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SUMMARY

In the present paper 38 different strains of
filamentous fungi isolated from soils or from plant and
cellulosic wastes of various regions of Portugal were
studied for their cellulolytic ability. These isolates
together with Trichoderma viride and Aspergillus niger
fungi (as positive controls) were. screened for their
cellulolytic ability by the rapid and qualitative
method of cellulose-azure. Further determination of
their relative and quantitative cellulolytic activities
was performed by the depth of clearing screening test.
This test was also used to study the effect of Walseth
cellulose concentration on depth of clearing.

SUMARIO

Neste trabalho, estudamos as capacidades
celuloliticas de 38 diferentes fungos filamentosos
isolados a partir do solo ou de residuos vegetais e
celuldsicos provenientes de varias regides de Portugal.
Estes isolamentos conjuntamente com os fungos
Trichoderma viride e Aspergillus niger (utilizados
como controlos positivos) foram testados na sua
capacidade celulolitica através do método rapido e
qualitativo da celulose-azure. Para posterior
determinacaoc das actividades celuloliticas relativas e
quantitativas destes isolamentos utilizdmos o teste da
medigdo da profundidade de clareamento do meio opaco de
celulose Walseth. Este teste foi também usado para o
estudo do efeito da concentragdo do substrato na
medigao da profundidade de clareamento.

INTRODUCAO

Nos Gltimos anos verificamos um forte e amplo interesse
pela procura e utilizagido de novas fontes de biomassa
renovavel devido a uma maior consciencializagdo dos grandes
problemas & escala planetaria: como a fome, as reservas
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limitadas de combustiveis fésseis, a maior necessidade de
produtos quimicos para a indlstria e a ruptura de equilfibrios
ambientais (1). Neste cendrio, por um lado, a celulose & a
Gnica fonte de carbono renovdvel na Natureza disponivel em
grandes quantidades que pode ser usada para resolver os
problemas de produgio de energia (2), de produtos quimicos
como o etanol, &cidos orgdnicos e outros (2) ou de alimentos
(2,3); por outro lado, as lixeiras de origem urbana e agro-
industrial sdo também uma fonte disponivel de material
celuldésico. Nos 1lixos domésticos do Continente Portugués o
papel e o cartdo representam cerca de 400000 toneladas/ano
(aproximadamente 20% do lixo total) (4). Nos residuos agro-
industriais salientam-se em Portugal o bagago de uva e o
repiso de tomate com uma produgio média anual de 5000
toneladas de peso seco para cada caso (5}).

A conversao da celulose para aglicares soliveis é feita
essencialmente por microrganismos através do seu complexo
hidrolitico celuldsico. Os fungos s3o os microrganismos com
malor capacidade de degqgradarem enzimaticamente a celulose
existente em habitats terrestres ac passo que as bactérias sao
provavelmente os maiores agentes da degradagdo da celulose em
habitats marinhos. WNos dltimos anos, os fungos tém sido
sujeitos a um estudo intenso no sentido de se obter um maior
conhecimento das suas caracteristicas celuloliticas (1).
Assim, o estudo da hidrélise enzimatica microbiana da celulose
tem tido um grande desenvolvimento pelas suas implicagdes
tecnoldgicas e econdémicas bem como, a procura de novas fontes
de celulases tem sido uma preocupagdo constante nos iiltimos
anos. Os trabalhos de rastreio de fungos celuloliticos
oriundos de diferentes habitats tornam-se assim de grande
oportunidade ndoc sé pelas informacdes fornecidas no dominio da
ecologia e da microbiologia ambiental, mas também pela
possibilidade de um emprego de estirpes celuloliticas na Aarea
das biotecnologias.

