (F) Fialide simples,
raramente formando um ou dois ramos; (G) Células conidiogénicas. Barra = 10um.

Fonte: o autor
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Os conidios observados sdo hialinos, obovoide, na sua grande, ameroconidio sem
septo, reunidos em cabecas conectados em uma mucilagem, dando aspecto viscoso. Mais
raramente, foi observado conidios com um septo e em cadeias (FIG. 15B, C e D). De acordo
com Kiyuna et al. (2011) as espécies do género, Acremonium masseei, Acremonium murorum

e Acremonium polychromum tem como caracteristicas a producéo de conidios em cadeias.
5.3.1.2 Penicillium sp

A identificacdo do género Penicillium (FIG. 16 e 17) foi realizada com base em
observacBes macro e microscopicas apoiadas na literatura cientifica (SAMSOM;
HOUBRAKEN, 2011; SAMSOM et al., 2014; VISAGIE et al., 2014).

As colbnias quando cultivadas nos meios MEA, CYA e BDA apresentaram
crescimento lento. No meio BDA apresentou crescimento de 3,2 cm de didametro; em CYA,
4,2 cm de didmetro e em MEA 3,0 cm de diametro, todas com 10 dias de cultivo. A cultura,
nos trés meios, atingiu um maximo de 6 cm de didmetro com 20 dias de cultivo a 28°C.

Quanto a coloracdo foi possivel observar que as culturas MEA, e CYA,
apresentaram micélio na cor marrom com bordas brancas. Enquanto que no meio BDA foi
apresentou coldnias na cor verde musgo com bordas brancas. Outra caracteristica importante
diz respeito ao aparecimento de exsudato (fluido orgénico secretado através da membrana) e
pigmentos coloridos por toda coldnia, quando cultivado em CYA (FIG 16B). Visagie et al.
(2014) sugere que a presenca de pigmentos e exsudato sdo caracteristicas importantes para
descrever esse género.

Figura 16 - Aspectos macroscopicos da linhagem M159, Penicillium sp.

(A) cultivado no meio malte e (B) meio CYA. Ambos com dez dias de crescimento na temperatura de 28°C
Fonte: O autor
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A colbnia de Penicillium estudada (M159) exibiu algumas caracteristicas
similares quando cultivadas nos meios MEA, CYA e BDA, incluindo a topografia pregueada,
textura pulverulenta, bordas irregulares, superficie rugosa e verso alterado na cor creme.

Em relagdo as caracteristicas microscopicas foram observados que a linhagem
M159 apresentou hifas septadas, conidioforos biverticilados, fialides com grupos de métulas
ramificadas (FIG 17B e D) e conidios esféricos, lisos e em cadeias (FIG 17C). De acordo com
Visagie et al. (2014) o tipo de conidi6foro se constitui em uma importante caracteristicas no
processo de descricdo do género Penicillium.

Figura 17 - Visualizacdo do aspecto macroscopico e microscépio do género Penicillium sp.

M159, em meio agar CYA com 10 dias de crescimento a 28°C.

(A) Aspecto morfolégico da cultura; (B) Conidiéforos biverticilados; (C) Conidios esféricos e em cadeia; (D)
Fialides em grupos dando a aparéncia de pincel. A Figura representada em D, foi visualizada no aumento de 40x
e as demais100x. Barra de escala = 5um.

Fonte: O autor
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5.3.1.3 Aspergillus sp.

A identificacdo do género Aspergillus (FIG. 18 e 19) foi realizada com base em
observacBes macro e microscopicas das linhagens, e apoiadas na literatura cientifica
(SAMSOM; HOUBRAKEN, 2011; SAMSOM et al., 2014).

A linhagem quando cultivada nos meios CYA, MEA e BDA a 28°C apresentaram
crescimento lento com coldnias atingindo o maximo de 4,0 cm de diametro. Ao atingir 10
dias de crescimento foi observado que a linhagem, quando cultivada, em meio CYA
apresentou melhor desenvolvimento, atingindo 3,2 cm de didmetro. A linhagem nos demais
meios apresentou média de 2,35 cm de diametro.

