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Resumo 

O Brasil é um grande produtor de resíduos agroindustriais, como o bagaço de 

cana. Esse substrato poderia ser usado como matéria-prima para produção microbiana 

de celulases com a finalidade de desenvolver processos sustentáveis como a produção 

de etanol de segunda geração. Para isso, este trabalho teve como objetivo a triagem de 

cepas fúngicas isoladas do Cerrado brasileiro com atividades celulolíticas. Entre os 13 

isolados analisados o Trichoderma harzianum (L04) foi identificado como um 

promissor candidato para a produção de celulase quando cultivado em bagaço de cana 

in natura. A linhagem L04 revelou um complexo celulolítico bem equilibrado, 

apresentando uma rápida cinética de produção de endoglucanases, exoglucanases e β-

glucosidases, obtendo valores máximos de atividades de 4022 UL 
- 1

 (72 h), 1228 UL 
- 1

 

(120 h) e 1968 UL 
- 1

 (48 h), respectivamente. Cerca de 60 % de rendimento de glicose 

foram obtidos a partir do bagaço de cana após 18 horas de hidrólise. Esta nova linhagem 

representa um candidato em potencial para a produção de celulases utilizando bagaço de 

cana como fonte de carbono. 
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Abstract 

Brazil is a major producer of agro-industrial residues, such as sugarcane bagasse, 

which could be used as raw material for microbial production of cellulases as an 

important strategy for the development of sustainable processes of second generation 

ethanol production. For this purpose, this work aimed at screening for glycosyl 

hydrolase activities of fungal strains isolated from the Brazilian Cerrado. Among 13 

isolates, a Trichoderma harzianum strain (L04) was identified as a promising candidate 

for cellulase production when cultured on in natura sugarcane bagasse. Strain L04 

revealed a well-balanced cellulolytic complex, presenting fast kinetic production of 

endoglucanases, exoglucanases and β-glucosidases, achieving 4,022, U.L
-1

 (72 h), 1,228 

U.L
-1

 (120 h) and 1,968 U.L
-1

 (48 h) as the highest activities, respectively. About 60% 

glucose yields were obtained from sugarcane bagasse after 18 hours hydrolysis. This 

new strain represents a potential candidate for on-site enzyme production using 

sugarcane bagasse as carbon source.  
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Caracterização do Perfil Enzimático de um Fungo Isolado do Cerrado 

Brasileiro 

 

1. Introdução 

 

1.1. Biocombustíveis e a situação energética mundial 

 

 No atual momento da sociedade humana um dos maiores desafios enfrentados é 

o de atender as demandas mundiais de energia, principalmente com a necessidade da 

mudança da matriz energética. Os anos de negligência aos combustíveis renováveis 

trouxeram uma iminente crise energética, com a grande dependência da importação de 

petróleo pelos países desenvolvidos. Cerca de 80% do suprimento mundial de energia 

consiste no uso deste composto (Goldemberg, 2007). Somente os Estados Unidos, que 

possuem 5% da população mundial, importam um quarto do petróleo produzido no 

planeta, consumindo cerca de 20 milhões de barris diariamente (Gray et al., 2006; 

Demain, 2009). A comercialização do petróleo é feita basicamente por um consórcio de 

países que constantemente encontra-se em situação de instabilidade devido a guerras e 

questões políticas delicadas. Como consequência a esses conflitos locais, frequentes 

oscilações no valor do petróleo afetam diretamente a economia mundial. 

 Enfrentar a crise energética e ambiental causada pelo alto consumo e custos 

elevados de combustíveis fósseis, tem estimulado a conscientização mundial para o 

desenvolvimento sustentável. Investir financeira e intelectualmente em energia 

renovável é a maneira mais eficiente para alcançá-lo. A Comissão Mundial de Meio 

Ambiente e Desenvolvimento (World Commision on Environment and Development – 

WCED) definiu em 1987 o termo “desenvolvimento sustentável” como “meio de se 

atingir as necessidades do presente sem comprometer a habilidade de gerações futuras 
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de alcançarem suas próprias necessidades”. O consumo desenfreado de fontes 

energéticas não-renováveis tem ferido gravemente este conceito e o objetivo por ele 

proposto. 

Diante destas constatações, é cada vez mais evidente que a soberania de mais de 

30 anos do petróleo na indústria de combustíveis aproxima-se do fim. Os esforços dos 

setores responsáveis não devem concentrar-se apenas na disponibilização de novas 

reservas de petróleo, pois crescente é a demanda por combustíveis assim como é 

crescente a conscientização da população mundial a respeito dos danos da queima de 

combustíveis fosseis. O consumo desgovernado desta fonte de energia tem produzido 

intensas mudanças climáticas, afetando a qualidade de vida em muitos países. No que 

concerne somente à emissão de gases estufa, espera-se que em 2030 seja produzido o 

dobro dos valores atuais (Demain, 2009). Temendo previsões alarmantes como essa, 

países como os Estados Unidos planejam uma redução de 20% no consumo de gasolina 

em menos de 10 anos (Ruth, 2008). 

Com vistas à substituição dos combustíveis fósseis estratégias tecnológicas têm 

surgido, sugerindo alternativas e exigindo um grande comprometimento da comunidade 

científica. Nos dias de hoje as fontes renováveis de energia somente equivalem em 

volume a 2,5% dos 85 milhões de barris de petróleo consumidos por dia, e este número 

deve aumentar para 105 milhões até 2015 (Demain, 2009). Segundo Goldemberg 

(2007), cerca de 2% do suprimento de energia mundial se deve ao emprego de fontes 

abundantes e renováveis, como é o caso da biomassa vegetal, da qual derivam os 

biocombustíveis (Howarth e Bringezu 2008). 

Os esforços têm se concentrado preferencialmente em biocombustíveis líquidos, 

uma vez que podem substituir os combustíveis atualmente utilizados sem necessidade 
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de grandes modificações nos motores de automóveis e nas redes de abastecimento. 

Dentre os biocombustíveis líquidos disponíveis atualmente, o bioetanol destaca-se, 

tendo sido gerados 55 bilhões de litros em 2007, sendo que o Brasil e os Estados Unidos 

foram por décadas responsáveis por 75% de sua produção. Nos últimos anos, o 

bioetanol respondeu por 99% dos biocombustíveis comercializados nos EUA (Farrell, 

2006), e a perspectiva é de que até 2030 esta categoria de combustíveis substitua 30% 

dos combustíveis atualmente consumidos (Schubert, 2006). Até o presente momento, 

somente o biodiesel e o bioetanol têm sido produzidos em escala industrial, sempre com 

a produção de bioetanol em níveis superiores aos do biodiesel (Howarth e Bringezu 

2008). 

Apesar de apresentar somente 2/3 do conteúdo energético da gasolina, o etanol 

apresenta-se como uma alternativa interessante à indústria de combustíveis em função 

de sua alta octanagem, reduzida toxicidade ao ser humano e maior biodegradabilidade, 

podendo também substituir os atuais aditivos misturados à gasolina (Demain, 2009). 

Entretanto, a maior vantagem deste combustível é também seu maior apelo ecológico: o 

etanol é menos poluente tanto em relação à emissão de compostos tóxicos contendo 

chumbo e enxofre, como também na emissão de gases estufa como metano e dióxido de 

carbono (Goldemberg, 2007). Esse fato se deve ao sequestro de carbono executado 

durante a fotossíntese por organismos vegetais, gerando um saldo inferior de emissão de 

compostos de carbono durante sua queima (Frazzetto, 2003). 

O Brasil difere de outros países por já possuir experiência na comercialização de 

álcool combustível. Durante o programa Pró-Álcool nos anos 70, o governo federal 

estipulou uma mistura de 25% de etanol na gasolina comercializada e encorajou 

fabricantes de automóveis a produzirem motores que consumissem etanol 100%. A 
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motivação e o contexto eram semelhantes aos de hoje: necessidade de diminuição da 

dependência do petróleo e consequente redução de sua importação. Em seguida foram 

percebidos os benefícios ecológicos de sua utilização: diminuição do uso de aditivos 

tóxicos à gasolina como o MTBE (metil-tércio-butil-éter) e diminuição da emissão de 

gases poluentes.  

Naquele momento o etanol apresentava um custo superior em relação à gasolina 

por esse motivo foi subsidiado pelo governo, dando um impulso na produção do etanol 

que saltou de 0,9 para 3,0 bilhões de galões em 1999 e 4,2 bilhões em 2006 

(Goldemberg, 2007). Embora desde os anos 90 os subsídios ao etanol tenham sido 

removidos e este tenha se tornado financeiramente competitivo em relação à gasolina, o 

Programa Pró-Álcool foi enfraquecido neste mesmo período pelo crescente consumo de 

cana-de-açúcar na indústria alimentícia. 

Com essa nova demanda, o etanol brasileiro representa a melhor e mais 

avançada opção para a produção sustentável de biocombustíveis em larga escala no 

mundo. O País é o candidato natural a liderar a produção economicamente competitiva e 

a exportação mundial porque tem o menor custo de produção e o maior rendimento em 

litros por hectare. O país produz cerca de 22 bilhões de litros de etanol por ano a partir 

de oito milhões de hectares de cana-de-açúcar. A produção nacional de cana-de-açúcar 

moída pela indústria sucroalcooleira em 2010 chegou a 556,95 milhões de toneladas, 

representando um número recorde de 25,38 bilhões de litros de etanol produzidos a 

partir de 336,2 milhões de toneladas 53,8% do total de cana colhida na safra 2010/2011 

(Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento). Até janeiro de 2012, de acordo 

com a União da Indústria da Cana-de-Açúcar (UNICA), 51,81% da safra 2011/2012 foi 
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utilizada para produção de etanol, totalizando 20,59 bilhões de litros; e 48,19% como 

destino a produção de açúcar. 

Mais de 80% dos carros novos vendidos no Brasil são bicombustíveis (que 

permite o uso de álcool e gasolina). Além disso, o etanol brasileiro é mais barato (cerca 

de 50%) que o americano, feito a partir de milho. Nos Estados Unidos esse combustível 

já é largamente comercializado nos postos de abastecimento como etanol 85% e os 

fabricantes de automóveis investem em veículos que usam biocombustível. O governo 

deste país pretende implementar até 2030 políticas que possibilitem a substituição de 

30% dos combustíveis usados hoje por etanol (Schubert, 2006) e até 2022 pretendem 

atingir o patamar de produção de 54 bilhões de litros de bioetanol a partir de milho 

(Howarth e Bringezu 2008).  

Pela primeira vez em mais de três décadas de forte apoio governamental à 

produção doméstica e elevadas tarifas contra importações, o mercado dos Estados 

Unidos finalmente vai se abrir para o etanol brasileiro de cana-de-açúcar. O fim da 

tarifa e dos subsídios dos EUA ao etanol (US$ 0,54 por galão importado) ocorre pouco 

depois do final da 17ª Reunião da ONU sobre o clima, a COP-17, realizada em Durban, 

na África do Sul. Naquela oportunidade, os países participantes se comprometeram a 

reduzir suas emissões e prorrogar o Protocolo de Kyoto até pelo menos 2017, 

representando uma grande oportunidade global para o etanol, particularmente o de cana-

de-açúcar (http://www.cop17-cmp7durban.com/). 

O etanol de cana produzido no Brasil já é reconhecido como o melhor 

biocombustível do mundo em termos de redução de emissões de gases causadores do 

efeito estufa. Esse reconhecimento veio, inclusive, do governo americano, através da 

Agência de Proteção Ambiental do país (Environmental Protection Agency, ou EPA), 

http://www.cop17-cmp7durban.com/
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que designou o etanol de cana como “biocombustível avançado”, com até 90% de 

redução de emissões de CO2 comparado com a gasolina 

(http://www.unica.com.br/noticia/23543291920327850689/etanol-brasileiro-tera-livre-

acesso-aos-eua-em-2012-depois-de-mais-de-30-anos-de-protecionismo/). 

Para ambos os governos, a expansão da produção de biocombustíveis é 

necessária para se reduzir a dependência internacional em relação ao petróleo e 

promover a redução da emissão de gases de efeito estufa. Porém a representatividade 

dos biocombustíveis de modo geral no contexto de suprimento de energia ainda 

permanece aquém do desejado. Para atingir as metas propostas pelos países produtores 

de bioetanol, encontram-se disponíveis diversos tipos de biomassa vegetal, 

extremamente heterogêneas quanto à sua composição e quanto a questões relativas à sua 

degradação. 

 

1.2. Fontes alternativas 

 

Fontes de energia alternativas baseadas em sustentabilidade e processos 

ecologicamente corretos são importantes recursos para enfrentar o desafio da 

substituição gradual da energia fóssil disponível na Terra. A energia produzida pela 

bioconversão da biomassa como, por exemplo, o etanol, metano, hidrogênio, etc. vem 

sendo considerada constituinte integral da realidade de vários países. O etanol tem 

atualmente o maior mercado devido à sua utilização como matéria-prima para química 

fina, aditivo para combustíveis ou combustível primário (Kerr e Service, 2005). 

 A produção de etanol a partir de açúcares ou amido, apesar de competitiva 

economicamente aos combustíveis fósseis, possui um impacto negativo tendo em vista a 

http://www.unica.com.br/noticia/23543291920327850689/etanol-brasileiro-tera-livre-acesso-aos-eua-em-2012-depois-de-mais-de-30-anos-de-protecionismo/
http://www.unica.com.br/noticia/23543291920327850689/etanol-brasileiro-tera-livre-acesso-aos-eua-em-2012-depois-de-mais-de-30-anos-de-protecionismo/
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sua produção a partir de cultivares utilizados na alimentação. O aumento da produção de 

etanol para suprir a crescente carência mundial começa a preocupar a medida que áreas 

voltadas à produção de alimentos sejam utilizadas para a produção de etanol. Por esse 

motivo, várias tentativas vêm sendo feitas no sentido de se produzir etanol utilizando 

cultivares não relacionados à alimentação, além de materiais lignocelulósicos 

descartados pela agroindústria (Farrell et al., 2006). 

Vários resíduos agrícolas ricos em lignocelulose, como palha de trigo, palha de 

arroz, sabugo de milho, caule e casca de girassol, bagaço de cana-de-açúcar, estão sendo 

explorados na produção de etanol. No entanto, a fermentação eficiente dos hidrolisados 

é limitada por uma série de compostos inibitórios gerados durante a hidrólise dos 

materiais lignocelulósicos como furfural e hidroximetilfurfural. Além de interferirem no 

processo de fermentação, a formação desses compostos ainda diminui a concentração de 

açúcar resultante da hidrólise da biomassa por serem formados pelo aquecimento desses 

açúcares em condições de pH ácido (Larsson et al., 1999). 

Assumindo que o etanol seja uma alternativa viável de curto prazo à substituição 

dos combustíveis fósseis, muitos países se comprometeram no desenvolvimento de 

processos para a produção desse composto a partir de biomassa de baixo custo, 

principalmente rejeitos da agro-indústria. Mas converter lignocelulose a combustível é 

mais difícil do que a partir de açúcares simples como no caso do Brasil que utiliza 

sacarose de cana de açúcar, ou de amido de milho pelos EUA. O amido é um polímero 

de glicose que é facilmente quebrado pela ação enzimática, em contraste à lignocelulose 

que necessita de um processo mais complexo (Service, 2007). 
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1.3. Etanol a partir da biomassa lignocelulósica 

 

 A tecnologia de produção de etanol a partir de biomassa vegetal está sendo 

desenvolvida rapidamente, já sendo uma realidade para algumas empresas privadas 

(Iogen, Mascama, Coskata, Range Fuels, ZeaChem e Qteros) com capacidade de 

produção em larga escala. No Brasil é previsto a inauguração de uma usina (Raizen’s 

Costa Pinto – Piracicaba, SP) em 2014 que utilizará a tecnologia de produção de 

biocombustível celulósico da empresa Iogen (http://www.iogen.ca/raizen-project/). A 

produção de etanol a partir de lignocelulose requer diferentes processos, tais como pré-

tratamento, hidrólise (sacarificação), fermentação e recuperação do etanol. Dentre esses 

processos, a hidrólise eficiente da lignocelulose é um dos passos fundamentais a ser 

desenvolvido. 

 A hidrólise da biomassa é essencial para a produção de açúcares fermentescíveis 

que posteriormente serão convertidos a etanol. Dois métodos são normalmente 

empregados dependendo das condições de tratamento, do tipo de biomassa e das 

propriedades dos agentes hidrolíticos. A hidrólise ácida possui dificuldades técnicas 

principalmente na recuperação dos açúcares, visto que gera resíduos tóxicos. A hidrólise 

enzimática é mais eficiente e não gera resíduos tóxicos, no entanto o custo para esse 

método ainda inviabiliza a comercialização do etanol a partir da lignocelulose (Mishima 

et al., 2006).  

