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Isolamento de fungos filamentosos produtores de
celulases a partir de tocos de Pinus sp

Isolation of cellulase-producing filamentous fungi from
Pinus sp

RESUMO

Bioprospecgdo é uma alternativa para a descoberta de organismos com potencial
biotecnoldgico a partir da natureza. Neste trabalho a bioprospeccao de fungos, produtores
de celulases, foi conduzida a partir de tocos de Pinus sp, em uma silvicultura localizada na
mesorregido centro oriental do Parand. Foram coletados fungos com potencial de produgao
de enzimas lignocelulolitcas, sendo possivel posteriormente isola- los em placas de Petri
com meio Manachini, tendo como base a sele¢do das cepas que melhor degradam matéria
organica com celulose como Unica fonte de Carbono. Para essa selegdo foi utilizado o
corante Vermelho do Congo, o qual revela o diametro do halo de hidrélise, assim é possivel
calcular o indice enzimatico pelo comparativo entre o tamanho do halo da colénia em
relagdo ao tamanho do halo degradado por ela. Trés fungos advindos de tocos com maior
tempo de corte atingiram indices superiores a 1,5: F11, F12 e L13, sendo possivel inserir o
fungo L13 em meios alternativos com variagcdes de pH, fontes de Nitrogénio e fontes de
Carbono o isolamento. Apés a fermentacdo, testes com Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
foram feitos para a determinacdo de acguUcares redutores totais, obtendo resultados
inconclusivos devido a baixa absorbancia das amostras em espectrofotémetro.
PALAVRAS-CHAVE: Fungo. Enzima. Pinus sp.

ABSTRACT

Bioprospecting is an alternative for detecting organisms with biotechnological potential
from nature. This work in a bioprospection of cellulase-producing fungi was conducted from
Pinus sp stumps in a forestry located in the mesoregion of central eastern Parana. Fungi
with potential for the production of lignocellulolytic enzymes were introduced, the latter
being isolated in Petri dishes with the name Manachini, based on the selection of strains
that improve cellulose organic degradation as the sole carbon source. This does not the
halogen of the colored halogen of the colored the halo of cologne in the sized of halogen
degraded by her. Three fungi from stumps with longer duration reached the means 1.5: F11,
F12 and L13, being possible to insert L13 in the alternative media with pH variations,
nitrogen sources and carbon sources in the isolation. After fermentation, tests with 3,5-
dinitrosilicylic acid (DNS) were added to determine total sugars, obtaining inconclusive
results due to the low absorption of spectrophotometer samples.

KEYWORDS: Fungus. Enzyme. Pinus sp.
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Celulases sao enzimas hidroliticas que participam da degradacdo da biomassa
da natureza (SINGHANIA et al, 2010). Trés enzimas fazem parte do grupo das
celulases: endoglucanase, exoglucanase e beta-glicosidase. As primeiras agem na
parte interna das fibras de celulose, formando os oligossacarideos. As
exoglucanases atuam nas pontas das fibras celuldsicas, tendo como produto final
unidades de glicose ou celobiose, formados por duas unidades de glicose. Por
ultimo, as beta-glicosidases atuam na quebra da celobiose, liberando unidades de
glicose livres (ZANCHETTA, 2013).

“Naturalmente, todos os fungos produzem um grande numero de enzimas
para decompor os materiais complexos”,(GOPINATH et al., 2005). Eles secretam
variadas enzimas no ambiente para auxiliar na nutricdo, sendo responsaveis pela
degradacdo de matéria natural, refinada ou processada (FASANELLA, 2008). Um
exemplo é o material lignoceluldsico que é composto de intera¢des entre celulose,
hemicelulose e lignina, digerido por meio da liberacdo de celulases fungicas para
obterem carbono como produto reacional, permitindo seu crescimento
(SALOMAO, 2017).

Assim, um método de se conseguir enzimas é por meio da bioprospeccdo de
fungos produtores das moléculas. A bioprospeccdo deve levar em contaos
substratos aos quais as enzimas de interesse participam do processo (STROBEL et
al., 2004). Desse modo, o presente estudo consistiu em, por meio da
bioprospeccdao em tocos da madeira Pinus sp cedidos por uma industria madeireira
no municipio de Ponta Grossa-PR, encontrar e isolar fungos filamentosos
produtores de celulase de acordo com a taxa de producdo da enzima.

MATERIAL E METODOS

Coleta

De acordo com (LEVANDOSKI, 2019, no prelo), a coleta baseou-se no tempo
decorrido apds o corte dos tocos enumerando de (0) a (7) anos, considerando (0)
para tocos recém cortados. Coletou-se amostras de trés tocos diferentes para cada
periodo, perfurando cada um dos tocos com profundidas de 0 a 2cm e 10 a 12cm,
obtendo-se 48 amostras dispostas em tubos Falcon distintos com o auxilio de
espatulas esterilizadas.