Em se tratando do aspecto das coldnias nos trés meios de cultivo foi observado
que: culturas crescidas em meio CYA apresentaram textura aveludada, com topografia
crateriforme na parte central e pregueada nas bordas; cor rosa palido, predominante, no centro
da colbnia e rosa intenso distribuido nos sulcos centrais, circundada por um anel de coloracdo
amarelada, com bordas brancas. No anverso foi observada cor laranja palido com pigmento
difuso. Esta cultura apresentou exsudato em tons vermelho intenso e cor verde floresta. Em
MEA, a coldnia apresentou textura aveludada, com topografia pregueada, cor amarela areia e
bordas esbranquicadas. No meio de cultura BDA, a colbnia exibiu textura aveludada e
topografia pregueada. Quanto a coloracgéo, foi observada cor verde floresta, que se desenvolve
por toda colonia com o tempo, bordas brancas e exsudato de coloracdo esverdeada. Nos meios
BDA e MEA foi observado no anverso cor amarelo palido sem pigmento difuso.

Figura 18 - Aspectos macroscopicos da linhagem Aspergillus sp. M16

(A) meio BDA,; (B) meio CYA e (C) meio Malte. Ambos com dez dias de crescimento na temperatura de 28°C.
Fonte: O autor.
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Atraveés da microscopia foi possivel observar, nos trés meios empregados,
conidioforos simples sem ramificacdo, terminando em uma vesicula conidial com fialides,
métulas e conidios em cadeia (FIG 19B, C e D). Apresentaram hifas hialinas, finas e septadas
e conidios globosos e pigmentados (FIG 19C e D).

Figura 19 - Visualizacdo do aspecto macroscopico e microscépico do género Aspergillus sp.
M16, em meio MEA.

(A) aspecto macroscopico; (B) conidioforos simples com formacéo de cabega de conidial; (C) conidios globosos;

(D) conidiosforos e emaranhado de hifas septadas. Barra = 5.0um.
Fonte: O autor

5.3.1.4. Trichoderma sp.

A identificacdo do género Trichoderma (FIG 20 e 21) foi realizada com base em
observacdes macro e microscopicas apoiadas na literatura cientifica (YABUKI; MIYAZAKI,
OKUDA, 2014; JAKLITSCH; VOGLMAYR, 2015, ZHU; ZHUANG, 2015;).
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A partir do cultivo da linhagem nos meios CYA, MEA e BDA, foi observado que
estas atingiram 9,0 cm de diametro em dois dias de incubacédo a 28°C, indicando, se tratar de
um fungo de crescimento invasor. As colbnias apresentaram topografia plana, textura flocosa
com hifas aéreas e densas. Apos dez dias de crescimento foi observada uma compactacdo do
miceélio, apresentando aspecto arenoso. No meio BDA, a col6nia apresentou cor branca, com
formacéo de tufos verdes ao fim de cinco dias. Em MEA e CYA a col6nia exibiu tufos na cor
amarela e verde ap0s cinco dias de crescimento. Nos meios BDA e CY A foi possivel observar
coloracdo com distribuicdo radial, formando anéis verde floresta, verde limdo e branco em
torno do cultivo central (FIG. 20 Ae C).

Figura 20 - Aspectos macroscépicos da linhagem Trichoderma sp. M164.

(A) meio BDA; (B) meio agar Malte e (C) meio CYA. Coldnias com cinco dias de crescimento na temperatura
de 28°C.
Fonte: O autor

Nas caracteristicas microscopicas da linhagem M164 foi observada a presenca de
conidiéforos ramificados e verticilados, apresentando fidlides ampuliformes, com pequenos
cachos terminais (FIG 21B e D) e conidios reniforme, de cor verde com paredes lisas (FIG.
21C).
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Figura 21 - Visualizacdo do aspecto macroscépico e microscopico do género Trichoderma
sp. M164, em meio agar BDA.

(A) Aspecto macroscopico, (B) Conididforos ramificados e verticilados, (C) Conidios unicelulares, lisos e
ovoides, (D) Conidiésforos e a formagdo de cabecas de conidios viscosas. Barra =5 pum.
Fonte: O autor

5.3.1.5. Mucor sp

A identificacdo do género Mucor foi realizada com base em observagfes macro e
microscopicas apoiada na literatura cientifica (SILVEIRA, 1996; DISCHER E VOIGT, 2007;
RICHARDSON, 2009; HOFFMANN, HOFFMANN, 2010; HERMET et al., 2012;).

