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RESUMO

A produgao de celulase, especificamente a de origem fiingica, é de grande interesse economico uma vez que ela represen-
ta uma alternativa viavel para obtengdo de alimentos e energia. Bons resultados tém sido conseguidos utilizando-se mutan-
tes do Trichoderma reesei, meios enriquecidos, controle de pH e elevando-se os niveis de celulose no meio de cultivo. A bios-
sintese da celulase, apesar de intensamente estudada, ainda é limitada pelo efeito de repressdo catabdlica.

Visando-se a diminuir o efeito inibitorio da glucose sobre a celulase, cultivou-se o microorganismo Trichoderma reesei
QM-9414 em presenca de 72.000 unidades {4g) de glucose-oxidase por litro de cultura, Determinacoes de atividade enzimd-
tica, proteina, atividade especifica e celulose residual foram feitas em todas as preparacdes obtidas de fermentacoes em
presenca e auséncia de glucose-oxidase. Andlise de varianga (teste F) aplicado aos dados obtidos para atividade enzimatica
e especifica, mostrou que ndo hd diferenca significativa, ao nivel de 5% de probabilidade, nas duas diferentes condigdes de
Sfermentacdo. Propde-se adicionar, em estudos posteriores, outras enzimas, entre elas a glucose-isomerase com a finalidade
de converter a glucose, liberada durante a hidrdlise da celulose, em frutose para diminuir o efeito inibitorio sobre a celulase.

I — INTRODUCAO

Em conseqiiéncia da crise energeé-
tica das fontes ndo renovdveis, hd um
crescente interesse na bioconversao de
biomassa para obtenc¢do de produtos
qufmicos e combustiveis lfquidos. A ce-
lulose € o produto natural renovdvel
mais abundante e sua hidrdlise dcida
ou enzimdtica até glucose € um proces-
so adequado para tornar mais eficiente
sua utilizagdo. Tem-se demonstrado a
viabilidade técnica da hidrélise enzimd-
tica da celulose(! ), porém sdo neces-
sdrios novos progressos para tornd-
la economicamente vidvel. A producdo
de celulose € o fator critico na compo-
si¢do do custo do processo 2 , por isso
¢ indispensdvel aumentar o rendimento
e a produtividade da enzima pela sele-
¢d0 ou mutagdo de microorganismos
celuloliticos ou melhorando as condi-
¢es de fermentagﬁo(7).

A biossintese da celulase ¢ controla-
da por mecanismo de indugdo e repres-
sdo catabdlica. Entre os indutores
da sintese de celulase encontram-se:
celulose, derivados da celulose, célobio-

se em baixa concentragdo e lactose.
Glucose e outros aglicares prontamente
metabolizdveis presentes no meio de cul-
tura acarretam repressdo catabdlica.
FLICKINGER(1) propss um modelo
regulador da biossintese da celulase em
fungos, o qual pode ser visto no esque-
ma abaixo:

Entre as vdrias alternativas sugeridas
para controle, o mecanismo regulador
inclui:

l. A importancia da § — 1 4 gluco-
sidase no controle dos niveis de glucose
e celobiose dentro da célula.

2. A presenga de baixo nivel de sin-
tese de celulase constitutiva para forne-
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cer o indutor inicial (celobiose) para a
continua produgdo de celulase quando
a celulose é a fonte de carbono.

3. Controle dos niveis de celobiose
intracelular por membrana ou glucosi-
dase intracelular e ou glucose ou gluco-
lactona.

No intuito de diminuir o efeito de
repressao catabolica causada pela gluco-
se, liberada durante a hidrélise da celu-
lose, propGe-se, neste trabalho, a adi¢ao
de glucose-oxidase para manter baixo
o nivel deste agicar facilmente meta-
bolizdvel. )

2 — MATERIAIS E METODOS

MICROORGANISMO. O fungo utili-
zado neste estudo foi Trichoderma
reesei QM-9414. Os cultivos foram
estocados em tubos contendo dgar
— batata — dextrose, mantidos 4 tempe-
ratura ambiente (25 — 289C) ¢ as trans-
feréncias efetuadas a cada quinze dias.

CULTIVO DO FUNGO. O meio
utilizado para o crescimento do fungo
e produgdo da enzima foi o descrito
por MANDELS & STERNBERG(10)
modificado por HAULY et alii(4).
A composi¢do do meio base, por litro
de dgua destilada, era de: KHy POy4
5,58; (NH4)»>SO4 14g; Uréia 03g;
Mg SO4 7.H0 03g; Ca Cly 06 g;
Proteose — peptona 1,0g; Avicel 10,0g;
Tween 80 2,0g; FeSO4 7H,0 0,005g;
Mn SO4.H50 0,00156g; ZnSO4 7H,0
0,0014g; CoCl3 g 002g. O pH do meio
foi ajustado para 5,5 com NaOH | N
ou HC1 0,IN antes da autoclavagem.

