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INTRODUÇÃO

Os primeiros estudos que evidenciaram a decomposi
ção da celulose por agentes biológicos foram realizados

48por MITSCHERLICH em 1850 .Ele verificou que a parte ce­
lulósica do tecido da batata era destruída sob certas con-r 
dições laboratoriais definidas e responsabilizou a mudan­
ça na estrutura devido â ação de certos vibriões encontra 
dos nos "substratos" das batatas.

POPOFF em 1875 foi o primeiro a associar a for 
mação do metano com a fermentação da celulose. Suas ex­
periências revelaram a temperatura ótima para a reação, o 
efeito dos antissêpticos bem como alguns conhecimentos dos 
produtos da decomposição gasosa.

■■ ■'■■■ ■' '■■■ : '' ' ■" v •' ' '' % 32 . "Desde os estudos de HARTIG em 1878 , grande im­
portância tem sido dada a degradação da celulose pelos 
pequenos grupos de basidiomicetos chamados Agaricales e pe 
los numerosos grupos dos ascomicetos tais como a Daldinia

A mais simples definição de ce lula se pode ser ex­
pressa como um sistema de enzimas, o qual é capaz de hidro 
llizar polímeros de celulose altamente cristalina em açuca­
res suficientemente pequenos que possam penetrar através 
idas paredes celulares de microorganismos. Tal definição é, 
contudo, não aplicável a muitas enzimas específicas que só 
hidrolizam a celulose parcialmente degradada ou derivados 
'solúveis, pelos componentes enzimaticos isola
dos dos meios de cultivo. Mas estes componentes não podem
i ■ . . . . ■ . • • 'ser considerados como um 11 sistema de celulase11 por nao se~ 
irem capazes de degradar a celulose altamente ordenada mes­
mo na ausência de lignina^^.

SAUNDERS et al63 em 1948, descreveram um método



de preparação de enzimas do fungo Myrothecium verrucaria .
A enzima possuia uma temperatura ótima de 409C e pH ótimo 
de 5,5 quando o substrato era o algodão. Era inativada.ra­
pidamente a temperatura acima de 509C e em pH com valores 
fora da faixa de 5,0 a 9,0 . O principal produto da hidróli 
se da celulose pelas enzimas deste fungo era a glucose.

O modo de ação do sistema celulòlítico sobre a ce 
lulose nativa tem sido objeto de estudo de um. i grande nume 
ro de pesquisadores começando com a hipótese original suge 
rida por REESE et al em 1950. Eles verificaram que a ha­
bilidade dos microorganismos em utilizar a celulose nativa 
como substrato era muito relativa e postularam que a celu- 
lase que presumivelmente convertia a celulose nativa em a­
çucares, consistia em pelo menos dois sistemas:

Celulose C. Cadeias Lineares Cx Moléculas pequenas e
Nativa  Curtas de polia- >  e solúveis, capazes de

nidroglucose se difundirem na célula
Organismos não celulolíticos 

Organismos celulolíticos

Á maioria dos trabalhos publicados tem sido basea 
!jdo na sequência bioquímica da hidrólise da celulose pelas 
enzimas extracelul.âres produzidas pelo Trichoderma viride.

Estudando o sistema celulãsico do Trichoderma' vi-̂■' ' ' 45 ■ ■ • ■ .ride, LI et al em 1965 verificaram que este sistema era
um sistema celulãsico verdadeiro, que era capaz de conver- 
èer derivados cristalinos e amorfos da celulose em glucose. 
Os dados obtidos por eles estabeleciam que o sistema era 
multienzimãtico com tres enzimas vitais e distintas física 
e enzimaticamente. Os tres componentes exerciam papel es­
sencial no processo de conversão da celulose em glucose.
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37IWASAKI et al em 1965 isolaram dois tipos dife 
rentes de celulases de uma cultura de Trichoderma konin- 
gii/ os quais eram proteínas homogêneas pelos critérios e- 
letroforéticos e por ultracentrifugação. A celulase I pos 
suia atividade sobre a celobiose mas era quase inativa so­
bre a celulose fibrosa. Por outro lado a celulase II tinha 
ação sobre as ligações glucosídicas da celulose fibrosa.Am 
b.as as enzimas parecem atuar cooperativamente sobre a celu 
lose fibrosa e glicol celulose (derivado de celulose solú­
vel em água).

Os filtrados de cultura do Trichoderma koningii,
29estudado por HALLIWELL em 1965 atuavam em todos os tipos 

de celulose; desde a celulose tratada com ácido fosfórico 
até a celulose das fibras do algodão.

WOOD em 1965 trabalhando com o Fusarium ~.sõla- 
ni conseguiu isolar um componente que diferia do compo­
nente C^ do Trichoderma viride mas que se assemelhava ao 
componente C1 do Trichoderma koningii por conter pequenas 
jquantidades de atividade Cx. Contudo, as propriedades des­
sas atividades Cx eram diferentes para cada um deles. A a- 
itividade Cx associada ao componente C. do Fusarium solani,i ' ^  ̂ .poderia ser diminuida pelo tratamento térmico enquanto que 
a atividade Cx do Trichoderma koningii não podia. A estabi 
lidade térmica deste último era exatamente o mesmo que oIdo componente ^  e isso sugeria que a atividade Cx poderia 
ser uma parte integral da enzima C^. WOOD verificou também 
que tanto os componentes C^ do F.solani e do T. koningii 
tinham o mesmo volume de eluição em Sephadex G-100 e por­
tanto provavelmente possuiam a mesma forma e tamanho.
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SELBY e MAITLAND em 1967 ^  separaram os componen 
tes do sistema celulãsico do Trichoderma viride» O compo 
nente quando sozinho não possuia ação sobre a celobiose, 
CM-celulose ou algodão, porém em recombinação com a celobi 
ase e carboximetilcelulase readquiria a atividade do fil 
trado original.

77 -WOOD em 1968 verificou que o sistema celulãsi­
co elaborado pelo Trichoderma koningii diferia do sistema
elaborado pelo Trichoderma viride, examinado por SELBY e

64 IMAITLAND . WOOD nao conseguiu isolar o componente li­
vre de traços de atividade de CM-celulase. Apesar de con­
ter traços de CM-celulase, o componente tinha pouca a­
ção sobre o algodão nativo, mas quando este era associado 
com o componente Cx, em suas proporções originais, cerca 
de 77% da atividade original sobre a celulose cristalina e 
ra recuperada.

Trabalhando com um produto comercial do Trichoder
54ma viride, a meicelase, OKADA et al em 1968 obtiveram

- 45 64 77tres componentes celulasicos como LI et al ' ' .As tres
celulases hidrolisavam uma série de substratos incluindo ch
versos celooligossacarideos, CMC e varias celuloses insolü
veis tais como o avicel e o algodão absorvente, porém não
apresentava atividade sobre a celobiose e aril-6-glucosideo.