 A hidrólise enzimática da lignocelulose normalmente é realizada por um 

conjunto de celulases, hemicelulases e glicosidases capazes de converter celulose e 

hemicelulose em monômeros de açúcar. A hidrólise pode ser realizada basicamente de 

três modos (Taherzadeh e Karimi, 2007; Weber et al., 2010). Nos dois primeiros as 

http://www.iogen.ca/raizen-project/
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enzimas hidrolíticas são produzidas separadamente por um microrganismo específico, 

normalmente são utilizadas enzimas de fungos do gênero Trichoderma. A mistura de 

enzimas obtida é então utilizada em uma etapa de hidrólise do material lignocelulósico e 

posteriormente o microrganismo fermentador é inserido (hidrólise e fermentação 

separadas (SHF)); ou a hidrólise é realizada junto à fermentação (hidrólise e 

fermentação simultâneas (SSF)). A SHF permite que a hidrólise e a fermentação sejam 

realizadas em condições individuais adequadas, enquanto que a SSF uma condição de 

equilíbrio entre as duas reações tem que ser considerada. A vantagem da SSF é que o 

processo evita a inibição da reação de hidrólise pelo produto final à medida que esses 

produtos são consumidos pelo microrganismo fermentador. No terceiro modo de 

hidrólise as enzimas são co-produzidas junto ao etanol por um microrganismo único ou 

por uma co-cultura de microrganismos (bioprocesso consolidado (CBP)).  

 Os maiores desafios para a produção do etanol a partir da biomassa são: o 

desenvolvimento de novas tecnologias para aumentar a eficiência do processo de 

sacarificação da lignocelulose com a utilização de enzimas mais eficientes visando à 

redução dos custos dos preparados enzimáticos; o desenvolvimento de organismos 

fermentadores que sejam mais tolerantes a inibidores e que fermentem todos os açúcares 

presentes nos hidrolisados de biomassa além de produzirem altas concentrações de 

etanol; o desenvolvimento de processos integrados reduzindo o número de passos e a 

demanda de energia, eliminando o uso de água fresca e reduzindo a quantidade de 

resíduos gerados (Hahn-Hägerdal et al., 2006). 
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1.4. Materiais lignocelulósicos 

 

 As matérias-primas lignocelulósicas são as fontes renováveis mais 

abundantemente encontradas na natureza, sendo compreendidas principalmente pelos 

resíduos agroindustriais, pelos resíduos urbanos e pelas madeiras de angiospermas e 

gimnospermas (Szengyel, 2000). Essas biomassas são constituídas por três principais 

frações poliméricas: celulose, hemicelulose e lignina, que são unidas entre si por 

ligações covalentes, formando uma rede complexa resistente a ataques microbianos 

(Jeffries, 1990). Destas frações a celulose é o polímero natural mais abundante na 

biosfera e o principal constituinte destas biomassas. Corresponde de um terço a metade 

do tecido vegetal e é constantemente re-sintetizado pela fotossíntese, com uma 

biossíntese anual estimada em 10
11

 toneladas (Sun et al., 2004). 

 A celulose é um homopolissacarídeo não ramificado composto de unidades de D-

glicose unidas por ligações glicosídicas β-1,4, no entanto a unidade de repetição é a 

celobiose. Isto se deve às ligações do tipo β, pelas quais os monômeros de glicose são 

unidos, fazendo com que moléculas adjacentes encontrem-se arranjadas com uma 

rotação de 180º entre si (Stryer, 1996). Essa rotação uniforme resulta em uma grande 

quantidade de pontes de hidrogênio entre a mesma cadeia e com outras cadeias de 

celulose devido ao grande número de grupos hidroxila expostos. Essa ligação resulta em 

uma estrutura muito estável cristalina, reduzindo drasticamente a solubilidade em água e 

dificultando o acesso de enzimas celulolíticas (Gowen e Fong, 2010). 

A bioconversão de celulose a açúcares fermentescíveis é uma área aonde vem 

sendo investidos enormes esforços como pré-requisito para uma subsequente produção 

de bioenergia (Kumar et al., 2008). Isso se deve ao fato da celulose ser o composto mais 
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abundante presente na lignocelulose e possuir apenas resíduos de glicose na sua 

composição, monossacarídeo que é completamente fermentado pelos microrganismos 

utilizados atualmente na produção do etanol. 

 

1.5. Microrganismos envolvidos na sacarificação 

 

Os fungos desempenham um papel vital como decompositores, simbiontes de 

plantas e animais e parasitas de plantas em diferentes ecossistemas, interagindo com 

seus hospedeiros e com fatores abióticos variáveis no meio ambiente. Alguns fungos 

são capazes de sobreviver apenas enquanto nutrientes estão disponíveis, não sendo 

capazes de degradar celulose ou lignina. Outros além de serem capazes de utilizar a 

lignocelulose como fonte de carbono para seu metabolismo, tem a capacidade de 

suportar diferentes condições de estresse como variação de temperatura, pH, umidade e 

osmolaridade (Manoharachary et al., 2005). Essas características individuais fazem com 

que o estudo de diferentes microrganismos seja de fundamental importância para o 

desenvolvimento de diferentes bioprocessos. 

 A busca por potenciais fontes de enzimas celulolíticas é de grande interesse para 

a eficiente bioconversão de biomassa lignocelulósica. Embora vários microrganismos de 

origem bacteriana assim como fúngica vêm sendo analisados quanto às suas habilidades 

de degradarem substratos celulósicos a monômeros de glicose, relativamente poucos 

foram selecionados pelo seu potencial de produção de celulases (Das et al., 2007; Yu et 

al., 2007). Pela significância das celulases fúngicas na decomposição de materiais 

lignocelulósicos, essas enzimas têm sido um importante objeto de estudo há vários anos, 

visto que muitas dessas enzimas são produzidas de forma extracelular em quantidades 

significativas (Sukumaran et al., 2009). 
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 Cada microrganismo celulolítico produz um combinado de enzimas celulolíticas 

capazes de realizar a sacarificação do substrato em que ele se encontra, levando em 

consideração as condições ambientas naquele determinado momento. A maioria dos 

organismos celulolíticos produzem múltiplas versões das mesmas enzimas em cada 

classe, sendo capaz de atacar a estrutura cristalina da celulose por múltiplos 

mecanismos. Vários estudos têm demonstrado que combinações dessas classes de 

enzimas resultam em um significante sinergismo, aumentando a eficiência e velocidade 

da hidrólise da celulose (Zhang e Lynd, 2004). Utilizando-se dessas características, o 

estudo do potencial celulolítico de diferentes espécies de fungos em diferentes 

condições de cultivo vem sendo desenvolvido de forma a buscar coquetéis enzimáticos 

apropriados para cada processo de sacarificação. 

 

1.6. Mecanismos de ação das celulases 

 

As enzimas que hidrolisam a celulose (celulases) estão divididas em três 

principais grupos: endoglicanases (EG β-1,4-D-glicanohidrolases, EC 3.2.1.4), 

exoglicanases ou celobiohidrolases (CBH, β-1,4-glicanocelobiohidrolase, EC 3.2.1.91) 

e β-glicosidases ou celobiases (β-D-glicosideo glicohidrolases, EC 3.2.1.2.21). As 

endoglicanases catalisam clivagens aleatórias em ligações β-1,4 ao longo da cadeia de 

celulose, preferencialmente nas regiões menos cristalinas das microfibrilas, gerando 

oligossacarídeos de vários tamanhos e consequentemente novas extremidades. As 

exoglicanases removem resíduos de celobiose das extremidades redutoras ou não-

redutoras geradas pela ação das endoglicanases e possuem uma alta especificidade para 

a celulose insolúvel, como a celulose microcristalina. As β-glicosidases clivam resíduos 

de celodextrinas ou celobiose gerados pela ação das endoglicanases e exoglicanases, 
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liberando monômeros de glicose (figura 1). As celulases distinguem-se de outras 

hidrolases glicosídicas por sua habilidade de hidrolisar ligações β-1,4 entre resíduos 

glicosídicos (revisto por Lynd et al., 2002). 

 

 

Figura 1. Estrutura molecular da celulose e os sítios de ação da endoglicanase, 

exoglicanase e β-glicosidase.  

 

 

 Essas três classes de enzimas celulolíticas formam um complexo sistema 

celulolítico agindo de forma sinérgica, as endoglicanases gerando extremidades para a 

ação das celobiohidrolases que por sua vez geram resíduos de celobiose, substrato para 

as β-glicosidases (Zhou et al., 2000). Além do sinergismo, ocorre ainda uma 

retroinibição como forma de regulação tanto da produção quanto da atividade dessas 

enzimas, onde o acúmulo do produto da ação das celulases sobre a celulose gera a 

inibição dessas enzimas.  

As endoglicanases e celobiohidrolases são inibidas por celobiose, tornando o 

papel das β-glicosidases muito importante no processo. As β-glicosidases ao 

hidrolisarem a celobiose reduzem seu efeito inibidor sobre as celulases (Leite et al., 
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2008). Um exemplo desse fato pode ser observado nos organismos empregados 

comercialmente para a produção de celulases, onde baixas quantidades de β-

glicosidases, comparadas com as outras celulases, normalmente geram inibição da 

sacarificação pelo acúmulo de celobiose (Sukumaran et al., 2009).  

A maioria das β-glicosidases conhecidas sofre forte inibição por glicose 

(Woodward e Wiseman, 1982; Bothast e Saha, 1997; Guerguen et al., 1995), com 

algumas exceções tais como uma β-glicosidase de Aspergillus oryzae altamente 

tolerante a glicose (Riou et al.,1998), e uma β-glicosidase de Humicola grisea var. 

thermoidea que também demonstrou ser tolerante a altas concentrações de glicoses 

(Benoliel et al., 2010). Além da inibição da atividade enzimática das celulases, uma 

repressão catabólica está relacionada à glicose, onde esse açúcar inibe a expressão de 

vários genes relacionados ao complexo celulolítico (Ilmén et al., 1997; Poças-Fonseca 

et al., 2000). 

 

1.7. Novas linhagens de fungos celulolíticos 

 

Na busca por novos coquetéis enzimáticos capazes de hidrolisar de forma 

eficiente os resíduos celulósicos, algumas estratégias estão sendo utilizadas na tentativa 

de resolver os problemas encontrados: manipulação genética de linhagens conhecidas 

com a inserção de genes que codificam enzimas para complementar o complexo 

enzimático do fungo; manipulação das enzimas de um determinado fungo buscando 

aumentar atividade ou ajustar as condições de ação dessa enzima ao processo; 

superexpressão heteróloga de determinados genes em microrganismos secretores; co-
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cultura de diferentes linhagens de fungos, cujos complexos celulolíticos sejam 

complementares; entre outras. 

Os fungos filamentosos celulolíticos mais bem estudados e reconhecidos como a 

maior fonte comercial de celulases são do gênero Trichoderma (T. viridae, T. 

longibrachiatum, T. reesei), considerados os mais produtivos e poderosos destruidores 

de celulose cristalina. A maioria das preparações comerciais de celulases produzidas por 

várias empresas são provenientes de mutantes derivados de linhagens selvagens de T. 

reesei, como a linhagem Rut C30 conhecida como uma das melhores e mais bem 

caracterizadas dentre as linhagens de T. reesei (Le Crom et al., 2009; Peterson e 

Nevalainen, 2012).  

Recentemente, outras linhagens de fungos têm sido descritas como alternativas 

para as enzimas do T. reesei na produção de biocombustíveis de segunda geração 

(Gusakov, 2011). Dentre essas linhagens alternativas podemos destacar o Penicillium 

funiculosum que comparado ao T. reesei Rut C30 liberou maiores concentrações de 

glicose após incubação com vários substratos celulósicos mostrando possuir um sistema 

celulolítico mais equilibrado do que o do T. reesei que apresenta uma deficiência de β-

glicosidases (de Castro et al., 2010a); e o T. harzianum IOC-3844 que quando cultivado 

em bagaço de cana pré-tratado produziu atividades endoglicanásicas e de celulase total 

superiores ao T. reesei e P. funiculosum, e consideráveis níveis de β-glicosidases um 

pouco inferiores aos produzidos pelo P. funiculosum (de Castro et al., 2010b). 

Mesmo com uma variedade de estratégias de manipulação de linhagens 

conhecidas, ainda é de fundamental importância a busca por novas linhagens na 

natureza. Vários trabalhos estão sendo publicados explorando o grande potencial 

encontrado em biomas pouco estudados (Guimarães et al., 2006). Tendo em vista a 



 
16 

 

utilização dessa significativa biodiversidade de microrganismos no bioprocessamento 

de lignocelulose, tanto na hidrólise da biomassa quanto no metabolismo dos açúcares 

resultantes, uma série de trabalhos vem caracterizando melhor os microrganismos. 

Projetos de sequenciamento do genoma e estudos de reconstrução metabólica 

estão tentando desvendar as capacidades metabólicas dos organismos para direcionar 

estudos de engenharia metabólica de determinadas linhagens (Gowen e Fong, 2010). No 

Brasil, os estudos relacionados à biodiversidade de microrganismos e seu potencial na 

produção de enzimas de interesse biotecnológico estão começando a ganhar espaço, 

com o isolamento a partir da natureza de novos microrganismos, caracterização do 

potencial biotecnológico e a sua classificação, além da busca por desvendar a 

biodiversidade de biomas como o Cerrado e identificar novos genes em projetos de 

metagenoma (de Castro et al., 2011). 

 

1.8. Bioma Cerrado 

 

A Universidade de Brasília, localizada no centro do país, está inserida no bioma 

conhecido como Cerrado. Originalmente estendia-se por uma área de dois milhões de 

km², abrangendo dez estados do Brasil Central. Esse bioma é a segunda maior formação 

vegetal brasileira. Hoje, restam apenas 20% desse total. Típico de regiões tropicais, o 

cerrado apresenta duas estações bem marcadas: inverno seco e verão chuvoso (Ratter et 

al. 1997). Com solo de savana tropical, deficiente em nutrientes e rico em ferro e 

alumínio, abriga plantas de aparência seca, entre arbustos esparsos e gramíneas, com 

algumas regiões prevalecendo um tipo mais denso de vegetação de formação florestal. 
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A presença de três das maiores bacias hidrográficas da América do Sul (Tocantins-

Araguaia, São Francisco e Prata) na região favorece sua biodiversidade.  

O Bioma Cerrado pode ser considerado uma savana muito rica em 

biodiversidade, sendo representado por variadas fitofisionomias. De acordo com o 

IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística), os tipos de vegetação apresentam 

um gradiente de biomassa, o qual está intimamente relacionado com as características 

dos solos. A forma de menor biomassa é chamada campo limpo (fisionomia herbácea, 

com poucos arbustos e nenhuma árvore), e na sequência crescente, campo sujo 

(fisionomia herbáceo-arbustiva com arbustos e subarbustos espaçados entre si), campo 

cerrado (vegetação arbustivo-arbóreo e árvores esparsadas), cerrado stricto sensu 

(fisionomia característica do bioma savânico, com árvores baixas e retorcidas, arbustos, 

subarbustos e ervas) e cerradão (formação florestal com elementos xeromórficos e 

composição mista de espécies comuns ao cerrado stricto sensu, matas de galeria e 

florestas deciduais) (Spindola et al., 2007). 

A importância biológica do bioma cerrado tem sido foco de poucos estudos no 

que se refere a sua diversidade microbiológica. Nos últimos 20 anos, a pecuária 

extensiva, as monoculturas e a abertura de estradas destruíram boa parte do cerrado 

(Marris 2005). A produtividade dos sistemas agrícolas é, em parte, dependente de 

processos funcionais das comunidades microbianas do solo. (O’Donnell et al. 1994; 

Doran and Zeiss 2000). No entanto, existe pouca informação disponível sobre a 

contribuição da diversidade de fungos no funcionamento desse ecossistema.  

Poucos estudos foram feitos em relação ao impacto da atividade antrópica nas 

comunidades de fungos, porém desses estudos foi possível destacar a diminuição dos 

níveis de biomassa e diversidade microbiana, além da alteração na estrutura da 
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comunidade devido a distúrbios causados por pesticidas e lodo de esgoto em culturas 

agrícolas (Engelen et al. 1998; Smit et al. 1999; Josen et al. 2001). Por outro lado, 

apesar das atividades antrópicas, os processos microbianos e o seu potencial papel na 

manutenção da qualidade do solo podem ser mantidos, provavelmente devido à 

redundância funcional dos microrganismos do solo (Ohtonen et al. 1997; Wertz et al. 

2006, 2007). 