MATERIAL E METODOS

Isolamento e manutengdo de fungos

Para o isolamento de fungos celuloliticos foi usado o mei9
de Bose (MB)(6). O substrato, papel de filtro Whatman n<%1, fO}
tratado com HCl numa concentragac de 3% -(p/v) durante 3h a
temperatura de 25°C, com agitagao ocasional. Esta suspensao
foi diluida em 51 de agua destilada com forte agitagéo
simultdnea e deixada a repousar durante 2h. Eliminou-se o
sobrenadante. Todo o sedimento foi colocado num funil de
Buchner com trés filtros de panc de linho e lavado com A&gqua
destilada até a neutralizagdo. Em sequida lavou-se a celulose
com etanol a 95% e deixou-se secar ao ar. Finalmente, este
meio foi preparado adicionando o meio de base de Czapek com a
composigdo por litro de &Agua destilada de 3g de NaNO3, 1lg de

KoHPO4, 0,59 de MgSO4.7H70, 0,5g de KCl e 0,01lg de FeSO4.7H0
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ao substrato previamente tratado na concentragao de 1% (p/v) e
ao agar na concentragao de 1,5% (p/v). Num almofariz e com a
ajuda de um pildo formou-se uma pasta fina e uniforme a que se
ajustou o pH a 5,4 com a adigfio de &cido lactico. Aliquotas de
20ml de meio foram distribuidas em tubos de 2,5x15cm e estes
sujeitos & esterilizagdo por autoclavagem a 121°C durante 15
min. Deixou-se arrefecer o meio até aos 45°C e depois de
uniformizar este por agitagido no vortex colocou-se em caixas
de Petri. Os tubos com meio MB que nic foram imediatamente
usados foram guardados no friqgorifico a 4°C.

Pequenas fracgoes de material proveniente das nossas
colheitas foram colocadas em placas de MB que eram
sequidamente incubadas a 25°C durante quatro a sete dias. Os
fungos celuloliticos que se desenvolveram foram reconhecidos
pela presenga de zonas de clareamento do meio, & volta das
respectivas coldnias. Estes fungos, foram repicados para novas
placas com meio MB e incubadas a 25°C durante sete dias. Os
fungos foram transferidos para placas de agar de batata
dextrosada (ABD) suplementado com estreptomicina na
concentragado de 0,01% (p/v) para. eliminagac de bactérias
contaminantes. As placas foram incubadas a 25°C durante quatro
a sete dias.

Finalmente, depois de estar assegurada a pureza dos
isolamentos, estes foram repicados para tubos c¢om ABD
inclinado e para placas com ABD. Incubaram-se a 25°C durante
quatro a sete dias. Os tubos e as placas foram seladas e
guardadas no frigorifico a 4°C durante um més. Procedeu-se
mensalmente & renovagdo das culturas.

Organismos

Para os isolamentos da nossa colecgdo de fungos, foi criado
um cédigo de catalogagao, com a seguinte simbologia:

UA.p.q.

em que, UA $30 as iniciais da Universidade de Aveiro; p,
representa o nimero de ordem, local e data de colheita; (g,
representa o niimero do isclamento da série pertencente a UA.p.
(Tabela I).

Os Fungos Trichoderma viride Persoon ex Fries (LNETI) e
Aspergillus niger van Tieghen (ATCC-6275} (TUB)} (FCL) foram
usados como estirpes de controle positivo para os varios
ensaios.

Método da celulose-azure para rastreio qualitativo

Foi preparado o meio de Pettersson modificado (MPM) (7) com
a composigdo por litro de a&gua destilada de 2g de NHyH,PO4,
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TABELA I

ORIGEM DOS FUNGOS ISOLADOS NESTE TRABALHO.

Natureza da Local de Data d
Série Amostra Colheita Colheit
UA.1. Material Vegetal | Vale de Canas, |Novembro]
em Decomposigido | Coimbra de 1986
UA.2. Madeira com -] Aveiro Marco
podridao de 1987
UA.3. Lamas Portucel-Cacia, | Margo
Celulésicas Aveiro de 1987
UA.4. Folhas de Acacia | Afife, Viana Margo
em Decomposigao do Castelo de 1987
UA.5. Tronco Morto de Maiorca, Abril
Platano Figueira da Foz|de 1987

