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Resumo: O aumento da demanda energética tem gerado grande interesse por estudos sobre fontes
renovaveis, sendo o etanol de segunda geragdo uma das principais estratégias neste setor. No entanto, um
dos gargalos do processo € o elevado custo das enzimas utilizadas na liberagdo dos aglcares das biomassas
lignocelulésicas empregadas na producdo do etanol. Portanto, isolar micro-organismos produtores dessas
enzimas tem sido tema de diversos trabalhos. O presente estudo teve por objetivo isolar micro-organismos do
ambiente de processamento de papel (lodo e residuo fibroso) e avaliar seu potencial de produgdo das
celulases e xilanases pelo método semiquantitativo em placa de Petri (Cup Plate). Dentre os 44 isolados, 20
foram de bactérias e 24 corresponderam a fungos, com destaque aos géneros Aspergillus e Penicillium.
Setenta e um por cento (71%) dos fungos apresentaram atividade para ambas as enzimas, 17% somente
para xilanase, 8% para celulase e 4% ndo apresentou atividade enzimatica para as enzimas testadas. Para
as bactérias, 50% das coldnias apresentaram atividade apenas para xilanase. Estes resultados demonstram
que o isolamento de bactérias e fungos a partir de biomassas holocelulésicas pode ser uma técnica
adequada para a selecdo de linhagens com potencial de uso biotecnolégico, com destaque aos fungos
filamentosos.
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1 Introducéo A composicdo dos  materiais
lignocelulésicos depende de suas fontes,
Residuos do agronegocio de mas compreende, sobretudo celulose,

natureza lignoceluldsica, tais como bagaco e
palha de cana, residuos de origem
agroflorestal, de processamento de papel,
entre outros, muitas vezes sdo considerados
como passivo ambiental. No entanto,
desempenham posicdo de destaque como
material para obtencao de etanol de segunda
geracdo (HERMANN, 2011). O etanol
derivado da biomassa lignocelulésica ou
etanol de segunda geracdo pode contribuir
para a reducdo da dependéncia mundial
pelas fontes de energia féssil, surgindo como
alternativa energética promissora por utilizar
fontes renovaveis e se apresentando como
uma alternativa viavel emcontextos de
iminente crise energética (ALVIRA et al,
2010; CARDONA; QUINTERO; PAZ, 2010).
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hemiceluloses e lignina(CHU et al., 2012).De
acordo com Nunes et al. (2013), os residuos
agroindustriais séo capazes de
complementar o uso da cana-de-acUcar
como matéria-prima na produgdo do etanol
de segunda geragdo, uma vez que
apresentam caracteristicas semelhantes em
sua composicdo. Porém um dos principais
gargalos que envolvem a produc¢éo do etanol
de segunda geragdo é a quebra da parede
celular vegetal nas etapas de pré-tratamento
e hidrélise que irdo liberar os acucares
necessarios a fermentacéo de forma eficaz e
viavel (SANTOS et al., 2012), sendo que o
elevado custo da enzima utilizada no
processo de hidrélise € um dos maiores
obstaculos (HO-BAEK, 2012).
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Atualmente a tecnologia enzimatica
tem relevancia internacional crescente tanto
no ambiente académico como na industria,
motivada pela necessidade do
desenvolvimento de processos que gerem
produtos de qualidade por tecnologias limpas
(DIAS, 2012). No Brasil, os avancos na
tecnologia de enzimas sdo favorecidos pela
enorme quantidade e variedade de matérias-
primas renovaveis, que podem ser
enzimaticamente transformadas em novos
produtos (ZOPPAS; MENEGUZZI;
TRAMONTINA, 2013). Diante disso, a busca
por micro-organismos produtores de enzimas
de interesse comercial (a exemplo das
celulases e xilanases) a fim de desenvolver
processos eficientes e otimizados tem sido
uma das estratégias para a obtencdo das
enzimas que catalisam a hidrélise do
material lignocelulésico (DELABONA, 2011;
MARCO, 2012).