A partir do cultivo da linhagem M11, nos meios CYA, MEA e BDA foi
observado rapido crescimento, atingindo 8,0 cm de diametro em 3 dias a 28°C. As col6nias
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apresentaram topografia plana, textura cotonosa no centro e pulverulento em direcdo a
periferia. As colbnias apresentaram micélio denso, na cor branca quando jovem (até 72
horas), transcendendo a cor branca a grafite, chegando a negra com a idade, apés 120 horas
(Figuras 22).

Figura 22 - Aspectos macroscopicos da linhagem Mucor sp. M11

- - & = 3 g 3 J—

(A) Meio de cultivo MEA, (B) meio de cultivo CYA e (C) meio de cultivo BDA. Colbnias com cinco dias
de crescimento na temperatura de 28°C.

Fonte: O autor

Em relacdo ao aspecto microscépico da linhagem M11, cultivada nos meios BDA, CYA
e MEA, foram observadas as caracteristicas descritas a seguir: Auséncia de rizoides e
presenca de artrosporo, esporangiosporos em esporangios sob esporangioforos. Os
esporangiosporos sdo globosos hialinos com parede lisa, as hifas cenociticas e hialinas com
esporangioforos apresentando ramificacBes longas e curtas. A columela subglogosa

apresentou colarete.



Figura 23 - Aspecto macroscopico e microscopico do género Mucor sp. M11, cultivada em

meio BDA a 28°C com dois dias de crescimento.

(A) Aspecto macroscopico, (B) Columela obovoide com colarete, esporangios globosos e hifas hialinas
cenoticas, (C) Esporangioforos com ramificacfes longas e curtas com esporangios em esporangioforos liberando
esporangiosporos, (D) Clamidosporo, (E) Columela ovalada com colarete; (F) Esporangioforos com esporangio.
Figuras 23C e F, aumento de 40x, as demais 100x. Barra = 5.0um e 10 pm.

Fonte: O autor
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5.3.1.6. Absidia sp.

A identificacdo do género Absidia foi realizada com base em observa¢des macro e
microscépicas apoiadas na literatura cientifica (SILVEIRA, 1996; HOFFAMAN;
DISCHER;VOIGT, 2007; HOFFAMAN, 2010). A partir do cultivo da linhagem M186, nos
meios CYA, MEA e BDA foi observado que a colénia atingiu 9,0 cm de didmetro em dois
dias (48 horas) de incubacdo a 28°C, indicando se tratar de uma cultura de rapido crescimento.
As colbnias apresentaram topografia elevada trapezoidal, textura algodonosa com numerosas
hifas aéreas.

As colbnias crescidas em BDA e MEA exibiram micélio denso, na cor branca
transcendendo para amarelo até o segundo dia de crescimento, passando a cinza-escuro, ap0s
cinco dias de crescimento (FIG 24 A e B). A coldnia crescida no meio CYA (FIG 24 C)
também apresentou crescimento rapido, porém com micélio menos denso. Quanto a

coloracdo, também apresentou cor amarela, todavia transcendendo para cinza-claro.

Figura 24 - Aspectos macroscopicos do género Absidia sp. (M186)

(A) meio de cultivo MEA; (B) meio de cultivo BDA e (C) meio de cultivo CYA. Colbnias com trés dias de
cultivo & temperatura de 28°C.

Fonte: O autor

Na microscopia da linhagem M186 foi possivel visualizar, hifas hialinas e cenociticas,

com rizoides em estoldo, que se apresentaram nas laminas observadas, de forma rara. Foi
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observado ainda, esporangioforos hialinos ramificados, columela piriforme, com apdfise no

final do esporangio e esporangiosporos globosos, hialinos e de paredes lisas.

Figura 25 - Visualizacdo macroscopica e microscépica do género Absidia sp., M186,

cultivada em meio BDA com dois dias de crescimento.