Alguns estudos mostram que as consequências da expansão da atividade humana 

são de extrema importância para a manutenção da diversidade fúngica do Cerrado, 

chegando a uma diminuição significativa, em torno de cinquenta por cento, da 

diversidade desses microrganismos em áreas onde foram instaladas monoculturas de 

soja (Castro et al. 2008). Enquanto a flora e a fauna são sempre foco de estudos para a 

preservação, os microrganismos são negligenciados. Nesses estudos de preservação as 

comunidades microbianas devem ser levadas em consideração. Tendo em vista que 

apenas de cinco a dez por cento das espécies de fungos foram formalmente descritas, 

em um universo estimado de um milhão e meio de espécies presentes em ecossistemas 

naturais (Hawksworth 1991; Hawksworth and Rossman 1997). 

Atualmente, a necessidade do estudo de novas linhagens de fungos presentes na 

natureza e sua classificação, além do apelo ecológico, traz consigo uma importante 

ferramenta para o desenvolvimento de novas estratégias para utilização desses 

microrganismos em processos biotecnológicos. Neste trabalho o isolamento, 

identificação e caracterização do potencial celulolítico de fungos isolados de matéria 

orgânica em decomposição de diversas fitofisionomias do bioma Cerrado foram 

realizadas. Tendo em vista a utilização de um isolado na produção de enzimas capazes 

de sacarificar o bagaço de cana de açúcar excedente de processos de geração de energia 
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para a produção de açúcares fermentescíveis que possam ser utilizados na produção de 

etanol. 
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2. Objetivos 

 

2.1. Objetivo Geral 

O objetivo desse trabalho foi selecionar e identificar uma linhagem de fungo 

filamentoso de uma coleção de fungos isolados do cerrado brasileiro. Assim como 

caracterizar e avaliar a produção enzimática secretada quanto ao potencial celulolítico. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 Isolar e identificar novas linhagens de fungos de amostras de solo do 

Cerrado Brasileiro. 

 Seleção das linhagens com maior atividade celulolítica. 

 Caracterização do perfil celulolítico secretado. 

 Avaliação da produção de celulases utilizando bagaço de cana de açúcar 

como indutor. 

 Avaliação da degradação do bagaço de cana de açúcar pelo complexo 

enzimático produzido. 
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3. Metodologia 

 

3.1. Coleta dos fungos 

 

Material vegetal em decomposição de diferentes regiões do Cerrado do DF e 

entorno foi coletado e inoculado em meio MYG líquido (tabela 1) com cloranfenicol, 

re-inoculado em meio semi-sólido para fermentação (tabela 2) suplementado com 1% 

de carboximetilcelulose (CMC) e incubado à temperatura ambiente. 

 

Tabela 1. Composição do meio MYG 

Componente Concentração (g.L
-1

) 

Glicose 10,0 

Extrato de malte   5,0 

Extrato de Levedura   2,5 

*Ajuste do pH para 6,8 e esterilizado a 1 atm por 15 

minutos em autoclave. 

 

Tabela 2. Composição do meio semi-sólido para fermentação  

Componente Concentração  

Matéria-prima celulósica 10,0 

(g.L
-1

) 

(NH4)2SO4   5,6 

KH2PO4   4,0 

CaCl2 . 2H2O   0,8 

MgSO4 . 7H2O   0,6 

Peptona   1,8 

Extrato de Levedura   0,5 

Ágar 20,0 

FeSO4 . 7H2O 10,0 

(mg.L
-1

) 
MnSO4 . 4H2O   3,2 

ZnSO4 . 7H2O   2,8 

CoCl2 . 6H2O 40,0 
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Os fungos que apresentaram crescimento foram transferidos para outra placa, 

contendo meio BDA (tabela 3), e incubados à temperatura ambiente e à 30ºC até o 

surgimento de esporos. Os esporos foram então coletados e ressuspensos em água 

destilada estéril. A suspensão de esporos foi diluída de forma seriada e inoculada em 

novas placas com o mesmo meio de cultura até a obtenção de colônias isoladas. 

 

Tabela 3. Composição do meio BDA 

Componente Concentração (g.L
-1

) 

Glicose 20,0 

Peptona   5,0 

Extrato de Batata   4,0 

Ágar 20,0 

*Esterilizado a 1 atm por 15 minutos em autoclave. 

 

3.2. Obtenção de esporos 

 Após o crescimento no meio de manutenção por aproximadamente 10 dias, na 

temperatura adequada (28ºC – 30ºC), esporos dos fungos filamentosos foram 

ressuspensos em solução de Tween 80 (0,01 g.L
-1

). Uma alíquota foi retirada e utilizada 

para a contagem dos esporos em câmara de Neubauer. 

 

3.3. Linhagens utilizadas 

 

As linhagens controle utilizadas neste trabalho estão listadas abaixo: 

 Trichoderma reesei Rut C30: Linhagem manipulada geneticamente, proveniente 

da linhagem selvagem QM6a (Montenecout e Eveleigh, 1977). 
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 Penicillium funiculosum INCQS 40081 (originalmente depositada na American 

Type Culture Collection – ATCC – com a numeração 11797): Esta linhagem foi 

isolada de um tecido tratado com mercúrio, em Maryland, Estados Unidos. 

 Trichoderma harzianum - IOC 3844 - Provenientes do banco de cultura do 

Instituto Osvaldo Cruz (IOC): Isolada de um solo (grassland). 

 

3.4. Manutenção das linhagens 

 

 A manutenção das linhagens dos fungos filamentosos foi realizada por meio de 

repiques periódicos (em média a cada dois meses) em meio BDA. 

 

 As culturas foram inoculadas pontualmente no centro das placas com o auxílio 

de uma alça de platina. As linhagens foram, então, incubadas em estufa com fotoperíodo 

de 12 horas claro e 12 horas escuro a uma temperatura de 30ºC. O tempo de incubação 

variou para cada linhagem, em média 10 dias, ou até que toda a superfície da placa fosse 

coberta pelo fungo esporulado. 

 

3.5. Teste de sensibilidade a higromicina  

 

 Para a avaliação da sensibilidade ao antibiótico higromicina, foram inoculadas 

diferentes quantidades de esporos (10
7
, 10

8
, 10

9
) no centro de placas de Petri contendo 

meio BDA suplementado com diferentes concentrações do antibiótico (10 g.mL
-1

, 50 

g.mL
-1 

, 100 g.mL
-1

, 200 g.mL
-1 

e 300 g.mL
-1

). As culturas foram incubadas em 

estufa a uma temperatura de 30ºC por aproximadamente 15 dias. 
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3.6. Seleção em placa de fungos celulolíticos 

 

 A seleção inicial das linhagens dos fungos filamentosos foi realizada quanto a 

capacidade de crescer em meio para fermentação contendo uma fonte de carbono 

celulósica, cuja composição é mostrada na tabela 2 (Szijártó et al., 2004). Este meio foi 

esterilizado a 1 atm por 15 minutos em autoclave. 

 

As linhagens foram cultivadas neste meio utilizando CMC ou celulose 

microcristalina (SIG) como única fonte de carbono. Os inóculos foram feitos no centro 

de placas de Petri. Estas foram incubadas por 4 dias a 28 ºC e em seguida submetidas a 

choque térmico por 2 h a 50 ºC para realçar a hidrólise da celulose e visualização do 

halo. Após esse período, foram adicionados 10 mL de solução corante de vermelho 

congo (2,5 g.L
-1

) em água. Após 30 minutos a solução foi descartada e as placas foram 

lavadas com 5 mL de solução de NaCl 0,5 M neste mesmo tampão (Ruegger e Tauk-

Tornisielo, 2004). Os diâmetros das colônias e dos halos produzidos foram medidos 

com paquímetro. Cada experimento foi realizado em duplicata. 

 O corante vermelho congo tem a propriedade de se ligar a cadeias 

polissacarídicas. Ao se lavar os meios com as células crescidas, percebe-se um 

descoramento na região onde a celulose foi hidrolisada, ou seja, onde há a presença de 

celulases. Esta é uma medida indireta e qualitativa para a avaliação do potencial 

celulolítico de microrganismos. 
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3.7. Classificação das linhagens isoladas 

 

3.8. Extração de DNA total 

 

 Os DNA das linhagens de fungo isoladas foram extraídos, de micélios dos 

fungos cultivados em meio para pré-inóculo (tabela 4), de acordo com o protocolo 

estabelecido por Roeder e Broda (1987). Os DNA foram então quantificados em gel de 

agarose 0,8% (p/v) corado com brometo de etídeo (0,5 µg/mL). 

 

                      Tabela 4. Composição do meio para pré-inóculo 

Componente Concentração  

Glicose 10,00 

(g.L
-1

) 

(NH4)2SO4   2,80 

KH2PO4   2,00 

CaCl2 . 2H2O   0,40 

MgSO4 . 7H2O   0,30 

Peptona   0,90 

Extrato de Levedura   0,25 

FeSO4 . 7H2O   5,00 

(mg.L
-1

) 
MnSO4 . 4H2O   1,60 

ZnSO4 . 7H2O   1,40 

CoCl2 . 6H2O 20,00 

 

 

3.9. Amplificação do DNA  

 

 Para as amplificações pela técnica de Reação de Polimerização em Cadeia 

(PCR), foram utilizados como molde 10 ng do DNA extraído das linhagens de fungos. 

Ao DNA molde adicionou-se tampão de reação para Taq I DNA polimerase conforme 

indicações do fabricante (Invitrogen), 0,3 µM dos iniciadores 3’ e 5’(tabela 5), 0,4 mM 
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de cada dNTP e duas unidades de Taq DNA polimerase (Invitrogen) em um volume 

final de 30 µL. As amplificações foram realizadas por 30 ciclos consistindo de 

desnaturação a 94ºC por um minuto, anelamento a 55ºC por um minuto e extensão a 72º 

por um minuto e meio. Seguiu-se então uma extensão final a 72ºC por 5 minutos. As 

amostras foram então analisadas em gel de agarose 0,8% (p/v) corado com brometo de 

etídeo (0,5 µg/mL) e com o auxílio de marcador de massa molecular para DNA 

apropriado.  

 

Tabela 5. Características dos oligonucleotídeos sintéticos utilizados (White et al. 1990). 

Iniciador Sequência Tm 

ITS 1 5’ GCGGATCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’ 66,9 ºC 

ITS 4 5’ GCGGATCCTCCGCTTATTGATATGC 3’ 61,3 ºC 

UNI R 5’ GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 3´ 54,2ºC 

UNI F 5’ GGTCCGTGTTTCAAGACG 3´ 53,6ºC 

 

 

 

3.10. Análise de ácidos nucléicos por eletroforese em gel de agarose  

(Sambrook et al., 2001) 

 

A eletroforese em gel de agarose foi utilizada para análise e avaliação da 

qualidade do DNA. A agarose foi preparada em concentrações adequadas (0,8% (p/v)) 

em tampão de corrida TEB 1X ou TAE 1X. Às amostras, foram adicionadas tampão de 

carreamento para concentração final de 1X antes da aplicação no gel. Como marcador 

molecular para DNA foi utilizado o 100 pb (Amersham pharmacia). A voltagem 

máxima utilizada durante a eletroforese foi de 5 V.cm
-1

. 
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3.10.1. Soluções para eletroforese em Gel de Agarose 

Tampão Tris-Borato EDTA (TEB) 10X 

Tris base                        108 g 

Ácido Bórico                   55 g 

EDTA (0,5M; pH 8,0)     20 mL 

H2O q.s.p                    1000 mL 

pH ajustado para 8,4 

 

Tampão Tris-acetato EDTA (TAE) 50X 

Tris-base                          242,0 g 

EDTA (0,5 M)                 100,0 mL 

Ácido acético                     57,1 mL 

H2O q.s.p                       1000,0 mL 

pH ajustado para 8,5 

 

 

Tampão de Amostra (5X) 

TEB 10X (v/v)                          25,00 %  

Glicerol (v/v)                             50,00 %  

Azul de Bromofenol (p/v)           0,25 %  

Xilenocianol (p/v)                    0,25 %  
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3.11. Purificação dos produtos de PCR 

 

 Os fragmentos obtidos nas reações de PCR foram purificados empregando-se o 

QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN), seguindo-se as recomendações do 

fabricante. 

 

3.12. Sequenciamento 

 

As reações de seqüenciamento foram realizadas no seqüenciador automático 

MegaBACE 1000 (Molecular Dynamics). Foram utilizados cerca de 200 ηg de DNA 

plasmidial, 5 ρmoles dos iniciadores apropriados e o kit “DyEnamic ET DYE 

Terminator Cycle Sequencing”(MJ Research, INC). Os DNAs utilizados no 

seqüenciamento foram quantificados por espectrofotometria utilizando o GeneQuant 

(Biochrom) e analisados por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com 

brometo de etídeo (EtBr) 0,5 μg /mL. A qualidade das seqüências obtidas na reação de 

sequenciamento automático foi analisada utilizando-se as ferramentas de 

bioinformática: PHRED; Cross-match e CAP3, disponíveis na página: 

www.unb.br/ib/cel/biomol. Após a análise de qualidade, as seqüências que 

apresentaram qualidade igual ou superior a PHRED ≥ 20 e tamanho ≥100 nucleotídeos, 

foram analisadas pelo programa BLAST (Altschul et al., 1990), contra a base de dados 

do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 
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3.13. Análise das sequências 

 

 Os contigs do rDNA dos fungos foram submetidas a uma busca no banco de 

dados, GenBank (blast.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando o programa BLASTn (Altschul et 

al. 1990). As sequências encontradas como similares foram então utilizadas nas análises 

filogenéticas como espécies relacionadas. O alinhamento das sequências obtidas no 

banco de dados com a sequência em questão foi realizado pelo algoritmo CLUSTALW 

(Thompson et al., 1994) (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html), e editado no 

programa  BioEdit (Hall, 1999). Com o alinhamento das sequências foi possível realizar 

o estudo filogenético das linhagens usando o modelo Kimura 2-parâmetros pelo método 

de Máxima Parsimônia no programa MEGA v. 4.0 (Tamura et al., 2007). A análise de 

reamostragem por Bootstrap com 1000 repetições foi realizada para estimar a confiança 

da topologia das árvores. Como forma de comparação as mesmas análises filogenéticas 

foram realizadas utilizado o programa galaxie (Nilsson et al., 2004) diretamente pelo 

site Unite (http://unite.ut.ee/analysis.php). 

 Com a classificação a partir da análise filogenética de alguns isolados serem do 

gênero Trichoderma foi possível utilizar o banco de dados da International 

Subcommission on Trichoderma and Hypocrea Taxonomy (www.isth.info), que 

possibilita a identificação das espécies de Trichoderma pelo método do código de barras 

(Druzhinina et al., 2005). 

 

 

 

 

http://unite.ut.ee/analysis.php
http://www.isth.info/
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3.14. Avaliação da produção de celulases pelas linhagens de fungos 

 

3.14.1. Fermentação submersa (adaptado de Szijártó et al., 2004) 

 

 Na condução dos experimentos a produção de celulases foi avaliada na presença 

de diferentes fontes de carbono, CMC, SIG, xilana (XIL), bagaço de cana-de-açúcar 

(BCA) e celulignina semi-deslignificada (CSD), e dois diferentes métodos de inóculo 

(com ou sem etapa de pré-inóculo). 

 

3.14.1.1. Sem etapa de pré-inóculo 

 

Após a obtenção e contagem dos esporos, adicionou-se o volume da suspensão 

necessário a se inocular. Esporos na concentração de 1 x 10
6
 foram inoculados em 50 

mL de meio suplementado com a devida fonte de carbono (tabela 6). A fermentação foi 

conduzida em frascos cônicos de 300 mL contendo 50 mL de meio de cultura. Os 

frascos foram incubados a 30ºC sob agitação orbital de 200 rpm. Diariamente, alíquotas 

de 3 mL foram retiradas, centrifugadas a 20.000 g por 5 minutos a 4ºC. Ao 

sobrenadante das alíquotas foi adicionado PMSF, EDTA e azida sódica nas 

concentrações finais de 2 mM, 1 mM e 2 mg.L
-1

, respectivamente com a finalidade de 

evitar degradação das proteínas e crescimento de microrganismos. As amostras foram 

estocadas a 4ºC até a realização dos ensaios enzimáticos. 
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Tabela 6. Composição do meio para fermentação submersa 

Componente Concentração  

Matéria-prima celulósica 10,0 

(g.L
-1

) 

(NH4)2SO4   5,6 

KH2PO4   4,0 

CaCl2 . 2H2O   0,8 

MgSO4 . 7H2O   0,6 

Peptona   1,8 

Extrato de Levedura   0,5 

FeSO4 . 7H2O 10,0 

(mg.L
-1

) 
MnSO4 . 4H2O   3,2 

ZnSO4 . 7H2O   2,8 

CoCl2 . 6H2O 40,0 

 

 

3.14.1.2. Com etapa de pré-inóculo 

 

 Após a obtenção e contagem dos esporos, adicionou-se o volume da suspensão 

necessário a se inocular 1 x 10
6
 esporos para 50 mL de meio de pré-inóculo (tabela 4). 

