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Resumo: Celulases sdo biocatalisadores da hidrolise do homopolimero de celulose, as quais
atuam em diversos processos industriais, como industria de alimentos e biocombustiveis. O
presente trabalho avaliou o potencial de producdo qualitativa de celulases a partir de fungos
filamentosos preservados em silica-gel. Os isolados foram reativados em meio de cultura
solido contendo farinha de aveia, repicados em meio de cultura solido contendo
carboximetilcelulose incubados a 30 °C, por sete dias. A atividade foi avaliada
qualitativamente por revelacao com Vermelho Congo. A formacgado de halos claros indicou
degradacdo da carboximetilcelulose tendo como destaque os fungos F48083 e CF321A.
Pode-se verificar que hda microrganismos potenciais celuloliticos ainda pouco explorados na
natureza, justificando a prospecgdo de fungos filamentosos e a identificagdo do potencial de

sintese enzimdtica com aplicagdo biotecnologica.
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INTRODUCAO

Fungos filamentosos sdo organismos eucarioticos
pluricelulares, que apresentam grande relevancia
biotecnologica devido a capacidade de secretar
enzimas (Santos et al., 2026). A investigacdo do
potencial enzimatico desses fungos permite identificar
microrganismos capazes de produzir hidrolases
extracelulares, ampliando as possibilidades de
aplicagdes em diversos processos industriais como
industria  téxtil, farmacéutica, alimentos e
biocombustiveis (Batista ef al., 2024). Muitos desses
microrganismos podem ser encontrados associados a
substratos naturais e materiais vegetais, incluindo
frutos do café, onde atuam sobre a superficie externa
dos tecidos e participam de diferentes processos
biolégicos e fermentativos (Pina et al., 2024).

Os fungos  filamentosos  sdo  organismos
decompositores e cosmopolitas, sendo encontrados
em diversos habitats como solos, dguas e ar. Essa
caracteristica estd diretamente relacionada com a
facilidade de secretarem uma diversidade de enzimas
ao substrato onde ocupam, atuando na hidrolise de
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moléculas  poliméricas  formando  pequenos
oligdmeros e mondmeros, que sdo absorvidos pelos
microrganismos e metabolizados.

Entre as enzimas de maior interesse produzidas por
esses fungos destacam-se as celulases, responsaveis
pela degradagdo da celulose presente em materiais
lignoceluldsicos liberando agtcares fermentesciveis
importantes para diferentes processos biotecnologicos
(Varandas, 2020 ¢ SINGH ef al., 2023).

A biomassa vegetal possui estrutura complexa, sendo
composta principalmente por celulose, hemicelulose e
lignina, o que dificulta sua degradagdo e
aproveitamento em escala industrial. A lignina atua
como uma barreira estrutural da parede celular
vegetal, reduzindo a acessibilidade das enzimas a
celulose (EZEA, 2025).

Segundo Seddiqi et al. (2021), a celulose é um
polissacarideo linear constituido por unidades de D-
glicose unidas por ligagdes do tipo f-1,4-glicosidicas
formando cadeias longas e ndo ramificadas. Essas
cadeias se organizam em estruturas altamente
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ordenadas, estabilizadas por extensas ligagdes de
hidrogénio intra e intermoleculares, o que resulta em
regides cristalinas e amorfas distribuidas ao longo da
fibra celuldsica. Essa organizagdo estrutural confere a
celulose elevada resisténcia mecanica, baixa
solubilidade em agua e grande estabilidade quimica,
caracteristicas que dificultam sua degradag@o natural
(Seddiqi et al., 2021).

A hidrolise completa da celulose ¢ mediada pela agéo
sinérgica das trés classes de enzimas, sendo essas (1)
as endoglucanases (EC 3.2.1.4), que atuam de forma
aleatoria na regido interna das cadeias de celulose,
promovendo a ruptura das ligagdes fS-1,4-glicosidicas
entre os componentes de sua composi¢ao, em especial
na regido amorfa da celulose. Consequentemente, sdo
formados novos pontos de abertura ao longo da cadeia,
facilitando o acesso de outras enzimas, além das
proprias celulases, (2) as exoglucanases (EC 3.2.1.91),
conhecidas como celobiohidrolases, que agem nos
limites redutores e ndo-redutores das cadeias de
celulose, que removem unidades de celobiose de
forma sequencial, ¢ (3) as p-glicosidases (EC
3.2.1.21), que sdo responsaveis pela finalizacdo do
processo de hidrélise enzimatica, sendo catalisadoras
na conversdo da celobiose em glicose. Essa etapa ¢é
essencial para evitar o acumulo, que, em excesso, pode
atuar como inibidor das outras enzimas presentes no
processo, reduzindo a eficiéncia do processo de
hidrélise enzimatica pelas celulases (Ferreira, 2008)
(Figura 1).