Varios micro-organismos, tais como
bactérias, fungos filamentosos e leveduras
sdo capazes de secretar um complexo de
enzimas, como as celulases, que poderdo
ser empregadas na hidrolise enzimética da
celulose (GAUTAM et al., 2012;
AKARACHARANYA et al., 2014).0s fungos
possuem habilidade para se desenvolverem
em qualquer substancia organica, fazendo
uso de substratos variados, como por
exemplo, 0 uso de polissacarideos, lignina e
glicose utilizados como fontes de carbono e
importantes fornecedores de energia para
sua atividade metabdlica (POMPEU, 2010).
As enzimas dos fungos causadores de
podriddo branca sdo seletivas na
degradacdo de lignina, desestruturando a
parede celular vegetal, promovendo a
conversdo dos polissacarideos em agucares
de facil assimilagdo (AGUIAR; FERRAZ,
2011). Ja a hioconversdo de residuos de
celulose é catalisada por enzimas chamadas
celulases, sendo cruciais na ciclagem de
nutrientes no ambiente (SALAMONI, 2005).

As celulases sdao um complexo de
enzimas formado pelas exoglucanases,
endoglucanases e B-glicosidasesque,
guando atuam conjuntamente, apresentam
melhor rendimento do que a soma dos
rendimentos individuais, efeito conhecido
como sinergia, sendo que as regides
cristalinas da celulose sdo mais resistentes a
hidrolise (FLORENCIO, 2011). As celulases
estdo em terceiro lugar dentre as enzimas
mais produzidas no mundo, sendo utilizada
na industria de alimentacdo (humana e
animal) e na indastria de papel (FAHEINA,
2012). Os micro-organismos produtores de

tais enzimas podem ser aerobios,
anaerobios, mesofilos e termdfilos
(BORTOLAZZO, 2011). De acordo com
Florencio (2011), as espécies de fungos mais
estudadas que produzem enzimas do
complexo celulasico sdo Trichoderma reesei,
Penicillium pinophilum, Aspergillus niger e
Humicola insolens. Celulases e
hemicelulases de Trichoderma e Aspergillus
s&o responsaveis por aproximadamente 20%
do mercado de enzimas no mundo (MARCO,
2012). O género Aspergillus é um fungo
ascomiceto degradador da celulose e lignina,
ja as espécies do género Trichoderma
produzem grandes quantidades de celulases
e outras enzimas hidroliticas, sendo
Trichoderma reesei um conhecido produtor
de multiplas enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas (SCHEUFELE, 2012).

As xilanases sao glicosidases que
catalisam a hidrdlise de liga¢des endo-1,4-8-
D-xilosidicas. Seu substrato, a molécula de
xilana, devido a sua diversidade, tem a
hidrolise também conduzida pelas endo-1,4-
B-xilanases, necessitando também de auxilio
de hemicelulases numa atuagéo coordenada
(HOFFMAN, 2013). As xilanases podem ser
produzidas por fungos fitopatdgenos
(DUARTE, 2013), sendo a comercializacéo
de xilanases restrita aquelas produzidas por
Trichoderma spp. e Aspergillus spp. No
entanto, isso pode mudar uma vez que
véarios fungos foram recentemente descritos
como produtores de xilanase (CORRAL;
VILLASENOR-ORTEGA, 2006).

O isolamento e as técnicas de
screening de micro-organismos produtores
de celulases sé@o de extrema importancia
para atender a demanda por novas enzimas
e ao aumento de suas aplicagbes
biotecnoldgicas. Este € um passo importante
para selecionar espécies desejadas de um
extenso banco de espécies, e pode ser
realizado em placas contendo meios
especificos (KASANA et al, 2008;
FLORENCIO, 2011).

Diante do exposto o presente
trabalho teve por objetivo isolar micro-
organismos (bactérias e fungos) do residuo
de processamento de papel e avaliar seu
potencial de producdo das enzimas celulase
e xilanase pelo método semiquantitativo com
placas de Petri (Cup Plate).