Em 1968 ROSNESS 61, estudando a celulase do Dic- 
tyostelium discoideum durante a morfogênese,sugeriu que as 
celulases deste microorganismo eram produzidas em uma for­
ma inativa e que eram ativadas posteriormente no estágio 
de desenvolvimento do corpo de frutificação. A celulase do 
corpo de frutificação degradava ,a celulose hidratada em 
glucose em pH baixos (pH 4,5) enquanto que em pH alto (pH 
7,0) o maior produto de degradação era a celobiose e ceio 
triose. Através destes dados ROSNESS sugeriu que o extrato 
celulolítico continha pelo menos uma endo-celulase ou tal­
vez várias, em adição com a |3-glucosidase.



ERIKSSON e RZEDOWSKI x:? em 1969 verificaram que 
as. propriedades eletroforêticas da celulase são grandemen­
te influenciadas pelas condições de cultivo. Observaram que 
o exemplo mais delicado i a mudança no ponto isoelétrico da 
celulase do Chrysosporium lignorum durante a cultura do or 
ganismo.

20ERIKSSON e RZEDOWSKI obtiveram tres picos de ce 
lulase do meio de cultura do Chrysosporium lignorum com 
fortes indícios da presença do componente C^.

Estudando os componentes celulãsicos do Trichoder 
ma koningii, HALLIWELL e RIAZ^ em 1970 separaram em DEAE Sephadex 
dois componentes com atividade de CM - celulase e um componente 
C^. O componente C^ agia muito fracamente e somente em fi­
bras de algodão, formando produtos solúveis porém sem for­
mação de fibras curtas. A habilidade em formar fibras cur­
tas parecia estar confinado quase que totalmente a um dos 
componentes de CM-celulase o qual degradava totalmente o 
algodão, no mínimo a produtos solúveis e extensivamente a 
fibras curtas. Os dois componentes de CM-celulase solubili 
zavam a celulose sinergisticamente enquanto que o componen 
te C^ era inibidora (C^ do Reese) .

6 2SAMPATHNARATANAN e SHANMUGASUDARAM em 1970 ,
estudando a inibição e a ativação da celulase do Fusarium 
vasinfectum ATK observou que esta enzima se assemelhava a 
da Myrothecium verruçaria, a qual era suscetível aos inibjl 
dores do grupo tiol, e a do Aspergillus oryzae,a qual é :L 
nibida pelos'metais quelantes. Observaram ainda que o pri- 
tratamento do filtrado de cultura do F .vasinfectum com os 
metais quelantes eliminava a infecção em relação aos
brotos do algodão.

19

Na purificação dos componentes celulãsicos do Tri
8 0choderma koningii, WOOD e McCRAE em 1972, isolaram uma



celulase que tinha pouca habilidade em atacar o CMC ou for 
mas altamente ordenadas de celulose, porém degradava rapi 
damente a celulose tratada com ácido fosfórico. A celobio 
se era o principal produto da hidrólise (97%). As fibras 
de algodão desengordurado eram degradados até um limite 
de 15% quando expostas a altas crncentrações da enzima 
por um período prolongado:- a celobiose era novamente o 
principal açucar presente no sobrenadante (96%). Celote- 
traosè e celohexaose eram quase que exclusivamente hidro- 
lisados a celobiose. Evidencias indicaram que a enzima e­
ra provavelmente uma $-1,4-glucano celobiosilhidrolase.

Os referidos autores sugerem que a enzima C^ não 
pode ser considerada como a iniciadora do ataque a subj3 
tratos celulósicos altamente ordenados, pois isto parece 
ser mais uma característica da enzima Cx do que do C^. Ve 
rificaram ainda que ambas as enzimas em associação com a 
8-glucosidase devem estar presentes na solução para a ma 
nifestação máxima e total da atividade celulásica.

34HORTON e KEEN em 1966 verificaram que a glucose 
numa concentração de 5 x 10“  ̂M era suficiente para repri­
mir a síntese da celulase do Pyrenochaeta terrestris.

~ 17A Comissão de Enzimas define "celulase" como no­
me trivial para a enzima que possui o nome sistemático de 
j-1,4-glucano 4-glucanohidrolase E.C.3.2.1.4 . Portanto é 
de consenso atual que a atividade dos diferentes componen 
tes é expresso como25: C-̂ —  atividade exo-8-1,4- glucanase, 
Cx —  atividade endo 8 ~ 1,4' glucanase e 8~íglucosi-
dase {E.C.3.2.1.21}.

O
BERGHEM e PETTERSSON em 1973 verificaram que a 

celulase do Trichoderma viride produzida comercialmente a 
presentava o componente C^ semelhante ao componente C^ do 
Trichoderma koningii e ao do Chrysosporium lignorum.O com 
ponente C^ era provavelmente uma glicoproteína com peso 
molecular de 46000, contendo 3,3% de carboidrato e ponto 
isoelêtrico em torno de pH 3,79 semelhante ao encontrado



)8 0por WOOD e McCRAE para o Trichoderma koningli.

3 8IKEDA et al em 1973 observaram que a enzima 
comercial do Aspergillus niger possuiam atividade máxima 
em pHs ácidos: 2,3 a 2,5 e referiram a eles como celula - 
ses ácidas.

Estudando o sistema enzimático do fungo Sporotri
chium pulverulentum na degradação da celulose, ERIKSSON e 
' 21PETTERSSON em 1975 conseguiram obter cinco endo $-1,4- 
glucanases, no qual a relação da atividade entre as cin 
co endoglucanases no meio de cultura era de 4:1:1:1:1 .Seus 
pesos moleculares variavam entre 28300 a 37500 e a quanti 
dade de carboidratos era entre 0 a 10,5%.

30HALLIWELL em 1975,verificou que o sistema mui 
tienzimático do Trichoderma koningii e Myrothecium verru- 
caria consistia de duas celulases (exo e endoglucanases) 
e duas dextrinases (CM-celulase e celobiase) os quais em 
conjunto sacarificavam a celulose nativa.

49NAKAYAMA et al ,em 1976,estudando as celulases 
do Trichoderma viride observaram que a ocorrência da mul­
tiplicidade dos componentes celulásicos "in vivo", pode­
ria ser o resultado de modificações secundárias, provável 
mente pela ação de enzimas proteolíticas e que tais modi-

í

ficações secundárias poderiam estar acompanhados por pê- 
quenas mudanças em relação a especificidade dos componen­
tes celulásicos pelos substratos.

