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RESUMO

Os fungos vém despertando crescentes interesses em virtude de elaborarem
compostos economicamente importantes, tais como: alimentos, solventes, enzimas,
vitaminas, antibioticos, acidos graxos, dentre outros produtos, justificando sua aplicagdo
biotecnologica. Estudos da potencialidade de espécies pertencentes as regidoes ainda
pouco exploradas devem ser incentivadas, como € o caso da Estacdo Ecologica de Juréia-
Itatins (EEJI), SP, Brasil, onde ha enorme biodiversidade, porém em parte ainda
desconhecida. Desta forma, o presente estudo apresenta resultados preliminares da
atividade enzimatica da xilanase (E.C. 3.2.1.8) que foi avaliada em oitenta linhagens de
fungos isolados do solo da EEJI, na regido do Banhado Grande. Os fungos foram

cultivados em farelo de trigo por quatro dias a 25°C. As enzimas liberadas no meio de
cultura foram extraidas com 30 ml de dgua gelada e a atividade da xilanase foi avaliada
em unidades internacionais (UI) de enzima necessaria para liberar um m mol de xilose
por mililitro por minuto, nas condi¢des do ensaio. A melhor atividade da xilanase

(1.219,8 Ul g'l) foi obtida utilizando-se Trichoderma inhamatum 1.

Palavras chaves: Atividade da xilanase, fungos filamentosos, Estagdao Ecologica,
Trichoderma inhamatum.



ABSTRACT

The fungi constitutes a large group of organisms that presents a increasing
interest relative to their potential in the development of highly important compounds, as:
food, solvents, enzymes, vitamins, antibiotics, fatty acids and other products. The
xylanase activity (E.C. 3.2.1.8) was evaluated in eighty filamentous fungi strains, isolated
from the soil of Juré¢ia-Itatins Ecological Station, SP, Brazil. These fungi were cultivated

on wheat bran medium for four days at 25°C. The enzymes liberated in the culture
medium were extracted with 30 ml of cold distilled water. Enzyme production was
expressed as enzyme international units, and one unit of enzyme activity is defined as one
m mol xylose released per minute per milliliter of culture extract. The best xylanase

activity (1,219.8 IU g'l) was obtained with Trichoderma inhamatum strain 1.

Key words: Xylanase activity, filamentous fungi, Ecological Station, Trichoderma
inhamatum.

INTRODUCAO

As hemiceluloses sao os polissacarideos ndo celulosicos mais abundantes
encontrados na natureza, ocorrendo nas paredes celulares das plantas, dispostas entre
celulose e lignina. S3o constituidas por polimeros lineares ou ramificados, contendo de
dois a seis diferentes acucares ou seus derivados. Devido a esta heterogeneidade
estrutural, existem diferencas entre a composicdo das hemiceluloses nas diferentes
plantas (MOORE-LANDECKER, 1996). Para uma completa e eficiente degradagao
destes compostos hd necessidade de um sistema de enzimas, ainda nao totalmente
elucidado. Entre as enzimas mais estudadas e conhecidas, contudo, estao as xilanases, por
participarem da degradacdo da xilana, principal hemicelulose das plantas (COUGHLAN
et al., 1993).

Nas ultimas décadas cresceu o interesse industrial pelas enzimas fungicas
que promovem a degradacdo da xilana, e por fungos produtores de xilanases
extracelulares. Estes microrganismos produzem enzimas xilanoliticas acessorias que sao
necessarias para o branqueamento das xilanas. Em escala industrial, as xilanases sao
produzidas, principalmente, por Aspergillus e Trichoderma (HALTRICH et al., 1996).

Na industria de papel e celulose, as enzimas xilanoliticas, quando livres de
celulases, auxiliam no branqueamento da polpa facilitando a remocao da lignina,
podendo ser aplicadas para modificar a polpa na formacao do papel ou ainda serem
utilizadas na reciclagem do papel (BIELY, 1993). Estas enzimas, em associagdo com
celulases, podem ser utilizadas para remover as paredes das ce€lulas vegetais e desta



forma, aprimorar o processo de extracdo de oleos vegetais. Podem também ser utilizadas
na produ¢ao de sucos de frutas, na clarificagdo de sucos e vinhos, na fabricacdo de café
solavel, na liberagdo do conteudo celular para producdo de varias substancias, na
producao de protoplastos para uso em engenharia genctica, no aumento do teor
nutricional da silagem, no melhoramento da re-hidratacao de vegetais secos e dar textura
aos derivados lacteos (WONG e SADDLER, 1992; TEUNISSEN ¢ CAMP, 1993).

