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RESUMO 

 
Trichoderma spp. de solos da Floresta Amazônica como fonte de enzimas celulolíticas 

 
A Floresta Amazônica, o maior bioma brasileiro, é caracterizado pela ampla 

diversidade e heterogeneidade de seus ecossistemas. Os solos amazônicos, em geral, abrigam 
elevada diversidade microbiana que desempenha papeis importantes na ciclagem de nutrientes, 
mediante a decomposição da matéria orgânica. Dentre os micro-organismos, os fungos se 
destacam como os principais agentes envolvidos na biodegradação. Esses micro-organismos 
produzem um coquetel de enzimas do complexo celulolítico que são de grande importância 
biotecnológica. Desse modo, diante da importância econômica dos fungos, o presente trabalho 
propôs, acessar fungo do gênero Trichoderma, obtidos de solos da Floresta Amazônica, na 
busca por linhagens com alto potencial celulolítico. Assim, a partir de amostras de solos 
coletados em doze pontos da floresta foram obtidos 151 isolados de Trichoderma spp. O 
sequenciamento do gene que codifica para o de elongação da transcrição alfa-1, evidenciou a 
prevalência de sete espécies de Trichoderma. Do total de isolados, as mais abundantes foram: 
Trichoderma spirale (37%), Trichoderma strigosum (22%), Trichoderma harzianum (18%) e 
Trichoderma asperellum (17%). As linhagens foram submetidas a triagem para atividade 
celulolítica. Duas linhagens, T. harzianum AMS 23.14 e T. harzianum AMS 29.14 
apresentaram atividade enzimática superior ao padrão, T. reesei RUT C-30 e foram submetidas 
a avaliação da atividade enzimática em diferentes condições de cultivos (bagaço de cana-de-
açúcar tratado e não tratado, em dois pHs: 3 e 5). Foi observado atividade superior das linhagens 
amazônicas para as três enzimas estudadas (endoglucanase, exoglucanase e β-glicosidase), 
quando comparadas à linhagem padrão utilizada. A atividade enzimática foi positivamente 
influenciada pelo pH ácido, assim como pelo substrato não tratado. A partir destes resultados é 
notório que as linhagens isoladas desse bioma possuem grande potencial de atividade 
celulolítica, e que estudos mais aprofundados podem proporcionar o futuro emprego desses 
fungos em diversas áreas industriais. 

 
Palavras-chave: Floresta Amazônica; Trichoderma; Celulase; Biodiversidade  
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ABSTRACT 

 

Trichoderma spp. from Amazon Forest soils as source of cellulolytic enzymes 

 
The Amazon Rain Forest, the largest Brazilian biome, is characterized by the wide 

diversity and heterogeneity of its ecosystems. Amazonian soils, in general, harbor high 
microbial diversity that plays important roles in the cycling of nutrients, through the 
decomposition of organic matter. Among the microorganisms, fungi stand out as 
biodegradation agents. These microorganisms produce cellulolytic enzymes that are of great 
economic and biotechnological importance. The present work proposed to access the fungal 
population of the genus Trichoderma, isolated from Amazonian Forest soils, in the search for 
lineages with high potential of cellulolytic activity. Twelve soil samples were collected, 
resulting in the isolation of 151 strains of Trichoderma spp. Gene sequencing of the alpha-1 
transcription elongation factor region with the EF1 and TEFR primers evidenced the prevalence 
of seven Trichoderma species. Of the total isolates, Trichoderma spirale (37%), Trichoderma 
strigosum (22%), Trichoderma harzianum (18%) and Trichoderma asperellum (17%) were the 
most abundant. The strains were screened for qualitative cellulolytic activity in solid medium 
and quantitative in liquid medium. Two strains, T. harzianum AMS 23.14 and T. harzianum 
AMS 29.14 showed enzymatic activity superior to T. reesei RUT C-30, and were sent to the 
evaluation of the enzymatic activity in different conditions (sugarcane bagasse treated and 
untreated, in two pHs: 3 and 5). Superior activity of the Amazonian strains was observed for 
the three enzymes studied (endoglucanase, exoglucanase and β-glucosidase) when compared to 
the T. reesei RUT C-30 standard. The enzymatic activity was positively influenced by pH 3, as 
well as by the untreated substrate. From these results, it is well known that isolated strains of 
the Amazonian environment have a great potential for cellulolytic activity, and that further 
studies may provide the future employment of these strains in several areas of industry. 

 

Keywords: Amazon rain forest; Trichoderma; Cellulase; Biodiversity 
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1 INTRODUÇÃO 

A Floresta Amazônica é conhecida pela elevada biodiversidade e por possuir grande 

importância econômica, ambiental e cultural. O solo amazônico abriga elevada diversidade 

microbiana que desempenha papel importante na ciclagem de nutrientes. 

Uma fração da diversidade microbiana presente nesse bioma é representada por fungos 

que participam da decomposição e mineralização dos resíduos orgânicos. Esses resíduos são 

compostos por celulose – cadeias com alto grau de polimerização que conferem resistência à 

planta contra o rompimento de parede celular. A degradação da celulose ocorre através da ação 

de três tipos de enzimas, que interagem de forma sinergética: as endoglucanases, que clivam 

ligações internas da fibra celulósica, as exoglucanases, que atuam na região externa da celulose 

e as β-glicosidases, que hidrolisam a celobiose em glicose (LYND et al., 2002). Atualmente, 

estas enzimas são de grande interesse biotecnológico, sendo empregadas em diversas áreas 

industriais, tais como: alimentícia, têxtil, fabricação de rações animal, indústria de bebidas 

(cerveja, vinhos e sucos), além da indústria de papel e na produção de biocombustíveis. 

Muitos micro-organismos são capazes de produzir celulases in vitro, como Trichoderma 

ressei RUT C-30, o fungo modelo mais utilizado em estudos de atividade enzimática. 

Entretanto, as quantidades não são satisfatórias para as aplicações industriais, havendo 

necessidade de prospectar micro-organismos alternativos que produzam quantidades altamente 

expressivas de enzimas em condições favoráveis e com substratos mais baratos.  

 Um dos resíduos agrícolas de ampla disponibilidade é o bagaço de cana-de-açúcar. De 

acordo com os registros do Laboratório Nacional de Ciência e Tecnologia do Bioetanol 

(CTBE), o Brasil é um dos maiores produtores de cana-de-açúcar do mundo. Só no ano de 2016, 

a produção foi de 649 toneladas, a maior produção mundial. 

 Com o crescimento populacional, a tendência é que ocorra o aumento da produtividade 

agrícola e, consequentemente, o aumento dos resíduos agroindustriais. Estes materiais, quando 

não utilizados pela indústria na geração de energia através da queima, ocasionam problemas ao 

meio ambiente quando descartados indevidamente. Um destino alternativo é a utilização desses 

resíduos para produção de enzimas em larga escala e na produção de bioetanol de segunda 

geração.  O bioetanol é um combustível com custo menos elevado, além de prover menor 

emissão de gases poluentes, pois o CO2 emitido é reabsorvido pela cana-de-açúcar, o que torna 

esse processo ainda mais vantajoso. 

Diante da enorme biodiversidade da Floresta Amazônica e da alta concentração de 

biomassa vegetal depositada nos solos, este trabalho buscou acessar linhagens superiores do 
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fungo Trichoderma, quanto ao seu potencial de hidrólise da celulose.    
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Floresta Amazônica e biodiversidade 

A Floresta Amazônica é o maior bioma do Brasil. É considerada, mundialmente, como 

o grande hotspot de biodiversidade do planeta, abrigando mais de 20% das espécies terrestres 

conhecidas (RAVEN, 1988). Segundo dados do Ministério do Meio Ambiente, o bioma contém 

30 mil espécies de plantas, incluindo 2.500 espécies de árvores que somam um terço de toda a 

madeira tropical do mundo. Sua bacia hidrográfica é a maior do mundo, com 1.100 afluentes. 

Seus recursos naturais representam uma fonte abundante de riqueza natural, pois, além da 

madeira, incluem enormes estoques de borracha, castanha, peixes e minérios, entre outros. 

Apesar da exuberante floresta, os solos amazônicos são, em geral, pobres em nutrientes 

tornando o ecossistema frágil. A fertilidade do solo é naturalmente baixa e a sua manutenção 

depende basicamente da ciclagem de nutrientes da liteira (CENCIANI et. al., 2009). O solo da 

Floresta Amazônica abriga elevada biodiversidade microbiana, responsável pela decomposição 

dos materiais orgânicos com consequente liberação de nutrientes em formas inorgânicas, 

absorvidos pelas raízes das plantas (CENCIANI, 2009). Os micro-organismos exercem papel 

fundamental no equilíbrio dos ambientes terrestres e aquáticos da floresta por participarem de 

ciclagem de importantes nutrientes, tais como carbono, nitrogênio e enxofre (HACKL et al., 

2004; WERTZ et al., 2006); de forma que o funcionamento dos ecossistemas terrestres na 

Amazônia ocorre de forma integrada existindo uma co-dependência entre todos seus 

componentes, e a diminuição ou o desaparecimento de um deles coloca em risco todo seu 

equilíbrio (MOURA; PELEJA; FARIA, 2011).  