2 Material e métodos

Coleta das amostras - Os residuos
utilizados como substrato para o isolamento
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foram coletados em uma empresa produtora
de papéis reciclados, localizada no estado de
Santa Catarina. Foram coletadas amostras
de residuo fibroso (Figura 1A) e lodo (Figura
1B). O residuo fibroso encontra-se no inicio
do processo de tratamento na empresa. Este
retorna ao processo produtivo por conter
fibras de celulose, porém tal processo néao é
considerado eficiente pela empresa. Ja o
lodo é coletado ao final do processo de
tratamento, ja prensado para remocao de
parte da agua. Este é utilizado como adubo

Figura 1 - A -Residuo fibroso coletado na empresa, B - Lodo coletado na empresa

s

Isolamento de micro-organismos e
manutencao das coldnias — Primeiramente
realizou-se o0 isolamento dos micro-
organismos, quando os dois tipos de
residuos foram diluidos em solugéo salina e

plagueados em placas  previamente
preparadas contendo Agar especifico. Para
os fungos utilizou-se Agar Saboraud com
adicdo de antibiético (cloranfenicol) e Agar
Batata Dextrose (BDA), ambos acidificados
para pH 5,5. Estas placas foram incubadas
em estufa BOD a 25°C e a 45°C, durante 5
dias. J4 para o isolamento de bactérias
utilizou-se Agar Nutriente (AN) e Agar Plate
Count (PCA), com pH 7,0 e incubados em
estufa a 37°C e 45°C, durante 2 dias. Apés o
periodo de incubagdo realizou-se a
contagem das coldnias dos fungos e das
bactérias (obtida através da média de
colénias observadas nos meios de cultivo de
cada um). Em seguida foram feitos
sucessivos repiques das colbénias
macroscopicamente distintas até a obtencéo
de colbnias puras. Estas foram mantidas em
4gar PCA inclinado (bactérias) e Agar BDA
inclinado (fungos) e sob refrigeracéo a 8°C.
Caracterizagao de coldnias - Para
as bactérias procedeu-se a coloracdo de
GRAM, e para os fungos micro cultivo em

para plantio de eucalipto e o excedente é
disposto em aterro da prépria empresa. Tais
amostras foram selecionadas por conterem
celulose em sua composi¢cdo e de tal modo
serem potenciais substratos para o
desenvolvimento de fungos produtores de
celulases. Vale ressaltar que ambos os
residuos encontravam-se ao ar livre no
momento da coleta e, desta forma, podem
ter sido isolados micro-organismos do
ambiente de deposicdo e ndo unicamente
dos residuos.

W 2 P A, €~y

lamina e coloracdo com lactofenol azul de
algoddo seguido de observacdo em
microscépio éptico.

Analise semiquantitativa de
producéo de enzimas — Para a producéo do
inoculo (formacédo da matriz secundaria), os
fungos isolados foram cultivados em placas
de Petri com meio BDA por sete dias em
estufa BOD na mesma temperatura do
isolamento, no escuro. Para a producdo do
inoculo das bactérias isoladas utilizou-se o
Agar PCA e as placas foram incubadas por
dois dias, mantendo a mesma temperatura
utilizada no isolamento.

A atividade celulolitica foi realizada
por meio de teste modificado de
Ruijssenaars e Hartsmans (2001) e Nogueira
e Cavalcanti (1996) utilizando nesse caso o
meio Agar Socarean composto de NaNOs (3
g L™); K:HPO, (1 g L™); MgSO, (05 g L7);
KCl (0,5 g L™); FeSO, .7H,O (0,01 g L™;
Agar (30 g L%, adicionado de
carboximetilcelulose (CMC) e avicel (7 g L™
cada) como fontes de carbono.