A fermentação foi conduzida em frascos cônicos de 300 mL contendo 50 mL de meio 

de cultura. Os frascos foram incubados a 30ºC sob agitação orbital de 200 rpm por 3 

dias. Após esse tempo, o micélio foi filtrado a vácuo e 1 g (peso úmido) de cada 

linhagem foi transferido para um novo frasco cônico de 300 mL contendo 50 mL de 

meio de fermentação submersa (tabela 6) suplementado com os diferentes substratos 

celulósicos. 

Diariamente, alíquotas de 3 mL foram retiradas, centrifugadas a 20.000 g por 5 

minutos a 4ºC. Ao sobrenadante das alíquotas foi adicionado PMSF, EDTA e azida 

sódica nas concentrações finais de 2 mM, 1 mM e 2 mg.L
-1

, respectivamente. As 

amostras foram estocadas a 4ºC até a realização de suas análises. 
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3.14.2. Preparo da celulignina semi-deslignificada (de Castro et al., 2010a) 

 

 A celulignina utilizada neste trabalho foi obtida a partir de bagaço de cana-de-

açúcar proveniente da usina Costa Pinto, em Piracicaba (SP), cedido gentilmente pela 

empresa Fermentec. Este bagaço foi submetido a dois tipos de pré-tratamento: 

 

3.14.2.1. Pré-tratamento ácido 

 

 O objetivo desse pré-tratamento é a remoção da fração hemicelulósica e 

consequentemente, um aumento na acessibilidade da celulose a agentes microbianos, 

utilizados em futuras fermentações. 

O bagaço de cana-de-açúcar, previamente lavado, seco e peneirado manualmente 

(apenas para excluir as fibras mais grosseiras) foi embebido em uma solução aquosa de 

ácido sulfúrico 3% (v/v) e mantido em repouso por 24h a temperatura ambiente. Após 

esse período o material embebido foi exposto a um tratamento térmico por 40 minutos, 

a 121ºC (1 atm, pressão manométrica), sendo rapidamente resfriado após a redução da 

pressão no equipamento. O licor contendo os glicídeos provenientes da hidrólise foi 

removido por prensagem manual, obtendo-se assim o material parcialmente hidrolisado 

ainda úmido. 

 Para a remoção da xilose residual e de outros compostos ainda absorvidos no 

bagaço hidrolisado, este material foi lavado cinco vezes com água destilada, na 

proporção sólido:líquido de 1:4 (g/mL), sendo o licor de cada lavagem extraído por 

filtração com papel Whatman nº 5 em funil de Bünchner. Após o esgotamento do teor 
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de xilose e neutralização do material, este foi seco em estufa a 90ºC por cerca de 2 

horas, sendo então nomeado celulignina. Este termo foi adotado, visto que o material 

não mais continha a fração hemicelulósica (de Castro et al., 2005). 

 

3.14.2.2. Pré-tratamento alcalino 

 

 O objetivo deste pré-tratamento é a parcial remoção da lignina, que acarreta em 

um aumento na exposição da fração celulósica contida na celulignina. Esta metodologia 

foi desenvolvida por Vásquez et al. (2005). 

 A celulignina obtida após o tratamento ácido foi adicionada a uma solução de 

NaOH 20% (p/v), com uma relação sólido:líquido de 1:20 (g/mL). Esta suspensão foi 

submetida a tratamento térmico a 121ºC por 20 minutos a 1 atm (pressão manométrica). 

 Após esse tratamento, o material foi lavado abundantemente com água destilada, 

até a redução do pH para 7,0, filtrado em papel Whatman nº1, seco a 60ºC e finalmente 

nomeado celulignina semi-deslignificada (CSD). 

 

3.15. Ensaios enzimáticos 

 

3.15.1. Atividade de endoglicanases (CMCase) (adaptado de Ghose, 1987) 

 

 A quantificação das atividades de endoglicanase foi realizada incubando-se um 

volume máximo de 50 µL do sobrenadante das culturas dos fungos, crescidos em meio 

de fermentação, em tampão acetato de sódio 50 mM pH 5,0 contendo CMC 1% (p/v) 

para um volume final de 100 µL, em uma temperatura de 50ºC por 30 minutos. 
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Dependendo da análise realizada, o tempo de incubação e a temperatura foram 

alterados. Em seguida, foram adicionados 300 µL de reagente de DNS (Miller, 1959), 

de forma a parar a reação enzimática, e as reações foram incubadas por 5 minutos a 

100°C. Por fim, as absorbâncias das soluções a 540 nm foram registradas. Cada análise 

foi realizada em triplicata. 

Os valores de absorbância foram convertidos a valores de atividade enzimática 

pela equação calculada usando glicose como padrão. A curva padrão envolvida nessa 

metodologia foi construída incubando-se 100 µL de solução de glicose (diferentes 

concentrações) com 300 µL de reagente DNS e procedendo-se as etapas seguintes da 

mesma forma que para as amostras. A atividade de endoglicanase foi expressa como a 

quantidade de enzima necessária para liberar 1 μmol de açúcar redutor . min
-1

. L
-1

 a 

partir de CMC. 

A reação envolvida no desenvolvimento da coloração medida em 

espectrofotômetro acontece devido à capacidade de aldoses e cetoses com hidroxilas 

heterosídicas livres em reduzir uma solução alcalina de 3,5-dinitrosalicilato a 3-amino-

5-nitro-salicilato, que é um composto de coloração alaranjada (Vasconcelos et al., 

2002). 

Para a preparação do reagente DNS, dissolveu-se com aquecimento 10g de ácido 

3,5-dinitrosalicílico em 200 mL de NaOH 2 M. Acrescentou-se 300 g de tartarato de 

sódio e potássio previamente dissolvidos com aquecimento em 500 mL de água. O 

volume foi ajustado para 1 litro. 
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3.15.2. Atividade de exoglicanases (Avicelase) (adaptado de Ghose, 1987) 

 

 A quantificação das atividades exoglicanásicas foi realizada incubando-se um 

volume máximo de 50 µL do sobrenadante das culturas em tampão acetato de sódio 50 

mM pH 5,0 contendo celulose microcristalina (SIG) 1% (p/v) (sigmacell cellulose – 

Sigma-Aldrich) para um volume final de 100 µL, em uma temperatura de 50ºC por 30 

minutos. Dependendo da análise realizada, o tempo de incubação e a temperatura foram 

alterados. Em seguida, foram adicionados 300 µL de reagente de DNS, de forma a parar 

a reação enzimática, e as reações foram incubadas por 5 minutos a 100°C. Por fim, as 

absorbâncias das soluções a 540 nm foram registradas. Cada análise foi realizada em 

triplicata. Os valores de absorbância foram convertidos a valores de atividade 

enzimática pela equação calculada utilizando glicose como padrão. A atividade foi 

expressa como uma unidade (U) sendo a quantidade de enzima necessária para liberar 1 

μmol de açúcar redutor . min
-1 

a partir de celulose microcristalina (SIG). 

 

3.15.3. Atividade de celulases totais (FPase) (adaptado de Ghose, 1987) 

 

 A quantificação das atividades de celulases totais foi realizada incubando-se um 

volume máximo de 50 µL do sobrenadante das culturas em tampão acetato de sódio 50 

mM pH 5,0 contendo uma tira de papel de filtro Whatman nº1 de 2 x 6 mm com um 

volume final de 100 µL, em uma temperatura de 50ºC por 30 minutos. Dependendo da 

análise realizada, o tempo de incubação e a temperatura foram alterados. Em seguida, 

foram adicionados 300 µL de reagente de DNS, de forma a parar a reação enzimática, e 

as reações foram incubadas por 5 minutos a 100°C. Por fim, as absorbâncias das 

soluções a 540 nm foram registradas. Cada análise foi realizada em triplicata. Os 
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valores de absorbância foram convertidos a valores de atividade enzimática pela 

equação calculada utilizando glicose como padrão. A atividade foi expressa como uma 

unidade (U) sendo a quantidade de enzima necessária para liberar 1 μmol de açúcar 

redutor . min
-1

 a partir de papel de filtro. 

 

3.15.4. Atividade de xilanases (adaptado de Ghose, 1987) 

 

 A quantificação das atividades de xilanase foi realizada incubando-se um 

volume máximo de 50 µL do sobrenadante das culturas em tampão acetato de sódio 50 

mM pH 5,0 contendo xilana oat spelt (XIL) 1% (p/v) para um volume final de 100 µL, 

em uma temperatura de 50ºC por 30 minutos. Dependendo da análise realizada, o tempo 

de incubação e a temperatura foram alterados. Em seguida, foram adicionados 300 µL 

de reagente de DNS, de forma a parar a reação enzimática, e as reações foram incubadas 

por 5 minutos a 100°C. Por fim, as absorbâncias das soluções a 540 nm foram 

registradas. Cada análise foi realizada em triplicata. Os valores de absorbância foram 

convertidos a valores de atividade enzimática pela equação calculada utilizando xilose 

como padrão.  

A curva padrão envolvida nessa metodologia foi construída incubando-se 100 

µL de soluções de xilose, com concentrações variando de 0,125 a 0,75 µmol/100 µL, 

com 300 µL de reagente DNS e procedendo-se as etapas seguintes da mesma forma que 

para as amostras. A atividade foi expressa como uma unidade (U) sendo a quantidade de 

enzima necessária para liberar 1 μmol de açúcar redutor . min
-1

 a partir de XIL. 
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3.15.5. Atividade de β-glicosidases (ρNPGase) (adaptado de Claeyssens e Aerts, 

1992) 

 

 A quantificação das atividades relacionadas às β-glicosidases foi realizada 

incubando-se um volume máximo de 50 µL do sobrenadante das culturas em tampão 

acetato de sódio 50 mM pH 5,0 contendo ρNPG (4-nitrofenil-β-D-glicopiranosídeo) 100 

mM com volume final de 100 µL, em uma temperatura de 50ºC por 10 minutos. 

Dependendo da análise realizada, o tempo de incubação e a temperatura foram 

alterados. Em seguida, foram adicionados 200 µL de carbonato de sódio 1M, de forma a 

parar a reação enzimática. As absorbâncias das soluções a 405 nm foram registradas. 

Cada análise foi realizada em triplicata.  

 Os valores de absorbância foram convertidos a valores de atividade enzimática 

pela equação calculada usando ρ-nitrofenol (ρNP). A curva padrão envolvida nessa 

metodologia foi construída incubando-se 100 µL de soluções de ρNP, com 

concentrações variando de 1 a 90 mol/100 µL, com 200 µL de carbonato de sódio 1M 

e procedendo-se as etapas seguintes da mesma forma que para as amostras. Cada 

atividade foi expressa como uma unidade (U) sendo a quantidade de enzima necessária 

para liberar 1 μmol de ρNP . min
-1

 a partir de ρNPG. 

Esta quantificação baseia-se na formação de ρNP, um composto de coloração 

amarelada liberado após a hidrólise de ρNPG pela ação catalítica das β-glicosidases 

presentes nas amostras. Esta reação libera concomitantemente ρNP e glicose em 

proporções equimolares. 
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3.15.6. Hidrólise do bagaço de cana de açúcar 

 

Bagaço de cana de açúcar in natura (BCA) foi utilizado como substrato nos 

ensaios de hidrólise, assim como a celulignina semi-deslignificada (CSD). As reações 

de hidrólise enzimática foram realizadas com o sobrenadante das culturas cultivadas em 

BCA por 72 horas. A proporção enzima/biomassa neste ensaio foi equivalente a 5,0 

FPU por grama de substrato. Ao sobrenadante foram adicionados 10% de BCA ou CSD, 

50 mM de tampão citrato de sódio pH 5,0, sendo incubadas por 18 horas a 50ºC, com a 

retirada regular de amostras. A concentração de glicose foi determinada utilizando o kit 

baseado no ensaio de glicose oxidase (Katal) e a quantidade de açúcar redutor total de 

acordo com o método descrito por Miller (1959). O rendimento da hidrólise foi 

determinado utilizando a equação descrita por Maeda et al. (2011) a partir do conteúdo 

de carboidratos de BCA e CSD previamente determinada por Castro et al. (2010a). 

 

3.16. Precipitação de proteínas com TCA e acetona 

 

Um mililitro do sobrenadante das fermentações foi precipitado com 250 μL de 

TCA 100%.(concentração final 20%). Após ser incubado no freezer (-20ºC) por 1 hora, 

a solução foi centrifugada a 8000 g por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado resultante foi lavado com 1 mL de acetona gelada e 

novamente centrifugado a 8000 g por 30 minutos. O precipitado foi seco a temperatura 

ambiente por 10 a 15 minutos e ressuspenso em 20 μL de tampão de amostra 5X. No 

caso de amostras com o pH ácido (amostra com coloração amarela) acrescentou-se 2 μL 
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de tampão de corrida (eletroforese) pH 8,8. As amostras foram estocadas a -20 ºC até a 

análise em gel SDS-PAGE. 

Tampão de amostra 5X 

Tris-Cl pH 6,8                      60,0 mM 

Glicerol (p/v)                        20,0 % 

SDS (p/v)                               4,0 % 

ß-mercaptoetanol                 14,4 mM 

Azul de bromofenol (p/v)      0,1 % 

 

 

3.17. Ultrafiltração com Amicon 8400 

 

O filtrado da cultura do fungo L04 induzido por BCA foi submetido a 

ultrafiltração ulilizando o Amicon 8400 da Millipore. A membrana utilizada para a 

concentração foi a Amicon ultra (membrana de polietersulfona) com corte de 10.000 

Daltons. Após a redução do volume do sobrenadante este foi diafiltrado com duas vezes 

o volume inicial de água milliQ para que houvesse a remoção de resíduos de sais e 

açúcares presentes. 

 

3.18. Quantificação de proteínas pelo método Bradford (Bradford, 1976) 

 

A dosagem das proteínas presentes no sobrenadante das culturas foi realizada 

pelo método de Bradford. As quantificações foram realizadas utilizando-se 10 μL de 

cada amostra das culturas adicionadas a 200 μL de reagente de Bradford devidamente 
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diluído de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante (Protein Assay, Bio-Rad 

USA). A mistura foi mantida protegida da luz por cinco minutos e lida em 

espectrofotômetro a 595 nm. Para conversão dos valores de absorbância para valores de 

massa foi construída uma curva padrão do reagente Bradford empregando albumina 

sérica bovina como padrão nas concentrações de 0, 2, 4, 6, 8 e 10 μg em 10 μL.  

 

3.19. Análise de proteína em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) 

 

3.19.1. Condições de eletroforese em gel de poliacrilamida 

 

A eletroforese de proteínas foi conduzida em gel desnaturante de poliacrilamida 

segundo descrito por Silva-Pereira (2003). Amostras do sobrenadante contendo a 

enzima foram concentradas por ultrafiltração ou precipitação e ressuspensas em tampão 

de amostra desnaturante de proteína para um volume final de 20 μL. As amostras foram 

aplicadas em um sistema de gel concentrador de 4% e separador de 12% contendo 

0,15% (p/v) de CMC ou XIL. A eletroforese foi realizada por 8 horas em voltagem de 

80 a 250 V. Como marcador de massa molecular para proteínas foi utilizado o “Broad 

Range Protein Molecular Weight Markers” (Promega). Os géis preparados como 

descrito nesse item foram submetidos a uma avaliação da atividade enzimática 

(celulases e xilanases) pela técnica de zimograma. Sempre que realizado esse ensaio, 

simultaneamente outro gel idêntico seguindo os mesmo parâmetros foi feito para que as 

proteínas fossem visualizadas após sua coloração com comassie blue ou prata, visando a 

sobreposição com os halos de hidrólise presentes no zimograma. 
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3.19.2. Soluções para eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-

PAGE) 

Tampão de corrida para eletroforese Tris-Glicina 5X pH 8,3 

Trizma-base       125,0 mM 

Glicina               960,0 mM 

SDS (p/v)               0,5 % 

 

Solução de Acrilamida:Bis-acrilamida (39:1) 

Acrilamida (p/v)          39% 

Bis-acrilamida (p/v)       1% 

A solução foi filtrada em papel de filtro e abrigada da luz a 4ºC. 

 

Gel concentrador 5% SDS-PAGE 

Acrilamida/bis-acrilamida 39:1 (v/v)           5,00 % 

Tris-HCl pH 6,8 (p/v)                                  1,52 % 

SDS (p/v)                                                     0,10 % 

Persulfato de amônia (p/v)                           0,05 % 

TEMED (p/v)                                               0,10 % 

 

Gel separador 10% SDS-PAGE 

Acrilamida/bis-acrilamida (v/v)       10,00 % 

Tris-HCl pH 8,8 (p/v)                        4,54 % 

SDS (p/v)                                           0,10 % 

Persulfato de amônia (p/v)                 0,05 % 

TEMED (v/v)                                     0,05 % 
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3.19.3. Atividade enzimática em gel de poliacrilamida (zimograma) 

 

Após o processo de eletroforese o gel de SDS-PAGE 12% contendo 0,15% de 

CMC (Low viscosity sodium Salt SIGMA) ou XIL (xylan from birch wood SIGMA), foi 

tratado para revelar a atividade enzimática, adaptado de Sun et al. (2008). O gel foi 

retirado do sistema de eletroforese e lavado duas vezes em solução de isopropanol 25% 

em tampão acetato de sódio 100 mM pH 5,0 durante 20 minutos, para remover o SDS. 