 

2.2 O gênero Trichoderma  

 O gênero Trichoderma (Filo: Ascomycota; Classe: Sordariomycetes; Ordem: 

Hypocreales; Família: Hypocreaceae), são fungos de vida livre, que se reproduzem 

assexuadamente (HARMAN et al., 2004). São caracterizados pela produção de conídios 

formados a partir de células conidiógenas, contidas ou não em estruturas especializadas; ou por 

fragmentação do talo micelial (KRUGER e BACCHI, 1995) (Figura 1). 
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Figura 1. Ciclo de vida assexual de Trichoderma sp. adaptado de Kruger e Bacchi (1995) 

 

Fungos do gênero Trichoderma são cosmopolitas e apresentam importantes funções 

ecológicas, pois participam da decomposição e mineralização de resíduos vegetais (MENEZES 

et al., 2009). Eles estão presentes com frequência em solos de regiões de clima temperado e 

tropical, podendo ser isolados das serapilheiras onde estão presentes com grande quantidade de 

micélio; também colonizam madeira, onde frequentemente é encontrada a fase sexual, 

teleomórfica (gênero Hypocrea) (MACHADO et al., 2012) 

A capacidade de se associar às raízes das plantas é um destaque desse gênero. A simbiose 

ocorre por mecanismos similares aos de fungos micorrízicos (BENITEZ et al., 2004), iniciando-

se com a colonização da superfície externa das raízes que se estende por todo o rizoplano, 

seguida da produção de celulases (AHMAD; BAKER, 1987) e da invasão da primeira ou da 

segunda camada de células da epiderme, com a produção de hidrofobinas, que são proteínas 

que permitem a adesão às superfícies hidrofóbicas (KERSHAW; TALBOT, 1998). 

O Trichoderma é conhecido por seu crescimento rápido em meio de cultura, apresentando 

colônias inicialmente com micélio de cor branca, que com o desenvolvimento torna-se cotonoso 

e compacto com tufos verdes (Figura 2), sendo que a coloração da colônia depende da cor e 

quantidade de conídios produzidos (DOMSH et al., 1980).  
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Figura 2.Trichoderma sp. isolado de solos amazônico com 4 dias de crescimento a 30ºC e iniciando esporulação. 

 

Nos primeiros estudos sobre a diversidade de fungos do gênero Trichoderma 

(DANIELSON E DAVEY, 1973; WIDDEN E ABITBOL, 1980; NELSON, 1982), a 

identificação das espécies era baseada somente em características morfológicas. Recentemente, 

esses levantamentos passaram a utilizar métodos moleculares, facilitando o trabalho e 

permitindo identificar cerca de 200 espécies (LÓPEZ-QUINTERO et. al., 2012). Atualmente, 

novas espécies de Trichoderma vêm sendo descritas, como por exemplo, as espécies 

Trichoderma attinorum (LESF 236), Trichoderma texanum (LESF 551) e Trichoderma 

longifialidicum (LESF 552) (MONTOYA, 2016). Outros autores também têm descrito novas 

espécies de Trichoderma nos últimos anos (BISSET et al., 2002; KIM et al., 2013; PARK et 

al., 2014; ZHU & ZHUANG, 2015). A diversidade de espécies desse gênero ainda não é 

totalmente conhecida, e a descoberta de novas espécies pode ampliar a possibilidade de 

exploração de seu grande potencial biotecnológico. 

 

2.3 Potencial biotecnológico do fungo Trichoderma 

Dos fungos que demonstram grande potencial biotecnológico, o gênero Trichoderma é 

um dos mais pesquisados e estudados, principalmente para o controle biológico de 

fitopatógenos (HARMAN, 2005). Desde a descoberta do potencial deste gênero, muitos estudos 

foram realizados e ainda são conduzidos para melhor conhecê-lo e aplicá-lo.  

O gênero Trichoderma também possui destaque no potencial na promoção do 

crescimento em plantas (HARMAN, 2005; MOHAMED & HAGGAG, 2006, FORTES et al. 

2007), além da produção de diversos compostos metabólicos (REINO, 2008; MOHIDDIN, 
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2010; (HARMAN, 2006). Algumas espécies produzem uma substância volátil (6-pentil-alfa-

pirona) de odor característico, semelhante a coco (BROTMAN; GUPTA; VITERBO, 2010), 

sendo usada como aromatizante nas indústrias alimentícias. Atualmente, estes fungos são 

considerados de grande importância econômica; existindo no mercado diversas marcas de 

produtos agrícolas à base de isolados de Trichoderma (BETTIOL; MORANDI, 2008). 

No início da década de 90 diversos estudos foram realizados para avaliar o potencial 

enzimático deste fungo, evidenciando resultados benéficos principalmente nas plantas, onde a 

ação das suas enzimas estimulava a resistência sistêmica (HARMAN, 2005). Dentre as enzimas 

produzidas, a produção das celulases e xilanases (MENEZES, 1997; SILVA et al., 1994) é um 

destaque devido à habilidade de secretar altas concentrações destas enzimas (SILVA, et al., 

1994), o que levou à comercialização (HARGREAVES, 2008).  

 A espécie Trichoderma reesei destaca-se entre os mais potentes produtores de celulases, 

sendo a linhagem RUT C-30 a mais utilizada industrialmente, considerado “hipercelulolítico”. 

Atualmente, muitas cepas utilizadas em escala comercial foram derivadas deste único isolado, 

coletado na Ilhas Salomão durante a Segunda Guerra Mundial (REESE et al., 1984; EL-

GOGARY et al. 1990). Ao longo dos anos, o T. reesei foi melhorado por mutagênese aleatória 

resultando em produtividade enzimática melhorada (MANDELS et al., 1971, 

MONTENECOURT & EVELEIGH 1979; CHERRY & FIDANTSEF, 2003). Além do 

melhoramento, este fungo é conhecido por ser menos sensível à repressão por glicose, o que 

lhe confere vantagem em comparação a outras linhagens (MONTENECOURT & EVELEIGH 

1979; SINGHANIA et al., 2010; SIPOS et al., 2010). A pesquisa com fungos do gênero 

Trichoderma, é hoje em dia, focada no aumento da eficiência da produção de coquetel 

enzimático, com a finalidade de reduzir os custos totais, principalmente, na produção de 

bioetanol a partir de material celulósico (KUMAR et al., 2008). 

 

2.4 Celulose 

A celulose é o material natural renovável mais abundante no mundo, sendo o 

componente mais importante da parede celular das plantas conferindo estrutura (GIGER-

REVERDIN, 1995). Além de, proteção osmótica e resistência mecânica as células. 

(BAYER&LAMED, 1992). 

As fibras de celulose representa de 35 a 50% do peso seco das plantas 

(BAYER&LAMED, 1992) e encontram-se numa matriz complexa, protegida pela parede de 

hemicelulose e lignina (Figura 3).  
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Figura 3. Ilustração da localização das fibras de celulose (KONDO et. al., 1997) 

 
Esse homopolissacarídeo é composto por cadeias com alto grau de polimerização 

contendo 4.000 a 15.000 unidades de glicose unidas por ligações glicosídicas. Cada par dessa 

ligação é definida como celobiose. O polímero apresenta alta resistência, dificultando seu 

rompimento por substâncias químicas (GIGER-REVERDIN, 1995), por exemplo, em 

tratamentos como a combinação de ácidos (diluídos ou não) sob pressão e temperaturas muito 

elevadas (HARGREAVES, 2008). Este polímero apresenta uma extremidade redutora e uma 

extremidade não redutora (Figura 4). 
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Figura 4. Estrutura celulósica de materiais lignocelulósico, ilustrando a extremidade redutora e não redutora da 
celulose e a Celobiose formada pela união de duas moléculas de glicose (adaptado de ZHANG & LYND, 2004; 
VILELA, 2013). 

 
 Estima-se que a produção anual de celulose no mundo, através da atividade agrícola é 

de 100 bilhões de toneladas (ZHAO et al., 2007). E com o setor do agronegócio crescendo tão 

intensamente no Brasil, seus resíduos também acabaram chamando a atenção pelas mais 

diversas utilidades (biocombustíveis, adubo, alimentação animal, produção de enzimas, dentre 

outros). Por isso, o aproveitamento dos rejeitos tem sido discutido em diversas vertentes (ROSA 

et al., 2011). Além disso, com a grande preocupação na preservação do meio ambiente, passou-

se a pensar muito na sustentabilidade do sistema e no aproveitamento dos resíduos 

agroindustriais gerados (ZHAO et al., 2007); uma vez que, na maioria dos casos, os resíduos 

descartados não são tratados e apresentam potencial risco de contaminação dos solos e águas.  

 

2.5 Bagaço de Cana-de-açúcar 

 Com o aumento da demanda energética no mundo, pesquisas por fontes renováveis de 

energia, principalmente etanol, têm atraído a atenção. Por esse motivo, os materiais de origem 

lignocelulolítica proveniente da atividade agrícola como o bagaço de cana-de-açúcar, palha, 

madeira, restos de culturas de grãos e frutíferas, têm sido aproveitados visando à utilização nos 

processos para renovação energética (AGUIAR, 2008).  

 O Brasil é considerado o maior produtor de cana-de-açúcar no mundo, conforme 

resultados obtidos na base de dados agri-outlook.org, e o primeiro em utilização da cana-de-

açúcar para energia (Tabela 1).  
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Tabela 1. Produção mundial de cana-de-açúcar em toneladas por ano. Fonte: AOCDE-FAO. 

Países 
Produção de cana-de-açúcar em toneladas por ano 

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 

Brasil 620 559 588 652 632 661 649 

Índia 292 342 361 341 352 353 357 

China 110 114 123 128 129 130 130 

Tailândia 68 95 98 100 103 106 109 

Paquistão 49 55 58 63 67 67 69 

México 51 50 53 63 58 59 60 

Colômbia 33 34 33 34 38 38 39 

Austrália 27 27 30 30 32 33 34 

Filipinas 28 30 32 31 32 32 32 

Indonésia 26 24 28 28 28 29 29 

Estados Unidos 23 25 27 26 26 28 28 

 

Segundo dados do Laboratório Nacional de Ciência e Tecnologia do Bioetanol (CTBE), a 

produção da cana-de açúcar do ano de 1973 até o ano de 2013 no estado de São Paulo 

encontrava-se em um constante aumento de produtividade gerando milhões de toneladas 

(Figura5).  