Torna-se importante salientar os beneficios que o conhecimento de novas
linhagens de fungos com potencial de aplicagdo biotecnologica podem oferecer. A
Estacdo Ecoldgica de Juréia-Itatins, SP, transformada em patriménio da humanidade,
abriga uma diversidade interessante de ecossistemas e dentre eles encontra-se a Mata
Atlantica, local onde ocorrem os fungos, dentre outros microrganismos, ¢ de onde
aqueles vém sendo isolados do solo e t€ém sido analisados (ATTILI, 1994; GARLIPP,
1995; TAUK-TORNISIELO et al., 2000). Os estudos destes fungos vém atender as atuais
necessidades tecnologicas na busca de organismos que apresentem caracteristicas
impares, devido ao genoma singular que apresentam e com habilidades desejaveis sob o
ponto de vista industrial e farmacoldgico.

O objetivo deste presente estudo foi verificar o potencial de producio da
xilanase por fungos isolados do solo da Estagdo Ecologica de Juréia-Itatins, SP, a qual
vem sendo conservada ambientalmente.

MATERIAIS E METODOS
Procedéncia das linhagens de fungos

Foram estudadas 80 linhagens de fungos filamentosos, pertencentes a 47
espécies e 19 géneros, isoladas do solo (0 a 15 cm de profundidade) da Estacao Ecologica
de Juréia-Itatins, Sdo Paulo, Brasil e identificadas por Garlipp (1995). Os fungos vém
sendo mantidos em tubos de cultura, em agar extrato de malte, segundo Smith e Onions

(1983), a 4°C, no laboratério do Centro de Estudos Ambientais (CEA), UNESP, Rio
Claro. Os fungos foram isolados de solos da mata primaria e da secundaria em diferentes
meios de cultura e pH. As linhagens que foram isoladas de ambas areas de estudo e aqui
utilizadas sdo: Aspergillus sp; Aspergillus niger van Tieghem; Chloridium virescens (van
Beyma) W. Gams & Hol.-Jech.; Gliocladium roseum Bainier; Mucor hiemalis Wehmer;
Paecilomyces carneus (Duché & Heim.) A. H. S. Br. & G. Sm.; Penicillium citrinum
Thom; Penicillium fellutanum Biourge; Penicillium janthinellum Biourge; Penicillium
nigricans Zaleski; Penicillium purpurogenum Stoll; Penicillium rugulosum Thom;
Penicillium sclerotiorum van Beyma; Penicillium simplicissimum (Oudem.) Thom:;
Penicillium spinulosum Thom; Penicillium verruculosum Peyronel;, Trichoderma
hamatum (Bonord.) Bainier; Trichoderma harzianum Rifai; Trichoderma inhamatum



Veerkamp & W. Gams; Trichoderma koningii Oudem.; Trichoderma pseudokoningii
Rifai; e, Trichoderma viride Pers. ex Gray. Os fungos aqui estudados e que foram
exclusivos de solo da mata primdaria da Esta¢do Ecologica sdo: Doratomyces stemonitis
(Pers. ex Steud.) Morton & G. Sm.; Gliocephalotrichum simplex (J. Meyer) Wiley &
Simmons; Gliocladium nigrovirens; Penicillium aculeatum Raper & Fennell; Penicillium
corylophilum Dierckx; Penicillium funiculosum Thom; Penicillium glabrum (Wehmer)
Westling; Penicillium variabile Sopp; Pestalotiopsis pauciseta (Sacc.) Y. X. Chen;
Scopulariopsis carbonaria Morton & G. Smith; e, Verticillium lecanii (Zimm.) Viégas.
Os fungos exclusivos do solo da mata secundaria da Estacao Ecoldgica e aqui usados sao:
Aspergillus wentii Wehmer; Chalara paradoxa (de Seynes) Sacc.; Chaunopycnis alba W.
Gams; Cladosporium cladosporioides (Fresen.) de Vries; Colletotrichum sp;
Cylindrocladium clavatum Hodges & May; Metarhizium anisopliae var. anisopliae
(Metschn.) Sorokin; Myrothecium roridum Tode ex Steudel; Penicillium sp; Penicillium
decumbens Thom; Penicillium herquei Bain. & Sartory; Penicillium miczynskii Zaleski;
Penicillium oxalicum Currie & Thom; e, Trichoderma longibrachiatum Rifai.