Figura 1. Imagem representativa da hidrolise da
celulose pela agdo das celulases.
Fonte: autoria propria.

Diante disso, torna-se necessaria a busca por
processos mais eficientes de hidrolise enzimatica e por
microrganismos com elevada capacidade de produgéo
e secregdo de enzimas lignoceluloliticas.

Logo, o presente trabalho teve como objetivo
identificar fungos filamentosos com potencial de
produgdo de celulases por meio da técnica de
revelacdo com vermelho Congo em meio de cultura
solido contendo carboximetilcelulose.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratdrio de Micologia,
Enzimologia e Desenvolvimento de Produtos
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(LMEDP), vinculado ao Instituto de Ciéncia e
Tecnologia (ICT), a Universidade Federal dos Vales
do Jequitinhonha e Mucuri (UFVIM) campus JK,
Diamantina, Minas Gerais, Brasil. O microrganismo
utilizado neste trabalho foi cadastrado no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob
numero A64AD93.

Microrganismos em estudo

Os fungos filamentosos utilizados nesse estudo sdo
provenientes do banco de fungos do LMEDP onde
estavam preservados em silicas-gel. Este método ¢é
amplamente empregado para a preservagdo de
microrganismos por longos periodos, por contribuir
para a manutencdo da viabilidade celular e da
estabilidade metabodlica das culturas (Lynd et al.,
2002). Os isolados fungicos avaliados foram
identificados pelos codigos: CF321A, CF321B,
F48083, F48231, F72011 e F96122, conforme a
nomenclatura previamente utilizada por Pina et al.
(2024) e adotada pelo banco de fungos do laboratorio.

Os fungos foram isolados de frutos do cultivar Coffea
arabica Catucai 144 cultivados na fazenda
experimental do Nucleo de Estudos em Cafeicultura
(NECAF/UFVIM), a 1.384 m de altitude, sendo
mantidos em silicas-gel. Os microrganismos em
estudo foram dois provenientes de frutos nao
fermentados (CF321A e CF321B), dois referentes a
fermentacdo de 48 horas (F48083 e¢ F48231), um
referente a fermentacdo de 72 horas (F72011) e um
referente a fermentacdo de 96 horas (F96122).

Ativagdo das silicas-gel e verificagdo de pureza das
culturas

Para a reativacdo dos isolados, as silicas foram
transferidas para placas de Petri contendo meio de
cultivo sélido composto por 4% (m/v) de farinha de
aveia e 2% (m/v) agar bacteriologico (Emerson,
1941). As placas foram incubadas em estufa
bacteriologica, a 30 °C, durante sete dias, para
recuperacao e crescimento fiingico.

Repique pontual em meio de cultura solido contendo
carboximetilcelulose

Apbs a verificagdo da viabilidade das linhagens e que
as mesmas se encontravam isoladas, os fungos
filamentosos foram repicados pontualmente, ao centro
da placa de Petri, contendo meio de cultura sélido
suplementado com carboximetilcelulose (CMC)
utilizada como unica fonte de carbono.

O meio contendo CMC foi preparado utilizando 1%
(m/v) de carboximetilcelulose e 2% (m/v) de agar
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bacterioldgico. Apds o preparo, o meio foi submetido
ao processo de esterilizagdo em autoclave a 121 °C,
durante 30 minutos, 1 atm, garantindo a eliminagdo de
possiveis contaminantes.

Apo6s o repique dos fungos nos meios, 0os mesmos
foram mantidos em estufa bacteriologica a 30 °C, por
sete dias. Esse periodo permitiu o crescimento
micelial dos fungos e a possivel secre¢ao de enzimas
capazes de degradar a carboximetilcelulose presente
no meio de cultivo.

Analise qualitativa da produgao de celulases

A avaliagdo da atividade qualitativa das celulases foi
realizada por meio da técnica de revelagdo utilizando
solucdo de Vermelho Congo a 0,1% (m/v), método
amplamente utilizado para detec¢do da degradacdo de
substratos celuldsicos em meios solidos. Apds o
periodo de incubacdo, aproximadamente 10 mL da
solugdo corante foram adicionados sobre a superficie
das placas de Petri contendo os isolados,
permanecendo em contato com o meio durante cerca
de 15 minutos, possibilitando a interagdo do corante
com a celulose ndo degradada.

Em seguida, o excesso de Vermelho Congo foi
removido e substituido por, aproximadamente, 10 mL
de solugdo de cloreto de sodio (NaCl) 1 M,
permanecendo em contato com as placas por 15
minutos. Essa etapa foi realizada com a finalidade de
remover o excesso de corante ndo aderido ao meio e
intensificar o contraste entre as regides degradadas e
nao degradadas da carboximetilcelulose.