Cada placa foi inoculada com um
disco de micélio de cada fungo isolado de 7
mm na parte central, realizado em triplicata e
incubada em estufa a 25 + 1 °C durante 5
dias e quatro pontos de repique de células
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bacterianas/placa, com auxilio de alca de
inoculacdo e incubadas em estufa a 35°C/2
dias. Apds o periodo de crescimento foram
adicionados 10 mL de solugdo de vermelho
congo 0,2 % (m/v). Depois de 20 minutos de
reacdo, a solucdo foi retirada e as placas
lavadas com 3 mL de solucdo NaCl 0,1 M. A
producdo das celulases foi verificada pelo
aparecimento de uma zona clara de hidrélise
(halo de reacao) indicando a degradacao da
celulose.

A atividade xilanolitica foi realizada
em placas contendo agar BDA (fungos) e
Agar PCA (bactérias) com a adicao de 4% de
xilana no meio. A inoculacdo e a incubacdo
ocorreram da mesma forma que descrito
anteriormente para a atividade celulolitica.
Apbs o periodo de crescimento foi feita a
revelacdo da zona de degradacéo da xilana
com vapor de iodo produzido por 15 g de
cristal de iodo distribuido em uma placa de
Petri. A base da placa contendo a colbnia
desenvolvida foi colocada sobre a placa com
cristal de iodo por 15 minutos para contato
com o vapor produzido em temperatura
ambiente, procedimento baseado em
Tavares et al. (1998). A reacdo positiva foi
verificada pelo aparecimento de um halo
amarelo opaco em volta da colbnia
(POINTING, 1999).

Para ambas as enzimas foi realizado
o célculo do indice Enzimatico (le), que se
deu conforme a equacéol, onde @h refere-se
a medida em mm do halo de reacdo e @ca
medida do didmetro da colbnia.

gh (1)

le= —
¢ dc

3 Resultados e discussao

A contagem de micro-organismos
mesofilos (25 — 37°C) provenientes do
isolamento foi maior para as bactérias com
7,6x10" UFC g™ no residuo fibroso e 3,1x10’
UFC g™ no lodo. Para os fungos a contagem
foi de 2,3x10°> UFC g'para o residuo fibroso
e 2,0x10°UFCg'para o lodo. Ja& em
temperatura  termofilica  (45°C), foram
observadas 1,6x10° UFC g'1 para o lodo e
2,0x10° UFC g'l para o residuo fibroso,
sendo todos fungos filamentosos. Nenhuma
bactéria foi isolada nesta temperatura.

A partir da incubacéo foram isolados
24 fungos, dentre eles 4 leveduras e 20
fungos filamentosos (16 mesofilos e 4
termdfilos) e 20 coldnias de bactérias
(Tabela 1). Pode-se observar que a
diversidade de colénias foi maior para o

residuo fibroso representando 50% das
colénias fungicas isoladas e 45% das
colénias bacterianas, sendo que para ambos
0s casos observou-se coldnias iguais para o0s
dois residuos (Figura 2).

Sugere-se que a composicdo dos
residuos pode ter propiciado o}
desenvolvimento de maior diversidade de
micro-organismos no residuo fibroso, sendo
este caracterizado por possuir um teor de
carboidratos de 49,1% e um elevado teor de
umidade (91,8%). Ja o lodo possui 28,2% de
carboidratos e 82% de umidade (HEINZ,
2015). Associado a este fato, pode-se sugerir
também que o lodo por possuir um teor
maior de cinzas (elementos inorganicos)
pode ter restringido o desenvolvimento de
determinados micro-organismos. A
disponibilidade de agua também foi
destacada por Park (1968), que comenta que
muitas espécies de fungos desenvolvem-se
em solucdes de elevada pressdo osmdtica,
por isso podem ser encontrados em
substratos como couros e papel onde ha
agua livre. Os resultados demonstram que a
utilizac@o destes residuos, em alguns casos
ja empregados em outras atividades (adubo
no solo, cimento, producdo de telhas) pode
ser promissora tanto na busca de linhagens
com uso biotecnolégico quanto na
destinacdo secundaria dos residuos de
processamento de papel, que por vezes sao
lancados em aterros das industrias.