UA. 6. Meio Contaminado Laboratério-UA, | Abril
Aveiro de 1987

0,6g de KH3PO4, 0,43 de KpHPO4, 0,5 de MgSO4.7H20, 55mg de
CaCl;, 10mg de FeCgH507, 4,4mg de 32ZnS04.7H30, 5mg de
MnS04.4H20, 1ling de CoCl,.6H30, 100ug de Tiamina~HC1l (Merck),
lg de Extracto de Levedura (Difco}, 7,59 de Agar (Difco).
Depois, 2,0ml de MPM foram colocados em tubos de ensaio de
1,6x7,5cm e autoclavados a 121°C durante 15 min. 0 meio foi
deixado solidificar com os tubos na posigao vertical.
Preparou-se um sequndo lote de MPM usando, da &qua destilada
necessaria, apenas 2/3 do volume (fracgao A). Ao 1/3 do volume
de Aqua destilada restante misturou-se celulose-azure (Sigma,
Tipo II, C8647) (fracgdo B). A concentragao- final de celulose-
azure foi de 2% (p/v). Autoclavaram-se as fracges A e B
separadamente a 121°C durante 15 min. As duas fracgdes foram
misturadas ainda quentes e transferiu-se 0,5ml para cima do
meio base solidificado existente em cada tubo (8).

Os tubos assim preparados apresentavam uma camada inferior
de MPM e uma camada superior de MPM suplementadc de celulose-
azure que lhe conferia a cor azul. Estes tubos foram
inoculados com os nossos isolamentos e colocados a incubar a
25°C para pesguisa de fungos celuloliticos. As leituras foram
efectuadas ao 22, 52 e 102 dia e foi feito o respectivo
registo da intensidade de cor azul difundida da camada
superior para a camada inferior.
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Método da medigdc da profundidade de clareamento do meio
opaco para rastreio quantitativo

O meio opaco (MO)(9,10) foi preparado com a composigdao por
litro de agua destilada de 2g de NH4HPO4, 0,69 de KH3PO4,
0,49 de KpHPO4, 0,89g de MgSO4.7H30, 100ug de Tiamina-HC1
(Merck), 0,59 de Extracto de Levedura (Difco), 4mg de Adenina
(Sigma), 8mg de Adenosina (Sigma) e 179 de Agar (Difco). Como
substrato foi usado a celulose Walseth. Esta foi preparada a
partir de 30,09 de celulose Whatman CF1l1l suspendida em 400ml
de acido Orto~fosférico a 85%. Depois de a suspensdo ter sido
agitada vigorosamente durante 2h foi adicionado a esta 21 de
dgua destilada. Esta suspensdo foi filtrada através de cinco
filtros de pano de linho sobre deois filtros Whatman n21. A
celulose foi, em sequida, dispersa em 51 de Aqua bidestilada.
Repetiu-se a filtragao. Redispersou-se a celulose em 11 de
solugdo aquosa de Nay)CO3 a 2% (p/v) com a ajuda de um

misturador eléctrico. Deixou—~se repousar durante 12h. Ao fim
deste tempo, o homogeneizado foi lavado com 51 de A&qua
destilada. Foi filtrado de novo. Suspendeu-se o filtrado em
1,51 de &qua destilada. Esta suspensdo foi centrifugada a
10000 rpm durante 5 min numa centrifuga Haraeus-Christ, modelo
Cryofuge 20-3 e o sedimento obtido foi homogeneizado durante 5
min com um misturador eléctrico. Verificou-se o pH da
suspensdo que deveria ser aproximadamente de 6,5. Finalmente,
foi determinado o factor de conversao de peso seco para peso
hamido.

Depois de a celulose ter sido tratada pelo &cido adicionou-
se, para completar o meio MO, nas concentragbes de 0,125%,
0,25%, 0,5% e 1% (p/v). O meio foi distribuido por tubos de
ensaio de 1,6xl6cm contendo cada um 10ml de MO. Os tubos
foram autoclavados a 121°C durante 15 min. Feita a
esterilizagao, os tubos foram arrefecidos num banho frio, com
agitagdo constante entre as mdos, para rapida solidificagdo do
meio na posigdo vertical e para garantir a sua total
uniformizagao.

Os tubos foram inoculados com um disco de 12mm de didmetro
a partir de culturas dos isolamentos em ABD com sete dias de
crescimento. Para cada fungo fez~se 3 réplicas que depois
foram incubadas a 25°C durante 35 dias. As leituras da
profundidade de clareamento foram feitas de sete em sete dias
com uma régua de escala milimétrica e determinou-se o valor
médio para cada caso em estudo.