 

 
Figura 5 Crescimento da produção de cana-de-açúcar no Estado de São Paulo. Fonte: Instituto Brasileiro de 
Geografia e Estatística (IBGE) / Produção Agrícola Municipal (PAM). 

 

Durante o processamento da cana, o caldo contido nos colmos é separado do bagaço. Para 

cada tonelada de cana-de-açúcar processada podem ser gerados cerca de 280 kg de bagaço 

(NASCIMENTO, 2007). Embora a maior parte do bagaço seja utilizada para fins energéticos, 

esse material representa um grande potencial para a agroindústria nacional, abrindo espaço para 
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o desenvolvimento de atividades nobres do que a geração direta de energia (PITARELO, 2007). 

Esse material é uma das principais biomassas lignocelulósicas que podem ser utilizadas para a 

conversão de bioprodutos, pois possui alta concentração de carboidratos, baixo conteúdo 

relativo de lignina (tabela 2). Fácil utilização e tem baixo custo de transporte e armazenagem 

(PANDEY et al., 2000; OGATA, 2013).  

 

Tabela 2. Composição lignocelulósica do bagaço de cana-de-açúcar. 

Componente Teor (%) 
Celulose 26,6 - 54,3 

Hemicelulose 14,3 - 24,4 
Lignina 22,7 - 29,7 

Fonte: Mello Jr. (1989) e Gomes e Alsina (2007) 

 

Entre os possíveis aproveitamento do bagaço de cana-de-açúcar pode-se citar para a 

produção de papel e celulose, metanol, etanol, produtos oriundos da hidrólise do bagaço. E a 

tendência é que ocorra o desenvolvimento de processos biotecnológicos que aumentem a 

utilização dessa biomassa residual de composição lignocelulósica, principalmente como 

matéria-prima industrial (VÁSQUEZ et al., 2007).  

 

2.5 Enzimas celulolíticas  

As enzimas celulolíticas, conhecidas como celulases, são biocatalisadoras altamente 

específicas que atuam em sinergia para a liberação de açúcares, dos quais a glicose é o que 

desperta maior interesse industrial, devido à possibilidade de conversão em etanol (OLSSON e 

HAHNHAGERDAL, 1996; CASTRO e PEREIRA, 2010). 

A hidrólise da celulose é possível por meio da ação de três enzimas pertencentes ao 

complexo celulolítico: endo-1,4-β-D-glicanase (endoglucanase ou endocelulase), exo-1,4-β-D-

glicanase (exoglucanase) e β-glicosidase (beta-glicosidase ou celobiase) (HAMADA et al., 

1999).  

As endoglucanases constituem um grupo de celulases representadas como 1,4-β-D-

glicana-4-glicanohidrase (EC 3.2.1.4), que atuam de forma aleatória sobre a fibra de celulose. 

Estas enzimas são responsáveis pela rápida solubilização do polímero celulósico (redução do 

grau de polimerização), devido à sua fragmentação em oligossacarídeos de diversos graus de 

polimerização (DIENES et al., 2004).  

As exocelulases ou exoglucanases são também conhecidas como celodextrinases ou 

celobiohidrolases, agem sobre os oligossacarídeos gerados pela endoglucanases, e são 



27 

 

importantes para a hidrólise da celulose cristalina, pois atuam de forma gradual na diminuição 

do grau de polimerização gerando moléculas de celobiose, permitindo a ação da β-glicosidase 

(KRUUS et al., 1995). As exoglucanases participam da hidrólise primária da fibra e são 

responsáveis pela amorfogênese, que é um fenômeno ainda não elucidado completamente, 

porém sabe-se que envolve uma ruptura física do substrato, acarretando na desestratificação das 

fibras, pelo aumento das regiões intersticiais. Essa ação promove aumentos na taxa de hidrólise 

da celulose, por tornar as regiões cristalinas mais expostas às celulases (ZHANG e LYND, 

2004). As exoglucanasases podem ser de dois tipos: a tipo I, que hidrolisa terminais redutores, 

e as do tipo II, que hidrolisa terminais não redutores. Ainda, as exoglucanases, podem sofrer 

inibição por seu produto de hidrólise, a celobiose, por isso é de grande importância a atuação 

simultânea de outras enzimas do complexo celulolítico (BON et al., 2008). 

 Por fim, as β-glicosidases, também conhecidas como celobiases hidrolisam a celobiose 

gerando o produto final, a glicose (LYND et al., 2002; (HARDIMANet al.,2010; SCHELLER 

& ULSKOR, 2010; VILELA, 2013) (Figura 6), reduzindo assim a inibição das endoglucanases 

e exoglucanases pela presença deste dímero (PETROVA et al., 2002), além de aumentar o 

rendimento total dos açúcares fermentescíveis (WILSON, 2008). 

 

 
 Figura 6 Atuação das enzimas do complexo celulolítico na estrutura de celulose (BORTOLAZZO, 2011). 
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2.6 Aplicação das enzimas celulolíticas  

As celulases possuem grande importância econômica e biotecnológica, podendo ser 

aplicadas em uma ampla variedade de atividades industriais. As principais aplicações são nas 

indústrias alimentícias, ração animal, têxtil, detergente e cervejarias. Outras áreas incluem a 

indústria de polpa e papel, gestão de resíduos, indústria médico farmacêutica e biorrefinaria 

(BHAT e BHAT, 1997; VILELA, 2013). 

Na indústria alimentícia essas enzimas são utilizadas na extração de suco de frutas e óleos 

de grãos, na clarificação de sucos e para aumentar a absorção da água dos cereais 

(HARGREAVES, 2008). Na indústria de cervejas as celulases são usadas para hidrolisar L-

1,4glucanas presentes no trigo que ajudam na filtração da cerveja e proporcionam melhoria no 

aroma (BEGUIN e AUBERT, 1994; HARGREAVES, 2008). Na indústria têxtil, a aplicação 

das celulases está relacionada à remoção do excesso de corante em jeans (para dar efeito de 

tecido gasto, biostoning), remoção de microfibras que se prendem as malhas de algodão após 

os ciclos de lavagem, e restauração da maciez e brilho (MANDELS, 1985; TOLAN; FOODY, 

1999). Na indústria de biocombustíveis as celulases são utilizadas para hidrolisar a celulose 

liberando os açúcares, os quais são fermentados e posteriormente para formação do bioetanol 

(LIMAYEN &RICK, 2012).  

O uso de enzimas é um dos campos mais promissores dentro das novas tecnologias para a 

síntese de compostos de alto valor agregado. Elas apresentam menor impacto ambiental e 

também menor consumo energético, uma vez que as enzimas são biodegradáveis e, sendo 

altamente específicas, minimizam os efeitos indesejáveis (ROCHA, 2010). O mercado de 

celulases deverá expandir-se quando forem usadas para hidrolisar materiais lignocelulósicos 

pré-tratados em açúcares, que podem ser fermentados para gerar etanol de 2ª geração e produtos 

com base biológica em larga escala (CHERRY e FIDANTSEF, 2003; HIMMEL et al., 1999; 

VAN BEILEN e LI, 2002). 

Portanto, o que se busca principalmente pelas indústrias é o aumento volumétrico da 

produção das enzimas com substratos mais baratos e a produção de preparados enzimáticos 

com maior estabilidade para cada processo específico e maior atividade específica sobre 

substratos sólidos (MOREIRA, 2005). 
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3 OBJETIVOS  

 

Objetivo 

 Avaliar o potencial celulolítico do fungo Trichoderma proveniente de solos da Floresta 

Amazônica. 

 

Objetivos específicos: 

 Isolar, seletivamente, fungos do gênero Trichoderma spp. a partir de solos de diferentes 

regiões da Amazônia; 

 Caracterizar os isolados fúngicos por meio do sequenciamento da região do fator de 

elongação da transcrição alfa-1 utilizando os iniciadores EF1 e TEFR; 

 Avaliar os isolados obtidos quanto ao potencial enzimático do complexo celulolítico 

com o uso de bagaço de cana-de-açúcar.   
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Áreas de coleta de solos da Floresta Amazônica 

A coleta das amostras de solo foram realizadas no estado do Amazonas no período entre 

o mês de abril e maio. A partir da cidade de Manaus, três transectos foram realizados, 

estendendo-se até as cidades de Itacoatiara, Novo Airão e Presidente Figueiredo (Figura 7).   

 

 
Figura 7. Mapa da localização dos 12 pontos de coleta das amostras de solo do estado do Amazonas. 

 
No decorrer de cada transecto, foi realizada coletas com pontos de 50 à 60 km de 

distância. Em cada ponto, foram coletadas três sub-amostras com 100 gramas cada, totalizando 

300 gramas de amostras de solo por ponto. Para cada ponto a serapilheira foi retirada para 

obtenção do solo livre de folhas. As amostras de solo foram submetidas a sacos plásticos 

esterilizados tipo Whril Pak®. Após as coletas, as amostras foram mantidas em isopor com gelo 

até sua acomodação a 4 ºC (material biológico para isolamento). Os dados de temperatura dos 

solos e do ar foram registrados, e as coordenadas geográficas dos 12 pontos foram 

georreferênciadas com auxílio de GPS (Tabela 3). Posteriormente, os materiais coletados foram 

transportados para o Laboratório de Microbiologia Ambiental da EMBRAPA Meio Ambiente, 

em Jaguariúna, São Paulo. 
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Tabela 3. Dados geográficos e das temperaturas registradas da área de coleta da amostra de solo na região da 
Floresta Amazônica.  

