PRODU';KO DE CELULASES E DE BICMASSA POR FUNGOS FILAMENTOSOS
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O objectivo deste trabalho foi estudar a capacidade de fungos filamentosos
por nés isolados UA 1.12, UA 4.2 e UA 5.4 de produzirem extracelularmente
CMC'ase, FP'ase e fB-glucosidase, bem como, de produzirem biomassa fingica
quando crescidos em meio de carboxilmetilcelulose a 1%.
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1-INTRODUGKO

A celulose é o biocpolfimerc natural e renovdvel mais abundante pfoduzido na

Terra. Tem sido estimado que 1011 toneladas de material vegetal s3o
anualmente produzidos pelo cicle de Calvin (Ryu e Mandels, 1980; Hecht et
al., 1982}, para além de enormes volumes de materiais celuldsicos serem
acumulados pelas sociedades modernas, como lixos domésticos, causando
problemas ecolégicos graves.

Por outro lado, a degradacd3c da celulose na natureza & quase exclusivamente
feita por microrganismos. Estes microrganismos celulolfticos, incluindo
fungos filamentosos, sdo capazes de originar grandes quantidades de enzimas
que podem degradar facilmente a celulose produzinde agicares soluveis. As
celulases sdo um complexo de enzimas contendo endo-f3-1, 4-glucanase, EC
. 3.2.1.4, também designada por CMC'ase ou Cx, exo-8-1,4-glucanase, EC

3.2.1.91, também designada por celobichidrolase, CBH ou C; e, finalmente, 8-

glucosidase, EC 3.2.1.21 (Fujii, 1991). Para uma hidrélise da celulose
insolivel em pequenas moléculas soldveis de celo~oligossacarideos
(principalmente celobiose) é necessdrio uma accdo sinergistica entre as
diferentes componentes de endoglucanases e celobiohidrolases e,
subsequentemente, & necessdrio a acgio da B-glucosidase para hidrolisar 'a
celobiose para dar glucose (Mandels et al., 1976; Barnett et al., 1991). A
procura de novas estirpes celuleliticas mostrou que muitos microrganismos sdoc
capazes de produzir celulases extracelularmente com a possibilidade de
variadas aplicag¢Bes tais como a conversio de residuos celulésicos para
agicares fermentdveis ou para produzir materiais com valor alimentar (Ryu e
Mandels, 1980}. Foram objectivos deste trabalho (i) estudar e comparar a
capacidade celulolitica relativa e, (ii) estudar e comparar a capacidade de
conversdo da celulose em biomassa, por tr@s fungos filamentosos isolados do
meio ambiente. .
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2-MATERIAL E METODOS

2.1-Microrganiamog

Diferentes fungos filamentosos com a capacidade de degradarem celulose foram
isolados a partir de residuocs celuldsicos vegetais em vArias regides de
Portugal (Lima, 1989). Dentro da nossa colecgdo foram ascolhidos os tréas
fungos que apresentaram malor capacidade relativa de degradarem substratos
celulésicos (Lima, 1989). Os isolamentos seleccionados foram UA 1.12, UA 4.2
e UA 5.4. Estas estirpes ainda n3c foram identificadas.

2.2-Meiog de crescimento

C meio de cultura utilizado para o crescimento dos fungos celuloliticos foi o
meio desenvolvido por Mandels e Reese (Sternberg, 1976) contende por litro de
4dgua destilada (NH4) 5S04 1,49; KHyPOy 2,0g; Ureia (Merck) 0,3g; cacl, 0,3g;
Mgsoy 0,3g; Peptona (Difco) 0,1g:; FeS04.7H,0 5,0mg;- MnSO4.4H;0 1,6mg;
Zns0y, . TH0 1,4mg; CoCl;.6H0 2,0mg. A fonte de carbono . foi

carboxilmetilcelulose (BDH 27649) a 1,0% (p/v). O pH foi inicialmente
ajustado a 5,0 pela adigf8io de 0,1N de HCl. Erlenmeyers de 500ml contendo
100,0ml de meio foram esterilizados por autoclavagem a 110°C durante 40 min.

2.3-Indculo e recolha do meio

0 inéculo foi preparado fazendo crescer os fungos em placas de meio agarizado
de batata e dextrose durante 7 dias. Retirou-se de cada uma destas placas dez
discos de 12mm de difmetro que foram colocados em 50,0ml de 4gua destilada.
Com a ajuda de um ultra-turrax e durante 10s foi feita uma suspensio uniforme
da qual se retirou 10,0ml para inocular os Erlenmeyers com o meio de cultura.
Cada fungo em estudo foi incubado durante 7, 14, 21 ou 28 dias a 25°C sem
agitacgdo.

Depois da incubagdo, todo ¢ meio de cultura foi centrifugado a 15000rpm
durante 40 min numa centr{fuga Cryofuge 20-3 (Haraeus-Christ). O sobrenadante
dos diferentes fungos obtidos foram guardados a 4°C com 0,1% de NaN3 (p/v)

até A& realizagdoc dos ensaios analiticos e enzimiticos. 0s micélios dos
diferentes fungos depois de lavados trfs vezes com 4dgua destilada foram
colocados em cadinhos tarados e colocados numa estufa a 60°C para se
determinar o peso seco da biomassa fiungica.

2.4-Ensaies analiticog

O conteddo da protefna soldvel presente no meio de cultura foi determinado
pelo método de Folin-Ciocalteu (Lowry et al., 1951). Albumina sérica bovina
foi usada como proteina padrido.