Tais resultados encontram-se
superiores aos encontrados por Aburjaileet
al. (2011), que isolaram micro-organismos
em solo do cerrado e com plantio de
eucalipto, encontrando um maximo de
1,3x10° UFC g*, isolando 14 morfotipos de
bactérias e 3 de fungos Para o solo de
cerrado e 2,75x10*UFC g para area com
plantio de eucalipto, sendo 5 morfotipos de
bactérias e 2 de fungos.

Mesmo com os diversos micro-
organismos encontrados ndo se pode afirmar
que foram isolados em sua totalidade, pois o
cultivo em placa muitas vezes ndo permite
seu desenvolvimento por ndo conter todos os
nutrientes  necesséarios. Conforme Dias
(2012), as condi¢Bes de cultivo podem n&o
conseguir reproduzir os nichos ecolégicos e
relagbes simbidticas encontradas no meio
natural assim como as interacdes.

Dos resultados  obtidos pela
coloracdo de GRAM (Figura 3) observou-se
um predominio de bactérias gram positivas,
com 19 colbnias, sendo apenas uma coldnia
classificada como cocos gram negativo. As
gram  positivas  foram  representadas
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principalmente por cocos, 45% (9 micro-
organismos), e as demais colbnias foram
classificadas como estreptococos (3 micro-

micro-
micro-

diplococos 3
estafilococos (3

organismos),
organismos) e
organismos).

Figura 2 - Nimero de morfotipos isolados para cada residuo analisado
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Fonte: Autoras (2014)
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Figura 3 - Classificacdo dos isolados bacterianos pela coloragcdo de GRAM.
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Fonte: Autoras (2014)

Na figura 4 podem-se observar dois
dos morfotipos fangicos analisados, dos
quais grande parte pertence aos géneros
Aspergillus e Penicillium(Tabela 1). Estes
géneros também foram encontrados por
Delabona (2011) no bioma amazdnico, além
de outros géneros como Fusarium,
Trichoderma, e Mucor. Egea (2010) isolou 75
linhagens fungicas provenientes de solo de
plantacdo de cana de acUcar, pertencendo a
10 géneros diferentes, sendo a maioria
referente ao género Trichoderma (40%),

seguido de Fusarium (15%), Cunninghamella
(13%) e Aspergillus (12%). Sridevi e Charya
(2011)  utilizaram  diversos  substratos
lignoceluldsicos para isolamento, dos quais
um total de 30 diferentes cepas fungicas
foram isoladas em meio BDA e destas,
aproximadamente  50%  pertencem a
espécies de Aspergillus, que formaram um
grupo dominante, seguido por espécies
Penicillium e espécies de Trichoderma. A
domindncia destes géneros também foi
detectada por Gaddeyya et al. (2012), ao
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analisar solos agricolas, que atribuiram a
este fato a facilidade de esporulacdo de
espécies do género Penicillium e a producao
de toxinas de Aspergillus, o que pode
impedir o desenvolvimento de outras
culturas.

Além da producdo enzimética os
géneros Aspergillus e Penicillium tém sido
alvo de diversos estudos devido ao seu
potencial  biotecnologico, dentre eles
destacam-se produgcdo de pigmentos que
possuam atividade antimicrobiana e tdxica
(TEIXEIRA et al., 2012).

Figura 4 - Isolados fangicos sem agar BDA (Al e B1) e submetidos a microscopia com
aumento de 400x ; Aspergillus sp.(A2).; Penicillium sp.(B2)

Fonte: Autoras (2014)

Em relacdo aos resultados de
atividade enzimatica (Tabela 1), os fungos
filamentosos destacaram-se principalmente
para as celulases, em nimero de col6nias
positivas para o teste assim como maiores
indices enziméticos quando comparados as
leveduras e bactérias.

Pode-se notar que as colbnias com
maior indice enzimatico n&o foram as
mesmas que apresentaram maior diametro
de colbnia, tal resultado também foi
constatado por Bortolazzo (2011). A autora
comenta que ao se avaliar as cepas para
selecionar uma como boa produtora de
enzima celulolitica, ndo se deve ter como

referéncia somente os dados sobre o indice
enzimético, mas também se deve levar em
consideragdo o0 crescimento do micro-
organismo no meio de cultura.