Para a renaturação da enzima o gel foi lavado com água destilada, e posteriormente 

incubado em tampão acetato de sódio 100 mM pH 5,0 + 5 mM de β-mercaptoethanol 

(pequenas quantidades auxiliam no dobramento de proteínas complexas) a 4°C durante 

a noite.  

Decorrido este tempo foi descartado a solução e o gel lavado em água destilada 

por duas vezes durante 2 minutos cada. O gel foi transferido para uma nova solução de 

tampão acetato de sódio 100 mM pH 5,0 e deixado a temperatura ambiente por mais 2 

horas e incubado por mais 3 horas a 50°C em banho pré-aquecido. A atividade 

enzimática foi detectada corando-se o gel com solução de vermelho do congo 0,5% 

(p/v) durante 30 minutos, seguido de descoramento com cloreto de sódio 1 M. Após a 

detecção da região de degradação do substrato no gel foram adicionados 200 μL de HCl 

0,2 M à solução de NaCl para fixação da cor, permitindo um maior contraste para a 

visualização da atividade enzimática em gel. 
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3.19.4. Coloração com Coomassie Briliant Blue G-250 

 

Os géis preparados nas condições descritas anteriormente foram submetidos a 

coloração com Coomassie Briliant Blue G-250 para visualização do perfil protéico 

presente nas amostras. Após corrida eletroforética o gel foi submerso em solução 

corante por 4 horas, sob agitação. Decorrido este tempo o mesmo foi descorado 

utilizando a solução descorante pelo tempo necessário para a visualização das bandas de 

proteína. 

 

3.19.4.1. Soluções para coloração com Coomassie Briliant Blue G-250 

 

Solução corante para SDS-PAGE 

Metanol (v/v)                                                 40,00 % 

Ácido acético (v/v)                                        10,00 % 

Azul brilhante de Coomassie R-250 (p/v)       0,25 % 

 

Solução descorante para SDS-PAGE 

Metanol (v/v)                         40% 

Ácido acético glacial (v/v)     10% 

 

3.19.5. Coloração com Prata  

 

A avaliação do perfil protéico secretado pelos fungos também foi realizado pela 

metodologia de coloração com nitrato de prata por sua maior sensibilidade. Este 
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protocolo, modificado de Blum e colaboradores (1987), consiste na incubação do gel 

durante a noite, sob lenta agitação, à temperatura ambiente em solução fixadora (fixação 

I), sendo no dia seguinte transferido para solução fixadora II, permanecendo por 20 

minutos. Após duas lavagens com água MilliQ por cinco minutos cada, o gel foi 

incubado em solução de sensibilização por 20 minutos, e novamente lavado nas mesmas 

condições citadas acima. Para tratamento com nitrato de prata o gel foi incubado na 

solução de impregnação por 20 minutos, sendo ao final novamente lavado nas mesmas 

condições já descritas. Para visualização da coloração, o gel foi tratado com a solução 

reveladora até que as bandas atingissem a intensidade desejada (5 a 10 minutos). Ao 

final, o gel foi incubado na solução de fixação I para parada da revelação. Após duas 

lavagens com água MilliQ por 20 minutos cada, o gel foi escaneado e armazenado em 

solução de ácido acético 1% (v/v). 

 

3.19.5.1. Soluções para coloração com Prata 

 

Solução fixadora I para SDS-PAGE 

Metanol (v/v)                          30% 

Ácido acético glacial (v/v)      10% 

 

Solução fixadora II para SDS-PAGE 

Etanol (v/v)       50% 

 

Solução sensibilizadora para SDS-PAGE 

Tiossulfato de sódio (p/v)      0,02% 
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Solução de impregnação com prata para SDS-PAGE 

AgNO3 (p/v)                0,200% 

Formaldeído (v/v)        0,075% 

 

Solução reveladora para SDS-PAGE 

Na2CO3 (p/v)              6,00% 

Formaldeído (v/v)       0,05% 
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4. Resultados 

 

4.1. Coleta, isolamento e seleção dos fungos 

 

Os fungos estudados nesse trabalho foram coletados em diferentes regiões de 

cerrado do Distrito Federal e seu entorno, áreas onde a vegetação estava relativamente 

preservada independente da fitofisionomia encontrada. Áreas de mata mais úmidas 

apresentaram maior quantidade de material vegetal em decomposição, enquanto que as 

áreas de cerrado strictu sensu apresentavam aspecto mais seco com pouco material 

vegetal depositado sobre o solo. Amostras dessa serrapilheira foram coletadas nas 

diferentes áreas no mês de março, período em que o cerrado ainda encontra-se úmido 

devido à ação de chuvas. 

Das amostras coletadas, após a passagem por meio MYG líquido com 

cloranfenicol e posterior inóculo em meio semi-sólido contendo CMC como única fonte 

de carbono, foi observado o crescimento de aproximadamente 30 diferentes morfotipos 

de fungos filamentosos com capacidade de utilizar a celulose como fonte de carbono 

nomeados pela letra L seguida de um número, L01 a L30. 

Após o isolamento por diluição seriada das linhagens pré-selecionadas, visando 

à avaliação do potencial celulolítico, foi observado o crescimento e o diâmetro de 

descoramento do corante vermelho congo em placas contendo substratos celulósicos, 

(CMC ou SIG) como única fonte de carbono. A medida dos halos de descoramento 

representa uma informação diretamente relacionada à região de atuação das enzimas 

celulolíticas sobre o substrato, visível no caso do CMC e SIG após coloração com 

vermelho congo onde o corante permanece ligado apenas às regiões onde há ligações β-
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1,4 glicosídicas. Esta medida do potencial celulolítico foi utilizada com caráter 

eliminatório, tendo em vista a seleção das linhagens que foram capazes de crescer em 

ambos os substratos e a formação dos maiores halos de hidrólise. Neste ensaio treze 

fungos apresentaram crescimento em ambos os substratos e seus halos de hidrólise em 

CMC foram medidos e relacionados ao tamanho das colônias (tabela 7). 

Dos treze isolados, os fungos L04, L05 e L10 foram selecionados para seguir 

com as análises enzimáticas por se destacarem em relação às outras no crescimento 

mais acelerado das colônias. L08 e L11 apesar de apresentarem crescimento um pouco 

mais lento também foram selecionados por sua capacidade de hidrólise, marcado por 

maiores áreas ao redor das colônias em todas as réplicas analisadas dos experimentos 

em placas contendo CMC (tabela 7) ou SIG (dados não mostrados), relacionadas às 

atividades de endoglicanases e exoglicanases respectivamente. 

Tabela 7. Relação crescimento/ halo de hidrólise dos fungos 

isolados utilizando P. funiculosum e T. harzianum IOC3844 como 

modelos de fungo celulolítico. 

Linhagem Relação colônia/halo 

L01 0,93 

L02 0,94 

L03 0,98 

L04   1,00* 

L05   1,00* 

L06 0,96 

L07 0,98 

L08 0,72 

L10   1,00* 

L11 0,63 

L12 0,98 

L14 0,88 

L16 0,87 

T. harzianum   1,00* 

P. funiculosum 0,73 
*Colônias que atingiram rapidamente o tamanho da placa não 

podendo ser detectado o halo de hidrólise. Marcadas em cinza as 

linhagens selecionadas. 
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 As linhagens que não constam na tabela 7 apresentaram um crescimento muito 

lento em relação aos outros, além da não observação da formação de um halo de 

hidrólise significativo. Os fungos T. harzianum IOC3844 e P. funiculosum foram 

utilizados como parâmetro de comparação com os isolados do cerrado. Os fungos L04, 

L05 e L10 apresentaram um crescimento acelerado nessas condições de cultivo 

cobrindo toda a placa em dois a três dias após o inóculo. Esse fato dificulta o contato do 

reagente vermelho congo com o meio de cultura, mas indica a utilização do substrato 

celulósico como uma boa fonte de carbono para o crescimento desses fungos. As 

linhagens L08 e L11 apresentaram crescimento mais lento nessas condições de cultivo, 

no entanto foram observados os maiores halos de hidrólise, inclusive quando 

comparados aos fungos modelo T. harzianum IOC3844 e P. funiculosum conhecidos 

como bons produtores de celulases. 

4.2. Manutenção e armazenamento das linhagens 

 

Após a obtenção de colônias homogêneas das linhagens isoladas do cerrado, 

essas foram mantidas mediante cultivo em placas com batata dextrose ágar (BDA) com 

repiques periódicos (figura 2). Também foi estabelecida a conservação dos esporos 

desses fungos a 4ºC em sílica estéril e em água destilada estéril. É interessante ressaltar 

que os esporos continuaram viáveis após o armazenamento em água destilada por pelo 

menos dois anos e em sílica por pelo menos três anos. 
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Figura 2. Cultivo de alguns isolados do cerrado em BDA. As respectivas nomenclaturas estão indicadas. 

 

4.3. Identificação das linhagens isoladas 

 

Com o intuito de obter um maior conhecimento sobre as linhagens isoladas de 

maior interesse, a identificação molecular desses fungos foi realizada. Para tanto, o 

DNA total das linhagens foi extraído a partir do micélio cultivados em meio MYG e 

analisado quanto à sua integridade em gel de agarose (figura 3). 
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Figura 3. Análise eletroforética em gel de agarose 0,8% do DNA total extraído de alguns isolados. As 

respectivas linhagens estão indicadas acima de cada linha. 

 

 

Utilizando o DNA total como molde, foi realizada uma reação de PCR para a 

amplificação das regiões ITS1 e ITS2 do DNA ribossomal das linhagens isoladas 

utilizando os iniciadores ITS1 e ITS4. Outra região do rDNA também amplificada 

compreendia parte do rDNA 28S dos fungos utilizando os iniciadores UNIR e UNIF, 

visando uma melhor classificação das linhagens numa tentativa de identificação das 

espécies (figura 4). Com a análise dos produtos de amplificação por meio de 

sequenciamento do DNA e posterior análise das sequências obtidas foi possível fazer 

uma classificação das linhagens isoladas. 

 

 

Figura 4. Estrutura do cluster gênico que codifica o RNA ribossomal, evidenciando os genes 

correspondentes as subunidades 18S, 5,8S e 28S, além das regiões espaçadoras internas ITS1 e ITS2. 

Acima estão os níveis taxonômicos que cada região define, abaixo a localização da região do rDNA 

amplificada com os iniciadores ITS1 e ITS4 (ITS) e da região da subunidade maior amplificada com os 

iniciadores UNIF e UNIR. 

      L01           L03           L04            L05          L06             L08           L09             L10             L11 
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Para as reações utilizando a região ITS (espaçadores I, II e o gene do rRNA 

5.8S) do DNA ribossomal com os oligonucleotídeos ITS1 e ITS4 produziu fragmentos 

de aproximadamente 600 pares de base com variações para cada linhagem como 

mostrado na figura 5, mas estando dentro do tamanho esperado de 525 a 734 

nucleotídeos. 

 

 

Figura 5. Análise eletroforética em gel de agarose 0,8% da amplificação da região ITS1 e 2 de alguns 

isolados. As linhagens estão indicadas acima de cada linha. (M) Marcador de massa molecular 100 pb 

(Amersham pharmacia).  

 

Os produtos de amplificação foram purificados e sequenciados utilizando os 

iniciadores ITS1 e ITS4 nas reações de sequenciamento. As sequências resultantes 

foram então analisadas quanto à qualidade da sequência e submetidas à formação de 

contigs, visto que cada reação cobriu toda a extensão do fragmento analisado.  

Na tentativa de aprimorar a identificação desses fungos a outra região 

sequenciada do rDNA 28S amplificada com os iniciadores UNIF e UNIR, também foi 

submetida a análises filogenéticas pelos mesmos métodos utilizados para as sequências 

ITS. Os resultados dessas análises confirmaram os gêneros obtidos nas análises das 
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sequências ITS, mas para a maioria dos fungos apenas essas regiões não foram 

suficientes para a determinação das espécies. 

A sequência ITS da linhagem L01 quando submetida a análises pelo BLASTn 

apresentou identidade de 99% com sequências de Penicillium bilaiae e de 93 a 95% 

com outros fungos do gênero Penicillium tais como P. adametzii e P. angulare. A 

sequência obtida pela amplificação da região rDNA 28S apresentou resultado 

semelhante quando submetida ao BLASTn, com identidade de 100% com uma 

linhagem de P. bilaiae e 98-99% com sequências 28S de P. angulare, P. adametzii e P. 

brocae. As análises filogenéticas realizadas para essas sequências indicam o Penicillium 

bilaiae como sendo o mais próximo da linhagem L01. 

A análise das sequências ITS e da região rDNA 28S da linhagem L03 no 

programa BLASTn apresentou predominantemente sequências de linhagens de 

Penicillium citrinum com identidade de 99% para a região ITS e 100% para o rDNA 

28S. Algumas sequências de outros fungos do gênero Penicillium também foram 

consideradas, mas apresentaram menor identidade com as da linhagem L03. Pode-se 

destacar o P. griseofulvum com 99% de identidade para a sequência ITS, P. 

maleagrinum e P. stekii com 98% de identidade para a sequência rDNA 28S. Esses 

resultados associados aos obtidos nas análises filogenéticas realizadas nessas sequências 

sugerem que o Penicillium citrinum é mais próximo de L03.  

Análises no programa BLASTn mostraram que as sequências obtida para a 

linhagem L04 apresentaram identidade de 99% com sequências ITS e rDNA 28S de 

várias linhagens de Hypocrea lixii. Por meio do método do código de barras 

(TrichOKEY 2) a linhagem L04 foi identificada como Hypocrea lixii, (seção 

Pachybasium - clado Harzianum) que é a fase sexual do fungo Trichoderma harzianum. 



 
53 

 

A identificação foi realizada com alto grau de confiança por ter sido desenvolvida com 

base em 285 sequências confirmadas que mostraram 33 alelos de ITS 1 e 2. Cinco 

âncoras específicas do gênero foram encontradas nas posições 69, 91, 252, 410 e 509 da 

sequência, confirmando assim o gênero; e três regiões específicas de determinação da 

espécie também foram detectadas: região 1 (9 nucleotídeos), região 2 (155 nucleotídeos) 

e a região 3 (138 nucleotídeos).  

Para a linhagem L05 as análises da sequência ITS no programa BLASTn 

mostraram uma identidade de 99% com sequências ITS de Trichoderma 

koningii/Hypocrea koningii, Trichoderma koningiopsis e Trichoderma ovalisporum, 

todos pertencentes à seção Trichoderma – clado Viride. Pelo programa TrichOKEY 2, o 

isolado L05 foi identificado como Trichoderma koningii, a identificação foi realizada 

com alto grau de confiança por ter sido desenvolvida com base em 20 sequências 

confirmadas que apresentam os alelos de ITS. Cinco âncoras específicas do gênero 

foram encontradas nas posições 40, 61, 207, 365, e 466 da sequência, confirmando 

assim o gênero, e três regiões específicas de determinação da espécie também foram 

detectadas: região 1 (8 nucleotídeos), região 2 (140 nucleotídeos) e a região 3 (150 

nucleotídeos). 

As sequências ITS e rDNA 28S da linhagem L06 apresentaram alinhamento 

significante com diversas linhagem de Aspergillus niger, sendo observada identidade 

máxima de 100% para a maioria das sequências ITS e de 99% com sequências rDNA 

28S. Poucas sequências de outros fungos apareceram na análise do BLASTn, tais como 

A. tubingensis, A. awamori e A. foetidus que apresentaram certa identidade 

principalmente com a sequência da região rDNA 28S. As análises filogenéticas 

confirmam a proximidade da linhagem L06 com o A. niger.  
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A sequência ITS da linhagem L07 submetida à análise no BLASTn apresentou 

identidade máxima de 89 a 90% com linhagens de Trichoderma koningiopsis, 

Trichoderma gamsii e Trichoderma ovalisporum pertencentes à seção Trichoderma e ao 

clado Viride. Apesar da linhagem L07 ter sido classificada como Trichoderma, 

apresentou apenas uma âncora específica do gênero que foi encontrada na posição 464 

pelo programa TrichOKEY 2, não sendo possível a identificação pelo método do código 

de barras. 

A sequência da linhagem L08 ao ser submetida às análises moleculares para sua 

identificação apresentou alinhamentos significativos (e-value = 0.0) com fungos do 

gênero Pestalotiopsis. A sequência ITS mostrou identidade com sequências ITS 

principalmente de linhagens do fungo P. microspora, apareceram ainda na análise 

poucas sequências de P. clavispora com identidade máxima de 99% entre as sequências. 