Isolamento

Para o isolamento das cepas, (LEVANDOSKI, 2019, no prelo) seguiu o método
gue consistiu em selecionar os fungos que degradam celulose. Para tanto, 100g de
cada amostra de Pinus sp coletados em uma madeireira localizadano municipio de
Ponta Grossa foram inoculadas em placas Petri com meio seletivo Manachini (Agar
18,0g; KH2POa 2,0g; (NH4)2SOs4 1,0g; MgS04.7H20 0,1g; Na2HPO4.2H20 0,9g;
Extrato de Levedura 1,0g, 1L de 4gua e 0,5% (p/v) de substrato indutor -
Carboximetilcelulose)(MANACHINI et al., 1987), em seguida foram reveladas com
Vermelho do Congo (KASANA et al, 2008).

Revelagdo Vermelho do Congo
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Para a revglacdo das placas, foi preparada solugdo aquosa Vermelho do
Congo 0,1% (p/v) e outra solugdo NaCl 1M, em seguida, adicionou-se o Vermelho
do congo nas placas até cobrir toda superficie do meio. Apds 20 minutos, a solucdo
das placas foi descartada, adicionando-se desta vez a solugdo de NaCl 1M. Apds 20
minutos, a solucdo foi retirada e conseguiu-se notar a formacgao do halo transltcido
o qual demonstra a acdo enzimdtica.

indice enzimatico

Para o indice enzimatico dado pela equagdo (1) (LIMA, 2006), (LEVANDOSKI,
2019, no prelo) seguiu o roteiro de (FLORENCIO, 2011) com algumas adaptacdes.
Com o auxilio de uma alca de Platina, em fluxo laminar, fez-se o repique das
estirpes por ponto central, no qual foi pego uma pequena aliquota dos fungos
reativados da micoteca e repassados para placas distintas, contendo 20mL meio
de Manachini com CMC (Carboximetilcelulose) como uUnica fonte de Carbono. Apds
96h, foi feita a revelacdo com Vermelho Congo e 3 fungos mostraram indices
enzimdticos promissores, sendo que um deles apresentou aspecto morfolédgico de
levedura (L13).

__ diametro do halo (mm)

(1)

diametro do pogo (mm)
Analise Levedura L13

A levedura utilizada no trabalho (L13), dentre os fungos selecionados, teve
segundo melhor desempenho considerando o célculo do indice enzimatico que é
dado pela equagdo (1) (LIMA, 2006). O valor foi calculado apds crescimento em
placa de Petri durante 96h, sendo o diametro do halo de hidrélise de 33,7mm e o
didametro do pogo de 20,8mm. Para o procedimento, considerou-se o meio de
Manachini com varia¢Ges no Ph (4,5 e 5,5), fontes de nitrogénio (Extrato de
levedura e borra de café) e fontes de carbono (Carboximetilcelulose e p6 de pinus).
Os experimentos foram feitos em duplicata sendo nomeadosde Ae B, Ce D e assim
por diante até a duplicata O e P.

A cepa foi retirada da micoteca da universidade e repicada em placa de Petri
em meio sabouraud. Foi preparado um pré indculo no qual, com uma alga de
platina fez-se raspagem do fungo distribuido no meio da placa de Petri,
repassando-o para um tubo Falcon preenchido com 20 mL de meio Manachini.
Apds 7 dias, mantido na estufa a temperatura constante de 31°C, retirou-se uma
aliquota de 50uL para contagem de esporos em camera de Neubauer (NEVES,
2003), contando no sentido horario dos quadrantes. Como resultado obteve-se
6,95 x 106 células em 1L.