Dos 24 fungos isolados, 71%
apresentou atividade para ambas as enzimas
analisadas, 17% apenas para xilanase, estes
representados pelas 4 leveduras, 8%
somente para celulase e 4% n&o apresentou
atividade para nenhuma enzima.

Charest, Antoun e Beauchamp
(2004) isolaram micro-organismos do residuo
de tinturaria de papel e assim como no
presente  estudo, nenhuma  bactéria
termofilica foi observada e dos fungos
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isolados, 11 termdfilos e 23 mesdfilos,
grande parte apresentou perfil enzimético
positivo para degradacdo de xilana e
celulose. Dentre as bactérias mesofilicas (18
isolados) a maioria apresentou capacidade

de degradacéo de xilana e poucasa celulose.
Contrariamente ao presente trabalho onde
nenhuma  das bactérias  apresentou
degradacéo de celulose.

Tabela 1 - indice Enzimatico (le) para celulases e xilanases dos micro-organismos isolados do
residuo de processamento de papel reciclado. Os isolados com a letra “F” referem-se aos fungos e
com a letra “B” a bactérias. A letra t refere-se aos micro-organismos isolados em condi¢cdes
termoéfilas (45°C)

Isolados Classificacéo @ coldnia (mm) - le @ coldnia (mm) - le
microscopica celulase Celulase xilanase Xilanase
LEB 45 Ft Aspergillus sp. 26,3 1,23 21,4 1,26
LEB 46 F Levedura 9,0 Ausente 12,0 1,65
LEB 47 F Aspergillus sp. 15,3 1,72 14,3 1,96
LEB 48 F Penicillium sp. 15,4 2,29 18,3 1,26
LEB 49 F Levedura 8,0 Ausente 12,3 1,07
LEB 50 F Penicillium sp. 27,7 1,05 19,6 1,71
LEB51 F Penicillium sp. 19,0 1,68 20,3 Ausente
LEB52 F Aspergillus sp. 18,3 0,98 18,7 Ausente
LEB53F NIt 27,3 1,06 56,4 1,05
LEB 54 F Rhizopus sp. 40,0 1,03 40,3 1,07
LEB55F Levedura 30,2 Ausente 16,8 1,19
LEB 56 Ft Aspergillus sp. 40,6 1,16 46,0 1,09
LEB57 Ft Aspergillus sp. 37,3 1,21 19,4 1,19
LEB58 Ft Aspergillus sp. 29,0 1,10 27,7 1,55
LEB59 F NIt 14,8 1,76 17,8 1,29
LEB 60 F Aspergillus sp. 21,3 1,27 23,7 1,48
LEB61F Aspergillus sp. 47,3 1,01 50,3 1,07
LEB 62 F Penicillium sp. 14,0 1,64 11,9 1,25
LEB 63 F Levedura 9,6 Ausente 15,2 Ausente
LEB 64 F Penicillium sp. 15,6 1,22 19,4 1,19
LEB65F Penicillium sp. 19,1 1,31 14,1 1,49
LEB 66 F Aspergillus sp. 27,7 1,26 34,4 1,16
LEB 67 F Levedura 16,3 Ausente 14,7 1,29
LEB 68 F Aspergillus niger 37,4 1,06 40,2 1,19
LEB 69 B Estreptococos gram + 31,00 Ausente 26,30 Ausente
LEB70B Cocos gram + 11,00 Ausente 13,00 2,23
LEB71B Estafilococos gram + 8,80 Ausente 10,00 Ausente
LEB72B Cocos gram + 8,50 Ausente 9,60 Ausente
LEB73B Cocos gram + 7,50 Ausente 8,30 Ausente
LEB 74 B Cocos gram + 6,70 Ausente 7,50 Ausente
LEB75B Diplococos gram + 14,30 Ausente 12,00 Ausente
LEB 76 B Estafilococos gram + 8,20 Ausente 10,50 Ausente
LEB77B Diplococos gram + 17,10 Ausente 18,90 Ausente
LEB78B Cocos gram + 19,70 Ausente 17,60 2,08
LEB79B Cocos gram + 31,00 Ausente 13,50 2,89
LEB 80 B Cocos gram + 16,30 Ausente 17,00 2,03
LEB81B Cocos gram + 16,60 Ausente 18,40 1,80
LEB82B Cocos gram + 16,30 Ausente 19,30 1,76
LEB 83 B Bacilos gram + 10,00 Ausente 9,80 Ausente
LEB 84 B Cocos gram - 15,20 Ausente 17,30 1,33
LEB 85 B Estreptococos gram + 12,00 Ausente 13,40 1,31
LEB 86 B Estafilococos gram + 6,00 Ausente 6,00 1,62
LEB87B Diplococos gram + 8,90 Ausente 10,20 Ausente
LEB 88 B Estreptococos gram + 26,70 Ausente 20,70 1,81
Trichoderma
reseei Controle 33,8 1,31 26,0 1,4
RUT 30
" N&o identificado pelo método de microscopia utilizado
Fonte: Autoras (2014)
Gautamet al. (2012) utilizaram como urbanos conseguindo um total de 250