0 conteddo dos agucares totais e dos agdcares redutores foram determinados
respectivamente pelo método do &cido sulfurico-fenol (Dubois et al., 1956) e
pelo método do dcido dinitrossalic{lico (Sumner e Somers, 1944). Para ambos
os métcdos foi usade a glucose como agdcar padrdo.

2.5- Ensaios enzimdticos

Para determinar a actividade da carboxilmetilcelulase (CMA'ase) adicionou-se
0,2ml de sobrenadante a 4,5ml de solugdc de carboxilmetilcelulose a 1,0%
(p/v) (feita em tampdc citrato 0,05M a pH 4,8) e a 0,3ml de tampdo citrato
0,05M a pH 4,8. Incubou-se a solucdo durante 120 min a 50°C. Os aglicares
redutores libertados foram determinados segundo o métode anteriormente
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descrito. As unidades de actividade enzimdtica representam o mimero de umoles
de glucose libertada por minute e por mililitro dJde sobrenadante (Garg e
Neelakantan, 1982). .

Para determinar a actividade do papel de filtro (FP'ase) retirou-se 0,4ml de
sobrenadante e adicionou-se a 0,6ml de tampdo citrato 0,05M a pH 4,8 e a uma
tira de 1x6cm de papel de filtro Whatman n®l (50mg) e incubou-se durante 120
min a 50°C. Os agtcares redutores libertados foram determinados segundo o
método anteriormente descrito. As unidades de actividade enzimatica
representam o ntimero de upmoles de glucose libertada por minuto e por
mililitro de sobrenadante (Garg e Neelakantan, 1982).

Para determinar a actividade da 8-glucosidase adicionou-se 1,0ml de
sobrenadante a 1,0ml de tampdo acetato 0,2M a pH 4,0, a 1,0ml de &jua e a
1,0ml de o-nitrofenil B-D-glucosido 5mM. A solugdo foi incubada durante 60
min a 37°C. Acabada a incubagdo adicionocu-se 4,0ml de tampdo glicina-NaOH
0,4M a pPH 10,8. A libertacgdc do o-nitrofenol foi medida
espectrofotometricamente a 430nm. A unidade de actividade .enzimidtica foi
definida como a quantidade de enzima necessdria para libertar 25ug de o-
nitrofenol dentro das condigdes definidas para o ensaio (Wood, 1968).

3-RESULTADOS E DIscussXo
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Fig. 1 - Evolugdo das actividades especificas da CMC'ase (A), FP'ase (B) e B-
glucosidase (€) e, da concentragdc de agicares redutores (D) ao longe do
tempo de incubagdo dos isclamentos UA 1.12 (@), UA 4.2 (A) e UA 5.4 ().
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Os resultados obtidos ac longo do crascimento descontinuc com 1,0% de
carboximetilcelulose com incubacio sem agitagdo a 25°C para as actividades
aespecificas da CMC'ase, FP'ase e f-glucosidase, bem como, para a producio de
acicares redutores est3o apresentados na Fig. 1.

Observdmos para a actividade especifica da CMC'ase un aumento global durante
os 28 dias de incubagdo dos isolamentos UA 4.2 e UA 5.4 (Fig. 1-A). Para o
isolamento UA 1.12 a méxima actividade especifica da MC'ase foi aos 21 dias.

A actividade especifica méxima da FP'ase foi observada no isolamento UA 4.2
(Fig. 1-B). Observdmos que para os iscolamentos UA 1.12 e UA 4.2 © dia 14
apresentava os picos de méxima actividade da FP'ase, ac passo que, para o
isolamento UA 5.4 encontrdmos um plateau entre os dias 7 e 21 (Fig. 1-B).
Relaciondmos o decréscimo da actividade especifica da FP'ase a partir do dia
14, para o primeiro caso, e do dia 21 para o segundo caso, Com O aumento de
agicares redutores (Fig. 1-D) livres no sistema e, consequente, inibigdo da
actividade da FP'ase.

O fungo UA 4.2 apresentou a maior actividade especifica de R-glucosidase
durante todo o tempo de incubac8c (Fig. 1-C). Todos os isolamentos mostraram
um aumento gradual da actividade especifica da R-glucosidase (Fig. 1-C) o que
estard intimamente relacionado com a acumulac3c de agucares redutores gque
foram determinados ao longo do tempo de incubagdo (Fig. 1-D).

A Tabela I mostra-nos a relagdo entrs o peso seco e os aguicares totais ao
longo do tempo de incubagdo para os diferentes isolamentos. Tomando todos os
valores do peso seco e dos agicares totals encontrdmos uma correlacgdo
negativa (r=-0,56). O isolamento UA 1.12 foi o fungo que apresentou maiocr
tactor de correlac3o (r=-0,95). Estes dados demonstram que houve conversdo do
substrate em biomassa fungica.

TABELA I: Pesc seco e concentra¢ao de aqglcares totals para os
diferentes tempos de incubagdo dos trés isolamentos.

Tempc de 10-2x Agicares
incubagdo Peso seco totais

Fungos {dias) (mg/m1) (mg/ml)
7 68.5 2.7

14 67.9 2.6

Ua.l1.12 21 45.0 2.8
28 31.8 3.0

7 53.1 2.4

14 44.5 2.7

Ua.4.2 21 61.3 2.5
28 68.2 2.8

7 51.7 2.5

14 43.4 3.2

UA.5.4 21 34.3 3.0
28 56.1 2.5

4~-CONCLUSAO

As caracteristicas celuloliticas destes isolamentos, bem come a sua
capacidade de produzirem elevadas quantidades de biomassa fidngica torna estes
isolamentos atractivos candidatos para um melhor aprofundamento das sua
capacidades hidroliticas em relagdio & celulose e para uma identificacZo
taxondmica.
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