Pontos 
Coordenadas Elevação 

(m) 
Temperatura 
do solo (°C) 

Temperatura 
do ar (°C) S W 

AM*S** 1 02º50'58.6" 59º24'52.2" 84 24,8 25 

AMS 2 02º54'41.6" 59º02'25.3" 16 28,2 31,4 

AMS 3 03°00'45,3" 58°51'13,0" 43 25,5 25 

AMS 4 03º07'33.2" 60º00'22.9" 41 24,1 25 

AMS 5 03º12'35.3" 60º40'43.3" 53 25,7 26 

AMS 6 02º59'21,6" 60º53'36,1" 50 20 25 

AMS 7 02º51'36.8" 60º58'10.1" 48 26,2 27 

AMS 8 02º17'49.7" 60º02'38.5" 118 24,1 23 

AMS 9 01º49'46,1" 60º07'45,3" 107 25,1 25 

AMS 10 01º28'40.0" 60º15'10.6" 57 28,7 38 

AMS 11 01º28'52,8" 60º15'19.1" 85 25,2 26 

AMS 12 01º56'52,4" 60º02'32,1" 146 26,1 27 

*AM - Estado do Amazonas e ** solo 

 

A figura 8 ilustra os diferentes ambientes em que as amostras de solos foram obtidas (A, 

B e C – solos em meio a mata fechada de 30 a 40 metros adentro da floresta, a partir da estrada 

de acesso; D, E - solos de mata fechada de 30 a 40 metros adentro da floresta próxima a umidade 

devido a presença de lagos; F – solo com alta umidade). 

 

 

 
Figura 8. Locais de coletas. A – As estradas de acesso; B e C – solos em meio a mata fechada de 30 a 40 metros 
adentro da floresta, a partir da estrada de acesso; D – Lagos encontrados no decorrer das estradas de acesso; E - 
solos de mata fechada de 30 a 40 metros adentro da floresta próxima a umidade devido a presença de lagos; F – 
solo com alta umidade. 
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4.2 Análise do solo 

Parte dos solos foram encaminhados ao Laboratório do Solo da Escola Superior de 

Agricultura “Luiz de Queiroz” / ESALQ-USP de Piracicaba-SP, para realizar as análises físicas 

e químicas das amostra de solo da Floresta Amazônica. 

 

4.3 Obtenção e identificação de Trichoderma spp. de solos 

4.3.1 Isolamento de linhagens de Trichoderma  

Para o isolamento de Trichoderma foram utilizados 10 g de solo de cada amostra, 

homogeneizadas em 90 mL de solução salina (NaCl 0,85%) por 2 horas a 120 rpm. As diluições 

10-2 e 10-3 foram realizadas e alíquotas de 100 µL de cada suspensão foram semeadas no meio 

TSM seletivo para Trichoderma (ELAD et al., 1981) em triplicata para cada ponto. Após o 

crescimento, fragmentos de micélio das colônias com características morfológicas de 

Trichoderma foram transferidas para o meio de cultivo BDA (ágar, dextrose e batata) e 

purificadas.  

As culturas não puras foram submetidas ao cultivo monospórico, que consistiu na 

ressuspensão dos esporos em solução salina (NaCl 0,85%) e na realização de diluições seriadas 

seguido da observação ao microscópio óptico (ZWET et al., 1985). Esse procedimento foi 

realizado até a obtenção de um número reduzido de esporos o que, por sua vez, favorece a 

obtenção de uma linhagem pura. As culturas puras foram preservadas pelo método de Castellani 

(DHINGRA e SINCLAIR 1995).  

 

4.3.2 Caracterização molecular de isolados de Trichoderma  

As linhagens obtidas de Trichoderma foram submetidas à extração de DNA. As 

linhagens foram crescidas em calda BD (20% batata e 2% dextrose), por 7 dias, em cultura 

estacionária a 30 °C.  Um grama da massa micelial de cada isolado, foi macerada em nitrogênio 

líquido e o produto submetido ao protocolo do kit MOBIO UltraClean Microbial DNA 

Isolation (MO BIO Laboratories Inc, Carlsbad, CA, EUA), de acordo com as instruções do 

fabricante. Alíquotas de 3 µL do DNA extraído de cada linhagem foram acrescidas de tampão 

de carregamento e a integridade dos mesmos foi verificada em gel de agarose 1,5% e corrida 

eletroforética em tampão TAE 1 X (TBE: Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). A 

documentação do gel foi realizada utilizando fotodocumentador LAB TRADE, com câmera 

Canon acoplada e a visualização do gel no programa EOS utility. O volume de 50 µL contendo 

o DNA foi armazenado a temperatura de -20°C até os procedimentos seguintes. 
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4.3.2.1 Amplificação do DNA de linhagens de Trichoderma  

Para amplificação por PCR do fragmento do gene que codifica elongação alfa 1, foi 

utilizado o conjunto de iniciadores EF1F e TEF1R (CARBONE e KOHN, 1999) o qual gera 

fragmentos com tamanho esperado de aproximadamente 600 pares de base. A amplificação foi 

realizada em solução contendo: 2,5µl tampão para reação PCR 10X; 2µl dNTP a 10 mM; 1µ 

de MgCl2 a 50 mM; 0,2µ de Taq DNA Polimerase (ABM); 1µ de DNA; 1µl de cada primer a 

10 mM, e água ultrapura (Millipore) esterilizada para o volume final de 25 µL. A reação foi 

realizada em termociclador AB Applied Biosystems Veriti 96 well Thermal Cycle, nas seguintes 

condições: 94ºC/2min; 15 ciclos de 94ºC/30 seg, 65ºC/30 seg, 72º/1 min; seguido de mais 35 

ciclos de 94ºC/30 seg, 48ºC/30 seg, 72ºC/1; extensão final a 72ºC/5 min (CARBONE e KOHN, 

1990 e SAMUELS et al., 2002). 

 

4.3.2.2 Purificação do produto de PCR e reação de sequenciamento 

Os produtos de PCR com tamanho aproximado de 500 - 600 pb foram purificados 

usando o kit Wizard® SV and PCR Clean-UP System (promega). As amostras foram 

quantificada em gel de agarose a 2% com o marcado Low mass. E submetidas a reação de 

sequenciamento usando as seguintes concentrações de reagente: 2µl tampão 5x ABI; 1µl 

Primer; 1µl BigDye; 1µl DNA e água ultrapura (Millipore) ajustada para o volume final de 

10µl, sendo a reação realizada em termociclador AB Applied Biosystems Veriti 96 well Thermal 

Cycle, nas seguintes condições 96ºC/1min; 35 ciclos de 96ºC/15seg, 50ºC/15 seg, 60ºC/4 min; 

4ºC infinito, após o término as amostras foram precipitadas e ressuspendida com 10µl de 

formamida HIDI.  

 

4.3.2.3 Análise das sequências e construção da árvore filogenética de isolados de 

Trichoderma 

As sequências geradas foram processadas para remoção de bases produzidas com baixa 

qualidade (índice Phrep de qualidade < 20) e reunidas em contigs por meio do pacote que 

contém os programas Phred/Phrap/Consed (EWING; GREEN, 1998; EWING et al., 1998; 

GORDON; ABAJIAN; GREEN, 1998) em sistema operacional Linux. Posteriormente, essas 

sequências foram comparadas com outras sequências previamente depositadas no GenBank do 

National Center for Biotechnology Information (NCBI), usando a ferramenta Basic Local 

Aligment Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al., 1990). Para a construção de árvores 

filogenéticas, pelo método de Neighbour Joining com Kimura 2 parâmetros, as sequências 
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obtidas e outras sequências selecionadas do bancos de dados públicos, foram alinhadas e 

editadas usando o pacote de programa MEGA 6 (TAMURA et al., 2011). 

 

4.4 Avaliação do potencial celulolítico de isolados de Trichoderma spp. 

4.4.1 Linhagem de referência 

Para todas as análises enzimática realizadas neste trabalho, foi utilizado como linhagem 

de referência, o mutante hiper-celulolítico Trichoderma reesei RUT-C30, uma das linhagens 

mais comercializáveis (MANDELS ET AL. 1971; MON- TENECOURT e EVELEIGH 1979; 

CHERRY e FIDANTSEF 2003; MONTENECOURT & EVELEIGH 1979). Esta linhagem, foi 

adquirida junto a coleção de trabalho da Embrapa Meio Ambiente que detém um dos maiores 

acervos de micro-organismos de importância agrícola a Coleção de Microrganismos de 

Importância Agrícola e Ambiental, credenciada como Instituição “fiel depositária” de 

componente do patrimônio genético (O61/2012/CGEN). 

 

4.4.2 Triagem qualitativa e quantitativa  

4.4.2.1 Triagem qualitativa 

Os isolados obtidos do solo amazônico e o padrão utilizado (T. reesei RUT C-30) foram 

submetidos a uma seleção de linhagens produtoras de celulase em placa, utilizando-se o meio 

CMC (NaNo3 – 0,5 g; K2HPO4 – 1 g; MgSO4 7H2O – 0,5 g; FeSO4 7H2O – 0,01 g; Extrato de 

Levedura – 1 g, CMC – 10 g; ágar – 15 g, q.s.p. H2O 1 L e suplementado com 1 mL de Triton 

100X). Após o crescimento, por 3 dias a 30 ºC, uma solução de vermelho congo (0,01 % v/v) 

foi aplicada sobre a placa de Petri. Após 15 min, a placa foi lavada com solução de NaCl a 1M, 

evidenciando o halo de degradação de celulose e permitindo sua medição. 