substrato de

isolamento residuos soélidos

isolados e destes,

165

isolados de 37
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espécies de fungos e 85 isolados
pertencentes a 21 espécies bacterianas.
Pelo screening realizado, detectou-se
atividade celulolitica em 49 diferentes
isolados apés 4 dias de incubacao. Melo
(2014) isolou 720 leveduras em material de
descarte de ninhos da formiga cortadeira
Acromyrmex balzani, compreendendo 52
espécies distribuidas em 20 géneros. Destas
711 estirpes foram testadas quanto a
capacidade de producdo de enzimas, sendo
que para a xilanase 64,4% do total de
estirpes apresentou atividade, enquanto a
celulase foi produzida por 52% dos isolados.

Os resultados do presente estudo
estdo préximos dos encontrados por
Fernandes (2009), no que diz respeito a
alguns dos fungos testados, Penicillium
solitum (0062A), Penicillium sp. (0064A), e P.
solitum (0063M), que apresentaram um
potencial enzimatico correspondendo a 1,93,
1,82 e 1,64 respectivamente, e inferiores aos
demais fungos isolados pela autora, caso do
P. crustosum (0056A) IE = 5,83; P.
expansum (0057M) IE = 3,67; P. solitum
(0061M) IE = 2,67; P. roqueforti (0060M) IE =
2,41; A. clavatus (0005M) IE = 2,19 e P.
commune (0052M) |IE = 2,13.

Dos 10 isolados pertencentes ao
género Aspergillus, todos apresentaram
atividade para celulase e apenas um nhao
apresentou atividade para xilanase, e dos 6
isolados de Penicilium houve o mesmo
comportamento. Khokharet al. (2012),
isolaram 17 morfotipos flngicos de
substratos  celulésicos como madeira,
vegetais, efluentes industriais e dentre esses
8 isolados de fungos foram identificados
como produtor de celulase. A maior parte
pertencia ao género Trichoderma (3) e
Penicillium (3) seguido por Aspergillus (2).
No entanto, alguns isolados de Aspergillus
(7) e Penicillium (2) ndo mostraram qualquer
atividade celulolitica, sendo que para os
positivos o indice enzimaético variou de 0,99 a
1,01, menores do que o observado no
presente estudo. Os géneros Aspergillus e
Penicillium também se destacaram no
isolamento realizado por Tavares et al.
(2012), que isolaram e identificaram 23
fungos da estrutura foliar de Morinda
citrifolia, dos quais Aspergillus N34 e
Aspergillus N42 foram os que apresentaram
0s maiores halos celuloliticos assim como no
estudo de Naveenkumar e Tippeswamy
(2013), em que dos 28 isolados, 24 foram
capazes de sintetizar celulase sendo a maior
atividade celulolitica detectada em espécies

de Aspergillus, Trichoderma, Paecilomycese
Penicillium.