Quantificagdo de agucares redutores pelo método Acido 3,5-dinitrosalicilico DNS

Apds o periodo, testes para quantificar a atividade celulolitica total foram
feitos. Para isso, preparou-se tampdo citrato-fosfato pH 4,8 e 0,05M, DNS
(SANTOS, 2010) foram realizados com intuito de se quantificar as celulases
produzidas na incubacgdo. Os tubos Falcon foram dispostos em centrifuga com
rotacdo de 5000rpm a 15 minutos. Na sequéncia, com micropipeta, na cdmara de
fluxo, retirou-se 2,0mL do sobrenadante dos tubos, colocando-os em tubos
Eppendorf devidamente identificados. Os tubos Eppendorf foram centrifugados
em centrifuga de bancada a 15000rpm durante 15 minutos para obter um caldo
enzimdtico ainda mais clarificado, livre de materiais sélidos. Papéis filtro
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qualitativos foram, picados em quadrados de 1cm x 3cm e colocados em tubos de
ensaio de 10mL juntamente a 1,0mL de tampao citrato-fosfato e 0,5mL de cada
tubo Eppendorf ja centrifugados. Para o branco da amostra, 1,5mL de tampao
citrato-fosfato e a tira de papel filtro. Na sequéncia, a estante com os tubos ja
preparados foi colocada em banho-maria a 50°C por 30 minutos, em paralelo,
0,5mL de DNS foi adicionado a tubos de 25mL. Passado o tempo no banho-maria,
0,5mL dos tubos de 10mL foi repassado para os tubos de 25mL e postos em uma
bandeja com d4gua fervente por 15 minutos. Por fim, adicionou-se 4mL de dgua
destilada em cada tubo para diminuir a temperatura. O conteudo final dos tubos
foi medido em espectrofotémetro na faixa de 540nm com as absorbancias
representadas na Tabela 1, sendo o processo refeito mais duas vezes (triplicata).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento

Segundo (LEVANDOSKI, 2019, no prelo), ndo houve crescimento de outros
microrganismos no meio de cultura Manachini suplementado com CMC. Foi
preciso fazer um reajuste do pH do meio para 5 com acréscimo de acido sulfurico
0,1M pois no preparo, o meio estava mais alcalino. Foi possivel isolar trés fungos
com potencial de produzir celulases denominados F11, F12 e L13.

indice enzimatico

Os valores para selecdo de fungos por indice enzimatico variam de acordo com
a literatura, para (SOARES et al.,, 2010), um valor considerado bom para
microorganismos produtores de enzimas extracelulares é maior ou igual a 2.
Porém, para o trabalho, (LEVANDOSKI, 2019, no prelo) considerou o valor de 1,5.
Assim, 3 fungos mostraram ser potenciais produtores de enzimas celuloliticas: F11,
F12 e L13. Nota: L13 é o fungo que aparenta morfologicamente ser uma levedura
e ndo fungo filamentoso.

Analise Levedura L13

A andlise da levedura L13 ndo permitiu resultados suficientes uma vez que os
dados coletados no espectrofotometro foram baixos se comparados a literatura.
Como visualizado na Tabela 1, y1, y2, y3 remetem aos dados coletados em
triplicata de cada amostra e y é a média entre eles. O (y — branco) apresentou valor
baixo se comparado com a literatura, evidenciando possiveis erros de aplicagdo da
metodologia seguida.

Tabela 1 — Absorbancias das amostras

vyl y2 y3 y c y-branco pH FN FC
0,063 0,047 0,047 0,0523 0,00924 0,0103 4,5 BC PP
0,059 0,047 0,049 0,0517 0,00643 0,0097 4,5 BC PP
0,046 0,046 0,049 0,0470 0,00173 0,0050 55 BC PP
0,047 0,046 0,046 0,0463 0,00058 0,0043 55 BC PP
0,046 0,049 0,044 0,0463 0,00252 0,0043 4,5 EX PP
0,045 0,046 0,045 0,0453 0,00058 0,0033 4,5 EX PP
0,044 0,044 0,045 0,0443 0,00058 0,0023 55 EX PP
0,047 0,044 0,047 0,0460 0,00173 0,0040 55 EX PP

0,042 0,045 0,046 10,0443 0,00208 0,0023 45 BC CMC
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J 0,044 »:0:045 0,046 0,0450 0,00100 0,0030 45 BC CMC
K 0,043 0,046 0,048 0,0457 0,00252  0,0037 55 BC CMC
L 0,047 0,046 0,043 0,0453 0,00208 0,0033 55 BC CMC
M 0,044 0,043 0,047 0,0447 0,00208  0,0027 45 EX CMC
N 0,046 0,06 0,041 0,0490 0,00985  0,0070 4,5 EX CMC
o 0,049 0,047 0,047 0,0477 0,00115  0,0057 55 EX CMC
J 0,042 0,045 0,045 0,0440 0,00173 0,000 55 EX CMC
Fonte: Autoria propria (2019)
CONCLUSAO

Os fungos com maior potencial de producdo de celulase se localizavam em
tocos com idade de cortes mais avancados. O meio de Manachini suplementado
com CMC funcionou quanto a inducdo de producdo de celulase e o meio também
foi seletivo quanto a proliferacdo apenas de fungos. Trés fungos apresentaram
indice enzimdatico maiores que 1,5, sendo um deles morfologicamente semelhante
a uma levedura. O ensaio com acido 3,5-dinitrosalicilico foi inconclusivo, podendo
ter ocorrido por falhas no seguimento da metodologia.
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