A região rDNA 28S ao ser submetida ao BLASTn alinhou com sequências rDNA 28S 

derivadas de diversas espécies do gênero Pestalotiopsis, todas com identidade máxima 

abaixo de 92%. É interessante ressaltar que não foram constatadas sequências de P. 

microspora nos resultados do BLASTn para esta sequência. 

A sequência ITS da linhagem L09 apresentou alinhamento com muitas 

sequências de fungos não cultivados, Ascomycota, sem identificação. Algumas 

sequências do gênero Curvularia também foram alinhadas com 99% de identidade 

máxima, em sua maioria eram identificadas como Curvularia sp. Poucas sequências 

estavam identificadas, C. affinis e C. geniculata com 99% de identidade máxima, e C. 

inaequalis com 94%. 

O isolado L10 foi classificado como Trichoderma, apresentando 99% de 

identidade com sequências ITS de várias linhagens de Trichoderma atroviride (seção 
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Trichoderma – clado Viride). Utilizando o banco de dados da International 

Subcommission on Trichoderma and Hypocrea Taxonomy pelo programa TrichOKEY 2 

não foi possível a identificação da espécie pelo método do código de barras, pelo fato de 

sua sequência apresentar apenas uma das âncoras específicas do gênero encontrada na 

posição 91, sugerindo que a sequência pode estar incompleta. 

Nas sequências obtidas da linhagem L11 submetidas ao BLASTn foi observado 

identidade com sequências de várias linhagens de Penicillium, dentre os fungos que 

apresentaram maior quantidade de sequências alinhadas se destacaram o P. pinophilum 

e o P. verruculosum com 99 a 100% de identidade máxima. As análises filogenéticas 

para as sequências de L11 mostram maior proximidade com as de P. verruculosum para 

ITS, e não consegue distinguir P. verruculosum de P. pinophilum pelas sequências da 

região rDNA 28S. 

A análise da sequência ITS da linhagem L12 mostrou alinhamentos 

significativos com fungos do gênero Emericella, em sua maioria com sequências de 

Emericella nidulans. As análises filogenéticas agruparam L12 junto com E. nidulans e 

algumas sequências de E. rugulosa.  

Os resultados do BLASTn para a sequência ITS da linhagem L14 mostraram 

alinhamento com várias sequências de fungos endófitos não identificados e fungos de 

solo não cultivados. A maioria das poucas sequências identificadas presentes nos 

resultados da busca pertencia ao gênero Coniochaeta ou ao seu anamorfo Lecythophora, 

apresentando identidade máxima de 90 a 92% a sequência ITS da linhagem L14. 

Os resultados da sequência ITS da linhagem L16 no BLASTn apresentou 

alinhamento com sequências ITS de diferentes gêneros de fungos (Geomyces, 
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Botryosphaeria, Diploidia, Melanops, Phaeobotryon, Barriopsis, Valsaria e 

Pseudorobilarda) onde a identidade máxima não ultrapassou 86%. 

 Com a análise filogenética das sequências foi possível identificar pelo menos o 

gênero da maioria dos fungos isolados (tabela 8), principalmente pela análise das 

sequências ITS. 

 

 

Tabela 8. Identificação das linhagens isoladas. 

Linhagem Gênero Espécie 

L01 Penicillium sp. 

L03 Penicillium sp. 

L04 Trichoderma harzianum 

L05 Trichoderma koningiopsis 

L06 Aspergillus niger 

L07 Trichoderma sp. 

L08 Pestalotiopsis sp. 

L09 Curvularia sp. 

L10 Trichoderma sp. 

L11 Penicillium sp. 

L12 Emericella sp. 
 Marcadas em cinza as linhagens selecionadas para dar 

continuidade ao trabalho. 

 

 

4.4. Avaliação da produção de celulases pelos isolados selecionados 

 

Os fungos identificados como L04, L05 e L10 foram selecionadas para seguir 

com as análises enzimáticas por se destacarem em relação às outras no crescimento 

mais acelerado das colônias. L08 e L11 apesar de apresentarem crescimento um pouco 

mais lento também foram selecionados por sua capacidade de hidrólise marcada por 

maiores áreas ao redor das colônias em todas as réplicas analisadas dos experimentos 

em placas contendo CMC. 
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Esses fungos foram inoculados após etapa de pré-inóculo em um meio 

suplementado com CMC 0,5% (p/v) e SIG 0,5% (p/v) como fontes de carbono. O 

desenvolvimento das culturas em fermentação submersa foi acompanhado com a 

retirada de amostras a cada 24 horas para análises quanto às atividades de 

endoglicanases, exoglicanases e β-glicosidases. 

 

 

Figura 6. Avaliação da produção de endoglicanases em diferentes tempos de indução em meio contendo 

CMC+SIG. A maior atividade detectada neste experimento está indicada acima do ponto a que se refere 

em U.L
-1

. P.f.: Penicillium funiculosum; T.h.: Trichoderma harzianum IOC 3844. Os ensaios foram 

realizados em triplicata com desvio padrão menor que 5%.  

 

No ensaio, para detecção das atividades endoglicanásicas ao longo do tempo de 

crescimento dos fungos, os sobrenadantes das culturas foram submetidos ao ensaio de 

CMCase. As linhagens L04 e L08 apresentaram atividades superiores às dos fungos 

usados como modelo, chegando a quase o dobro da produção de celulases observada 

pelos fungos T. harzianum IOC 3844 e P. funiculosum em 96 horas de cultivo. É 
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importante observar que a linhagem L04 necessitou de um menor tempo de adaptação 

ao meio de cultura e iniciou a produção das endoglicanases antes dos outros fungos 

estudados nestas condições (figura 6), demonstrando o potencial deste fungo na 

produção dessas enzimas. 

 

Figura 7. Avaliação da produção de exoglicanases em diferentes tempos de indução em meio contendo 

CMC+SIG. A maior atividade detectada neste experimento está indicada acima do ponto a que se refere 

em U.L
-1

. P.f.: Penicillium funiculosum; T.h.: Trichoderma harzianum IOC 3844. Os ensaios foram 

realizados em triplicata com desvio padrão menor que 5%.  

 

 

 

 Para a avaliação das atividades exoglicacanásicas presentes nos sobrenadantes 

das culturas dos isolados do cerrado, o ensaio de Avicelase foi realizado utilizando SIG 

como substrato para a reação enzimática. Os resultados desse experimento mostraram 

um padrão semelhante na produção dessas enzimas ao longo do tempo de cultivo por 

todos os fungos analisados. As maiores atividades foram detectadas em 72 horas de 

cultivo, onde L10 apresentou o maior valor de atividade (1657,0 U.mL
-1

) como pode ser 

observado na figura 7. 
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Figura 8. Avaliação da produção de β-glicosidases em diferentes tempos de indução em meio contendo 

CMC+SIG. A maior atividade detectada neste experimento está indicada acima do ponto a que se refere 

em U.L
-1

. P.f.: Penicillium funiculosum; T.h.: Trichoderma harzianum IOC 3844. Os ensaios foram 

realizados em triplicata com desvio padrão menor que 5%.  

 

 

 As atividades de β-glicosidases presentes nos sobrenadante das culturas foram 

dosadas pelo ensaio de ρNPGase com a utilização de ρNPG como substrato para a 

reação enzimática. O resultado desse experimento está apresentado na figura 8, onde as 

linhagens L04, L8 e L10 produziram níveis significativos de atividades de β-

glicosidases quando comparados aos fungos modelo.  

Para facilitar a comparação, as maiores atividades encontradas nos ensaios 

enzimáticos realizados estão descritas na tabela 9, indicados os tempos de cultivo onde 

essa atividade foi verificada. 
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Tabela 9. Valores máximos de atividade enzimática produzida pelos fungos em 

crescimento indireto com indução por CMC+SIG. 

Linhagem Endoglicanase Exoglicanase β-glicosidases 

L04 2980,8 (96) 1319,6 (72) 5665,8   (72) 

L05   247,8 (96) 1109,1 (72)   136,0   (96) 

L08 2501,6 (96) 1074,8 (72) 5297,1   (96) 

L10 1969,0 (96) 1657,0 (72) 7170,5   (96) 

L11   972,9 (72) 1297,4 (72)   434,8 (120) 

P. funiculosum 1569,3 (96) 1276,0 (72) 4352,2   (96) 

T.harzianum IOC3844 1783,1 (48) 1425,0 (72) 4324,1 (96) 

Atividade enzimática (U. L
-1

). Os valores em parênteses correspondem ao tempo de cultivo (h) 

quando os resultados máximos foram observados. 
 

 

 Nesses ensaios com indução indireta todos os isolados do cerrado, com exceção 

de L05, apresentaram níveis significativos de produção de celulases, com destaque para 

as linhagens L04, L08 e L10 que possuem um interessante potencial celulolítico, tendo 

em vista o equilíbrio na produção de endoglicanases, exoglicanases e β-glicosidases que 

esses fungos apresentaram. Outro fator observado que volta as vistas para a linhagem 

L04 foi o tempo de adaptação às novas condições de cultura quando o micélio foi 

inoculado no meio de fermentação submersa com CMC+SIG como fonte de carbono. 

Essa linhagem começou a produção de enzimas do complexo celulolítico antes dos 

outros fungos como pode ser observado na tabela 10. A produtividade volumétrica 

observada para L04 em 24h já atingia altos níveis para CMCase e ρNPGase. 
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Tabela 10. Valores máximos de produtividade volumétrica observados para a produção 

de celulases por isolados do cerrado e pelos fungos T. harzianum IOC3844 e P. 

funiculosum em crescimento indireto com indução por CMC+SIG. 

Linhagem CMCase Avicelase ρNPGase 

L04 67,2 (24) 18,3 (72) 79,8 (24) 

L05   4,1 (48) 15,4 (72)   2,1 (72) 

L08 44,3 (48) 14,9 (72) 63,4 (48) 

L10 32,4 (48) 23,0 (72) 99,1 (48) 

L11 17,8 (48) 18,0 (72)   8,4 (48) 

P. funiculosum 24,1 (24) 17,7 (72) 67,1 (48) 

T.harzianum IOC3844 37,1 (48) 24,3 (48) 81,4 (48) 

Produtividade volumétrica (U. L
-1 

. h
-1

). Os valores em parênteses correspondem ao tempo de 

fermentação (h) quando os resultados máximos foram observados. 

 

 Com o intuito de analisar o comportamento do perfil enzimático secretado pelas 

linhagens selecionadas em diferentes fontes de carbono, estas foram cultivadas de 

maneira direta em meio para fermentação submersa suplementado tanto com fontes de 

carbono quimicamente definidas (CMC, SIG ou XIL), quanto em materiais 

lignocelulósicos como o bagaço de cana in natura (BCA) e na forma de celulignina 

semi-deslignificada (CSD). Para cada uma das culturas nesses substratos foram 

analisadas as atividades de endoglicanases, exoglicanases, β-glicosidases e xilanases.  

 A partir desta etapa, a linhagem L05 foi eliminada dos experimentos devido às 

baixas atividades celulolíticas apresentadas nos experimentos anteriores. Nas figuras 9 e 

10 estão apresentados os resultados dos ensaios enzimáticos, para as atividades de 

endoglicanases, realizados nas diferentes condições de cultivo. Neste experimento foi 

observada uma variação significativa na produção de endoglicanases das diferentes 

culturas testadas. As atividades detectadas em L08, L10 e L11 não passaram de 20% da 

atividade máxima observada no experimento (3039,0 U.L
-1

) atingida pelo T. harzianum 
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em 120 horas de cultivo. A linhagem que se destacou nessa etapa foi a L04 

apresentando atividade semelhante às encontradas para T. harzianum e P. funiculosum 

quando induzida por CMC. Vale à pena ressaltar que L04 atinge valores mais altos de 

atividade a partir de 72 horas de cultivo se mantendo até 120 horas, enquanto que o T. 

harzianum só aumenta sua atividade em 96 horas de cultivo e o P. funiculosum, apesar 

de ter se destacado ao iniciar a atividade a partir de 48 horas, se manteve em um nível 

mais baixo ao longo do crescimento da cultura (figura 9). 

 

Figura 9. Atividade de endoglicanases dos isolados em diferentes tempos de indução por CMC, 

utilizando CMC como substrato para a reação enzimática. A maior atividade detectada neste experimento 

está indicada acima do ponto a que se refere em U.L
-1

. Pf: Penicillium funiculosum; Th: Trichoderma 

harzianum IOC 3844. Os ensaios foram realizados em triplicata com desvio padrão menor que 5%. 

 

 As atividades endoglicanásicas analisadas nos sobrenadantes das culturas 

crescidas em bagaço tratado (CSD) apresentaram um perfil semelhante em todos os 

fungos, sendo detectada apenas uma atividade basal durante todo o período de cultivo. 

Essa baixa atividade pode ser devido ao fato do bagaço tratado ainda possuir resíduos, 

gerados na hidrólise da hemicelulose e da lignina, que interfiram de forma a inibir a 
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atividade (ou a indução da produção destas enzimas) das endoglicanases secretadas por 

esses fungos (Berlin et al, 2006). 

 O resultado mais interessante na análise das endoglicanases foi observado no 

sobrenadante das culturas crescidas em bagaço de cana-de-açúcar in natura (BCA). 

Neste substrato complexo todos os isolados tiveram baixa atividade endoglicanásica 

com exceção do isolado L04, que apresentou os maiores valores de atividades a partir 

de 48 horas do início do cultivo, se mantendo por todo o período analisado (figura 10). 

Os fungos modelo atingiram atividades menores que 70% do valor máximo de L04 

apenas em 120 horas de cultivo. 

 

Figura 10. Atividade de endoglicanases dos isolados em diferentes tempos de indução por BCA, 

utilizando CMC como substrato para a reação enzimática. A maior atividade detectada neste experimento 

está indicada acima do ponto a que se refere em U.L
-1

. Pf: Penicillium funiculosum; Th: Trichoderma 

harzianum IOC 3844. Os ensaios foram realizados em triplicata com desvio padrão menor que 5%. 

 

 As análises enzimáticas para endoglicanases reforçaram o potencial da linhagem 

L4 como produtor de enzimas celulolíticas, principalmente por ter apresentado 

atividades em um substrato complexo de baixo custo e abundante no Brasil (bagaço de 

cana de açúcar in natura). Além de apresentar produção de celulases já no início da 
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cultura, diferentemente dos outros fungos analisados, o que sugere uma maior 

capacidade de adaptação ao substrato e condições de cultivo. 

Nas figuras 11, 12 e 13 estão apresentados os resultados dos ensaios enzimáticos 

para as atividades de exoglicanases realizados com a variação da fonte de carbono 

celulósica. Como pode ser observado na figura 11, os níveis de atividades 

exoglicanásicas detectadas nos sobrenadantes dos fungos induzidos por CMC 

apresentaram um padrão semelhante durante todo o período de cultivo. Os fungos 

modelo se mostraram mais eficientes na produção das exoglicanases, enquanto que os 

isolados do cerrado obtiveram resultados de no máximo 80% da atividade máxima 

detectada para o T. harzianum. 

 

Figura 11. Atividade de exoglicanases dos isolados em diferentes tempos de indução por CMC, 

utilizando SIG como substrato para a reação enzimática. A maior atividade detectada neste experimento 

está indicada acima do ponto a que se refere em U.L
-1

. Pf: Penicillium funiculosum; Th: Trichoderma 

harzianum IOC 3844. Os ensaios foram realizados em triplicata com desvio padrão menor que 5%. 

 

 Com CSD utilizado como fonte de carbono os fungos analisados apresentaram 

de maneira geral valores menores de atividade de exoglicanases do que quando outros 
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substratos foram utilizados. As linhagens L04 e L10 apresentaram um pico de atividade 

em 96 e 72 horas respectivamente, com valores que se aproximam um pouco mais dos 

observados quando induzidos por BCA e CMC (figura 12). 

 

 

Figura 12. Atividade de exoglicanases dos isolados em diferentes tempos de indução por CSD, utilizando 

SIG como substrato para a reação enzimática. A maior atividade detectada neste experimento está 

indicada acima do ponto a que se refere em U.L
-1

. Pf: Penicillium funiculosum; Th: Trichoderma 

harzianum IOC 3844. Os ensaios foram realizados em triplicata com desvio padrão menor que 5%. 

 

 

 Quando os fungos foram induzidos por BCA, a linhagem L10 apresentou uma 

atividade que se manteve mais ou menos constante de 24 a 96 horas de cultivo com 

valores de aproximadamente 70% do máximo obtido pelo T. harzianum e por L04, que 

apenas apresentaram essas atividades mais altas a partir de 96 horas de cultivo (figura 

13). 
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Figura 13. Atividade de exoglicanases dos isolados em diferentes tempos de indução por BCA, 

utilizando SIG como substrato para a reação enzimática. A maior atividade detectada neste experimento 

está indicada acima do ponto a que se refere em U.L
-1

. Pf: Penicillium funiculosum; Th: Trichoderma 

harzianum IOC 3844. Os ensaios foram realizados em triplicata com desvio padrão menor que 5%. 