Estas linhagens foram isoladas segundo os diferentes meios de cultura e pH
utilizados, de acordo com o demonstrado na Tabela 1.

TABELA 1. Meios de cultura utilizados para isolamento de fungos filamentosos de solo
da Estacdo Ecologica da Juréia-Itatins, SP.

Meios pH Linhagens isoladas
de
cultura

Aspergillus sp; C. paradoxa; M. anisopliae; M. roridum 111,
Penicillium sp; P. citrinum 1, P. fellutanum 11, P.
4,0 janczewskii 11; P. purpurogenum 11; P. simplicissimum 1, 11
e III; P. verruculosum 11; P. pauciseta; T. hamatum 11; T.
harzianum 111; T. koningii | e T. viride 11.

BDA 7,2 A. niger; C. clavatum; G. nigrovirens; G. roseum 1; P.
aculeatum; P. decumbens; P. glabrum 11, P. herquei; P.
janczewskii 1; P. janthinellum; P. sclerotiorum 1, [l e [l e T.
harzianum 1.

9,5 C. alba; Colletotrichum sp; D. stemonitis; M. hiemalis; P.
spinulosum 11, P. carneus 11; P. fellutanum 1; P.
funiculosum; P. miczynskii, P. simplicissimum IV e T.
longibrachiatum.

4,0 A. wentii; C. virescens 11; M. roridum 11; P. carneus III; P.
purpurogenum 1 e 1II; T. harzianum VI1; T. pseudokoningii
Il e T. viride 1.




MA 7,2 M. roridum 1, P. carneus 1 ¢ T. harzianum V.

9,5 C. cladosporioides, C. virescens 1, G. simplex; P.
corylophilum;  P.  oxalicum; P.  rugulosum; P.
simplicissimum V; P. variabile 1; T. hamatum 1; T. koningii
Il e T. pseudokoningii 1.

4,0 P. glabrum 1; P. variabile 11; S. carbonaria; T. inhamatum 1
el e T. koningii 11.
AO 7,2 G. roseum 11; P. janczewskii Il e T. harzianum 11
9,5 P. citrinum 11; P. spinulosum 1; P. verruculosum 1; T.

harzianum IV e V. lecannii.

Legenda: BDA = Agar batata-dextrose; MA = Agar malte; OA = Agar aveia.

Condicoes de cultura

A partir de colonias crescidas em agar extrato de malte durante 7 dias a

25°C, foram preparadas suspensdes de 1.107 €sporos ml™' em solucdo de Tween 80 a
0,1%. Os frascos Erlenmeyers de 125 ml contendo meio de farelo de trigo composto de

5,0 g de farelo de trigo e 5,0 ml de agua de torneira (YOSHIOKA et al., 1981), foram
inoculados com 1,0 ml da suspensdo de esporos. Os cultivos foram realizados em

duplicata e permaneceram incubados, por 4 dias a 25°C.

Consideracoes sobre a utilizacio do farelo de trigo como meio de cultura

O farelo de trigo ¢ um meio de cultura s6lido de boa capacidade de absorg¢ao
de 4gua, de baixo custo por ser um residuo agricola e atua de maneira preponderante na
economia do processo de produgdo enzimatica. Soma-se a isso a economia de energia
devido ao curto periodo de incubacdo, ressaltando-se que além de sua utilizacdo como
indutor para produc¢ao de enzimas xilanoliticas, possibilita a quantificagdo de varias
atividades enzimaticas, a partir do extrato enzimatico bruto.

Obtencao do extrato enzimatico bruto

ApOs o periodo de incubagdo, foram adicionados 30 ml de agua destilada a

4°C. A suspensio foi homogeneizada com uma espatula e apos 3 h a 4°C, o extrato bruto
fo1 separado atraveés de filtracio em gaze e algoddo, permanecendo posteriormente



congelado, em frascos de vidro tampados e previamente rotulados, at¢é o momento da
analise (RODRIGUES, 1987).