BERGHEM et al ^  isolaram duas $-1,4-glucano glu 
canohidrolase de alto e baixo peso molecular,de uma prepa 
ração comercial da enzima celulase do Trichoderma viride.
Os pesos moleculares encontrados foram de 12500 e 50000 
+ 20000 respectivamente. A enzima de baixo peso molecular 

i c o n t in ha 2.1% de carboidrato enquanto que o de alto pesc^y

. 10.



molecular possuia 12% de carboidrato. Contudo, HAKANSSON 
27et al , isolaram uma endoglucanase dp Trichoderma viride 

com peso molecular em torno de 20000. A" enzima pura não 
continha carboidrato e o seu ponto isoelétrico foi deter­
minado como sendo em torno de pH 7,52. Este valor era de 
2 a 3 unidades de pH acima dos outros valores encontrados 
para as enzimas celulolíticas do Trichoderma vj.ride.

40Recentemente KANDA et al isolaram uma celula- 
se do Irpex lacteus com alta atividade sobre o avicel (ce 
lulose cristalina). Esta endo-celulase possuia um peso mo
lecular em torno de 56000 e 12,2% de carboidrato.Mais tar

42 ~de em 1978 isolaram e purificaram uma celulase do tipo
exo de preparação comercial do Irpex lacteus,chamada dri- 
selase,cujo peso molecular era em torno de 65000 e conti­
nha 2,35% de glucose como carboidrato.

55 .OLUTIOLA em 1976, estudando o complexo enzimã
tico do Penicillium citrinum, observou a presença de onze
componentes enzimãticos, dos quais quatro eram de altc pe
so molecular e sete de baixo peso molecular. Um dos compo
nentes possuia as características do componente C^.

| Comparando tres diferentes celulases comerciais
26' e uma celulase obtida em .laboratório, GUM e BROWN ob-1 x 1 .

| servaram que as quatro celulases eram diferentes quanto a 
\ fração glicosidica porém com a mesma cadeia polipeptídica 
com papéis idênticas na degradação da celulose. Com base

\ i ^.nestes estudos verificaram que o conteúdo de carboidrato,iJera o principal fator que diferenciava as celobiohidrola- 
ses.i >
1 r y  r y

I ERIKSSEN e GOKS0YR em 1977 estüdaram as celula
ses do Chaetomium thermophile var. dissitüm e mostraram 
que este fungo possuia um sistema celulãsico completo que 
consistia de dois componentes celulãsicos e um componente



de g-glucosidase (celobiase). Observaram que a carboxime 
tilcelulose tinha um efeito estabilizante sobre a enzima 
pois na ausência do substrato a enzima começava a se ina- 
tivar em temperatura acima de 50°C. Estes resultados leva 
ram os autores a concluir que o sistema celulolítico do 
Chaetomium termophi3e var. dissitum não era marcadamente 
um fungo termofílico comparado com os fungos mesofílicos.

81WOOD e McCRAE demonstraram que as quatro g - 
1,4-endoglucanases do Trichoderma konlngii tinham grande 
especificidade, mas que eram enzimas distintas com dife - 
rentes modos de ação. Os quatro componentes conse -
guiam hidrolisar com relativa facilidade a celulose trata 
da com ácido fosfórico, CM-celulose, celotetraose e ceio- 
pentaose, porém nenhuma das endoglucanases conseguiu
hidrolisar a celulose do algodão quando agiam isoladamen­
te .

As endoglucanases II, III e IV do Trichoderma vi
6 6ride estudadas por SHOEMAKER e BROWN eram altamente a­

tivas em degradar a carboximetilcelulose e a celulose tra 
tada com ácido fosfórico. A endoglucanase III possuia pou 
ca atividade sobre a celobiose mas reagia rapidamente com 
a celotriose. As endoglucanases II e IV mõstravam prefe - 
rência por ligações glicosídicas internas dos celooligos- 
sacarídeos. 0 produto solúvel da ação inicial das endoglu 
canases II e IV sobre a celulose inchada eram glucose, ce 
lobiose e celotriose. os quais eram gradualmente converti 
dos em glucose e celobiose.

Durante a germinação dos esporos do Dictyostelium
39 ■discoideum JONES et al em 1979 verificariam que a libe­

ração da celulase no meio extracelular era! um processo 
seletivo que requeria calor, e que ocorria 'durante o está­
gio entumecimento da germinação. Observaram também que a celu-
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lase consistia de duas enzimas cujos pesos moleculares en- | 
contrados foram em torno de 136000 e 69000. Ambas tinham 
respostas semelhantes a inibidores tais como os ions mercú- 
rios e estas observações indicavam que possuiam sitios ati­
vos similares. Com os dados obtidos em relação aos inibido­
res e os valores dos pesos moleculares concluiram que as en 
zimas provavelmente eram formas monoméricas e diméricas.

As celulases são produzidas comercialmente no 
Japão em grande escala. A maior parte da produção é utiliza 
Jda na indústria farmacêutica. Outros usos estão relacionados 
a remoção ou amolecimento de celuloses em preparações ali­
mentares e nas celuloses que interferem com os processos de 
extração.

59POWER e COCKING foram os pioneiros na utili­
zação de celulases na preparação de protoplastos de
plantas. Seus primeiros processos utilizavam somente a celu 
lase de Myrothecium verrucaria, porém em trabalhos recentes 
usaram uma combinação de celulase e pectinase. Eles estabe­
leceram as condições para a fusão reproduzível de protopla£ 
tos de diferentes espécies e assim abriram um possível cami 
nho para a produção de híbridos de plantas que não podem 
ser cruzados sexualmente.

5O fungo produtor de galactose oxidase apresen
ta uma grande versatilidade bioquímica, sendo capaz de se­
' . 2 4 5  0 .cretar ao meio enzimas hidrolíticas desde que no meio
de cultura se acrescente oligo e polissacarídeos.

Devido a grande importância industrial das celu9 ^ 7  çl ~ .lases ' se procurou induzir a produção de um sistema ce 
lulolítico capaz de catalisar a despolimerização da celulo-i 
se. O presente trabalho estuda o sistema celulolítico secre 
tado ao meio de cultura quando o fungo é crescido em dife - j 
rentes formas de celulose. I



1ÍATERIAIS E MÉTODOS

1. Microorganismo.

0 microorganismo utilizado foi o fungo produ­
tor de galactose oxidase gentilmente cedido pela Dra. Dea 
Amaral. 0 fungo foi inicialmente classificado como Poly- 
porus circinatus Fr.*̂  e posteriormente como Dactylium den
droides ^  mas sua classificação exata continua em dis-

~ 43cussao .

2. Meios, condições de manutenção e cultivo.

O fungo foi mantido em ágar Sabouraud-glucose. 
Após crescimento em estufa a 28°C por 72 horas as amostras 
foram estocadas em geladeira a 4°C. As amostras foram repi 
cadas trimestralmente.

