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RESUMO

A celulose possui um enorme potencial como fonte de energia renovdvel e a aplicacdo de
celulases na conversdo de biomassas celuloliticas pode prover grandes beneficios
econdmicos, como producdo de biocombustiveis. Além disso, as celulases possuem uma
ampla drea de aplicagdo industrial. Uma grande variedade de microrganismos excreta
celulases, que as utilizam na natureza para decompor residuos e causar doencas em plantas.
Tendo em vista a importancia biotecnologica das celulases, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a producdo de celulases por cepas de Fusarium, em reposta a presenca de
celulose como iuinica fonte de carbono. Todas as cepas estudadas apresentaram crescimento
no meio analisado. Comparando-se estatisticamente os indices enzimdticos, observou-se que
duas cepas isoladas na Bahia e no Ceard destacaram-se das demais. Os resultados obtidos
sdo preliminares e justificam a continuacdo da selecdo de cepas com potencial de producdo
de celulases.
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INTRODUCAO

A celulose € o principal componente da parede celular das plantas. Metade do carbono
orgdnico na biosfera estd contido na celulose, fazendo dela o mais abundante composto
organico do mundo (Raven et al., 2001). A celulose constitui uma importante fonte renovavel
de carbono, o que estimula o uso de processos de fermentacdes celuloliticas e aumenta o
interesse em aprimorar a digestabilidade de materiais ligno-celuldsicos e em estudos acerca da
hidrélise da celulose. Conseqiientemente, tem crescido o interesse no uso industrial de
celulases.

A aplicacdo de celulases na conversdao de biomassa celuloliticas em agucares para a
fermentacdo de etanol e outros produtos pode prover grandes beneficios ambientais e
economicos. O desafio chave € transformar essa conversdo num processo mais rapido e
menos custoso (Himmel et al., 1999).

Combustiveis alternativos aos derivados de petréleo sdo de grande interesse para reduzir a
dependéncia mundial de recursos ndo renovéveis. O combustivel renovavel mais comum € o
etanol derivado do milho e da cana-de-acucar. Biomassa lignoceluldsica tem sido vista como
uma alternativa futura para a producdo de etanol. Para isso, devem ser desenvolvidas
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tecnologias que permitam que essa COnNversao seja um processo economicamente vantajoso.
Essas tecnologias incluem celulases bastante efetivas (Gray at al., 2006).

As celulases possuem uma grande drea de aplicagdo, como na industria de alimentos,
cervejas e vinhos, alimentacdo de animais, téxtil, polpa e papel, assim como na agricultura e
em pesquisas (Bhat, 2000).

Microrganismos que excretam celulases desempenham um importante papel na natureza por
sua capacidade de decompor residuos lignocelulésicos estabelecendo um elo chave no ciclo
do carbono. Na natureza, existe uma grande variedade de microrganismos que produzem
celulases. Apenas alguns sdo conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto €, sdo capazes
de degradar a celulose natural (Ruegger e Tauk-Tornisielo, 2004). Num ecossistema tipico de
decomposicdo de celulose, uma variedade de bactérias e fungos celuloliticos trabalham
conjuntamente para converter substratos celuldsicos insoliveis em agucares soluveis,
basicamente celobiose e glicose, que sdo assimilados pelas células. Para catalisar esse
processo, os microrganismos celuloliticos produzem uma variedade de diferentes enzimas,
conhecidas como celulases (Bayer et al., 1998). O termo celulase se refere a enzimas
hidroliticas e oxidativas que interativamente promovem a degradacdo da celulose. Existem
trés principais tipos de enzimas com atividade de celulase: endo-1,4-B-glucanase,
celobiohidrolase e B-glucosidase (Goyal et al., 1991; Kvesitadze et al., 1999).

Enzimas celuloliticas ocorrem em diversas classes de fungos, que além de as utilizarem para
decomposicdo de partes duras da planta, utilizam para extensdo da parede celular e
associacOes micorrizicas e patdgenas com plantas (Goyal et al., 1991).