A glucose — oxidase (18.000 U/g
de solido) obtida de Aspergillus niger,
sigma, foi adicionada depois da auto-
clavagem e antes da pré-fermentagdo,
na concentracdo de 4 g/l ou 72.000 U
por litro de meio base. A escolha desta
concentra¢gdo foi baseada em experi-
mentos preliminares, os quais mostra-
ram que ndo hd diferenga significativa,
teste F(3), ao nivel de 5% de probabi-
lidade, ao adicionar 4g ou 8g de gluco-

se-oxidase por litro de meio de cultura-

para fermentagdo.

FERMENTACAO. O fungo foi culti-
vado em frascos Erlenmeyers de 250ml
contendo 25ml de meio de cultivo,
inoculados com 1% (em volume) de in6-
culo vegetativo. Os frascos foram in-
cubados a 27°C £ 29C numa mesa
(*““Shaker”) agitadora rotativa (SUEG,
Piracicaba, SP), que operava em =
228 rp.m. (min—1). A duragdo do
440

processo fermentativo foi de 168
horas.

ANALISES. A determinagio da
atividade enzimdtica foi feita pelo mé-
todo do papel de filtro de acordo com
MANDELS & STERNBERG(10), em
cultivos de 168 horas. A atividade ce-
lulolitica foi medida em unidades inter-
nacionais U.I. (Umol de agucares redu-
tores, como glucose produzidos por
minuto) com papel de filtro What-
mam n. 1 (tiras de 1x6cm, com 50mg),
utilizando-se filtrados do caldo de cul-
tivo a pH 4,8 e 50°9C, incubados por 1
horas(8).

Os acucares redutores (expressos em
glucose) foram determinados pelo mé-
todo do 4cido 3,5 dinitro-salicflico(10).

A protefna soluvel do filtrado (pre-
paragdo enzimdtica) proveniente do cal-
do de cultivo foi medida pelo método
de LOWRY(6), ap6s precipita¢do com
4cido tricloroacético a 59%(9 , usando
albumina bovina como padrao.

A atividade especifica foi obtida
pela razdo entre a atividade celuloli-
tica e a proteina solivel da respectiva
preparagdo enzimdtica.

A quantificagdo dos carboidratos to-
tais foi feita pelo método do fenol
sulfiirico(5).

A determinagdo da celulose residual
foi realizada no residuo obtido pela
filtragdo 4 védcuo, do caldo fermenta-
do, o qual foi lavado com dgua e ex-
traido por duas vezes com 10ml de Hy
SO4 67% durante 30 minutos, a tempe-
ratura ambiente. A seguir realizou-se
dosagem de agucares totais pelo método
do fenol sulfurico(3).

TRATAMENTO ESTATISTICO. Os
resultados_obtidos foram testados pelo
teste F(3), a fim de se obter, com
maior seguranga, uma indicagdo da efi-
c¢dcia ou ndo quanto a adi¢@o da enzima
glucose-oxidase junto ao meio base.

3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Através de fermentagdes realizadas
com meio base e fermentagdes contendo
meio base mais a enzima glucose-oxidase
conseguimos obter os resultados apre-
sentados nos quadros 1 e II, respectiva-
mente.

Pode-se observar, através da andlise
de varidncia (teste F), para atividade
enzimdtica, quadro III, e para ativida-

de especifica, quadro IV, que as dife-

rengas dos resultados obtidos das fer-

mentagOes ndo s3o significativas ao ni-

vel de 5% de probabilidade.

O quadro V nos mostra que os resul-

tados obtidos para celulose residual,
dos dois tipos de fermentagBes, sdo
significativos ao nivel de 5% de pro-
babilidade. Porém, ndo justifica a adi-
¢do de glucose-oxidase ao meio base
uma vez que, ndo melhora significa-
tivamente a atividade enzimdtica e ati-
vidade especifica. Em parte, isto pode
ser explicado pelo fato de que a gluco-
se-oxidase oxida a glucose, produzida
pela hidrolise da celulose, fornecendo
gluconolactona e 4cido gluconico dimi-
nuindo a repressdo da sintese de celula-
se pela glucose. Entretanto, a gluco-
nolactona em concentragdo elevada
pode inibir a celobiase, também presen-
te no complexo da celulase. Assim, a
celobiose acumulada pode inibir a pro-
dugdo de celulase.