No presente estudo as bactérias
apresentaram  atividade apenas para
xilanase (50%) e destas 60% correspondem
a cocos gram positivo, 20% a estreptococos
gram positivo, 10% a cocos gram negativo e
10% a estafilococos gram positivo. Nenhum
dos isolados bacterianos apresentou reacéo
positiva para celulase.

Resultado semelhante foi encontrado
por Sacco (2013) que ndo observou
producdo de celulase em nenhuma das
bactérias isoladas através da mesma
metodologia aplicada. Esses resultados
podem ser explicados pelo fato de que
micro-organismos em cultura pura
regularmente demonstram atividades
lignocelulloliticas insatisfatérias (KIM et al.,
2006 apud SACCO, 2013). Reginato (2008),
ao isolar bactérias em agua de cisternas e
das folhas de bromélia, detectou 76 bactérias
endofiticas da bromélia e 124 bactérias
provenientes da agua das cisternas. Dos
géneros identificados houve predominéncia
de Bacillus, Burkolderia, Staphylococcus e
Streptomyces. Ainda neste estudo, as
bactérias Gram positivas apresentaram um
maior nUmero de cepas produtoras de
enzimas extracelulares comparadas as Gram
negativas. Dias (2012) ao isolar bactérias de
frutos nativos do Cerrado, obteve no total
1560 isolados, agrupados em 717 morfotipos
diferentes, dos quais assim como no
presente estudo, a maioria pertence ao
grupo de bactérias Gram positivas. Em
contrapartida a autora também realizou
andlise qualitativa de produgdo enzimatica
de celulases em 600 dos isolados e destes
178 cepas (30%) foram capazes de formar o
halo de degradacéo da celulose ao redor das
colbnias.

4 Conclusodes

De acordo com os resultados
obtidos, conclui-se que o isolamento de
bactérias e fungos a partir de biomassa
holocelulésica pode ser uma técnica
adequada para a selecdo de linhagens com
potencial de uso biotecnolégico. Pode-se
concluir também que a composicao do
residuo fibroso proporciona o]
desenvolvimento de maior diversidade de
micro-organismos, supondo-se que a maior
quantidade de celulose e também maior
guantidade de &gua livre podem propiciar
maior diversidade, apesar da quantidade de
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unidades formadoras de colbénia ter sido
similar entre os residuos. Nos resultados de
atividade enzimatica, os fungos filamentosos
destacaram-se em numero de colbnias
positivas para o teste de celulase assim
como maiores indices enzimaticos quando

comparados as leveduras e bactérias,
corroborando com o0 que tem sido
apresentado na literatura que destaca o0s
fungos  filamentosos como  agentes
degradadores na natureza.

5 Cup plate evaluation of the hydrolytic activity of microorganisms isolated from paper

processing waste

Abstract: Increasing energy demand has generated great interest in studies with renewable sources,
including the production of second-generation ethanol. However, one of the bottlenecks of the process is the
high cost of the enzymes used for releasing sugars from lignocellulosic biomass in the production of ethanol.
Thus, isolation, screening and identification of microorganisms capable of producing these enzymes have
been the subject of several studies. This study aimed to isolate microorganisms from paper processing wastes
and evaluate its potential for production of cellulases and xylanases through the semiquantitative method in
Petri dishes (CupPlate). Among the 44 isolates, 20 were bacteria and 24 corresponded to fungi, especially
Aspergillus and Penicillium. Seventy-one percent (71%) of fungi showed activity for both enzymes, 17% only
for xylanase, 8% for cellulaseand 4% showed no activity. For bacteria, 50% of the colonies showed activity
only for xylanase. These results demonstrate that the isolation of bacteria and fungi from cellulosic biomass
can be a suitable technique for the selection of strains with potential for biotechnological use, especially

filamentous fungi.

Keywords: Fungi. Bacteria. Sludge. Cellulase. Xylanase.
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