Posteriormente, as placas foram submetidas a lavagem
com solugdo de acido acético a 0,5%, procedimento
utilizado para aumentar a nitidez dos halos de
hidroélise observados ao redor das coldnias fungicas. A
presenca desses halos claros foi considerada indicativa
da degradagdo da celulose presente no meio e,
consequentemente, da producdo de enzimas
celuloliticas pelos fungos avaliados.

As etapas metodologicas realizadas neste estudo,
desde a selegdo e ativagdo dos isolados fungicos até a
analise qualitativa da atividade celulolitica, estdo
representadas de forma esquematica na Figura 2.
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Condugao do estudo no LMEDP/UFVIM,
campus JK, Diamantina-MG
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Figura 2. Etapas da metodologia empregada na
triagem qualitativa de fungos filamentosos produtores
de celulases.

Reprodutibilidade dos Experimentos

Todas as analises foram realizadas em duplicatas e as
medidas foram obtidas pela média final.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A formagao de halos de hidrolise em meios contendo
substratos celuldsicos ¢ muito utilizada em estudos de
prospecgdo de microrganismos produtores de
enzimas, por permitir a identificagdo preliminar de
fungos com potencial para a degradacdo da celulose.

Os resultados obtidos demonstraram diferencgas
descritivas no potencial celulolitico dos isolados
avaliados, evidenciadas pela variagao na formagao dos
halos de  hidrolise em  meio  contendo
carboximetilcelulose. Valores maiores de halo
indicam maior degradagdo da carboximetilcelulose e,
consequentemente, maior potencial de producdo de
enzimas celuloliticas pelos fungos avaliados.

Pode-se observar que o fungo com codigo F48083
apresentou o maior halo enzimatico observado, com
0,70 cm, indicando maior capacidade aparente de
degradagdo da carboximetilcelulose nas condicdes
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avaliadas. Em seguida, destacou-se o isolado CF321A,
com halo de 0,66 cm. Os isolados F96122, CF321B e
F72011 apresentaram halos intermediarios, variando
entre 0,40 cm, 0,30 cm e 0,30 cm respectivamente. Ja
o isolado F48231 apresentou halo de 0,24 cm,
indicando menor atividade celulolitica entre os fungos
avaliados (Tabela 1).

Em relagdo ao crescimento dos fungos filamentosos,
pode-se observar que todos tiveram um crescimento
superior a 1,0 cm de raio micelial, destacando-se o
CF321B com 2,30 cm ¢ CF321A com 1,90 cm (Tabela

).

Tabela 1. Crescimento micelial e formagdo de halo
enzimatico dos isolados fungicos cultivados em meio
suplementado com carboximetilcelulose.

Raio micelial Halo enzimatico

Fungos

(cm) (cm)
CF321A 1,90 0,66
CF321B 2,30 0,30
F48083 1,80 0,70
F48231 1,56 0,24
F72011 1,70 0,30
F96122 1,60 0,40

Mendes et al. (2024) ao avaliarem fungos

filamentosos isolados de silagem de milho utilizaram
meio sélido contendo 1% de carboximetilcelulose e
com incubagdo a 30 °C por sete dias, condi¢des
semelhantes as empregadas no presente estudo. Nesse
tipo de ensaio, a presenca de halos claros ao redor das
colonias apds a revelagdo com Vermelho Congo foi
associada a possivel produgdo de celulases,
constituindo um indicativo inicial da atividade
celulolitica desses microrganismos. Dessa forma, a
comparacdo dos halos formados pelos diferentes
fungos avaliados possibilita uma analise inicial de sua
capacidade enzimatica e auxilia na selecdo de
linhagens promissoras para estudos posteriores de
otimizagdo e quantifica¢do da producdo enzimatica.

A utilizagdo de CMC em meio s6lido é empregada em
ensaios de triagem de microrganismos celuloliticos,
pois permite selecionar isolados capazes de crescerem
nesse substrato e, posteriormente, avaliar a possivel
secrecdo de enzimas envolvidas na degradagdo da
celulose (Mendes et al., 2024). Por se tratar de um
derivado solavel da celulose, a CMC favorece a
observacdo da atividade de enzimas do tipo
carboximetilcelulases, sendo adequada para triagens
preliminares em meio sélido.
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Pinheiro Junior e Castro (2024) observaram que
algumas linhagens apresentaram crescimento em meio
contendo carboximetilcelulose, mas ndo formaram
halos apo6s a revelagdo com Vermelho Congo,
sugerindo auséncia ou baixa atividade detectavel de
carboximetilcelulas extracelular. Esses resultados ndo
corroboram com nossos estudos, uma vez que todos os
fungos analisados cresceram no meio e tiveram halos
enzimaticos.