0 cultivo em meio líquido foi feito no meio
47 ~descrito por MARKUS et alcom a seguinte composição (g/l) : KH2

P04 - 9; Na2HP04 - 8 ; ( N H ^ S C ^  - 2; MgSC>4.7H20 - 0,2? NH4
N03 - 0,1; MnS04 e H20 - 0,002; CuSC>4.5H20 - 0,0025? extra
to de levedura - 1 e fontes de carbono - 2, ajustando - se
o pH cio meio para 5,8.

Inicialmente o fungo foi semeado neste meio mi 
neral, contendo -D-glucose 0,2%. Apõs 48 horas de cresci­
mento a 28°C em agitador rotatório, (New Brunswick a 100 
r.p.m.), uma certa quantidade de micélio foi transferida pa 
ra frascos de 2000 ml contendo 500 ml do meio líquido en­
riquecido com pó de celulose a 0,2%.
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3. Crescimento do fungo.

Para a determinação do micilio seco, nos diver 
sos tempos de crescimento, foram utilizados papeis de fil­
tro com pesos conhecidos e mantidos em estufa a 60°C ati 
peso constante. 0 micilio coletado no papel de filtro foi ̂ IIfiltrado e lavado com água destilada em funil de Buchner,a 
vácuo. Os papiis de filtro foram colocados novamente na es 
tufa a 60°C ati peso constante.

0 peso do micilio foi calculado por diferença.

4. Obtenção da enzima.

Após o crescimento do fungo no meio líquido de
47MARKUS contendo 0,2% de celulose (CAMAG) por 11 dias,o 

meio de cultivo foi filtrado em gaze dupla e logo em segui 
da foram distribuídos em balões apropriados para serem lio 
filizados (Cryolizer Freeze Drying Apparatus - New Bruns­
wick Scientific - N.j. - U.S.A.).

a) Cromatografia em Sephadex G-100.

O material liofilizado foi suspenso em uma quan 
tidade de água destilada e colocada em uma coluna de Sepha 
dex G-100 (37,5 cm x 2,7 cm) equilibrada, com tampão aceta 
to 5 irM pH 5,4. O material foi eluído com o mesmo tampão.I _
Foram coletados frações de 5,0 ml em um coletor (Ultrorac 
Fraction Collector L.K.B. 7000).

As frações foram testadas para atividades de 
P-glucosidase e CM-celulase. As frações que apresentavam 
atividades máximas foram reunidas numa fração e concentra­
das a vácuo a temperatura ambiente.

J



b) Cromatografia por afinidade em celulose.

A fração que apresentava atividade de CM-celu- 
lase foi colocada em uma coluna de celulose (Whatmann CF^ 
equilibrada com tampão fosfato 20 mM pH 6,5 31 e eluida 
com o mesmo tampão. Foram coletadas frações de 5,0 ml. A 
obtenção da enzima foi feita a temperatura ambiente.

5. Avaliação da atividade enzimãtica.

a)$ -glucosidase:- o sistema de reação conti­
nha: 1,0 ymol de celobiose, 50 ymoles de tampão acetato pH 
5,4 e quantidades variáveis de proteína para volume final
de 1,0 ml. O açucar liberado foi determinado pelo método

14 ~da glucose-oxidase . O padrao utilizado foi a D-glucose. 
Incubação por 30 minutos a 40°C.

b) CM-celulase:- o sistema de reação continha: 
1,25 mg de carboximetilcelulose, 50 ymoles de tampão aceta 
to pH -5,4 e quantidades variáveis de proteína para um volu 
me final de 1,0 ml. O sistema foi incubado a 40°C por 30 
minutos. A liberação dos açucares redutores foi determina­
do pelo método de SOMOGYI-NELSON51'69. 0 padrão utilizado 
foi a D-glucose.

c) Xiíanase:- Foi utilizado o mesmo sistema pa 
ra a CM-oelulase, substituindo-se o CMC pelo xilano. No 
controle o substrato foi adicionado apôs a inativação da 
enzima.

Em ambos os casos uma unidade foi definida co­
mo a quantidade de enzima que libera um nmol de produto por 
minuto, nas condições do ensaio. A atividade específica foi 
expressa como unidade de enzima por mg de proteína.
6. Dosagem de proteína.

A dosagem de proteína das frações obtidas



colunas de Sephadex G-100 e celulose foi realizada pe
- • 46 ~ ~lo.metodo de LOWRY et al tendo como padrao a albumina -

bovina.

Na eletrofocalização a proteína foi determina­
- 73do pelo metodo de WARBURG e CHRISTIAN , medindo-se a ab-

sorbância ultravioleta em 260 nm e 280 nm em espectrofoto-
metro Beckmann DU-2.

7. Cromatografia do produto da hidrólise.

A ação ^-glucosidãsica e CM-celulãsica sobre 
a carboximetilcelulose foi analisada em pH 5,4 a 40°C du­
rante 6 horas.

O sistema de incubação continha: 1,25 mg de 
carboximetilcelulose, 50 ymoles de tampão acetato, 5,0 yg 
de proteína ( 8-glucosidase) , 5,8 yg de proteína (CM-celu 
lase) para volume final de 1,0 ml.

As amostras foram retiradas de hora em hera .A 
pôs a incubação a reação foi interrompida em banho ferven­
te por 5 minutos. A mistura foi deionizada em uma coluna 
de Amberlite MB-3 e eluída com água bidestilada. Em segui­
da o eluato foi concentrado a vácuo e o resíduo foi redis- 
solvido em 0,2 ml- de água bidestilada.

A cromatografia foi feita em papel Whatmann n9 
1 a temperatura ambiente pela técnica descendente utilizan 
do-se o solvente n-butanol, piridina e água (6:4:3 v/v) du 
rante 24 horas.Os açucares foram detectadas pelo nitrato 
de prata alcalino^.

8. Focalização isoelétrica.

Os pontos isoelétricos das frações enzimãticas



foram determinadas pelo método de focaiização isoelêtrica 
em aparelho LKB (Suécia) conforme método descrito por VES 
TEBERG 72.

A eletrofocalização foi realizada em gradien­
te de sacarose na faixa de pH 3,5 - 11,0 usando-se coluna 
de 110 ml de capacidade com o anodo colocado no topo da 
coluna. A quantidade de proteína eletrofocalizada foi de 

500yg para a fração g-glucosidásica e 580 yg para a fração 
CM-celulásica.

O tempo de eletrofocalização foi de 48 horas 
com uma voltagem inicial de 500 V aumentando-se para 650 
V após algumas horas.

Foram coletados frações de 1,0 ml nos quais
foram feitos imediatamente a dosagem de proteína pelo mé-

73 -todo de WARBURG e CERISTIAN , a atividade enzimatica e
a determinação potenciomêtrica do pH.

