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As celulases e xilanases fungicas, derivadas de sua habilidade degradativa e excretadas,
em geral, para 0 meio, despertam interesse biotecnoldgico por terem um largo espectro
de aplicacdo. Objetivou-se verificar a produgdo das enzimas celulase e xilanase por
fungos filamentosos isolados de detritos foliares aléctone em um cérrego no Cerrado.
Os testes foram realizados com 100 cepas utilizando meio de cultura sintético
contendo, como Unica fonte de carbono, carboximetilcelulose e xilana para celulase e
xilanase, respectivamente. Foram realizados indculos no centro das placas e
armazenadas por 4 dias em BOD a 28°C e submetido a choque térmico em estufa a
50°C por 16 horas. Para melhor visualizacdo do halo de hidrélise as placas foram
coradas com solugdo de vermelho congo e lavadas com solugdo de NaCl. Dos fungos

testados 69% apresentaram resultado positivo para celulase dos quais 23% foram
consideramos com potencial para aplicacdo em biotecnologia. Ndo houve resultados
positivos para a producdo da enzima Xilanase. Os fungos testados, associados ao
processo de decomposicdo de matéria orgénica vegetal, apresentaram producdo da
enzima celulase, mas ndo da enzima xilanase.

Fungos filamentosos
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Production of extracellular enzymes by fungi associated to the decomposition of plant
materials in streams

ABSTRACT- Fungal cellulases and xylanases derived from the huge degradative capabilities of these
microorganisms and excreted to medium, raise a biotechnologixcal interest due to large application potential. The
objective of this paper is to identify the production of the enzymes cellulase and xylanase by filamentous fungi
isolated from allochthonous leaf litter in a stream in Cerrado ecosystem. The tests were carried out using 100 strains
grown in synthetic culture medium containing carboxymethyl cellulose or beechwood xylan as sole carbon source for
cellulase and xylanase production detection respectively. Inocula were performed in the center of plates and stored
for 4 days at 28 ° C and subjected afterwards to thermal shock at 50 ° C for 16 hours. Plates were stained with Congo
red solution and washed with a NaCl solution for betterdetection of the hydrolysis halo. Sixty nine percent of the
fungal strains tested were positive for cellulase of which 23% were considered with potential for application in
biotechnology. None of the fungal strains was able to degrade xylan.
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INTRODUCAO

Os fungos que decompdem substancias
hemicelul6sicas ocorrem geralmente no solo
colonizando vegetais, suas raizes e residuos com
importante funcdo de reciclagem de nutrientes [1].
No entanto, estudos sobre a decomposicdo de
matéria organica aloctone em cdrregos de pequena
ordem tém  responsabilizado os  fungos,
principalmente os filamentosos, por decompor os
componentes complexos do vegetal, tais como a
celulose e xilana, mostrando-se, muitas vezes, mais
relevantes que as bactérias nos processos iniciais de
transformacdo da matéria particulada grossa que
entra no corpo hidrico em matéria particulada fina.
Isso se deve ao fato de que estes micro-organismos
possuem um aparato enzimatico capaz de quebrar
essas moléculas de cadeias extensas em aglcares
menores e mais assimilaveis [2, 3].

A celulose é um biopolimero formador da
parede celular vegetal, a xilana € o maior polimero
da hemicelulose que, por sua vez, é a segunda
estrutura orgénica mais abundante na parede
vegetal. A hidrélise desses componentes é de
grande interesse biotecnoldgico e possui utilizacdo
industrial. Essas enzimas sdo aplicadas em etapas de
processos de producdo industrial e biotecnoldgicos
em diversas éreas, incluindo biocombustiveis,
produtos quimicos, alimentos, bebidas, racbes para
animais, géneros téxteis, papel e agricultura [4, 5].

A exploracdo dos micro-organismos pela
industria gera bilhdes de dblares a cada ano [6] e as
vantagens de realizar ensaios com fungos
filamentosos se devem a fatores como fécil cultivo e
manipulacdo, producdo de altos niveis de enzimas
extracelulares, maior  especificidade, menor
consumo energético e maior velocidade de reacdo
[7-9].