Atividade da xilanase (b -1,4-D-xilana xilanoidrolase, E.C. 3.2.1.8)

Para cada reagdo enzimatica foram suspendidas 50,0 mg de xilana em 4,9 ml
de tampao acetato de sodio 0,05 M, pH 5,0, em tubos de ensaio que foram incubados em

banho-maria a 50°C por 5 min, para equilibrio térmico. Nestes tubos adicionou-se 0,1 ml
do filtrado da cultura e, apos homogeneizagdo, uma aliquota de 1,0 ml (branco), foi
transferida para tubo de centrifuga contendo 1,0 ml do reagente de Sumner, paralisando-
se a reagdo (MARTELLI e PANEK, 1968). Outras aliquotas foram retiradas apos 10 e 20
min. Os tubos foram centrifugados por 8 min a 4.200 rpm, os sobrenadantes transferidos
para outros tubos e apos 5 min em banho-maria de agua fervente foram rapidamente
resfriados, adicionando-se a seguir 10,0 ml de agua destilada. As amostras foram
homogeneizadas e as leituras das absorbancias realizadas em espectrofotometro da GBC,
modelo Cintra 20, (I de 540 nm) contra o branco (RODRIGUES, 1987, CARMONA,
1995).

Unidade de atividade enzimatica

Uma unidade internacional de atividade enzimatica (UI) foi definida como

: : . : : 1 .-
sendo a quantidade de enzima necessaria para produzir um m mol de xilose ml = min -,

nas condi¢des dos ensaios aqui realizados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os fungos filamentosos apresentaram atividade da xilanase em farelo

de trigo, cujos valores variaram de 4,2 a 1.219,8 Ul g'1 de meio de cultura. As variagdes
de acordo com as espécies e quanto as diferentes linhagens dentro de uma mesma espécie
sao apresentadas na Tabela 2.

TABELA 2. Atividade da xilanase dos fungos filamentosos isolados do solo do Banhado
Grande da Estagao Ecoldgica de Juréia-Itatins, SP, cultivados em meio de farelo de trigo,

por quatro dias a 25°C.



Fungos

Ul

Fungos

Ulg
-1
g
Aspergillus sp 72,6 || Penicillium oxalicum 183,0
Aspergillus niger 207,6 || Penicillium 130,8
purpurogenum |
Aspergillus wentii 8,4 || P. purpurogenum 11 31,8
Chalara paradoxa 490,8 || P. purpurogenum 111 167,4
Chaunopycnis Alba 4,8 || Penicillium rugulosum 7,2
Chloridium virescens 1 || 10,2 || Penicillium sclerotiorum 1| 35,4
C. virescens 11 37,2 | P. sclerotiorum 11 71,4
Cladosporium 74,4 || P. sclerotiorum 111 99,0
cladosporioides
Colletotrichum sp 16,8 || Penicillium 210,0
simplicissimum |
Cylindrocladium 75,0 || P. simplicissimum 11 210,0
clavatum
Doratomyces 34,2 || P. simplicissimum 111 31,8
Stemonitis
Gliocephalotrichum 6,0 || P. simplicissimum IV 382,8
simplex
Gliocladium 33,6 || P. simplicissimum V 235,2
nigrovirens
Gliocladium roseum 1 |203,4| Penicillium spinulosum 1 25,8
G. roseum 11 263.4| P. spinulosum 11 86,4
Metarhizium anisopliae 1106,8 || Penicillium variabile 1 195,6
Mucor hiemalis 4,2 (| P. variabile 11 12,0
Myrothecium roridum 1 || 48,0 | Penicillium verruculosum| 99,0
I
M. roridum 11 43,8 || P. verruculosum 11 31,8
M. roridum 111 6,0 || Pestalotiopsis pauciseta 102,0




Paecilomyces carneus 1| 42,6 | Scopulariopsis 29,4

carbonaria

P. carneus 11 16,2 || Trichoderma hamatum 1 84,6
P. carneus 111 30,6 || 7. hamatum 11 59.4
Penicillium sp 164.4 || Trichoderma harzianum 1 | 120,0
Penicillium aculeatum 54 | T. harzianum 11 207.,6
Penicillium citrinum 1 (1764 T. harzianum 111 190,2
P. citrinum 11 148,2\|T. harzianum IV 232.8
Penicillium 144,6 || T. harzianum V 219,6
corylophilum