9. Eletroforese em gel de poliacrilamida.

As frações 8~glucosidásica (50yg de proteí­
na) e CM-celulãsica (58 yg de proteína) foram submetidas

15a eletroforese em gel de poliacrilamida a 7,5% com tam­
pão borato de sõdio 0,01 M pH 10,0. A eletroforese foi 
realizada a 5 mA por tubo durante 3 horas em equipamento 
ORTEC modelo 4200. '

Finda a eletroforese o gel foi corado por , 2
horas com "Coomassie blue brilliant" 0,25% e descorado _ . 74com uma solução conforme descrito por WEBER & OSBORN .

10. Determinação do fator "C^"

A determinação do componente C-̂



celulãsica foi feita medindo-se a liberação de açucares- Q Isolúveis'em 18 horas e 24 horas de incubação .

A mistura de incubação continha: 20 mg de ce­
lulose (Whatmann Cellulose Powder - CF^), 4 0  y moles de 
tampão acetato pH 5,4, 2 y moles de NaN^, 37,5 yg de pro­
teína para um volume final de 2,0 ml. Após a incubação as 
aliquotas foram centrifugadas a 200 x g por minuto.

Os açucares totais do sobrenadante foram dosa 
dos pelo método do fenol-sulfúrico ^  usando-se como pa­
drão a D-glucose.

11. Especificidade das frações.

A especificidade das frações e do extrato bru 
to foram determinados, incubando-se a mistura enzimãtica 
com os diversos polissacarídeos e oligossacarídeos a 40°C 
por 30 minutos.

A mistura de reação continha: 1,25 mg de po - 
lissacarídeo ou 25 ymoles de oligossacarídeos, 5,8 yg de 
proteína ( 8-glucosidase) e 3,6 yg proteína (CM-celulase), 
50 ymoles de tampão acetato pH 5,4 para volume final de 1,0 
ml.

A liberação dos açucares solúveis foi deternvi
nado pelo método de S O M O G Y I -NELSON^^ para os polissaca

14 «•rídeos e glucose oxidase para os oligossacarídeos.
/

12. Efeito da concentração do substrato.

A ^análise do efeito da concentração de subs­
trato foi feito utilizando-se como substrato a carboxime- 
tilcelulose e a celobiose.

A mistura reativa continha: 5,8 yg proteína



( £-glucosidase) e 3,6 yg proteína (CM-celulase) , 50 ymo-
les. tampão' acetato pH 5,4 e diferentes concentrações de car j 
boximetilcelulose e celobiose.

A liberação dos açucares foram analisadas pe- í

lo método de SOMOGYI^ - NELSON“*’*' para a carboximetilcelulo
14 ~se e glucose oxidase para e celobiose.

13. Determinação do peso molecular.

O peso molecular das frações foi determinado 
em uma coluna de Sephadex G-200 (38,0 cm x 1,0 cm) equili -
brada e eluida com tampão acetato 5 mM pH 5,4 conforme des-

6 * crito por ANDREWS . A quantidade de proteína aplicada foi
de 3,2 mg. Os padrões utilizados foram a hemoglobina (Hbl = 
64000; Hb2 = 48000; Hb3 = 32000 e Hb4 = 16000) de peso mole 
cular) e a soro albumina com os pesos moleculares de: (Alb.
1 = 264r000 Alb. 2 = 198000 Alb. 3 = 132000e Alb. 4 =66000). 
Foram coletadas frações de 1,0 ml e a dosagem de proteína 
foi feita em espectrofotômetro Beckmann pelo método de WAR­
BURG e CHRISTIAN73.

REAGENTES

1. Produtos Químicos.

Os reagentes eram pró-anãlise, provenientes 
de várias fontes: Sigma, Cario Erba, Merck, etc. e eram 
tidos como quimicamente puros.

Sephadex G-100 e G-200 = Pharmacia, Upssala
Sweden.

Amberlite MB-3 = Mallinckrodt Chemical Works.
St. Louis - U.S.A.

J



Extrato de levedura = E. Merck AG.Darmstadt.

Anfolina pH 3,5 - 11,0 = LKB - Bromma-Sweden.

Agar = Oxoid Agar n? 1 - Oxoid Ltd. London. 
Padrão albumina = Sigma Chemical Co.
Padrão hemoglobina —  Sigma Chemical Co.

2. Substratos.

Glicogenio de marisco tipo II (Sigma)
Amido (Merck)
Rafinose, maltose, celobiose, trealose, saca­
rose, lactose, melizitose, a-melibiose, ß - 
melibiose, turanose (Calbiochem, Los Angeles 
U.S.A.).
Carboximetilcelulose (Carboxymethylcellulose 
n9 C -8758 - Sodium salt - Sigma Chemical Com 
pany).
Celulose - (Whatmann CF^ long fibres - W & R- 
Balston Ltd.).
Celulose - (CAMAG - chemie Zellulose pulver - 
Erzeugnisse und adsorptionstechnik AG-Muttenz/ 
Schweiz-Switzerland).
Xilano do caule de Mimosa bracatinga (gentil­
mente cedido pelo Prof. Joao B.C. Corrêa). . -
Serragem de cedro,imbuia e araucária.Casca de 
Arroz.

3.Enzima.
D —glucose oxidase (Sigma Chemical Co.). 
Peroxidase (Sigma Chemical Co.).



RESULTADOS

1. Curva de liberação da enzima.

: 0 maximo de liberação de ambas as enzimas no meio de
cultivo ocorre a partir de 120 horas de crescimento e é 
estável por mais de 480 horas, usando celulose insolú 
vel (0,2 %) como fonte de carbono. Fig. 1.

2. Efeito da fonte de carbono.

A tabela I ilustra as atividades máximas ob­
tidas com as diversas fontes de carbono. A carboximetilce- 
lulose e a celulose insolúvel mostraram ser as melhores 
fontes de carbono, sendo que esta última foi utilizada nos 
experimentos posteriores. : . : : -

3. Obtenção da enzima. f

A figura 2 ilustra o perfil de fracionamento 
da enzima em uma coluna de Sephadex G-100. Observa-se a se 
paração de duas frações distintas, os quais denominamos FI 
para a fração $-glucosidãsica e FII para a fração CM-celu 
lásica.

O fracionamento da fração FII na coluna de 
celulose permitiu uma melhor purificação, eliminando-se ou 
tras proteínas conforme mostra a figura 3. Foi necessário 
a adição de 3 -mercaptoetanol numa concentração final de 
5 mJM â esta fração obtida da coluna de celulose para evitar 
rapida perda de atividade com o decorrer do tempo. Nestas 
condições as frações se mantiveram estáveis por mais de 6 
meses a 49C em pH 5,4. (Tabela II).
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4. Velocidade inicial da reação.