Desse modo, o objetivo deste trabalho foi
verificar a producdo de enzimas celoluliticas e
xilanoliticas por fungos filamentosos associados ao
processo de decomposicdo de matéria organica
vegetal em riachos.

MATERIAL E METODOS

As linhagens fungicas pertencem a Colegédo
de Culturas Microbianas Carlos Rosa e foram
originalmente isoladas de folhas senescentes da
vegetacdo riparia de um corrego no Cerrado da
regido central do Estado do Tocantins apds 30 dias
imersas na agua do préprio corrego. As linhagens
foram repicadas previamente em BDA por 7 dias
para os testes. Os testes para verificacdo da
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producdo de celulase foram realizados da forma
descrita por Ruegger e Tauk-Tornisielo [1]. As
placas foram incubadas por 4 dias a 28°C e em
seguida submetidas a choque térmico de 50 °C em
estufa por 16 horas. Apds esse periodo, 10 mL de
solucdo corante de vermelho congo (2,5g.L") em
tampéo Tris HCI 0,1 M, pH 8,0 foram adicionados
as placas por meio de uma proveta de 10mL de
modo que a superficie do &gar fosse completamente
coberta e ap6s 30 minutos a solucdo foi descartada
[10]. Para uma melhor visualizagdo do halo de
degradacéo, as culturas foram lavadas com 5 mL de
solugdo de NaCl 0,5 M no mesmo tampéo por 15
minutos e descartadas [11]. As placas para
verificacho de atividade xilanolitica, apds
incubagdo, passaram  diretamente para 0O
procedimento de coloracdo, adicionando-se 10 mL
de solucdo corante de vermelho congo (1g.L?) e
mantendo-se em repouso por 15 minutos.
Posteriormente, as placas foram lavadas com
solucdo de NaCl 1M, de forma semelhante ao
procedimento descrito por Faheina et al. [12]
conforme Figura 1:

Figura 1. Realizagdo do método de screening
enzimatico em meio solido. A) Coldnia isolada com
crescimento de 7 dias; B) Retirada de fragmento da
coldnia com agulha de platina; C) Indculo em meio
seletivo com perfuracdo do agar para crescimento
fangico.

Os diametros das colbnias e dos halos

produzidos foram medidos com paquimetro e
calculados os indices enzimaticos (IE) por meio da
razdo entre o segundo e o primeiro resultado de
cada repeticdo para posterior clculo da média dos
resultados de cada amostra [10]. Foram
consideradas como positivas para a presenca da
enzima celulase, neste teste, todas as linhagens
fangicas que apresentaram halo de hidrdlise. E as
que alcancaram IE acima de 2 como de potenciais
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para aplicacdo biotecnoldgica. Os halos de hidrolise
de algumas linhagens podem ser visualizados na
Figura 2:

Figura 2. Halo de hidrélise da enzima celulase em
diferentes linhagens visualizado apds placas coradas
com solug&o de vermelho congo.

AN

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram testadas 100 linhagens de fungos
filamentosos oriundos de folhas em processo de
decomposi¢do quanto & producdo das enzimas
extracelulares, xilanase e celulase.

N&o foram obtidos resultados positivos para a
producdo de xilanase. Segundo HRMOVA et al.
[13], no processo de degradacdo de meios contendo
xilana, a enzima € inicialmente induzida a produgédo
de uma pequena quantidade que é excretada no
meio e degrada a xilana em xilo-oligossacarideos e
xilobiose que apds serem absorvidos pela célula,
induzem os genes a produzirem xilanase
extracelular. As xilanases induzidas degradam,
entdo, o xilano em xilo-oligossacarideos e xilobiose.
O actmulo destes mondmeros provenientes da acdo
da enzima, entretanto, faz com que atuem como
repressores na producdo da mesma. Os derivados
dos substratos e produtos enzimaticos finais podem
desempenhar, portanto, um papel positivo chave na
inducdo da enzima, mas também podem agir como
inibidores dos produtos finais, possivelmente em
concentracGes mais elevadas [13, 14].