Face aos resultados obtidos conclui-
se que o tratamento com glucose-
oxidase, na concentragio de 4 g/i,
em fermentag¢Bes fungicas nao promo-
ve acentuada melhora na produgdo de
celulase.

Serd importante estudar o efeito de
outras enzimas, tais como, celobiase
e glucose-isomerase em separado ou
simultaneamente com glucose-oxidase
no intuito de methorar a produgdo de
celulase.
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QUADRO I — Resultados obtidos da fermentago sem glucose-oxidase

No. de Agtcares Atividade Protefnas Atividade  Carboidratos Celulose
Experimentos redutores enzimatica mg/ml especifica totais residual
(mg) U.I/ml U.l./mg mg/ml mg/g
1 1,3525 0,6255 0,694 0,9012 0,510 84
2 1,2433 0,5750 0,733 0,7844 0,357 17,9
3 1,3525 0,6255 0,774 0,8081 0,510 89
4 1,3525 0,6255 0,522 1,1982 0,357 8,5
5 1,2082 0,5587 0,733 0,7622 0,524 8,7
6 1,2082 0,5587 0,744 0,7218 0,367 8,6
7 1,1403 05272 0,506 1,0418 0,483 151
8 1,2788 - 0,5912 0,603 0,9804 0,388 9,5
9 13150 0,6080 0,694 0,8760 0,328 7,6
10 1,6387 0,7578 0,694 1,0919 0,275 7,7
11 14695 0,6795 0,603 1,1268 0,399 7,7
12 1,1403 0,5272 0,522 1,009 0,292 143
13 1,5100 0,6982 0,733 09525 0,377 141
14 1,6387 0,7577 0,887 0,8542 0,367 136
15 1,3150 0,6080 0,774 0,7855 0410 12,5
16 1,3903 0,6430 0,887 0,7249 0,367 12,5

QUADRO II — Resultados obtidos da fermentagao com glucose-oxidase

No. de Aclcares Atividade Protefnas Atividade Carboidratos Celulose
Experimentos redutores enzimdtica mg/ml especifica totais residual
mg U.I./ml U.I/mg mg/ml mg/g
1 0,9227 04265 0,578 0,7379 0,602 8,7
2 1,0436 04826 0,448 1,0772 0,524 5,7
3 09227 0,4267 0,469 0.,9098 0,602 135
4 09227 04267 0,538 0,7931 0,539 119
5 0,9227 04267 0,570 0,7485 0,562 56
6 0,8934 04131 0420 0,9836 0,470 54
7 1,0436 04826 0,293 1,6470 0,524 6,8
8 1,0124 0,4682 0,538 0,8702 0,585 5,6
9 1,6840 0,7788 0,829 09394 0,656 12,6
10 1,8271 0,8450 0,753 1,1221 0,676 12,1
11 1,3903 0,6430 0,343 1,8746 0,718 9,5
12 1,4695 0,6796 0,733 09271 0,620 78
13 14293 0,6610 0818 0,8080 0,697 134
14 1,7780 0,8223 0,912 09016 0,697 11,2
15 13150 0,6081 0,639 09516 0,620 11,2
16 1,2082 0,5587 0,657 0,8503 0,638 139

QUADRO III — Andlise de varianga para a atividade enzimadtica

Fonte de Graus de Somados  Quadrado F F
variagao liberdade dos médio calc. Tab.
quadrados
Tratamento 1 0,0209 0,0209 1,5 4.17(ns)
Residuo 30 04170 0,0139
Total 31 0,4379

ns. ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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QUADRO IV — Andlise de varidnga para a atividade especifica

Fonte de Graus de Somados  Quadrado F F
variagdo liberdade  quadrados médio calc. Tab.
Tratamentos 1 0,0689 0,0689 1,1388 4 7(ns)
Residuo 30 1,8165 0,0605

Total 31 1,8854

ns. ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

QUADRO V — Andlise de varianga para a celulose residual

Fonte de Graus soma dos Quadrado F F
variagdo de liberade  quadrados médio calc. Tab.
Tratamentos 1 13,3943 13,3943 16,60 4.17%
Residuo 30 24,1939 0,8065

Total 31 37,5882

*significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

ABSTRACT

With the object to decrease the glucose inhibitory effect over cellulase, Trichoderma reesei QM 9414 was cultivated in
the presence of 72,000 units (4g) of glucose-oxiduse per liter culture media. Measurements were made for enzyme activity,
protein and residual cellulose for all the fermentations in the presence or in the absence of glucose-oxidase. Analysis of va-
riance (F-test) had shown that the enzyme activity and specific activity were not statistically significant at 5% level (p<0,05)

under these two different fermentation conditions.
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