A atividade da enzima foi linear até 
horas de incubação para ambas as frações.

5. Efeito do pH na atividade enzimatica.

Nas condições normais de ensaio o pH 
da fração FI variou de 5,2 a 5,6 enquanto que na 
FII o pH ótimo estã em torno de 4,8 a 5,6 conforme 
4 e 5.

6 . Efeito da temperatura na atividade enzimãtica.

Através das figuras 6 e 7, verifica-se que a 
temperatura ótima para a atividade enzimãtica foi em torno 
de 40°C a 50°C para ambas as frações.

Com relação a estabilidade térmica verificou 
se que a fração FII é muito mais sensível a temperatura 
superiores a 60°C do que a fração FI. A fração FII mantém 
20% da atividade inicial a 60°C enquanto que a fração F I 
retem 50% da atividade inicial na mesma temperatura. A ina 
tivação total ocorria a 100°C.
7. Inativação térmica.

A fração enzimãtica II submetida a inativa- 
çao térmica a 65°C na ausência de substrato verificou- se 
que a enzima mantinha 63% de sua atividade (Figura 8), o 
que não ocorria quando a mesma era submetida a aquecimento em pre­
sença de CMC (Figura 7) observando-se o efeito antagónico com re 
lação as demais enzimas normalmente descritas.

Quando o substrato era o xilano a enzima perdia 
a ação catalítica em 15 minutos (Figura 8).

8. Especificidade das frações.
Na determinação da especificidade das fra-



çoes enzimãticas frente a vários polissacarídeos e oligos . • ■ ■ — 
sacarídeos, foi constatado que a fração FI apresentava a­
tividade sobre os polissacarídeos mas riao apresentava ati 
vidade sobre os oligossacarídeos com exceção da celobiose,
A fração FII apresentava atividade somente sobre os polis 
sacarídeos, conforme Tabela III. Constatou-se também que 
o extrato bruto e a fração FII não possuia atividade so­
bre a celulose bruta, sugerindo que a fração não possui 
o componente C^.

9. Cromatografia em papel do produto da hidrólise.

Observa-se pelas figura 9 , que a fra­
ção FI hidrolisa a carboximetilcelulose convertendo-a di­
retamente em glucose. Por outro lado a fração FII hidroli 
sa a carboximetilcelulose em celobiose para .em seguida 
convertê-la em glucose (Fig. 10) .Verifica-se também leves traços 
de oligossacarídeos; remanescentes na origem.

10. Focalização isoelêtrica.

Os resultados da eletrofocalização mostram 
que a fração FI apresenta 3 picos de proteína e uma só a­
ti vi dade com o ponto isoelêtrico em pH 3,9 (fig. 11) .

. A fração FII apresenta 2 picos de proteína
e uma só de atividade oom o ponto isoelêtrico em pH
11,6 (Fig. 12). ;

11. Eletroforese em gel de poliacrilamida.

A análise eletroforética das frações mos­
trou a presença de mais de uma banda de proteína, porém 
verificou-se que certa quantidade de proteína permanecia 
na origem da coluna de gel. Figura 13. I



12. Efeito da concentração de substrato.

0 efeito da concentração de carboximatilce- 
lulose das atividades enzimáticas das frações FI e FII es;
tá indicada na figura 14. Os valores de Vmax (nmoles /mg/
min) para a fração FI foi de 444 e para a fração FII foi
de 625. Os valores de Km das frações FI e FII foi de
4,0 g/l e 5,0 g/l respectivamente.

Utilizando-se a celobiose como substrato ob
-4 ~tivemos o Km aparente de 7,14 x 10 M para a fraçao FI e

-3 ~1,67 x 10 M para a fraçao FII e a Vmax. foi de 2857 nmo­
les para a fração FI e 200 nmoles para a fração FII (Fig. 
15 e 16) .
13. Determinação do peso molecular por filtração em gel.

Conforme a figura 17, o peso molecular da 
fração FI ê superior a 264000 enquanto que a fração FII 
apresentou peso molecular em torno de 70000.



TABELA I - EFEITO DAS FONTES DE CARBONO.

FONTES DE CARBONO ATIVIDADE ESPECÍFICA

AMIDO 1,70
ARAUCÁRIA 11,0
ARROZ ' 18,0
BRACATINGA : 7,70
CEDRO : 2,20
CMC ; 30,0
CELOBIOSE ; 2,30
CELULOSE • 39,0
IMBUIA 2,30

GLUCOSE 3,00

Crescimento no meio líquido de MARKUS com fontes de carbo­
no na concentração de 0,2% e a 289C com agitação por 11
jdias.. , ' .. ; ■' ' ■ ■ ' ■ ■ ' .
í ’ ■ • ■ ' . ' ' ' . ’ ; ■ .
Atividade específica em nmoles de produto por minuto por 
mg de proteína. v



TABELA XI - ISOLAMENTO DAS FRAÇÕES ENZIMÃTICAS

ETAPAS DE VOL. (ml) PROTEÍNAS CM-CELULASE 8-GLUCQSIDASE PURIFICAÇÃO (vezes)
PURIFICAÇÃO TOTAIS (mg) U.Totais A.Esp. U, Totais A.Esp, CM - Celulase B-Glucosidase

MEIO LIOFILIZADO H*0 37,5 6149 164 9053 241 0 0
SEPHADEX G-100
Fração FI 35,0 2,5 1855 742 7943 3136 4,5 13,0
Fração FII 65,0 18,6 4420 237 2015 108 1,4 0,4
CELULOSE
Fração FII 50,0 4,8 3400 708 — — 4,3 —

ELETROFOCALI-
ZAÇÃO
Fração FI 5,0 0,155 80 516 — — 0,9 —
Fração FII 11,0 0,24 385 160 — — 1,6 ----



TABELA III - ESPECIFICIDADE DAS FRAÇÕES

VELOCIDADE RELATIVA

SUBSTRATOS EXTRATO BRUTO FRAÇÃO FI FRAÇÃO FII

CMC 100 100 100
AMIDO 5 cr»00 21,2
GLICOGÊNIO 10 3,6 17,5
XILANO 165 32,1 167,5
RAFINOSE 0 0 0
MELIZITOSE 0 0 0
TREALOSE 0 0 0
CELOBIOSE 85 114 0
MALTOSE o 0 0
SACAROSE 0 0 0
LACTOSE 0 0 0
8 MELIBIOSE 0 . 0 o
a MELIBIOSE 0 0 0
TURANOSE 0 ....... 0 0

Sistemas de incubação: 3,2 yg proteína (EB); 5 ,8 yg pro­
teína (FI); 3,6 yg proteína (FII); 50 ymoles de 
tampão acetato pH 5,4; 1,25 mg de polissacaríde 
os ou 25ymoles de oligossacarídeos . volume fî  
nal de 1,0 ml. '
Incubação a 40°C por 30 minutos.
EB = 100% = 1141 de atividade específica
FI =100% = 1886 de atividade específica
FII = 100% = 4284 de atividade específica
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Figura 4 - Efeito do pH na atividade enzimática da fração 
FI (Sephadex).