 

4.4.2.2 Triagem quantitativa 

Para obtenção dos extratos enzimáticos, os isolados fúngicos foram incubados por sete 

dias em meio BDA para esporulação. Em seguida, foi adicionada sobre o micélio solução de 

NaCl a 0,85%, e com auxílio da alça de Drigalski os esporos foram liberados do micélio. Foi 

realizada a contagem em câmara de Neubauer e, em seguida, foi efetuado o ajuste da 

concentração para 1×107 esporos. Um mililitro da solução com esporos foi inoculado em 9 mL 

de caldo sintético (NaNO3: 3,0 g.L-1; K2HPO4: 1,0 g.L-1; MgSO4: 0,5 g.L-1; KCl: 0,5 g.L-1 e 

FeSO4.7H2O: 10,0 mg.L-1, pH 5,0) contendo uma fita de papel de filtro Whatman nº 1, de 10 
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cm2, como única fonte de carbono (Figura x). O ensaio foi realizado em tubos de vidro de 15 

cm de altura, em triplicata e incubados por 7 dias a 30ºC.  

 

4.4.2.3 Quantificação da atividade de celulase total  

Após o período de incubação, a atividade da celulase em papel de filtro foi determinada 

a partir do caldo de cultivo obtido. O volume de 0,5 mL do caldo foi adicionado em tubo de 

ensaio contendo uma fita de papel de filtro de 6 cm2, complementado com 1,0 mL de tampão 

acetato de sódio 50 mM, pH 5,0. Após adição dos componentes no tubo de ensaio os mesmo 

foram submetidos a reação incubados por 60 min a 50ºC, a reação foi interrompida pela adição 

de 1 mL do reagente de DNS (ácido dinitro salicílico) que é composto por 10,0 g.L-1; NaOH: 

16,0 g.L-1 e 300,0 g.L-1 tartarato duplo de sódio e potássio (MILLER, 1959). Para 

desenvolvimento da cor, os tubos foram aquecidos por 5 min em banho de água fervente. Os 

açúcares redutores foram determinados em espectrofotômetro, utilizando-se comprimento de 

onda de 540 nm. As leituras foram comparadas com o tubo do branco qual não havia inóculo 

do fungo, obtido nas mesmas condições, contudo, sem inóculo (ATTILI, 1994), de acordo com 

Ruegger et al. (2004). 

 

4.4.3 Atividade celulolítica em meio suplementado com bagaço de cana-de-açúcar 

4.4.3.1 Preparo do meio de cultivo para produção enzimática 

Para produção de enzimas celulolíticas em bagaço de cana de açúcar foi preparado o 

meio de cultura líquido de Mandels (Ureia 0,30 g.L-1, extrato de levedura 0,25 g.L-1, peptona 

bacteriológica 0,75 g.L-1, (NH4)2SO4 1,4 g.L-1; K2HPO4: 2,0 g.L-1; MgSO4.7H2O: 0,3 g.L-1; 

CaCl2.2H2O: 0,4 g.L-1; ZnSO4.7H2O: 1,4 mg; FeSO4.7H2O 5,0 mg; CoCl2.6H2O: 2,0 mg; 

MnSO4.H2O: 1,04 mg). O volume de 50 mL deste meio foi adicionado em Erlenmeyer, os quais 

foram acrescido de 1% (m/v) de bagaço de cana-de-açúcar não tratado (natural) e tratado. O 

bagaço de cana-de-açúcar tratado foi fornecido pelo Laboratório Nacional de Ciência e 

Tecnologia do Bioetanol (CTBE), localizado na cidade de Campinas, o qual realizadou o 

tratamento deste substrato pelo método com ácido sulfúrico conforme procedimento descrito 

por Saranto (2015).  

O experimento foi separado por tratamentos, sendo um tratamento o bagaço de cana-de-

açúcar tratado no pH 3 e pH 5, e outro tratamento com bagaço de cana-de-açúcar não tratado 

com o pH ajustado para 3 e 5, obtendo-se 4 tratamentos diferentes (Figura 9). 
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Figura 9. Exemplificando a montagem do experimento com o substrato bagaço de cana-de-açúcar tratado e não 
tratado nos diferentes pH (3 e 5). 

 
Os quatros tratamentos constaram de três repetições. Cada frasco recebeu três discos de 

micélio (8 mm de diâmetro) de cada linhagem fúngica crescidas por 7 dias em meio de DBA. 

Os frascos foram incubados a temperatura de 30°C, durante 22 dias. No decorrer do período de 

incubação foram realizadas 8 coletas (tempo: 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 22, dias). Após cada coleta, 

o conteúdo coletado dos frascos Erlenmeyer foi vertido em tubos do tipo “eppendorf” e 

centrifugados a 4000 rpm por 20 minutos a 4°C. Após centrifugação, o sobrenadante foi 

transferido para um novo tubo e centrifugado novamente nas mesmas condições e armazenado 

a -20ºC para realização das quantificações das enzimas.  

 

4.4.3.2 Celulase total 

Para cada tempo coletado foi realizada a quantificação da atividade de celulase total 

conforme método descrito no item 4.3.1.3  

 

4.4.3.3 Endoglucanase  

Para a atividade de CMCase, que representa a dosagem de endoglucanse, foi realizada 

a dosagem de açúcares redutores produzidos pela degradação de carboxi-metil-celulose (0,4 %) 

(Sigma, EUA) em tampão de citrato de sódio 0,2M com pH 4,8. A reação, então, foi realizada 

pela adição de 0,5 mL do substrato a 0,5 mL da amostras enzimática e incubados a 50ºC por 10 

min. Para a conversão da reação foi inoculado 1 mL de DNS e aquecidos 5 min a 100ºC. Os 

açúcares redutores foram determinados em espectrofotômetro, utilizando-se comprimento de 

onda de 540 nm. As leituras foram comparadas com o tubo do branco qual não havia inóculo 
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do fungo, obtido nas mesmas condições, contudo, sem inóculo (Attili 1994), de acordo com 

Ruegger et al. (2004). 

 

4.4.3.4 Exoglucanase  

 A atividade de exoglucanse foi determinada utilizando Avicel 1% diluído em água como 

substrato. Homogeneizou-se 250 ul de amostra e 500 ul da solução Avicel 1%. A solução foi 

mantida a 50ºC por 1 h, e a reação foi interrompida em banho de água fria. Em seguida, a 

solução foi submetida a centrifugação a 11.200 × g durante 10 min a 4ºC. Para a quantificação 

do teor de açúcares redutores liberados, 250 µL do sobrenadante foram homogeneizados com 

700 µL de DNS, as amostras foram aquecidas por 5 min a 100°C e a leitura foi realizada em 

espectrofotometria a 540nm (VILELA, 2013). 

4. 4.3.5 β-glicosidase  

Para a realização da atividade da β-glicosidase foi utilizado o método de Costons e 

Loomis (1969), adicionando-se 100 µL de pPNPG (15 mM) (pNP-β-D-glicopiranosideo-

Sigma), preparado em tampão citrato de sódio 50 mM pH 4,8 e 100 µL do sobrenadante de 

cultura. A reação foi incubada por 60 minutos a 50ºC, e em seguida, foi adicionado 1 mL de 

carbonado de sódio 0,5 M para cessar a reação. As leituras foram determinados em 

espectrofotômetro, utilizando-se comprimento de onda de 410 nm. 

4.4.3.6 Curva padrão 

A curva padrão para os testes de celulase total (FPase), endoglucanase (CMCase) e 

exoglucanase (Avicelase) foi estabelecida utilizando-se glicose nas concentrações de 1-20 

µmol.mL-1. As leituras foram utilizadas para construção do gráfico: Absorbância X 

Concentração de glicose. Obtendo-se a equação da reta, foi utilizada nos cálculos de atividade 

enzimática, conforme (Equação 1). Já a curva padrão da β-glicosidase foi realizada, utilizando-

se p-nitrofenol-cristalino (Sigma), no lugar da glicose de 1 a 150 mM. 
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Equação 1. Calculo para obtenção da atividade enzimática em µmol.ml-1 

 
Onde,  

Abs = (Absorbância final – Absorbância inicial); 

a = Inclinação da reta; 

b= Intercepção da reta; 

mL = Volume de amostras enzimática utilizada para a reação da atividade; 

mmol= Molaridade da glicose; 

∆t = Tempo de reação da atividade. 

 

4.4.3.7 Análise estatística 

Para verificar se houve diferenças significativas entre os isolados quanto à degradação 

da fonte de carbono foi utilizada a análise de variância paramétrica (ANOVA). As linhagens 

selecionadas foram testadas em três repetições. As comparações das médias foram feitas pelo 

teste de comparações múltiplas de Tukey, a 5% de probabilidade. As análises foram realizadas 

com uso do programa Assistat (SILVA e AZEVEDO, 2009). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Análise físico-química dos solos 

Com a finalidade de caracterizar os solos amostrados no Estado do Amazonas foram 

realizadas análises dos parâmetros físico-químicos dos mesmos cujos resultados encontram-se 

na Tabela 4. 

Tabela 4. Análise físico-química das amostras de solos da Amazonia. 