A formagdo de halos em meio contendo
carboximetilcelulose ¢ amplamente utilizada como
método preliminar de triagem de fungos produtores de
celulases, pois permite identificar microrganismos
capazes de secretar enzimas extracelulares envolvidas
na degradacdo da celulose. Entretanto, por se tratar de
uma analise qualitativa, a presenca ¢ o tamanho dos
halos devem ser interpretados apenas como
indicativos 1iniciais do potencial enzimatico dos
isolados, sendo necessarios estudos quantitativos
posteriores para determinagdo mais precisa da
atividade celulolitica (Singh et al., 2023).

A variac¢do observada entre os isolados avaliados esta
de acordo com estudos de prospec¢do de
microrganismos celuloliticos, nos quais diferentes
linhagens apresentaram respostas distintas quanto ao
crescimento em meio contendo CMC ¢ a formacao de
halos apds a revelacdo. Essa diferenca pode estar
relacionada a capacidade metabolica de cada
microrganismo isolado, a eficiéncia de secrecdo das
enzimas no meio sélido. Assim, a formagdo de halos
ndo deve ser interpretada apenas como resultado do
crescimento micelial, mas como um indicativo da
capacidade do microrganismo em degradar a
carboximetilcelulose presente no meio.

Além da origem do substrato, a produgdo de celulases
pode ser influenciada por diferentes fatores, como a
composi¢do do meio de cultura, a fonte de carbono
utilizada, o tempo de incubag@o, a temperatura, o pH
e as caracteristicas fisiologicas proprias de cada fungo.
Os fungos filamentosos sdo amplamente descritos na
literatura como importantes produtores dessas
enzimas, principalmente devido a capacidade de
secretar enzimas extracelulares em quantidades
expressivas. Géneros como Aspergillus, Trichoderma
e Penicillium sido frequentemente relacionados a
produgdo de celulases. No entanto, no presente estudo,
os isolados foram avaliados apenas por seus codigos
de identificagdo, sem a realizacgdo de uma
caracterizagdo taxondmica detalhada. Assim, ndo é
possivel associar os fungos analisados a géneros
especificos, sendo recomendada, para estudos futuros,
a identificagdo morfologica e/ou molecular dos
isolados.
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A formagdo dos halos enzimaticos apos a revelagéo
com Vermelho Congo evidenciou diferengas no
potencial celulolitico entre os isolados avaliados, com
destaque para o isolado F48083, que apresentou maior
halo de degradagdio em meio contendo
carboximetilcelulose, conforme observado na Figura
3.

CF32B

F96122

F72011

CF321A F48083
Figura 3. Formacao de halos enzimaticos dos isolados
fingicos em meio contendo carboximetilcelulose apds
revelacdo com Vermelho Congo.

Nesse contexto, os isolados que apresentaram maiores
halos, especialmente F48083 ¢ CF321A, podem ser
considerados candidatos promissores para etapas
posteriores de avaliagdo. No entanto, por se tratar de
uma analise qualitativa, recomenda-se que estudos
futuros incluam ensaios quantitativos de atividade
enzimatica, além da avaliac¢do de diferentes condi¢des
de cultivo, como tempo de incubagdo, temperatura, pH
e concentragdo da fonte de carbono. Essas etapas sdo
importantes para confirmar o potencial dos isolados e
direcionar sua possivel aplicagdo em processos
biotecnologicos relacionados a degradagdo de
residuos lignocelulodsicos e a produgdo de enzimas de
interesse industrial (Santos et al., 2026).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitiram observar diferengas
no potencial celulolitico dos fungos filamentosos
avaliados, evidenciados pela formagdo de halos de
hidrolise em meio contendo carboximetilcelulose.
Entre os isolados estudados, destacaram-se aqueles
que apresentam maiores halos de degradacdo,
indicando maior potencial para producdo de enzimas
celuloliticas extracelulares nas condigdes analisadas.

A variagdo observada entre os isolados demonstrou a
importancia da triagem inicial como etapa de selecdo
de linhagens promissoras, uma vez que nem todos os
fungos apresentaram o mesmo comportamento quanto
a degradacdo da CMC. Dessa forma, a analise
qualitativa realizada permitiu identificar isolados com
possivel interesse biotecnologico, especialmente para
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F48231

aplicagdes relacionadas a degradagdo de materiais
celulosicos e ao aproveitamento de biomassas
lignoceluldsicas.

Assim, o estudo contribuiu para a prospecgdo de
fungos filamentosos produtores de celulases e reforga
a necessidade de investigagdes posteriores, incluindo
ensaios (quantitativos de atividade enzimatica e
estudos de otimiza¢do das condi¢des de cultivo. Essas
etapas poderdo confirmar o potencial dos isolados
selecionados e direcionar sua aplicagdo em processos
industriais, ambientais e biotecnologicos mais
sustentaveis.
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