Fungos do género Fusarium sp. sao amplamente distribuidos ao redor do mundo e sdo
encontrados no solo ou associados a espécies vegetais. Decompdem matéria organica do solo
e podem causar inimeras doencas em diferentes espécies vegetais (Martins, 2005). O presente
trabalho teve como objetivo avaliar isolados de fungos filamentosos, do género Fusarium,
quanto a producdo de celulases, em resposta a presenca de celulose como unica fonte de
carbono.

MATERIAL E METODOS
Microrganismos

As 25 linhagens de fungos do género Fusarium provenientes da Cole¢do de Cultura da
Embrapa Semi-Arido (CNPTSA). Os fungos foram conservados em dgar Sabouraud a 4°C, no
Laboratério de Microbiologia Ambiental do Departamento de Biologia da UFC.

Atividade Enzimatica

A determinacdo da atividade enzimatica foi baseada na metodologia descrita por Teather e
Wood (1982). A capacidade de degradacio de celulose foi verificada no meio Agar celulose,
de acordo com a composicdo: MgSOy (O,Sg.L'l); KCl (O,Sg.L'l); NaNO; (3,Og.L'1);
FeS04.7H,0 (0,01g.L™"); K:HPO4 (1,0g.L"); Agar-dgar (15g.L"); Celulose microcristalina
(S,Og.L'l). Os microrganismos foram inoculados com uma alca no centro da placa de Petri
contendo o meio de cultura especifico. As placas em triplicata foram incubadas por 4 dias a
30°C. Depois desse periodo, foi vertido sobre as placas 10 mL de solucdo corante de
vermelho congo (1g.L™"), apds 15 minutos em repouso a solucio foi descartada. Em seguida
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as culturas foram lavadas com solu¢do de NaCl 2M e deixadas em repouso com esta solucdo
por um periodo de 15 minutos. A presenga de zonas claras ao redor das culturas € indicadora
da atividade de celulase, além da magnitude desta. Os diadmetros das colonias e dos halos de
hidrdlise produzidos foram medidos com régua milimetrada durante os quatro dias, no mesmo
horario. O indice enzimatico foi calculado dividindo-se os valores desses halos, tendo o halo
de crescimento do fungo como denominador.

Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos ao teste ANOVA e comparados pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade usando o programa estatistico Sisvar.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O halo indicador da atividade de celulase foi observado em 23 cepas, ou seja, 92% das
cepas analisadas (Figura 1). A andlise estatistica mostrou que houve diferenca entre os
indices enzimaticos das linhagens de Fusarium analisadas. Duas cepas destacaram-se das
demais em relagc@o ao indice enzimatico: LCB 25 e LCB 33 apresentaram i.e. de 1,31 e 1,32,
respectivamente. No outro extremo, 14 cepas ndo diferiram estatisticamente entre si,
apresentando i.e. menor que 1,06 (Tabela 1). Comparando-se na literatura esses resultados
com os de outros géneros, os i.e. obtidos foram baixos. Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004),
avaliando cepas estudadas de fungos isolados da Estacdo Ecoldgica de Juréia-Itatins, SP,
obtiveram i.e. de até 6,00 (Trichoderma e Penicillium) e Faheina et al. (2007), avaliando
cepas de Lasiodiplodia theobromae isoladas de cajui, de 1,89. Braga et al (2007), avaliando
cepas de Fusarium, obtiveram i.e. de até 1,10.

Comparando-se as cepas LCB 25 e 33 com as demais, observou-se que apesar de
apresentarem maior indice enzimadtico, elas apresentaram os menores didmetros de colonia
entre as cepas analisadas: 36,33mm e 26,00mm, corroborando com os dados obtidos por
Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004). Esses resultados mostram que mesmo apresentando menor
crescimento e, consequentemente, menor produ¢do de biomassa, algumas cepas podem
possuir um grande potencial de producao e excre¢cao enzimatica de celulase. Esse fato revela a
importancia da andlise do indice enzimatico obtido através do teste do vermelho congo.