RESULTADOS

Obtencao da colecgao de fungos

Apés seis meses de colheitas em diferentes materiais
celulésicos e em diversos locais, obtivemos 38 isolamentos com
a capacidade de crescerem ho meio selectivo de MB e provocarem
uma auréola de clareamento do meio (opaco devido & celulose) a
volta das respectivas colénias.
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Estudo qualitativo da actividade celulolitica dos
isolamentos

Bo estudarmos a capacidade dos nossos isolamentos serem
celuloliticos com o teste da celulose-azure (Tabela 1II)
observamos que 11 dos fungos isclados, nomeadamente UA.1.2,
va.l.4, UA.1.7, UA.1.9, UA.1.10, UA.1l.11, UA.1l.12, UA.4.2,
UA.5.2, UA.5.3 e UA.5.4, apresentavam mixima libertagdo de cor
azul (++H++) ao fim dos 10 dias de teste, tal como o fungo
Aspergillus niger que serviu de controlo positive (Fig.1).
Oito dos fungos isolados apresentavam grande libertagdo de cor
azul (+++) compardvel a Trichoderma viride (controlo positivo)
e, 13 isclamentos apresentavam menor libertagdo de cor azul
(++ e +) do que os fungos precedentes. Os restantes seis
fungos isclados apresentavam resultados negativos (0)
idénticos ao tubo ndo inoculado qie serviu de branco (controlo
na Fig.1).

FIGURA 1. Aspecto dos tubos do teste da
celulose-azuré para os fungos isolados ac fim de 10
dias de 1ncubagao a 25°C. CONTROLO - . tubo nao
inoculado; 0 - auséncia de libertagdo de cor azul; + a
4+ - aumento relativo de libertagdo de cor azul.

Estudo quantitativo da actividade celulolitica dos
isolamentos

Os resultados que acabamos de expdr permitem—nos dizer que
dentro da nossa colecgdo tinhamos 50% de fungos com boa
actividade celulolitica. Estudamos, por isso e em seguida, o
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TABELA II

REGISTO DA INTENSIDADE DA COR AZUL DIFUNDIDA NA
CAMADA INFERIOR DOS TUBOS NO TESTE DA CELULOSE~AZURE
PARA OS FUNGOS ISOLADOS.

TEMPO '

2Dl 5*Dia 16* Dia
FUNGO
CONTROLO [ 0 0
T. viride 1) ++ XX
A. niger [X3 XX [ 22X
UA. 1.1 0 0 ¢
UA 12 0 ++ [ZXR)
UA. 1.3 0 0 0
UA 14 0 e XXX
UA.1S 0 0 +
UA 1.6 (1] 0
UA. 17 + XX XXX
UA. 18 0 [ 0
UA.19 0 [0 XX
UA. 1.10 . to e seee
UA. 111 [} X3 XXX
UA.1.12 + XX L XXX
UA. 113 [} X3 [XX3
UA. .94 ] +e 13X
UA. 115 0 1] +*
UA. 116 0 0 0
UA.1.17 0 0 0
UA.1.18 0 +e [ XX
UA. 119 0 *e re e
UA. 120 0 0 [
UA. 1.21 0 . ¢
UA 21 0 * LA
.22 0 + +*
UA. 23 0 . .
UA.24 0 0 .
UA.2S 0 * X
UA.26 0 0 .
UA. 27 ] ‘e ‘e
UA. 3% 0 ‘e ‘e
UA. 3.2 0 +e (X2 ]
UA.41 + +e X2
UA. 42 0 +e e +ete
UA.5.1 0 + *
UA. 52 + (R X reee
UA.53 133 *ee reeo
UA. 54 + tie ‘e
UA.6.1 + e e
UA.62 0 0 0

0 - Auséncia de libertagio da cor azul.
* 8+ + e ¢ - Amenio relativo de liberuagdo da cor azul
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comportamento dos isolamentos em meio opaco (devido & presenga
da celulose Walseth). Usamos diferentes concentragdes de
substrato e incub&mos os fungos durante 35 dias a 25°C.