SOLOS 

FÍSICA  QUÍMICA 

g kg·¹ mg.dm·³ g.kg·¹ 

AT Silte Argila Textura pH M.O P K Ca Mg H+AI SMP CTC V Fe Zn N 

AMS.1 143 106 751 mt-arg 3,5 28,7 4,7 0,5 1,3 <1 71 74 4 83 0 1,82 

AMS.2 806 29 166 md-arg 3,7 25,7 4,0 0,4 1 <1 47 49 4 48 0 1,03 

AMS.3 901 24 74 ar 3,3 34,0 4,3 0,5 1 <1 82 84 3 143 1 1,16 

AMS.4 773 27 200 md-arg 3,5 32,7 5,3 0,5 1 <1 89 91 2 223 0 1,30 

AMS.5 802 24 174 md-arg 3,6 23,7 4,7 0,7 1 <1 51 54 5 96 0 0,97 

AMS.6 919 24 58 ar 2,8 56,0 5,3 0,6 <1 <1 187 188 0 41 1 1,79 

AMS.7 908 21 71 ar 3,1 23,0 3,3 0,5 <1 <1 61 62 1 67 0 0,85 

AMS.8 113 189 698 mt-arg 3,5 35,3 6,0 0,7 1 <1 107 110 3 133 0 2,26 

AMS.9 290 231 446 arg 3,6 33,0 4,3 0,8 1 <1 140 142 1 110 0 2,14 

AMS.10 567 267 166 md-arg 3,7 46,7 6,0 1,0 <1 <1 55 57 3 76 0 2,27 

AMS.11 572 28 400 arg 3,6 25,3 6,3 0,6 1 <1 64 66 2 90 0 1,62 

AMS.12 561 95 285 md-arg 3,8 61,0 4,3 1,0 1,3 <1 118 121 3 352 1 3,36 
 * Areia total (AT); Argila (c/ dispersante) até 149 g/kg = arenosa (ar); 150 a 249 g/kg = média arenosa (md-ar); 
250 a 349 g/kg = média argilosa (md-arg); 350 a 599 g/kg = argilosa (arg); 600 g/kg ou superior = muito argilosa 
(mt-arg). M.O: Matéria orgânica. Acidez potencial (H+Al) extraído com tampão SMP; CTC: Capacidade de troca 
de cátions; V: Saturação da CTC por bases; (<) menor do que o Limite de quantificação.  

 

O parâmetro pH, é um dos atributos do solo mais descritivos por influenciar as diferentes 

comunidades microbianas (JURANDY; NOGUEIRA; ANDREOTE, 2016). Christensen 

(1969) em seu estudo, já relatou que o teor de cálcio no solo e o pH são fatores que regulam a 

composição da comunidade fúngica, favorecendo o aparecimento de determinadas espécies de 

fungos como, por exemplo, Trichoderma spp. Nos solos amazônicos observou-se alta acidez; 

variando de pH 2,8 a 3,8, condições típicas encontradas nos solos amazônicos como já 

demostrado em trabalhos anteriores (DEMATTÊ; DEMATTÊ, 1993; GON, 2004). Solos de 

Mata Atlântica, por sua vez, apresentam pH na faixa de 5,5 (LIMA et al, 2012). Este atributo é 

conhecido por sofrer forte influência do alumínio, cálcio, íons de magnésio e fósforo em solos 

tropicais, sendo os locais mais ácidos relacionado com teores baixo de fósforo total e 

concentrações mais elevadas de alumínio (SÁNCHEZ, 1976; FEARNSIDE, 1984). Quando 

observado os teores de fósforo dos solos Amazônicos (4 a 6 mg.dm-3) com o da Mata Atlântica 

(7 mg.dm-3), por exemplo, apresentam-se mais baixo. Outra influência do pH é afetar a 
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solubilidade dos minerais no solo, portanto, a disponibilidade de nutrientes. Além de ser um 

importante fator na atividade dos complexos enzimáticos microbianos, assim como a 

temperatura (JURANDY; NOGUEIRA; ANDREOTE, 2016). As mudanças no pH do solo sob 

condições naturais podem alterar a distribuição de espécies de micro-organismos, 

principalmente fungos (CABELLO; ARAMBARRI, 2002).  

Ao observar os atributos físicos do solo, é visível que houve elevado teor de AT (areia 

total) e argila, quando comparado com silte (Tabela 3). Segundo dados apresentados no boletim 

informativo da Embrapa Sistema de algodão em 2003, muitos solos do Brasil, principalmente, 

de regiões tropicais, apesar de apresentarem teores elevados de argila, comportam-se, em 

termos de retenção de água, como solos arenosos. Isso porque são solos em geral altamente 

porosos devido ao índice de areia total encontrado em seu interior, o que facilita a passagem de 

água e sua disponibilidade para as plantas.  

O teor de argila geralmente se correlaciona positivamente com a matéria orgânica, sendo 

que quando aumenta o teor de argila, aumenta o teor da matéria orgânica (LEPSCH, 1980; 

LENTHE, 1991; DEMATTÊ, 1993). Em outros estudos com solos amazônicos foram 

observados essa correlação (DEMATTÊ et al., 1993; LEPSCH, 1980). A importância da união 

da argila com a matéria orgânica está na estabilização dos agregados do solo, possibilitando 

retenção de nutrientes e minerais (BREMER et al.,1967). Edwards e Bremer (1967) propõem 

que essa união é possível através dos cátions polivalentes que unem a fração orgânica e os 

minerais de argila, sem essa união, as frações argila e orgânica dispersam-se, pois ambas têm 

cargas negativas permanentes (ARENA, 1968). No entanto, no presente trabalho, esta relação 

não foi observada. O ponto com maior teor de matéria orgânica foi AMS12 (60,0 mg.dm3), este 

não apresentou o maior teor de argila (285 g.kg de argila), enquanto o ponto AMS1, que 

apresentou o maior teor de argila (751 g.kg-1 de argila), não apresentou o maior teor de matéria 

orgânica (28,7 mg.dm3 matéria orgânica), quando comparados com os demais pontos. 

A matéria orgânica é responsável por cerca de 50% da CTC de solos arenosos e 

orgânicos (MATOS, 1996; SANDRÉ, 2000). Ao analisar a tabela 3, os pontos com maiores 

índices de matéria orgânica possuem os maiores valores de CTC. Os agregados formados por 

toda dinâmica do solo, são eficientes quando no interior são formados por porções de areia e 

silte, tornando estes solos menos compactado, o que dá suporte para a aderência microbiana e 

proporciona condições diferenciadas de aeração e disponibilidade de nutrientes. Fatores que 

possibilitam a coexistência de milhares de micro-organismos (JURANDY; NOGUEIRA; 

ANDREOTE, 2016). 
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O nitrogênio variou de 0,87 e 3,36 g.kg-1quando comparado os pontos analisados. Este 

resultado podem estar relacionados com a matéria orgânica disponível no solo. Alguns 

organismos vegetais possuem níveis de nitrogênio mais elevado que outros, o que influencia no 

teor disponível deste mineral (LEPSCH, 2011).  

Os teores de matéria orgânica nos solos no estado do Amazonas variaram de 23,0 e 61,0 

mg.dm-3. As diferenças desses valores por ponto podem estar ligadas ao acúmulo diferencial de 

serapilheira proveniente da vegetação própria de cada ponto, assim como diferentes dinâmicas 

da microbiota associadas à degradação deste material lignocelulolítico (DINAKARAN; 

KRISHAYYA, 2010). 

 

5.2 Obtenção dos isolados e caracterização molecular das linhagens Trichoderma  

5.2.1 Obtenção dos isolados 

A partir das 12 amostras de solos coletadas foram obtidos 151 isolados de Trichoderma 

oriundos do meio de cultivo TSM, meio específico para o isolamento seletivo de Trichoderma 

spp. (ELAD et al.,1981). Os fungos foram selecionados com base em suas características 

morfológicas (coloração, morfologia dos conidióforos e textura do micélio) (Figura 10).  

 

Figura 10. Diversidade morfológica do fungo Trichoderma spp. obtido após o isolamento do solo do estado do 
Amazonas com 6 dias de crescimento a 30ºC. 

 
Em um estudo da diversidade de Trichoderma conduzido na China, 135 linhagens foram 

isoladas de amostras coletadas em quatro locais distintos nas regiões norte e sudeste do país 

(ZHANG et al. 2005). O maior número de linhagens foi encontrado em região árida (41 

linhagens), seguida de localidades com clima subtropical (61 e 28 linhagens) e temperado (5 

linhagens) (ZHANG et al. 2005). Kubicek et al., (2003) obtiveram 96 linhagens de Trichoderma 

a partir de 19 amostras de solo em um estudo da diversidade de Trichoderma no sul da Ásia.  
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Com base nesses dados, ressalta-se a característica cosmopolita desse gênero fúngico, 

principalmente em solos (MENEZES et al., 2009) de regiões de clima temperado e tropical 

(MACHADO et al., 2012). Nota-se, no entanto, influência das condições ambientais, como 

clima e condições físico-químicos do solo na abundância de isolados fúngicos. Ainda, Widden 

e Abitbol (1980), sugerem que, além desses fatores, os fatores bióticos, como competição com 

outras espécies também estão relacionadas com a abundância de Trichoderma. 

 

5.2.3 Caracterização molecular dos isolados 

Foram obtidas sequências da região de elongação alpha-1 dos iniciadores EF1 e TFER, 

com comprimento maior que 520pb, para as 151 linhagens fúngicas. Comparações das 

sequências de nucleotídeos com outras depositadas no banco de dados NCBI (National Center 

for Biotechnology Information) revelaram valores de identidade de nucleotídeos variando de 95 

a 100% (Tabela 5), permitindo a identificação de 7 espécies: Trichoderma spirale, Trichoderma 

strigosum, Trichoderma harzianum, Trichoderma asperellum, Trichoderma rogersonii, 

Trichoderma virens e Trichoderma brevicumpactum. Três isolados não foram associados a 

espécies já descritas e depositadas no NCBI, sendo então classificados como Trichoderma sp. 