Sistema: 5,0 yg de proteína, 50 ymoles do res­
pectivo tampão, 1,25 mg de CMC para 
um volume final de 1,0 ml. .

Incubação a 40°C por 30 minutos.

®---@ tampão Glicina/HCl - (3,0 - 3,7)
o— — o tampão ácido acético/acetato de sódio 

(4,0 - 5,6)
x—— x tampão imidazòl/HCl - (6,2 - 7,0)
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Figufa 5 - Efeito do pH na atividade enzimática da fração 
FII(Celulose).

Sistema de incubação^ 5,8 yg de proteína, 50 
ymoles do respectivo tampão, 1,25 mg 
CMC para volume final de 1,0 ml.

Incubação de 30 minutos a 40°C.

•---e tampão glicina/HCl (3,0 - 3,7)
o---o tampão acetato de sõdio/ãcido acético

x-
(4,0 - 5,6)

-x tampão imidazol/HCl (6,2 - 7,0).
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Figura 7 - Efeito da temperatura na atividade enzimática 
da fração FII (Celulose).

Sistema de incubação: 5,8 yg de proteína, 50 
ymoles tampão acetato pH 5,4, 1,25 mg 
CMC para volume final de 1,0 ml.

Incubação de 30 minutos para cada temperatura.
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Figura 8 - Inativação térmica a 65°C da fração FII
Sistema de inativação: 1,0 ml da fração FII (Sephadex) maínti
do em tampão acetato 5 mM pH 5,4, foi incubado a 65°C e fo­
ram retirados aliquotas de 0,1 ml,nos tempos indicados para 
determinação da atividade.
Sistema de incubação:

5,8 yg de proteína, 50 ymoles de tampão acetato pH
5,4, 1,25 mg de CMC ou xilano para volume final de
1,0 ml.

«---.--- ©--- .--- © xilanase
celulase   J



Figura 9
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- Cromatografia do produto da hidrólise da fra­
ção FI.(Sephadex).

Sistema de incubação: 1,25 mg CMC, 50 ymoles 
tampão acetato pH 5,4, 5,0 yg de pro 
teína para volume final de 1,0 ml.

Incubação a 40°C nos diversos tempos.
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Figura 10 - Cromatografia do produto da hidrólise da fra­
ção FII. (Sephadex).

Sistema de incubação: 1,25 mg de CMC, 50 ymo- 
les tampão acetato pH 5,4, 5,8 yg pro­
teína para volume final de 1,0 ml.

Incubação a 40°C nos diversos tempos.

/



Figura 11 - Focalização isoelétrica da fração FI.

Sistema: gradiente de sacarose, 500 yg pro 
teína, anfolina pH 3,5 - 11,0.

Tempo de eletrofocalização - 43 horas a 4°C

o-— o--- o - pH
x x----k - Proteína
•--- © © - p-glucosidase
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x 10-3

20-

Sistema de incubação: 5,8 yg de proteína (FI):
3,6 yg de proteína (FII); 50 ymoles 
de tampão acetato pH 5,4; concentrações 
variáveis de carboximetilcelulose para 
um volume final de 1,0 ml.

Incubação a 49°C por 30 minutos.
1. Fm FI — 4,0 g/l ®---@-- ®
2. Km - FII - 5,0 g/l o---o-- o
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Figura 16 - Efeito da concentração de celobiose na fra­
ção FII.

Sistema: 3,6 yg proteína, 50 ymoles tampão a­
cetato pH 5,4 e celobiose em várias 
concentrações para volume final de
1,0 ml.

Incubação por 30 minutos a 40°C.

Km = 1,67 x 10 M.

J
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DISCUSSÃO

As enzimas celulolíticas em presença de deter 
minadas fontes de carbono tem suas atividades aumentadas 
conforme podemos verificar pela tabela I. A celulose em pó 
foi a fonte de carbono mais efetiva testada para indução da oelula 
se de Polyporus circinatus. A liberação da enzima no meio 
de cultura ocorre a partir de 48-72 hs de cultivo , quan 
do ocorre também a autõlise das células, mantendo - cons­
tante a sua atividade além de 3 semanas de cultivo.Não hòu 
ve muita variação no pH do meio de cultivo. Estes dados es 
tão de acordo com a maioria dos trabalhos encontrados na 
literatura (12,57,60,63,64,75). Foi utilizado o meio de 
cultivo de 11 dias por apresentar teor de amiloglucosidase 
diminuida ^

A fração FII (tabela' III) apresentou grande a 
tividade xilanásica e isto sugeria que a enzima em análise 
poderia ser uma xilanase em vez de celulase, contudo, esta 
fração quando incubada a 65°C por 15 minutos perdia total­
mente a atividade sobre o xilano mantendo a ação hidroliti 
ca sobre a carboximetilcelulose. .

Em estudos recentes observou-se que algumas
celulases do Trichoderma viride ^  e Irpex lacteus ^  apre

- " 4 1sentavam atividade xilanasica. KANDA et al mostraram,
que a atividade xilanásica era intrinseca em relação a ce­
lulase homogênea do Irpex lacteus.

A celulase do Aspergillus niger descrito por 
13 ~CLARKE e STONE , nao tinha a capacidade de hidrolisar o 

xilano. Em contraste, o manano era hidrolizado pela enzima 
deste fungo.

A maioria das celulases dos fungos possuem



PH ótimo na faixa de 4,5 a 7,0 ».21,22,31,44,53,55,56,62 ,
68,75,79 corn exceçg0 algumas celulases do Aspergillus -

36 38 -niger ' que possuem pH ótimo entre 2,3 a 4,0. 0 pH õti
mo da fração FI e FII do Polyporus circinatus (figuras 4
e 5) variou de 5,2 a 5,6 e de 4,8 a 5,6 respectivãmente,es
tando em concordância com a maioria das citações.

A temperatura ótima foi de 40°C a 50°C para
ámbas as frações FI e FII (figuras 6 e 7), sendo semelhan­
te a de outros trabalhos citados na literatura 22,36,38,
44.62 - -. A enzima e estável a temperatura de 4°C em pH 4,8
a 5,6 por mais ou menos 6 meses e ê estável a temperatura
ambiente pelo menos por 96 horas.

3 6HüRST et al verificaram que a celulase do 
Arpergillus niger era estável a 25°C numa faixa de pH en­
tre 1 a 9.