Os resultados obtidos estac compilados na Tabela III. Na
Fig.2 apresentamos o aspecto dos tubos de alquns isolamentos
ao fim deste teste e para a concentragao de 0,5%. Na Fig.3A e
3B estdo representados os resultados dos fungos isolados

FIGURA 2. Aspecto dos tubos no teste da medigao da
profundidade de clareamento para alguns isolamentos com
a concentragao de substrato de 0,5% ao fim de 35 dias
de incubagdo a 25°C. As setas indicam os niveis de
clareamento do meio opaco.
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TABELA III

VALORES < DA PROFUNDIDADE DE CLAREAMENTO PARA OS
FUNGOS ISOLADOS NAS DIFERENTES CONDICOES DE ENSAIO.
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UA.1.2, UA.1.12, UA.4.2, UA.5.4 e Trichoderma viride (controlo
positivo) para as concentragbes de substrato 0,25% e 0,5%
respectivamente. Verificémos, em ambos os casos, que o fungo
isolado UA.5.4 apresentava uma maior capacidade hidrolitica do
que os restantes isolamentos.

Comparamos o comportamento destes isolamentos as diferentes
concentragdes de substrato. Observémos para o isolamento
UA.1.2 que a concentragdo de substrato mais favoravel a
hidrdlise foi a de 0,125% (Fig.4A) e, para os isolamentos
UA.1.12 e UA.5.4 foi a concentragio de 0,5% (Fig.4B e 4D
respectivamente). Por @Gltimo, o isolamento UA.4.2 apresentava
o mesmo comportamento hidrolitico para as concentragdes de
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FIGURA 4. Efeito da concentragdo de 0,125% ( QO ),
0,25% (), 0,5% (A) e 1% (@) da celulose Walseth
na profundiade de clareamento ao longo de 35 dias
de incubagdao a 25°C para o fungo UA.1l.2 (A), UA.1l.12
(B), UA.4.2 (C) e UA.5.4 (D).
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0,125% e 0,25% de substrato (Fig.4C). Estes resultados
indicam-nos que as melhores concentragdes de substrato para
este teste 830 a de 0,25% e a de 0,5%.

Para a concentragdo de 0,125%, encontrédmos frequentemente
dificuldades de definir correctamente o limite entre o meio
hidrolisado (transparente) do meio ndo hidrolisado {tenuamente
opaco devido a baixa concentragido de celulose Walseth). Para a
concentracéo de 1% de substrato observimos globalmente uma
diminuic&o nos valores da profundiade de clareamento (Tabela
IIT e Fig.4).

DISCUSSAO

Para isolarmos fungos celuloliticos foi necessirio recorrer
a um tipo de meio que fosse selectivo e, sge possivel,
diferencial. O meio MB foi escolhido por apresentar na sua
composig¢do quimica a celulose como tnica fornte de carbono e
energia bem como, o meio tornar-se transparente a volta das
colénias produtoras de celulases extracelulares (6). Estava
assim, assegurado pelo meio MB a capacidade de ser,
respectivamente, selectivo e diferencial.

O ‘uso deste meio, para isolamento dos fungos, demonstrou
ser de grande utilidade quer pela simplicidade da sua
Preparagao quer pela facilidade de identificagdo das coldnias
capazes de formarem & sua volta auréolas transparentes.
Contudo, observiamos que o aumento do tempo de- incubagao
permitia o desenvolvimento de colénias de bactérias crescidas
& custa dos produtos de hidrélise da celulose. Este facto foi
contrariado pela diminuigdo do tempo de incubagdo, quatro a
sete dias, das placas com os materiais naturais e, pela
transferéncia dos fungos para novas placas de MB até ao seu
isolamento livre de bactérias contaminantes. A obtengdo das
culturas: puras foi feita em  ABD suplementado com
estreptomicina. Este tratamento foi muito eficaz na eliminagio
das bactérias que persistiam ao longo das sucessivas
repicagens. A manutengio das culturas puras dos fungos
isolados foi feita em ABD. Foi usado nestes casos o ABD por
ser um bom meio de rotina para manutengdo de, fungos. Nesta
primeira fase do nosso trabalho nio tivemos a preocupagac de
quantificar o didmetro das auréolas de clareamento produzidas
a volta das coldnias dos nossos isolamentos, pois, a obtencgéao
de uma colecgdo de fungos potencialmente celuloliticos era, de
momento, o nosso objectivo principal.