A cepa LCB 25 foi isolada de cultura de uva no municipio Casa Nova na Bahia e a cepa
LCB 33 foi isolada de maracujd na Caatinga no Ceard, revelando um grande potencial da
microbiota do Nordeste semi-drido.

Diversos estudos tém sido realizados sobre produgdo de celulases por fungos, revelando o
potencial de vérios géneros, principalmente Trichoderma, Aspergillus e Penicillium (Gao et
al., 1999; Kang et al., 2004; Ruegger e Tauk-Tornisielo, 2004; Picart et al., 2007; Ahamed e
Vermette, 2008). Outros trabalhos t€ém revelado o potencial de géneros menos destacados,
como Lasiodiplodia e Fusarium (Braga et al., 2007; Faheina et al., 2007).
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Tabela 1: Atividade da celulase de cepas do género Fusarium, cultivadas em meio
dgar celulose por 4 dias a 30 °C.

Cepa Cultura gc oh 1IE
LCB 37 Maracuja 50,33+£2,9  50,33+£2,9 1,00 a
LCB 29 Tomate 62,00+£2,0  62,00£2,0 1,00 a
LCB 34 Melao 48,33+1,5 49,67+2,1 1,03
LCB 35 Melao 53,3344,5  55,33+4,0 1,04 abc
LCB 36 Melao 58,33+0,6  60,67+1,2 1,04 abc
LCB 41 Feijao 56,33£1,5  58,67+£2,1 1,04 abc
LCB 39 Feijao 63,67£1,5  66,33+1,2 1,04 abc
LCB 40 Feijao 67,00£7,0  70,00£7,0 1,05 abed
LCB 27 HelicOnia 50,3342,1 52,67£1,5 1,05 abed
LCB 16 Uva 53,00£2,6  55,67£2,1 1,05 abed
LCB 19 Banana 56,67+2,1 59,67£3,1 1,05 abed
LCB 31 Uva festival 58,00£0,0  61,33+0,6 1,06 abed
LCB 30 Maracujé 61,33+4,2  65,00£3,0 1,06 abed
LCB 23 Coco 58,67+1,2  62,33+£2,3 1,06 abed
LCB 15 Maracuja 59,67+1,5  64,00£1,0 1,07 bede
LCB 32 Banana 52,334+2,1 56,67+2,1 1,08 bede
LCB 22 Banana 47,33+0,6 51,33+1,5 1,08 bede
LCB 43 Melao 54,67£3,5  60,00£3,0 1,10 cde
LCB 20 Feijao 53,67+44,0  59,00+£3,6 1,10 cde
LCB 18 Feijao 50,00£2,6  55,00£1,7 1,10 cde
LCB 17 Algodiao 51,3320,6  56,67+0,6 1,10 cde
LCB 42 Melao 53,00£1,0  59,00£1,0 1,11 e
LCB 21 Manga 44,33+4.6 50,3347 1,14 .
LCB 25 Uva 36,33+0,6  47,67+1,5 1731+
LCB 33 Maracuja 26,00+1,7  3433+1,2 1,32+«

¢c = didmetro da colonia (mm); gh = didmetro do halo (mm); Ie = indice enzimatico;
( - ) = ndo produziu halo. Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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=ifi'gura 1: Placa de Petri com fungo apds experimento, evidencia
de hidrolise. gc = didmetro da col6nia (mm); gh = didmetro do halo (mm).

CONCLUSOES

Todos os isolados avaliados cresceram em meio contendo celulose como tunica fonte de
carbono, indicando sua capacidade de sintese de enzimas celuloliticas. Contudo, a cepa LCB
33 destacou-se, pois suas colonias apresentaram Indice Enzimatico de 1,32.
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