O fracionamento do filtrado de cultura de dois
< 30 77fungos celulolíticos, Trichoderma koningii ' e Tricho-

derma viride indicam que pelo menos tres tipos de fun
ções diferentes de enzimas são necessários para hidrolisar

6 0a celulose altamente ordenada. Estudos de REESE et al re 
velaram que tres tipos de enzimas, denominadas "C^", '’Cx,!e 
8 -glucosidase (celobiase), agem sinergisticamente na de­
gradação da celulose nativa 64,77^ investigações recentes 
demonstraram que a enzima "C^" do Trichoderma viride  ̂ e 
Trichoderma koningii são provavelmente 8~1,4-glucano celo- 
biosilhidrolase.

No fracionamento do filtrado de cultura do 
Polyporus circinatus, se observou a presença de no mínimo 
duas frações com atividade sobre a celobiose e carboxime - 
tilcelulose, porém nenhuma das frações apresentava ativida 
de sobre a celulose. Portanto, o componente "C^" postulado :



por REESE et a l ^  não foi detectado no sistema enzimãtico 
do fungo.

Na análise do produto de hidrólise da enzima 
sobre a CM-celulose (figuras 9 e 10), a fração FI revelou 
desde os primeiros estágios da reação a presença de gluco­
se enquanto que a fração FII apresentou primeiro a celo- 
biose que gradualmente era convertido em glucose, devido 
a presença de traços de g-glucosidase (FI) na fração FII.

33HIRAYANA et al observaram que a g-glucosi- 
dase altamente purificada da Pyricularia oryzae, crescida 
em meio contendo celulose como fonte de carbono, degrada­
va os ft-glucooligossacarídeos e g -1,4-glucanos solúveis 
como a carboximetilcelulose, fornecendo unidades de gluco­
se da parte não redutora. A fração I do P.circinatus está em 
concordância com a g-glucosidase da P. oryzae, enquanto que a fra
ção FII está de acordo com a g- glucosidase do T. viride. A - gluco-

65sidase do Trichoderma viride , primeiro rompe as unidades de ceio 
biosil dos terminais não redutores das carboximetilcelulo­
se e de oligossacarídeos para depois fornecer a glucose.Con9tudo, BERGHEM et al verificaram que a g-glucosidase do 
Trichoderma viride era incapaz de hidrolisar a carboximetil 
celulose.

A eletrofocalização das frações FI e FII a­
presentam como ponto isoelêtrico o pH em torno de 3,9 e 
11,65 respectivamente. Confirmando os resultados obtidos 
na eletrofocalização, na análise eletroforética em gel de 
poliacrilamida das frações, observou-se que na fração FII 
uma das proteínas permaneceu na origem da coluna de gel 
devido ao seu ponto isoelêtrico ser em torno de 11,65.

1 2AHLGREN et al ' trabalhando com enzimas do 
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Stereum sanguinolen 
tum, Fornes annosus e Chrysosporium lignorum, postularam 
que, com poucas exceções o ponto isoelêtrico das enzimas
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variavam numa faixa de pH 3,9 a 4,7. A g-l,4-glucano ceio 
biosilhidrolase do Trichoderma viride^  possuia um alto 
teor de amino ácidos (21,0%) em contraste com o baixo te­
or de amino ácidos básicos (5,5%) e este fato era consis­
tente com o baixo ponto isoelétrico da enzima que era em 
torno de pH 3,79.

Usando-se como substrato a carboximetilcelu-
lose o Km das frações FI e FII do Polyporus circinatus fo
ram de 4,0 g/l e 5,0 g/l respectivamente enquanto que u-

-4sando a celobiose como substrato o Km foi de 7,0 x 10 M
~ -3 ~para a fraçao FI e 1,0 x 10 para a fraçao FII.

4ALMIN et al verificaram que o Km para os
diferentes endo 1,4-g-glucanases do Sporotrichium pulveru
lentum, usando-se CM-celulose como substrato, variava

3 18 28 33entre 2 a 9 g/l. Outros autores ' ' ' publicaram que
os valores de Km para as endo g -1,4-glucanases de diferen 
tes fontes e pureza, usando-se carboximatilcelulose como 
substrato, variavam de menos de 0,07 g/l a 44 g/l.

6 7SHOEMAKER et al estudando as endoglucana - 
ses do Trichoderma viride, observaram que pela análise da 
sedimentação equilibrada o peso molecular das endoglucana
ses II, III e IV. foram de 37200, 52000 e 49000 respectiva

' * 33mente. HIRA.YAMA et al estudando a 6 -glucosidase (da
Pyricularia oryzae, observaram que esta enzima possuia
um peso molecular de aproximadamente 240000.

O sistema celulásico do Botryodiplodia theo-
71 .bromae Pat. estudado por UMEZURIKE apresentava cinco

celulases cujos pesos moleculares variavam de 4;800 a
48.000 e quatro 6 -glucosidases com pesos moleculares en
tre 45.000 a 380.000. As formas moleculares predominantes
de B-glucosidase e celulases nos filtrados pareciam ser

 ______ J



afetados pela idade das culturas. A celulase com menor pe­
so .molecular era a enzima predominante nas culturas jovens 
porêm estava ausente em culturas velhas.

A fração FI estudada possui um peso molecu­
lar acima de 264000 enquanto que a fração FII apresenta um 
peso molecular em torno de 70.000.

Tendo em vista a baixa produção da enzima 
é a ausênçia do componente "C^" necessária para uma hidró­
lise mais efetiva da celulose nativa, a possibilidade do u 
so da enzima produzida pelo fungo produtor de galactose o­
xidase para fins industriais é muito restrita.



RESUMO

A enzima celulolítica tem a sua atividade au­
mentada em presença de determinadas fontes de carbono. A
celulose em pó foi a fonte de carbono mais efetiva.

A liberação da enzima, usando-se celulose co­
mo fonte de carbono* ocorre a partir do 59 dia e permanece 
constante por 3 semanas.

O fracionamento do meio de cultura liofiliza- 
do em Sephadex G-100 apresentou 2 frações, uma fração com 
atividade de 6-glucosidase e uma fração com atividade de 
CM-celulase.

A temperatura õtima foi em torno de 40°C a
509C para ambas as frações e o pH ctimo foi em torno de 5,2
a 5,6 para a fração FI e em torno de pH 4,8 a 5,6 para a
fração FII.

A eletrofocalização apresentou como ponto iso |
elétrico o pH em torno de 3,9 para a fração FI e 11,65 pa­
ra a fração FII.

Tantõ a fração FI e FII são especificas somen 
te para polissacarideos com exceção da fração FI que tem 
especificidade também sobre o oligossacarldeo celobiose.

i
0 peso molecular da fração FII foi estimado

em torno de 70.000 enquanto que a fração FI apresenta um
peso molecular superior a 264.000.
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