Ap6és a obtengdo de 38 fungos isolados, que passaram a
constituir a nossa colecgdo, estes foram sujeitos ao primeiro
rastreio pelo método da celulose-azure. Com a realizagdo deste
teste pretendemos ndo sé, ter uma primeira avaliagdo, mesmo
que qualitativa, das capacidades celuloliticas dos nossos
isolamentos mas também, avaliar o interesse deste teste para
uma detecgdo rapida de microrganismos celuloliticos. Pelos
resultados obtidos para este teste concluimos que os nossos
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isolamentos apresentaram boa actividade hidrolitica em relagdo
ao substrato, bem como, o teste mostrou ter um procédimento
simples e apresentar resultados rdpidos e com boa
visualizagdo. Assim, este teste dard uma boa resposta a um
rastreio gualitativo envolvendo um grande nimero de amostras.
E de referir ainda, que comparando a celulose-azure com o0s
derivados soliveis da celulose (e.g. carboxilmetilcelulose)
aguela constitui o substrato mais semelhante & celulose nativa
(11). Desta forma, torna-se evidente que o uso da celulose-
azure poderi ser mais correcto do que substratos soldveis para
medir a actividade celulolitica. Por fdltimo, admitimos que a
quantidade e a velocidade de difus@o da tinta azul 'libertada
para a camada basal do tubo estar& relacionada com o grau de
actividade “celulolitica relativa de cada fungo (8). Contudo,
ainda nao foi possivel encontrar um método gque permita
quantificar esta relagao.

pPara termos uma informagdo gquantitativa da capacidade
celulolitica dos nossos fungos isolados optémos, em sequida,
por realizar o teste da medigdo da profundidade de clareamento
do meio opaco. Este método baseia-se no principio da
dissolugdo da celulose como aspecto essencial da degradagdo
desta por enzimas libertadas e difundidas, por fungos em
crescimento, ao longo da coluna opaca (9). A zona de
clareamento do meio opaco é o resultado directo da dissolugdo
da celulose e a medida da sua profundidade um resultado
indirecto da capacidade celulolitica de cada fungo.

Observamos que os resultados de Trichoderma viride (ver
Tabela III) apresentaram para 0,5% de substrato as
profundidades de 5, 8, 10, 10 e 1lmm ao passo que, Tansey (10)
encontrou para Trichoderma viride (QM6a para as mesmas
condigdes de ensaio os valores de 5, 7, 10, 13, 15mm. Rautela
e Cowling (9) para os dias 14, 21, 28, e 35 encontraram, para
o mesmo fungo, os valores de 7, 10, 13, 16mm, respectivamente.
Pelo que acabdmos de referir, concluimos que até ao 212 dia
obtivemos valores idénticos -aos encontrados pelos referidos
autores, tendo-se verificado nos dias 282 e 352 uma diminuigédo
nos nossos valores em relagdo aos citados. Contudo, quer
admitamos os valores por nds encontrados gquer os valores
encontrados por estes autores para Trichoderma viride, como
valores padrio de boa actividade celulolitica, verificamos que
dentro da nossa colecgdo de isolamentos possuiamos fungos com
melhores actividades celuloliticas do que Trichoderma viride
(ver Tabela III).

Consideramos gque o teste da medigdo da profundidade ,de
clareamento é um método simples para determinar a actividade
celulolitca relativa de fungos. Uma das caracteristicas mais
importantes deste método é s6 necessitar de equipamento
simples para a sua realizagdo, tornando-o muito conveniente
para rastreio em larga escala. As melhores concentragdes de
substrato para a realizagdo deste teste foram as de 0,25% e
0,58 como j& referimos nos RESULTADOS. A concentragdo de



Fungos celuloliticos do meio ambiente 19

0,125% para além das dificuldades por nés encontradas, pode
ser uma boa concentragdo para fungos com baixa actividade
celulolitica (9). A concentrnagdo de 1% de substrato mostrou-se
inadequada para este teste uma vez que, os valores observados
foram inferiores aos valores obtidos para as outras
concentragdes ensaiadas.
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