 

 

 

 

 

Nas figuras 14, 15, e 16 estão apresentados os resultados dos ensaios 

enzimáticos, para as atividades de β-glicosidases, realizados nos sobrenadantes das 

culturas induzidas por CMC, CSD e BCA. 
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Figura 14. Atividade de β-glicosidases dos isolados em diferentes tempos de indução por CMC, 

utilizando como substrato para a reação enzimática. A maior atividade detectada neste experimento 

está indicada acima do ponto a que se refere em U.L
-1

. Pf: Penicillium funiculosum; Th: 

Trichoderma harzianum IOC 3844. Os ensaios foram realizados em triplicata com desvio padrão 

menor que 5%. 

 

 

 

O T. harzianum (T.h.) apresentou uma maior atividade de β-glicosidases quando 

induzido por CMC principalmente nos tempos finais da indução chegando a 5608,8 

U.L
-1

 em 120 horas de cultivo. O P. funiculosum (P.f.) apresentou atividade de β-

glicosidases em todos os tempos amostrados, porém os valores máximos detectados 

ficaram em torno de 30% do valor máximo obtido pelo T. harzianum. Dos isolados do 

cerrado, o único que apresentou atividade de β-glicosidase significativa foi o L04 que 

chegou a um valor máximo, em 120 horas de cultivo, de 2938,4 U.L
-1

. 
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Figura 15. Atividade de β-glicosidases dos isolados em diferentes tempos de indução por CSD, 

utilizando ρNPG como substrato para a reação enzimática. A maior atividade detectada neste 

experimento está indicada acima do ponto a que se refere em U.L
-1

. Pf: Penicillium funiculosum; Th: 

Trichoderma harzianum IOC 3844. Os ensaios foram realizados em triplicata com desvio padrão 

menor que 5%. 

 

 

 

 
Figura 16. Atividade de β-glicosidases dos isolados em diferentes tempos de indução por BCA, 

utilizando ρNPG como substrato para a reação enzimática. A maior atividade detectada neste 

experimento está indicada acima do ponto a que se refere em U.L
-1

. Pf: Penicillium funiculosum; Th: 

Trichoderma harzianum IOC 3844. Os ensaios foram realizados em triplicata com desvio padrão 

menor que 5%. 
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 Quando induzido por CSD apenas P. funiculosum e L04 apresentaram atividade 

de β-glicosidase no sobrenadante das culturas, onde o L04 obteve atividade máxima de 

até 90% da detectada para o P. funiculosum em 120 horas de cultivo (figura 15). A 

indução por BCA destacou a atividade de β-glicosidase de L04 que obteve níveis duas 

vezes maiores que a máxima atividade apresentada pelo T. harzianum, mantidos ao 

longo do desenvolvimento da cultura como pode ser observado na figura 16. 

 Os resultados obtidos nos ensaios de atividade celulolítica total das enzimas 

secretadas pelos fungos induzidas por diferentes fontes de carbono, apontam a linhagem 

L04 como o isolado mais promissor para a produção de enzimas celulolíticas, 

principalmente quando o fungo é cultivado em BCA.  

 Baseando-se nos resultados obtidos nos ensaios enzimáticos realizados, a 

linhagem L04 destacou-se dos outros isolados do cerrado por suas características de 

crescimento mais rápido com consequente secreção de enzimas do complexo 

celulolítico desde momentos iniciais do desenvolvimento da cultura até momentos mais 

tardios. Além disso, o fungo L04 se mostrou resistente a possíveis inibidores da 

produção de enzimas celulolíticas quando cultivado em substrato natural como o bagaço 

de cana de açúcar ou no bagaço de cana de açúcar tratado. Por esses motivos a linhagem 

L04 foi selecionada para continuação dos estudos. 

 

4.5. Análises enzimáticas da linhagem L04 

 

Para uma melhor análise das enzimas secretadas pelo fungo L04, diferentes 

fontes de carbono foram utilizadas como indutores do complexo celulolítico deste 

fungo. Meios de cultura bem definidos com substrato celulósico (CMC ou SIG), um 
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substrato hemicelulósico (XIL) e um substrato complexo (BCA) foram preparados para 

esta finalidade. As culturas foram obtidas a partir de inóculo de uma mesma quantidade 

de esporos da linhagem L04 e mantidas sob condições de agitação e temperatura 

controladas por 120 horas. A cada 24 horas de cultivo uma alíquota de cada cultura foi 

retirada e dosadas as atividades de CMcase, FPase, Avicelase, ρNPGase e Xilanase 

(figura 17).  

 

 

 

 
Figura 17. Avaliação das atividades enzimáticas detectadas no sobrenadante das culturas de L04 em meio contendo 

diferentes fontes de carbono. BCA: bagaço de cana de açúcar, CMC: carboximetilcelulose, SIG: celulose 

microcristalina, XIL: xilana oat spelt.  
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As atividades determinadas para essas condições de cultivo mostraram a 

capacidade da linhagem L04 de secretar essas enzimas envolvidas na sacarificação da 

holocelulose sob indução dos diferentes substratos. CMC foi a fonte de carbono, dentre 

as fontes celulósicas testadas, com a menor capacidade de indução das enzimas 

celulolíticas. Como esperado, XIL não foi um bom indutor de celulases chegando a 

valores baixos de atividade celulolíticas quando comparado aos outros substratos 

testados. 

BCA e SIG se mostraram mais eficientes na indução das celulases chegando aos 

maiores valores de atividade detectados em todos os ensaios realizados para celulases 

com esses substratos como indutores. Todos os substratos, mesmo CMC e SIG 

desprovidos de hemicelulose em sua composição, foram capazes de induzir a atividade 

de xilanases neste fungo, promovendo a sacarificação da xilana nos ensaios 

enzimáticos. 

Com a finalidade de comparar as atividades enzimáticas detectadas nas culturas 

da linhagem L04 com as produzidas por fungos utilizados para a produção comercial de 

celulases, foi realizado o inóculo da linhagem de T. reesei Rut C30 sob as mesmas 

condições de cultivo da L04. Os ensaios enzimáticos foram realizados nas mesmas 

condições para os dois fungos, e estão apresentados nas figuras 18 a 21. 
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Figura 18. Análise comparativa das atividades enzimáticas detectadas no sobrenadante das culturas de L04 e T. 

reesei (T.r.) induzidas por BCA.  
 

 

 

Os fungos L04 e T. reesei demonstraram um padrão bem semelhante para as 

atividades analisadas no sobrenadante das culturas crescidas em BCA, com L04 

atingindo maiores níveis desde os primeiros momentos da cultura e o T. reesei atingindo 

níveis semelhantes de atividade em tempos mais tardios (figura 18). 
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Figura 19. Análise comparativa das atividades enzimáticas detectadas no sobrenadante das culturas de L04 e T. 

reesei (T.r.) induzidas por CMC.  

 

 

Quando cultivado em CMC como única fonte de carbono o fungo L04 

demonstrou uma capacidade de indução por esse substrato comparável ao T. reesei, 

principalmente em relação às atividades de endoglicanases e xilanases. Para as 

atividades de exoglicanases e β-glicosidases o L04 apresentou valores de atividades 

duas vezes ou mais acima das detectadas para o T. reesei (figura 19). 
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Figura 20. Análise comparativa das atividades enzimáticas detectadas no sobrenadante das culturas de L04 e T. 

reesei (T.r.) induzidas por SIG. 

 

 

Nos sobrenadantes das culturas dos fungos L04 e T. reesei cultivados em SIG, 

foi observado uma diferença significativa no padrão das curvas de atividade entre os 

dois fungos. As atividades determinadas para L04 apresentaram níveis mais altos desde 

o início do cultivo, níveis alcançados pelo T. reesei apenas após alguns dias de cultivo. 

É interessante ressaltar que não foi detectada atividade de exoglicanase no tempo de 120 

horas (figura 20). 
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Figura 21. Análise comparativa das atividades enzimáticas detectadas no sobrenadante das culturas de L04 e T. 

reesei (T.r.) induzidas por XIL. 

 

Como esperado, as atividades celulolíticas analisadas nos sobrenadantes das 

culturas dos fungos L04 e T. reesei induzidos por XIL (figura 21) não demonstraram 

valores significativos quando comparados com os obtidos nas culturas induzidas por 

BCA e CMC (figuras 18 e 19), com exceção da atividade de exoglicanase que 

apresentou picos com valores muito próximos aos valores obtidos quando induzidos por 

SIG (figura 20). A atividade de xilanase de ambos os fungos apresentou valores 
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próximos a 7000 U.L
-1

, seguindo um padrão muito semelhante da curva de atividade ao 

longo do cultivo.  

Para resumir os resultados apresentados nos ensaios enzimáticos dos fungos L04 

e T. reesei a tabela 11 foi construída de forma que a visualização dos maiores valores de 

produtividade volumétrica determinados fossem mais facilmente comparados, levando 

em consideração o tempo de cultivo do determinado ponto. 
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Tabela 11. Comparação dos valores máximos de produtividade volumétrica observados para a produção de celulases pelas linhagens L04 e 

Trichoderma reesei Rut C30 induzidas por diferentes fontes de carbono. 

Substrato Linhagem CMCase Avicelase FPase ρNPGase Xilanase 

BCA 

L04 64,2   (48) 10,2 (120) 19,2   (72) 52,0   (24) 135,7 (48) 

T.r. 38,6   (72) 14,2   (24) 11,0 (120) 29,3   (48) 143,0 (24) 

CMC 

L04 27,3   (72) 25,9   (24)   3,8   (24) 24,5   (120)   44,5 (72) 

T.r. 22,9   (72)   6,8   (96)   6,5   (96) 12,5   (120)   59,9 (72) 

SIG 

L04 49,6   (72)   4,3   (72) 13,1   (72) 40,4   (48) 105,8 (24) 

T.r. 28,8 (120)   7,3   (24) 13,5 (120) 19,8 (120)   51,4 (72) 

XIL 

L04 19,0   (24)   9,5   (24)   3,8   (48)   6,0   (72) 132,5 (24) 

T.r. 20,3   (24)   4,6   (72)   5,2   (24) 20,0   (24)   74,1 (96) 

Produtividade volumétrica (U. L
-1 

.h
-1

). Os valores em parênteses correspondem ao tempo de fermentação (h) quando os resultados máximos 

foram observados. 
 

 



 
78 

 

 

 Os resultados apresentados na tabela 11 mostram que, com algumas exceções, o 

fungo L04 possui uma produtividade volumétrica superior ao T. reesei nas condições 

analisadas, principalmente quando a fonte de carbono utilizada para a fermentação foi 

BCA e SIG. Esses resultados indicam uma maior produtividade enzimática relacionada 

a celulases em momentos mais precoces durante o cultivo da linhagem L04 quando 

comparada ao T. reesei. 

 

4.6. Avaliação do perfil de proteínas secretado por SDS-PAGE 

 

 O sobrenadante da cultura da linhagem L04 induzida por BCA, após uma etapa 

de ultrafiltração para concentrar e remover resíduos de açúcar e sais da amostra, foi 

submetido a uma eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) para 

uma avaliação do perfil de proteínas secretado. Em paralelo outro gel idêntico foi 

submetido ao ensaio de zimograma, para detecção em gel das atividades celulolíticas 

(utilizando CMC na malha do gel como substrato para as enzimas) ou xilanolíticas 

(utilizando xilana na malha do gel como substrato para a reação enzimática). 

 A eletroforese foi desenvolvida e os géis receberam os tratamentos descritos na 

metodologia para: coloração com comassie blue para visualização das proteínas 

presentes no gel, ou tratamento para renaturação das proteínas no gel e ensaio 

enzimático com coloração utilizando vermelho congo para visualização dos halos de 

hidrólise formados (figura 22). 
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Figura 22. SDS-PAGE e zimograma do sobrenadante da cultura do fungo L04 quando 

cultivado em meio contendo BCA. 01- Marcador de massa molecular (Broad Range Protein 

Molecular Weight, Promega). 02- SDS-PAGE do sobrenadante L04 em gel com CMC. 03- 

Zimograma em CMC do sobrenadante L04. 04- SDS-PAGE do sobrenadante L04 em gel com 

XIL. 05- Zimograma em XIL do sobrenadante L04. 

 

 

 O zimograma apresentado na figura 22 (linha 3) comprova a presença de pelo 

menos duas atividades de celulase distintas. Um halo de hidrólise bem visível com uma 

massa molecular aproximada de 50 kDa situada em um local onde pode ser observado 

um acúmulo de proteínas no gel corado com comassie blue, e outra atividade com 

massa molecular aproximada de 20 kDa apresentando um halo de hidrólise mais forte 

que o primeiro em um local onde pode ser observado apenas uma banda proteica 

destacada no gel corado com comassie blue. 

10 kDa 

25 kDa 

15 kDa 

35 kDa 

50 kDa 

75 kDa 
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 Na coluna 5 da figura 22, no zimograma desenvolvido com xilana como 

substrato para a reação enzimática, pode ser observada uma discreta atividade de 

xilanase com a formação de um fino halo de hidrólise com massa molecular aproximada 

de 20 kDa. Esse resultado confirma pelo menos uma atividade xilanolítica nessa 

indução por BCA. Outras bandas mais fracas podem ser observadas acima de 75 kDa, 

não descartando a possibilidade de serem atividades xilanolíticas, porém a forma e 

quantidade que essas aparecem nessa região pode indicar que sejam artefatos da técnica 

utilizada. 

 

4.7. Hidrólise do bagaço de cana de açúcar 

 

 CSD e BCA foram submetidos à sacarificação pelo coquetel enzimático 

produzido por L04 cultivado em meio contendo BCA. A figura 23 apresenta o perfil 

temporal da concentração de açúcares redutores e de glicose liberados pelo extrato 

enzimático. Após 18 horas de sacarificação, o extrato de L04 foi capaz de liberar 4,32 

g.L
-1

 de açúcares redutores totais a partir de BCA e 8,16 g.L
-1

 a partir de CSD. O 

conteúdo de glicose também foi medido, apresentando valores de 2,28 g.L
-1

 a partir de 

BCA e 4,48 g.L
-1

 a partir de CSD após 18 horas de hidrólise do substrato. A quantidade 

de glicose liberada de CSD foi maior do que a de BCA, no entanto, em termos de 

rendimento após 18 horas de hidrólise, calculada a partir do conteúdo de celulose de 

BCA e CSD, os valores não foram muito diferentes. O rendimento da hidrólise ao 

utilizar BCA e CSD como substrato foi de 60,32% e 59,35% respectivamente.  
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Figura 23. Hidrólise de 10% de bagaço de cana (BCA) e de celulignina semi-

deslignificada (CSD) utilizando o coquetel de enzimas produzido por T. harzianum L04. 

As concentrações de açúcares redutores totais e de glicose durante a hidrólise estão 

indicadas. 

 

 

 

4.8. Sensibilidade a higromicina 

 

 Com a possibilidade da utilização da linhagem L04 em processos 

biotecnológicos, um teste de sensibilidade a higromicina foi realizado. Os resultados 

desse teste estão apresentados na figura 24, onde podemos observar que a partir de 

50µg.mL
-1

 do antibiótico o crescimento do fungo é completamente inibido. 
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Figura 24. Teste de sensibilidade do fungo L04 à higromicina. As concentrações do antibiótico utilizadas 

estão indicadas em cada terço da placa de petri onde foram inoculados os esporos.  
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5. Discussão 

 

 A classificação ou identificação dos fungos ainda hoje é feita através da 

observação de características morfológicas observadas ao microscópio. Esse tipo de 

classificação é comumente usada pelo fato de ser simples, possuir baixo custo e fácil 

condução (Jeewon e Hyde, 2007), mas possui muitas limitações. Para superar essas 

limitações, outros métodos para a identificação de fungos foram descritos e aplicados 

como a RAPD (randomly amplified polymorphic DNA), RFLP’s (restriction fragment 

lenght polymorphisms) ou ARDRA (RFLP’s usando o rDNA), e através de PCR 

utilizando oligonucleotídeos espécie-específicos baseados em SSR (species-specific 

repeat). No entanto, essas técnicas muitas vezes falham por diferenciarem indivíduos ou 

isolados de uma mesma espécie (Schmidt e Moreth, 2002). 

 A classificação pelo sequenciamento da região ITS (espaçadores I, II e o gene do 

rRNA 5.8S) do DNA ribossomal (figura 4) se tornou então um método apropriado para 

a classificação por possuir uma sequência de 525 a 734 nucleotídeos onde a observação 

das variações se tornam evidentes (Schmidt e Moreth, 2002), além de poder ser 

sequenciado em uma única etapa. 