(A) Aspecto macroscopico; (B) Esporangios em esporangioforos com liberacdo de esporangiosporos,
esporangidsporos com septo logo abaixo da apofise e hifas hialinas cenociticas em sua maioria, com rara
presenca de septos; (D) Esporangiéforos em hifas hialinas; (E) Columela piriforme; (F) Hifas hialinas e
cenociticas, com rizoides em estoldo em forma de arco; (G) Esporéngios em esporangi6foros liberando
esporangidsporos. Barra = 10 um.

Fonte: O autor.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo possibilitou o isolamento de fungos filamentosos produtores de
celulases e xilanases com ampla diversidade de classes e géneros, originarios de biomassas
lignoceluldsicas diversas.

Todos os fungos filamentosos isolados apresentaram atividade enzimatica para
pelo menos trés das enzimas estudadas e mostraram ser melhores produtores de xilanases.
Dentre estes, a linhagem Absidia sp. M186, isolada da casca da madeira de eucalipto, foi a
que produziu o maior valor de atividade xilanolitica, 15.152,86 U L™, em 144 horas de
fermentacdo submersa. As linhagens de Penicillium sp. M124, Acremonium sp. M137 e
Trichoderma sp. M162 se destacaram como melhor produtoras de enzimas celuloliticas na
condicdo avaliada.

A maioria dos fungos filamentosos testados que apresentaram valores expressivos
de atividade enzimatica foi isolada da casca de eucalipto e da casca de acerola. Os valores de
atividade enzimatica obtidos sdo promissores se considerarmos que as condi¢bes de cultivo

nao foram otimizadas.
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ANEXO A

CURVAS DE PROGRESSO DA PRODUCAO ENZIMATICA PARA AS ATIVIDADES
CMCASE, FPASE, B-GLUCOSIDASE E XILANASE.

Figura 26 — Perfil de atividade enzimatica de fungos filamentosos isolados de biomassa

lignocelulosicas
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Figura 27 — Perfil de atividade enzimatica de fungos filamentosos isolados de biomassa

lignocelulosicas
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Figura 28 — Perfil de atividade enziméatica de fungos filamentosos isolados de biomassa
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Figura 29 — Perfil de atividade enzimatica de fungos filamentosos isolados de biomassa

lignocelulosicas
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Figura 30 — Perfil de atividade enzimética

lignocelulosicas
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Figura 31 — Perfil de atividade enzimatica de fungos filamentosos isolados de biomassa

lignocelulosicas
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Figura 32 — Perfil de atividade enziméatica de fungos filamentosos isolados de biomassa

. ;.
lignocelulosicas
- M187 - Isolado da Casca da madeira de Eucalipto
: —4+—(MCase —@& =FPASE — /= [-Glucosidase ---B-- XILANASE
g
E
© 1600
M
§ 1400
T 1200 Ea
2 1000 . + g
i &0 L R
2 600 i + '
= a4 ;
EREL .. : -0
£ o 3 — =
v 0 50 100 150 200 250
A Tempao (h)
M85 - Isolado do estrébilo da Araucariasp.
<oofbee XILANASE —#—CMCase —@ =FPASE = = [-Glucosidase 5]
2500 s0 =
=
o K} L300 2
= 2000 4 . =
z P 50 3
@ . f F-
2 1500 - T 3 b T
E P = 5
Z 1000 _"], =
e - - s B
500 - N s
. 50 ;
0 4 Lo 8
=
0 50 100 150 200 250 g

Tempao (h)

M140 - Isolado da casca do tronco da Acerola

codlles XILANASE st CMCase = @ =FPASE = (= [(-Glucosidase :‘;
6000 1200 2
- =
= =
= 5000 1000 E
2 g
= 4000 L 800 =
Z i
E 3000 F 600
#2000 400 f
=
1000 W00 ¢
'ﬁ
0 0 ';2’
250 )
E Tempo (h)
M28 - Isolado da casca do coco Indaia
«o«f-- XILANASE —#—CMCase —@ =FPASE == B-Glucosidase
1200 160
1000 4 140
., 120
800 i 5 100
N kY
600 - \ 5 80
200 J i % 60
40
20
0
250

M80 - Isolado do Estrébilo da Araucariasp.

cosflles XILANASE —#— CMCase =@ =FPASE == [(-Glucosidase 'S
2500 350 =
H
300 =
- 2000 - % - g
- - » - =
o] I CE Y 250 %
= 1500 . vS \ 200 O
z -4 i g
g 1000 e A A 150 2
= ] X ; w0 £
- =
50 g
9]