Deve-se mencionar que todos os isolados obtidos no meio de cultivo TSM foram identificados 

como pertencentes ao gênero Trichoderma validando, assim, a eficiência desse meio para 

isolamento seletivo. 

As espécies identificadas no presente trabalho já foram observadas em estudos 

anteriores por Hoyos-Carvajal et al. (2009) sobre a diversidade de Trichoderma das regiões 

tropicais da Colômbia, incluindo a Floresta Amazônia, e por Lopes-Quintero et al., (2013), em 

estudos também sobre a diversidade de Trichoderma da região Amazônica. Estes autores não 

observaram a ocorrência das espécies de T. rogersonii (AMS 1.10, AMS 15.24 e AMS 15.24a) 

e T. brevicumpactum (AMS 34.13), sendo estas, reportadas pela primeira vez por este estudo 

no ambiente amazônico. A partir destes resultados, sugere-se que são necessários mais esforços 

e exploração da diversidade fúngica desta floresta. E considerando o desenvolvimento e avanço 

das técnicas moleculares, a identificação de fungos de forma independente da morfologia, está 

cada vez mais rápida e facilitada, levando a um maior conhecimento dos organismos 

constituintes deste grupo (AVIO et al., 2009)  
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Tabela 5. Caracterização taxonômica dos Trichoderma isolados dos solos da Floresta Amazônica. 

Código do 
isolado 

Espécie mais próxima 
Cobertura 

(%) 
Similaridade 

(%) 

Número de 
acesso no 

(GenBank) 
 

Código do 
isolado 

Espécie mais próxima 
Cobertura 

(%) 
Similaridade 

(%) 

Número de 
acesso no 

(GenBank) 
AMS 1.3 Trichoderma virens 100 99 KJ677267  AMS 3.41 Trichoderma spirale 99 100 FJ463370 

AMS 1.4 Trichoderma harzianum 99 99 FJ463319  AMS 4.2 Trichoderma spirale 97 99 FJ463370 

AMS 1.10 Trichoderma rogersonii 93 94 EU280008  AMS 4.16 Trichoderma harzianum 98 99 FJ463319 

AMS 1.42 Trichoderma asperellum 100 100 KT302162  AMS 4.46 Trichoderma strigosum 98 99 AY937442 

AMS 1.43 Trichoderma asperellum 99 100 KT302162  AMS 5.19 Trichoderma asperellum 100 100 KT302162 

AMS 2.1 Trichoderma harzianum 96 99 FJ463319  AMS 7.17 Trichoderma spirale 97 99 FJ463370 

AMS 2.2 Trichoderma spirale 99 99 FJ463370  AMS 8.3 Trichoderma strigosum 99 99 JQ425703 

AMS 2.5 Trichoderma spirale 98 100 FJ463370  AMS 8.7 Trichoderma strigosum 94 99 AY937442 

AMS 2.6a Trichoderma spirale 95 99 FJ463370  AMS 8.29 Trichoderma spirale 99 99 FJ463370 

AMS 2.6b Trichoderma spirale 95 98 FJ463370  AMS 9.1 Trichoderma strigosum 99 99 AY937442 

AMS 2.7 Trichoderma spirale 98 99 FJ463370  AMS 9.3 Trichoderma spirale 97 99 FJ463370 

AMS 2.18a Trichoderma harzianum 99 99 FJ463319  AMS 9.7 Trichoderma asperellum 100 100 KT302162 

AMS 2.18b Trichoderma harzianum 100 99 AY857300  AMS 9.42 Trichoderma asperellum 100 100 KP747448 

AMS 2.21 Trichoderma spirale 97 99 FJ463370  AMS 11.7 Trichoderma spirale 99 99 FJ463370 

AMS 2.25 Trichoderma spirale 95 99 FJ463370  AMS 11.30 Trichoderma strigosum 97 99 AY937442 

AMS 2.30 Trichoderma harzianum 97 99 FJ463319  AMS 12.2 Trichoderma strigosum 96 99 AY937442 

AMS 2.31 Trichoderma harzianum 98 99 FJ463319  AMS 12.4 Trichoderma spirale 100 100 AY857277 

AMS 2.33 Trichoderma harzianum 97 99 FJ463314  AMS 12.10 Trichoderma strigosum 98 99 AY937442 

AMS 2.36 Trichoderma spirale 97 99 FJ463370  AMS 12.13 Trichoderma strigosum 98 99 AY937442 

AMS 2.40 Trichoderma spirale 97 99 FJ463370  AMS 12.14 Trichoderma spirale 97 99 FJ463370 

AMS 2.42 Trichoderma harzianum 100 99 FJ463319  AMS 12.17 Trichoderma strigosum 96 99 AY937442 

AMS 2.43 Trichoderma asperellum 100 100 KT302162  AMS 12.20 Trichoderma asperellum 99 100 KT302162 

AMS 2.50 Trichoderma harzianum 99 99 FJ463319  AMS 12.23 Trichoderma strigosum 100 99 JQ425703 

AMS 2.50 Trichoderma harzianum 96 99 FJ463319  AMS 12.41 Trichoderma spirale 95 99 FJ463370 

AMS 3.2 Trichoderma sp. 81 99 KU301715  AMS 13.14 Trichoderma harzianum 99 99 FJ463319 

AMS 3.7 Trichoderma spirale 97 99 FJ463370  AMS 13.15 Trichoderma harzianum 100 98 AY857300 

AMS 3.33 Trichoderma harzianum 97 99 FJ463319  AMS 14.18 Trichoderma asperellum 100 99 KT302162 

AMS 3.36 Trichoderma spirale 99 99 FJ463370  AMS 14.22 Trichoderma strigosum 96 97 AY937442 

AMS 3.39 Trichoderma spirale 95 99 FJ463370  AMS 14.35 Trichoderm asperellum 100 99 KP747448 
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Código do 
isolado 

Espécie mais próxima 
Cobertura 

(%) 
Similaridade 

(%) 

Número de 
acesso no 

(GenBank) 
 

Código do 
isolado 

Espécie mais próxima 
Cobertura 

(%) 
Similaridade 

(%) 

Número de 
acesso no 

(GenBank) 

AMS 15.7 Trichoderma harzianum 99 99 FJ463314  AMS 21.6 Trichoderma harzianum 95 99 FJ463319 

AMS 15.9 Trichoderma spirale 95 99 FJ463370  AMS 21.8 Trichoderma strigosum 98 99 AY937442 

AMS 15.10 Trichoderma strigosum 96 100 AY937442  AMS 21.10 Trichoderma strigosum 94 99 AY937442 

AMS 15.19 Trichoderma asperellum 100 99 KT302162  AMS 21.11 Trichoderma harzianum 95 99 FJ463319 

AMS 15.23 Trichoderma asperellum 100 100 KT302162  AMS 22.1 Trichoderma spirale 99 99 AY750890 

AMS 15.24 Trichoderma rogersonii 92 94 EU280008  AMS 22.3 Trichoderma spirale 95 99 FJ463370 

AMS 15.24a Trichoderma rogersonii 92 94 EU280008  AMS 22.12 Trichoderma spirale 97 99 FJ463370 

AMS 15.25 Trichoderm asperellum 100 99 KP747448  AMS 22.40 Trichoderma spirale 95 99 FJ463370 

AMS 16.1 Trichoderma strigosellum  88 95 JQ425705  AMS 23.10 Trichoderma spirale 97 100 FJ463370 

AMS 16.16 Trichoderma sp. 80 99 KU301715  AMS 23.12 Trichoderma strigosum 96 96 AY937442 

AMS 16.43 Trichoderma strigosum 100 95 JQ425704  AMS 23.14 Trichoderma harzianum 96 99 FJ463314 

AMS 17.2 Trichoderma strigosum 100 96 JQ425703  AMS 23.16 Trichoderma spirale 97 99 FJ463370 

AMS 17.6 Trichoderma strigosum 94 95 AY937442  AMS 23.40 Trichoderma asperellum 100 100 KT302162 

AMS 17.7 Trichoderma asperellum 100 100 KT302162  AMS 24.9 Trichoderma asperellum 100 99 KP747448 

AMS 17.16 Trichoderma spirale 98 99 FJ463370  AMS 24.40 Trichoderma asperellum 100 99 KP747448 

AMS 17.40 Trichoderma spirale 95 99 FJ463370  AMS 25.1 Trichoderma strigosum 100 100 JQ425717 

AMS 17.85 Trichoderma strigosum 100 96 JQ425703  AMS 25.5 Trichoderma spirale 98 100 FJ463370 

AMS 18.2a Trichoderma strigosum 99 96 AY937442  AMS 25.6 Trichoderma spirale 97 100 FJ463370 

AMS 18.4 Trichoderma strigosum 94 96 AY937442  AMS 25.7 Trichoderma asperellum 100 100 KP747448 

AMS 18.6 Trichoderma asperellum 100 100 KT302162  AMS 25.7b Trichoderma asperellum 100 100 KT302162 

AMS 18.7 Trichoderma strigosum 96 96 AY937442  AMS 25.8 Trichoderma asperellum 100 100 KT302162 

AMS 18.15 Trichoderma strigosum 96 97 AY937442  AMS 25.9 Trichoderma strigosum 94 99 AY937442 

AMS 18.30 Trichoderma strigosum 96 96 AY937442  AMS 25.11 Trichoderma harzianum 96 99 FJ463314 

AMS 18.31 Trichoderma strigosum 98 96 AY937442  AMS 25.14 Trichoderma strigosum 96 99 AY937442 

AMS 18.40 Trichoderma harzianum 99 99 FJ463314  AMS 25.45 Trichoderma spirale 98 99 FJ463370 