 O uso das sequências ITS para a identificação de uma espécie ainda possui 

algumas limitações, visto que a análise das sequências naturalmente envolve uma busca 

em bancos de dados (NCBI BLAST) e a identificação é feita com base no best hit ou no 

grau de similaridade da sequência (e.g., >98). Esse tipo de aproximação é suscetível a 

erros (Druzhinina et al., 2005): o depósito das sequências no GenBank não possui 

controle de qualidade e podem ser depositadas sem uma correta identificação da 
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espécie; algumas sequências são depositadas com o nome originalmente obtido e 

mesmo com a posterior identificação as sequências não têm seus nomes corrigidos; uma 

alta correspondência (ou não) com uma dada sequência não pode confirmar e nem 

refutar a identidade da espécie, é necessário um melhor conhecimento da variabilidade 

intra-específica da sequência, levando em consideração a existência de polimorfismos 

(e.g., 1%) e a presença de posições onde os nucleotídeos são invariáveis. 

 Alguns grupos de pesquisadores com o intuito de investigar a classificação de 

gêneros de interesse, buscaram confirmar a identificação dos fungos através de análises 

morfológicas, de dados em culturas e pela filogenia de diferentes genes (calmodulina, 

EF-1α, actina), assim como da região ITS do rDNA (Chaverri et al., 2003). A partir 

desses dados puderam construir bancos de sequências confiáveis para a identificação de 

espécies. Nessas sequências confiáveis puderam também ser analisadas as posições de 

cada nucleotídeo de forma comparativa e desenvolver um sistema de identificação de 

espécies com base em pequenas sequências chamadas de âncoras onde se encontram os 

nucleotídeos que menos variam dentro de cada espécie, mas variam de espécie para 

espécie (código de barras). Alguns desses bancos encontram-se disponíveis na internet 

como, por exemplo, o website para identificação de Trichodemas pelo sistema de 

código de barras (http://www.isth.info) da subcomissão internacional em taxonomia de 

Trichoderma e Hypocrea (Druzhinina et al., 2005).  

 O método de identificação das linhagens isoladas nesse trabalho foi capaz de 

classificar os gêneros desses fungos, mas não foi eficiente para a classificação exata das 

espécies. Mesmo com a utilização de uma segunda região (rDNA 28S) para corroborar 

as análises filogenéticas da região ITS, não foi possível distinguir as sequências dos 

isolados das de outros fungos encontradas no banco de dados, havendo mais de uma 

http://www.isth.info/
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possibilidade provável para essa classificação. A presença de sequências no banco de 

dados sem classificação, denominadas como fungos de solo não cultivados, e/ou a 

presença de sequências não identificadas corretamente podem dificultar essa 

classificação molecular dos fungos. Por esse motivo, para a determinação mais correta 

dessas espécies seria necessária à utilização de várias regiões de genes diferentes para 

que a análise filogenética seja mais eficiente. 

 Dentre os isolados analisados os gêneros mais representativos foram 

Trichoderma (L04, L05, L07 e L10), Penicillium (L01, L03 e L11) e Aspergillus (L06 e 

L12). Esses gêneros são bem descritos na literatura como bons produtores de enzimas 

celulolíticas, destacando algumas espécies como o Trichoderma reesei (Singhania et al., 

2007), de onde a maiorias das celulases comerciais são retiradas; o Penicillium 

equinulatum (Camassola e Dillon, 2007), que possui grande potencial celulolítico 

principalmente na degradação de resíduos agrícolas; e o Aspergillus niger (de Castro, 

2006), descrito como forte secretor de enzimas celulolíticas, principalmente β-

glicosidases. 

 Outros gêneros também foram encontrados como no caso do L08 e L09 

classificados como Pestalotiopsis e Curvularia respectivamente. A maioria do gênero 

Curvularia é conhecida como saprófita em diferentes substratos vegetais e no solo, 

podendo ainda ser isolada a partir do solo e do ar, muitas espécies são fitopatogênicas, 

sobretudo em gramíneas e em regiões de clima tropical e subtropical (Sivanesan, 1987). 

Em alguns trabalhos com esse gênero a atividade celulolítica foi estudada mostrando 

que algumas espécies do gênero podem ser consideradas boas produtoras dessas 

enzimas (Okunowo et al., 2010). Fungos do gênero Pestalotiopsis estão amplamente 

distribuídos, ocorrendo em solos, ramos, sementes, frutos e folhas podendo ser parasitas 
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endofíticos ou saprófitos (Jeewon et al., 2004). Existem trabalhos descrevendo algumas 

espécies deste gênero como produtoras de celulases (Rao et al., 1983; Eveleigh et al., 

2009). 

 A observação das características fenotípicas e a classificação dos fungos 

isolados são de fundamental importância para o conhecimento prévio de possíveis 

potenciais biotecnológicos por meio de buscas bibliográficas sobre a utilização desses 

gêneros em outros trabalhos.  

 Algumas características interessantes puderam ser observadas durante o manejo 

das linhagens isoladas. A presença de pigmentos de forte coloração se destacou para 

algumas linhagens, inclusive com secreções abundantes, vermelha (L02 e L11), púrpura 

(L12) ou amarela (L01) dependendo da composição do meio de cultivo. Se mostrando 

interessante a investigação mais aprofundada sobre a natureza desses pigmentos para 

uma aplicação na indústria de cosméticos, por exemplo, visto que teriam um apelo 

ecológico como pigmentos naturais de origem em um ecossistema brasileiro (Cerrado).  

A inibição do crescimento de outros fungos e bactérias também foi observada 

em algumas linhagens, quando na presença desses (dados não mostrados). Estudos 

nesse campo são importantes para a verificação de novos antimicrobianos ou ainda na 

utilização dessas linhagens como controle biológico de fitopatógenos. Trabalhos como 

esse abrem um leque de possibilidades para trabalhos futuros nas diversas áreas de 

estudo, demonstrando o grande potencial biotecnológico existente ainda por ser 

explorado nos biomas brasileiros. 

Com o foco deste trabalho voltado para a produção de enzimas celulolíticas 

pelos isolados do Cerrado, as análises quantitativas das atividades celulolíticas 

secretadas das cinco linhagens pré-selecionadas revelaram um interessante potencial, 
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visto que alguns desses fungos tiveram atividades hidrolíticas superiores, nas condições 

de cultivo analisadas, às do T. harzianum IOC 3844 descrito na literatura como sendo 

um bom produtor de endoglucanases e do P. funiculosum que possui um forte complexo 

celulolítico capaz de hidrolisar compostos celulósicos naturais (de Castro, 2006). 

 Dentre os fungos pré-selecionados com potencial celulolítico, o isolado L04 

apresentou características relevantes para a produção das celulases. Foi classificado 

como Trichoderma, sendo muito próximo ao T. harzianum, segundo as análises de 

filogenia das sequências ITS e rDNA 28S. A partir do banco de dados da International 

Subcommission on Trichoderma and Hypocrea Taxonomy, foi possível a identificação 

da espécie pelo método do código de barras confirmando a linhagem como Hypocrea 

lixii, que é a fase sexual do fungo Trichoderma harzianum.  

 O Trichoderma harzianum (Ascomycota, Hypocreales, Hypocreaceae) é um 

fungo filamentoso, assexual, isolado comumente de solos tropicais, material vegetal, 

ecossistemas rizosféricos e material orgânico em decomposição, numa proporção de 10
1
 

- 10
3
 esporos por grama de solo (Samuels, 2006). Na natureza, as formas assexuadas do 

fungo persistem como populações clonais e heterocarióticas, porém, o fungo tem sido 

inequivocamente relacionado à fase teleomorfa. Geralmente cultivos derivados de 

ascósporos do fungo sexual Hypocrea lixii, resultaram em espécies de T. harzianum, 

segundo análises morfológicas e moleculares feitas por Chaverri e colaboradores (2003) 

que concluiu que se tratava da mesma espécie. Os isolados de Trichoderma harzianum 

são ubíquos devido a sua natureza saprofítica e são encontrados em solos e matéria 

orgânica coletadas em todas as latitudes. As condições ótimas para o crescimento e 

esporulação, variam entre os isolados, mas a maioria são mesófilas, crescem num pH de 
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6,0 e os esporos permanecem viáveis por um período de 45 dias (Samuels, 2006; 

Papavizas, 1985). 

 O T. harzianum cresce rapidamente sobre diferentes substratos, utilizando 

monossacarídeos, dissacarídeos, e polissacarídeos complexos, assim como purinas, 

pirimidinas, aminoácidos, aldeídos, e ácidos orgânicos como fonte de carbono e energia 

e produzindo um amplo espectro de metabólitos que incluem antibióticos, antifúngicos, 

pigmentos, vitaminas, ácidos orgânicos e enzimas hidrolíticas (Grondona et al. 1997), 

ilustrando o grande potencial biotecnológico presente neste fungo. 

 A linhagem de T. harzianum L04 ao ser induzida por substratos 

lignocelulósicos apresentou atividades celulolíticas de endoglicanases, exoglicanases e 

β-glicosidases em níveis semelhantes ou maiores ao do T. reesei Rut C30 nas mesmas 

condições de cultivo. O T. reesei Rut C30 é uma linhagem industrial utilizada na 

produção comercial de celulases com inúmeras publicações relacionadas a sua 

capacidade de secreção de celulases induzidas por vários substratos, naturais ou não. 

Isso se deve ao fato de ser uma linhagem manipulada geneticamente para a hiper-

expressão dessas enzimas (Montenecout e Eveleigh, 1977). Sendo assim, ser comparado 

a este fungo indica que a linhagem L04 pode ser considerada uma boa produtora de 

celulases. 

O perfil eletroforético de L04 utilizando o bagaço de cana de açúcar in natura 

(BCA) como substrato é similar ao observado por Silva et al. (2012) usando a linhagem 

T4 de T. harzianum em meio contendo bagaço de cana. Esses autores mostraram por 

diferentes técnicas eletroforéticas que o T. harzianum foi capaz de secretar complexos 

multi-enzimáticos com atividades celulolíticas e xilanolíticas que apresentam alta massa 

molecular assim como as detectadas no T. harzianum L04 (figura 2, linha 5). Ambos 
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zimogramas, usando CMC e XIL como substrato, apresentaram um sinal por volta de 20 

kDa (figura 2, linhas 3 e 5). O sinal mais fraco no zimograma com xilana indica a 

presença de uma atividade xilanolítica com massa molecular de aproximadamente 20 

kDa que é compatível com outros estudos dessa espécie de fungo que descrevem 

atividades xilanolíticas por volta dessa massa molecular com ausência de atividade 

celulolítica (Rezende et al. 2002; Lee et al. 2009; do Vale et al. 2012). A atividade do 

fungo L04, de massa molecular de 20 kDa, presente no zimograma contendo CMC pode 

ser correspondente à endoglicanase (EGIII) de T. harzianum IOC3844 caracterizada por 

Generoso et al. (2012) descrita com baixa massa molecular, não apresentando o 

domínio de ligação à celulose (CBD) e capaz de degradar celulose amorfa como CMC. 

 Observando o desenvolvimento das culturas, o fungo L04 apresentou um 

crescimento mais rápido que as outras linhagens, com secreção das enzimas celulolíticas 

desde os primeiros momentos da cultura em níveis só alcançados pelo T. reesei após 

alguns dias de cultivo. Essa característica, do ponto de vista biotecnológico, é bastante 

interessante tendo em vista que quanto menor o tempo de cultivo para a produção das 

enzimas menores serão os custos dessa produção. A redução de custos no processo de 

produção das enzimas é ainda hoje um dos pontos cruciais para que seja viabilizada a 

comercialização de etanol a partir de resíduos lignocelulósicos.  

 A capacidade de utilização do bagaço de cana de açúcar in natura como 

substrato para a produção de enzimas é outro fato interessante, tendo em vista o baixo 

custo deste substrato subutilizado atualmente nas indústrias. Com a utilização do bagaço 

excedente da geração de energia elétrica pela sua queima, atendendo a demanda de 

energia da usina, há a possibilidade de aumentar a produção de etanol a partir desse 
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resíduo com a utilização de enzimas produzidas na própria usina para a sacarificação do 

bagaço de cana a açúcares fermentescíveis. 

O tratamento do bagaço para uma possível indução de celulases elevaria os 

custos da produção, sendo necessária uma maior quantidade de passos para a remoção 

de resíduos de sacarose e outros inibidores, tanto do crescimento do microrganismo 

quanto da expressão dos genes de celulases, fatalmente gerados no processamento do 

bagaço. Sendo assim torna-se interessante a utilização de um fungo que possa ser 

cultivado em um substrato mais bruto com a indução eficiente de suas enzimas por esse 

mesmo substrato. 

A indução de enzimas pelo próprio substrato a ser utilizado na sacarificação 

pode favorecer o processo pelo fato do fungo secretar enzimas que tenham efetiva ação 

sobre aquele substrato. Evitando assim que as enzimas utilizadas sejam muito 

suscetíveis à inibição causada por produtos da decomposição do substrato, fato 

comumente relatado durante a hidrólise do bagaço de cana de açúcar. Isso pode ser 

observado na figura: 16 onde a atividade de β-glicosidase foi quase que completamente 

inibida na maioria dos fungos analisados, com exceção do T. harzianum IOC 3844 

utilizado como controle e da linhagem de T. harzianum estudada nesse trabalho (L04); 

na figura 15 onde até mesmo o T. harzianum IOC 3844 teve sua atividade inibida e o P. 

funiculosum juntamente com o L04 foram os únicos a apresentarem atividade; e na 

figura 10 onde o L04 foi praticamente o único a produzir enoglicanases utilizando BCA 

como fonte de carbono. Mesmo quando comparado a outra linhagem de T. harzianum já 

conhecida, o fungo L04 apresentou a vantagem de secretar as enzimas celulolíticas em 

tempos bem iniciais do cultivo. Os mesmos níveis de atividades foram alcançados pelo 
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T. harzianum controle apenas em tempos mais tardios da cultura, da mesma forma como 

foi observado quando comparado ao T. reesei.  
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6. Conclusões 

 

 Um dos fungos do Cerrado Brasileiro isolado nesse trabalho, identificado como 

Trichoderma harzianum L04, mostrou uma interessante habilidade na produção de 

significativa quantidade de celulase em um tempo curto de cultivo (a partir de 24h), 

quando em bagaço de cana de açúcar in natura (BCA). Esta linhagem de fungo 

filamentoso revelou um complexo celulolítico bem balanceado, apresentando uma 

rápida cinética de produção de endoglicanases, exoglicanases e β-glicosidases. 

Em ensaios de sacarificação de BCA e CSD foi detectado rendimento de 

aproximadamente 60% de glicose após 18h hidrólise. Baseando-se nos resultados 

obtidos nesse trabalho é proposto que o fungo T. harzianum L04 seja considerado como 

um potencial candidato para a produção de celulases, principalmente utilizando o 

bagaço de cana de açúcar in natura como substrato para essa produção.  
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7. Perspectivas 

 Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram o potencial da linhagem de T. 

harzianum L04 para a produção de enzimas relacionadas à degradação da lignocelulose. 

Esse foi o início dos estudos de uma linhagem selvagem isolada diretamente da 

natureza. Para uma melhor avaliação desse potencial, estudos de otimização das 

condições de cultivo deste fungo se fazem necessárias para que se obtenha uma 

produtividade máxima das enzimas em questão.  

Outras análises relacionadas à caracterização das enzimas, individualmente, e 

estudos de regulação da expressão dos genes correspondentes também se fazem 

importantes para um melhor conhecimento desta linhagem. Há certa facilidade em se 

trabalhar com uma linhagem de um fungo já tão conhecido, inclusive com o genoma da 

linhagem T. harzianum CECT 2413 sequenciado (Vizcaíno et al., 2006). Sendo 

interessante mostrar as diferenças existentes entre essa nova linhagem e as outras mais 

bem caracterizadas.  

O conhecimento dos genes e das respectivas enzimas possibilita a sua utilização 

como heterólogos na melhoria genética de outras linhagens, ou dessa própria linhagem, 

já que suas deficiências seriam descobertas. A melhoria genética de linhagens de T. 

harzianum, inclusive de L04 encontra-se em andamento no laboratório de Biologia 

Molecular da UnB em um projeto onde vetores contendo genes responsáveis por 

enzimas celulolíticas foram introduzidos nessas linhagens visando aumentar ainda mais 

a capacidade de hidrólise dos seus complexos celulolíticos. 

Uma importante análise a ser realizada é a utilização das enzimas produzidas na 

sacarificação de substratos lignocelulósicos, principalmente o bagaço de cana-de-
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açúcar, para que seja avaliada a composição dos açúcares produzidos nesse processo e a 

viabilidade de se utilizar esse hidrolisado para a fermentação por S. cerevisiae a etanol. 
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