(1]
=
250 &)

B Tempo (h)

M97 (Peniclilfum sp.) - Isolado do Fruto da Pitangueira

«ool+ XILANASE =t CMCase =@ =FPASE = (= B-Glucosidase

3000 300 =
>

2

2500 250 8
- fi' 3
. RIS =
= 2000 f L 200 3
- ¥ 3
=) J =
Z 1500 150 &
% o
5 1000 100 £
~ &
500 00

S

0 [

250 E

Tempo (h)

M161 (Acremonium sp.) - Isolado da casca da madeira
de Eucalipto

«--l-- XILANASE ——4—CMCase =@ =FPASE = (= pB-Glucosidase

A
=
7000 - 400 g
6000 - 350 2
7 s000 300 g
> L 250 £
= 4000 &
% 3000 L 200 &
@
£ 150 3
£ 2000 L 100 £
1000 L 5o =
@
0 -0 =
F 0 50 100 150 200 250 E
Tempo (h) ©
M36 - Isolado da casca do coco Indaia
— @ —FPASE  ---B-- XILANASE —4— CMCase
1000 - r 35
”‘5- 30
3 257
2
g 202
= @
= 15 5
a
; 10
g g
£ 5
=
0

H Tempo (h)

(A) M187; (B) M80; (C) M85; (D) Penicillium sp. M97; (E) M140; (F) Acremonium sp. M161; (G) M128 e

(H) M36.



97

Figura 33 — Perfil de atividade enzimatica de fungos filamentosos isolados de biomassa

lignocelulosicas
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ANEXO B

IMAGENS MACRO E MICROSCOPICAS DOS MICRO-ORGANISMOS ISOLADOS E
IDENTIFICADO EM NIVEL DE GENERO

Figura 34 - Visualizacdo do aspecto macroscépico e microscopico do género Trichoderma

sp.

(A e B) Trichoderma sp. M02, (C e D) Trichoderma sp. M151, M162. Observagdo em aumento de 100X, Barra
=5pum.
Fonte: O autor
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Figura 35 - Visualizacdo do aspecto macroscépico e microscopico do género Trichoderma

sp.

(A e B) Trichoderma sp. M165, (C e D) Trichoderma sp. M167; (E e F) Trichoderma sp. Observacdo em
aumento de 100X, Barra =5 pum.

Fonte: O autor
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Figura 36 - Visualizacdo do aspecto macroscopico e microscopico do género Aspergillus em

meio Agar Dextrose Batata (BDA) com 10 dias de crescimento a 28°C.

(A e B) Aspergillus sp. M04; (C e D) Aspergillus sp. M129. Observagao em aumento de 100X Barra=5 um.

Fonte: O autor.



Figura 37 - Visualizacdo do aspecto macroscépico e microscépico do género Penicillium sp.

M10 (A e B), P. M97 (C e D) e P. sp. M117 (E e F), em meio Agar Dextrose Batata (BDA) com 10 dias d
crescimento a 28°C. Observacdo em aumento de 100X, Barra = 5 pum.. Fonte: O autor.
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Figura 39 - Visualizacdo do aspecto macroscépico e microscépico do género Penicillium sp.

C

M153 (A e B), P. M175 (C e D), em meio Agar Dextrose Batata (BDA) com 10 dias de crescimento a 28°C.
Observacdo em aumento de 100X, Barra =5 um.

Fonte: O autor



Figura 40 - Visualizacdo do aspecto macroscopico e microscopico do género Mucor sp. em

meio Agar Dextrose Batata (BDA) com 10 dias de crescimento a 28°C.

(A e B) Mucor sp. M19; (C e D) Mucor sp. M24; (E e F) Mucor sp M45.
Fonte: O autor.
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Figura 41 - Aspecto macro e microscopico das linhagens de Curvularia sp. M44 e Fusarium

sp. M133 cultivada em meio BDA a 28°C com cinco dias de crescimento.

(A e B) Curvularia sp. M44; (C e D) Fusarium sp. Observacéo em aumento de 100X, Barra =5 pm.
Fonte: O autor
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