Penicillium decumbens (134,4| T. harzianum V1 65.4

Penicillium fellutanum|190,2 || Trichoderma inhamatum 1 1.219,8
I

P. fellutanum 11 187.8|| 7. inhamatum 11 161.,4

Penicillium 107.,4 | Trichoderma koningii | 136,8

funiculosum

Penicillium glabrum 1 |208,8| T. koningii 11 156,0

P. glabrum 11 153,0|| 7. koningii 111 6,6

Penicillium herquei 121,2 || Trichoderma 204,6
longibrachiatum

Penicillium janczewskii| 144,0| Trichoderma 158.4

I pseudokoningii |

P. janczewskii 11 167,4|| T. pseudokoningii 11 2244

P. janczewskii 111 117,6|| Trichoderma viride 1 536.4

Penicillium 97,8 | T. viride 11 2334

janthinellum

Penicillium miczynskii | 120,6| Verticillium lecannii 121,8

Legenda: Ul g'1 = média das unidades de atividade da xilanase por grama de substrato.



Os resultados obtidos, relativos a variabilidade da atividade da xilanase por
um grande niamero de fungos, diferindo grandemente quanto a estes microrganismos,
corroboraram com aqueles apresentados em estudo anterior, onde foram comparados
varios resultados sobre producido de xilanases por fungos. Estes, apesar das distintas
metodologias, tém suas unidades de atividade enzimatica padronizadas, o que possibilita

a comparacao dos mesmos, variando de 0,3 a 4.839,0 Ul ml! nos cultivos submersos e

de 1,5 a 22.700,0 UI g'l, nos cultivos estaticos. As principais conclusdes obtidas quanto
as variagdes encontradas, referiram-se a escolha do substrato indutor, solavel ou
insoluvel, importante para uma eficiente producdo enzimatica; da composi¢do do meio de
cultura e de sua otimizacdo; do tipo de cultivo, submerso ou em meio solido; e, da
metodologia de andlise para quantificacdo da atividade enzimatica. Parametros do
processo, como pH, temperatura e agitacdo, também afetaram a atividade e a
produtividade enzimatica nos biorreatores (HALTRICH et al., 1996).

Deve-se destacar, entretanto, que a variacao dos resultados encontrada neste
estudo esta, provavelmente, relacionada com a grande biodiversidade fungica existente na
EEJI, devido o isolamento ter ocorrido com diferentes meios de cultura, ¢ em trés faixas
distintas de pH (4,0; 7,2 € 9,5), possibilitando ocorréncia de espécies exclusivas para cada
tipo de condicao utilizada (GARLIPP, 1995).

Melhorias no processo de extracdo do complexo enzimatico do meio de
cultura podem proporcionar resultados mais atraentes, como foi demonstrada pela
utilizagdo de uma prensa hidraulica, a qual possibilitou melhores recuperagdes e maior
homogeneidade do caldo enzimatico (ROUSSOS et al., 1992). Outro fator que pode
influenciar a produtividade enzimatica € o veiculo de extracdo das enzimas. Em estudo
comparativo com outros veiculos de extracao (dados ndo apresentados), observou-se que
C. paradoxa apresentou atividade da xilanase 9% maior, quando o extrato enzimatico foi
obtido com tampao acetato de sodio 0,05 M, pH 5,0 em comparagdo com a extragdo em
agua destilada. Este resultado pode variar de acordo com a espécie fungica usada, pois
com 7. inhamatum 1 houve diminuicdo de 70% desta atividade neste tampao. Esses
resultados induzem que as variagcdes ocorrem de acordo com a natureza e a solubilizagao
dos produtos devido ao fato de estarem ligados, em graus variaveis, com o substrato.

Nas condig¢des utilizadas destacaram-se as linhagens de T. inhamatum 1, T.
viride 1 ¢ C. paradoxa por apresentarem os maiores valores da atividade da xilanase,

respectivamente, 1.219,8; 536.,4 ¢ 490,8 Ul g'l. Estes resultados foram obtidos em meios
sem nenhuma suplementacao, diferentes daqueles apresentados por Haltrich et al. (1996),
a partir de cultivos contendo, além de pequenas quantidades de xilana purificada como
indutor, também sais minerais, fontes de nitrogénio e extrato de leveduras, além de
periodos superiores a 20 dias de incubacdo e condigdes otimizadas para cada
microrganismo. Os fungos que apresentaram melhores resultados serdo estudados,
posteriormente, com a finalidade de se obter otimizacdo da produgdo e purificacao da



enzima, visando sua aplicagdo industrial.
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