Para os testes na busca por produtores de
celulase, 69% das linhagens apresentaram atividade
celulolitica, detectadas através da visualizacdo do
halo de hidrélise em meio sélido contendo celulose
como Uunica fonte de carbono sendo 23%
consideradas potenciais para aplicagio em
biotecnologia, uma vez que alcancaram indice
enzimatico acima de 2. A Tabela 1 apresenta 0s
nameros de linhagens testadas e seus respectivos
resultados com os valores minimos e maximos dos
indices enzimaticos:
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Tabela 1. Numero de individuos positivos e
negativos em teste de screening enzimatico e

valores minimos e maximos dos indices
enzimaticos.

Teste Celulase Indlcg enzm]atlco

(max. e min.)

Negativos 31 -
Positivos 48 0,46 — 1,93
P_osmvos com potencial 21 2 00857
biotecnoldgico
Total 100 -

Ruegger e& Tauk-Tornisielo [1] obtiveram
45% de fungos produtores de celulase entre as
linhagens isoladas do solo de uma estacdo ecolégica
em S&o Paulo. Abdel-Raheem e Shearer [15]
testaram  fungos ascomicéticos isolados de
substratos vegetais e obtiveram 100% de
celuloliticos, assim como Silva et al. [16] também
encontraram, em solos de sistemas agroflorestais,
100% de fungos com produgéo da enzima celulase.

Dos fungos positivos para atividade
celulolitica, 21 foram considerados potencialmente
biotecnoldgicos para aplicagBes industriais segundo
média do IE >2 proposto por Nogueira e Cavalcanti
[10]. Neste estudo 4 linhagens apresentaram IE >3,
2 >4, 1 >5¢e 1 >8, mostrando valores semelhantes
aos expressos por géneros frequentemente
utilizados no mercado industrial, tais como
Penicillium e Trichoderma [1, 17, 18]. Os demais
valores estdo expressos na Figura 3:

Figura 3. Grafico de porcentagem dos indices
enzimaticos (diametro da col6nia (mm)/diametro do
halo (mm)) de fungos positivos para atividade
enzimatica de celulase em meio s6lido de fungos
oriundos de vegetagdo aldctone do cdrrego
Buritizal, Palmas-TO.

indices enzimaticos

m<2 m>2 m>3

12%

Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os IE dos individuos que
apresentaram atividade celulolitica, tampouco os
que apresentaram potencial biotecnoldgico para
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aplicacdo industrial. Foi observado que as menores
colbnias produtoras de celulase foram as que
obtiveram maiores halos de hidrélise e,
consequentemente, os maiores indices enzimaticos.
Ruegger & Tauk-Tornisielo [1] e Nogueira e
Cavalcanti [10] também observaram este fato,
concluindo que o teste qualitativo é mais indicado
para teste com mesmas linhagens ou para
verificacdo de mutacdes. Em contrapartida, Neirotti
e Azevedo [19] em seus testes para melhoramento
da técnica semi-quantitativa de screening em meio
solido afirmam uma correlacdo positiva entre o halo
de degradacdo e a atividade enzimatica validando
este método para medir a atividade celuloitica em
fungos.

CONCLUSAO

Fungos associados a detritos vegetais em
decomposicdo apresentam atividade celulolitica, a
gual deve ter papel importante no processo de
degradacdo da matéria organica vegetal nos
ecossistemas aquaticos;

A auséncia de linhagens xilanoliticas deve ser
investigada, ja que é possivel um papel inibidor de

xilanas nas concentracGes testadas em meio de
cultura.

Linhagens produtoras de celulases com
potencial biotecnolégico estdo associadas a
processos de decomposicdo de matéria organica
aléctone em riachos.
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