AMS 19.3 Trichoderma harzianum 96 99 FJ463314  AMS 25.46 Trichoderma spirale 99 100 FJ463370 

AMS 19.40 Trichoderma harzianum 99 99 FJ463319  AMS 26.1 Trichoderma spirale 97 99 FJ463370 

AMS 20.5 Trichoderma spirale 95 99 FJ463370  AMS 26.6 Trichoderma spirale 99 99 FJ463370 

AMS 21.5 Trichoderma harzianum 96 99 FJ463319  AMS 26.7 Trichoderma spirale 99 99 FJ463370 
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Código do 
isolado 

Espécie mais próxima 
Cobertura 

(%) 
Similaridade 

(%) 

Número de 
acesso no 

(GenBank) 
 

Código do 
isolado 

Espécie mais próxima 
Cobertura 

(%) 

Similari
dade 
(%) 

Número de 
acesso no 

(GenBank) 

AMS 27.1 Trichoderma strigosum 96 99 AY937442  AMS 33.6 Trichoderma spirale 97 99 FJ463370 

AMS 27.2 Trichoderma spirale 98 99 FJ463370  AMS 33.9 Trichoderma spirale 95 99 FJ463370 

AMS 27.40 Trichoderma asperellum 99 99 KT302162  AMS 33.10 Trichoderma asperellum 100 99 KP747448 

AMS 28.4 Trichoderma spirale 95 98 FJ463370  AMS 33.16 Trichoderma spirale 84 98 EU280049 

AMS 28.6 Trichoderma strigosum 97 99 AY937442  AMS 33.42 Trichoderma spirale 99 99 FJ463370 

AMS 28.12 Trichoderma harzianum 95 99 FJ463319  AMS 34.10 Trichoderma asperellum 100 100 KP747448 

AMS 28.16 Trichoderma spirale 97 99 FJ463370  AMS 34.12 Trichoderma asperellum 100 100 KT302162 

AMS 28.40 Trichoderma strigosum 98 99 AY937442  AMS 34.13 Trichoderma brevicompactum 97 94 FJ436131 

AMS 28.41 Trichoderma strigosum 98 99 AY937442  AMS 34.4 Trichoderma spirale 98 99 FJ463370 

AMS 29.1 Trichoderma sp. 80 99 KU301715  AMS 34.5 Trichoderma spirale 100 98 AY857277 

AMS 29.10 Trichoderma asperellum 100 100 KT302162  AMS 34.40 Trichoderma harzianum 97 99 FJ463314 

AMS 29.13 Trichoderma spirale 95 99 FJ463370  AMS 34.42 Trichoderma spirale 98 99 KT279030 

AMS 29.14 Trichoderma harzianum 95 99 FJ463314  AMS 34.43 Trichoderma spirale 95 99 FJ463370 

AMS 29.40 Trichoderma asperellum 100 100 KP747448  AMS 35.2 Trichoderma spirale 94 99 FJ463370 

AMS 30.1 Trichoderma harzianum 97 99 FJ463314  AMS 36.2 Trichoderma spirale 100 99 KT279022 

AMS 31.2 Trichoderma spirale 99 99 FJ463370  AMS 36.15 Trichoderma spirale 97 99 FJ463370 

AMS 32.42 Trichoderma spirale 95 99 FJ463370  AMS 36.45 Trichoderma spirale 97 99 FJ463370 

AMS 33.1 Trichoderma harzianum 97 99 FJ463319            
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A figura 11 ilustra a árvore filogenética das sequências obtidas e daquelas mais 

próximas com as do banco de dados. Quatro clados foram colapsados para melhor apresentar 

as relações filogenéticas. A árvore geral, contendo todas as sequências, encontra-se nos anexos 

do presente trabalho. A partir da análise filogenética, observou-se que as linhagens fúngicas 

cultivadas foram, em sua maioria, já isoladas de florestas tropicais e como endófitos.  

Dentre as sequências analisadas, Trichoderma virens AMS 1.3, não seguiu os padrões 

de agrupamentos descritos acima, de modo que a sequência desta linhagem afiliou-se com 

linhagens isoladas de solos de cultivares de mirtilio. T. virens é conhecido por seu potencial no 

biocontrole de fitopatógenos (BAILEY e LUMSDEN, 1998). Outros autores, em estudos sobre 

a diversidade de Trichoderma, observaram a maior incidência e predominância desta espécie 

em solos de cultivares, sugerindo que estes solos podem ser um habitat favorável a esta espécie. 

Em estudo realizado na Floresta Amazônica, Hoyo-Carvajal et al. (2009), observaram um único 

isolado pertencente a espécie T. virens, assim como, no presente estudo. A baixa frequência 

dessa espécie em estudos de regiões florestais, portanto, dá maior suporte a ideia de que tal 

espécie realmente é favorecida pelo solo de cultivares.  
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Figura 11. Árvore filogenética baseada na sequência do gene EF1 e TEFR dos isolados dos solos da Floresta 
Amazônica. Construída pelo método de Neighbour Joining com Kimura 2 parâmetros, árvore consenso de 
bootstrap utilizando 1000 replicações. As linhagens amazônicas se encontram codificadas como AMS. 
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Novas espécies de Trichoderma têm sido reportadas na literatura nos últimos anos 

(BISSET et al., 2002; KIM et al., 2013; PARK et al., 2014; ZHU & ZHUANG, 2015). Só no 

ano de 2016 os autores Montoya et al. (2016) descreveram 3 novas espécies de Trichoderma 

(T. texanum, T. attinorum e T.longifilialidicum spp.Nov) de amostras provenientes do 

Texas/EUA. Com base nesses dados sugere-se que uma gama de espécies pertencentes a este 

grupo fúngico ainda não foram descritas e que esforços são necessários para o amplo 

levantamento da diversidade deste gênero, o que pode acarretar na descoberta de novos 

compostos de ações biotecnológicas, visto a grande quantidade de compostos já descritos para 

esse gênero (REINO et al., 2008; AMIN et al., 2010). Neste estudo, três sequências (AMS 29.1, 

AMS 16.16 e AMS 3.2), apresentaram material genético idêntico entres si, sendo afiliadas na 

mesma posição da árvore (Figura 11), entretanto, não se afiliaram com nenhuma outra espécie. 

Ainda, quando comparadas com o banco de dados do NCBI, as sequências se associaram com 

Trichoderma sp. com identidade de 99%, porém com uma cobertura de apenas 88%. Portanto 

o presente trabalho sugere que estes isolados possam ser fortes candidatos a novas espécies. 

Para tal confirmação, estudos mais detalhados de filogenia e caracterização morfológica são 

necessários.  

Na figura 12, são mostradas as 56 sequências que se afiliaram com T. spirale. A 

porcentagem de identidade destas sequências foram de 98% para duas das sequências (AMS 

33.16 e AMS 34.5) e 99% a 100% para as demais (Tabela 5). T. spirale foi observado no 

ambiente amazônico em trabalhos anteriores, sendo considerada uma das mais abundantes 

(QUINTERO, 2013). Além da observação desta espécie em regiões tropicais, esta espécie 

também foi observada em outras diferentes localidades do mundo e diferentes ambientes como: 

Canadá, Ásia, Turquia, China e Tailândia (BISSET, 1991; KUBICEK et al., 2003; CHAVERRI 

et al., 2003; ZHANG et al., 2005), entretanto não de forma abundante, por este motivo, foi 

sugerido que esta espécie tem uma preferência por climas tropicais (HOYO-CARVAJAL et al., 

2010). 
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Figura 12. Representação do ramo colapsado referente ao clado 1 (Trichoderma spirale) indicado anteriormente 
na figura 10. 

 

 Na figura 13, observamos o ramo que aqui chamamos de clado 4 T. strigosum com 36 

sequências afiliadas a esta espécie. Destas, onze linhagens apresentaram identidade abaixo de 
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97% e 25 sequências variaram de 99 a 100%. Nas sequências em que foi observado baixa 

identidade se agruparam como um ramo intermediário entre T. strigosum e T. strigosellum. 

Embora a identificação molecular indique que essas linhagens sejam classificadas como T. 

strigosum, há a possibilidade de que esse ramo seja uma nova espécie, entretanto uma análise 

morfológica e molecular mais detalhada mostra-se necessária para tentar identificar essa 

diferenciação específica.  

A sequência de T. strigosum (JQ425703.1) do banco de dados que afiliou com as 

sequências dos isolados do presente trabalho, trata-se de uma sequência isolada do ambiente 

amazônico por Lópes-Quintero et al. (2013) em seu estudo sobre a diversidade de Trichoderma 

da Floresta Amazônica da Colômbia. Neste mesmo estudo, os autores identificaram uma nova 

espécie associada a T. strigosum e nomeada como T. strigosellum, sendo estas consideradas 

como espécies irmãs.  

No presente trabalho a sequência do isolado AMS 16.1 se afiliou com T. strigosellum e, 

quando observado o local desta espécie na árvore filogenética colapsada na figura 10, é possível 

verificar que ambas formaram um clado. Ainda, quando em consulta a literatura, estudos sobre 

a diversidade e biogeografia de Trichoderma em diversas localidades do mundo, como Ásia, 

China, Tailândia, Himalaia e Rússia (CHAVERRI et al., 2003; KUBICEK et al., 2003; 

GHERBAWAY, et al, 2004; DRUZHININA et al., 2005; ZHANG et al., 2005), não foram 

observadas a presença destas espécies. Deste modo, pode-se sugerir que a espécie T. strigosum 

possa ser endêmica de ambientes tropicais da América Central e Sul, e a espécie T. strigosellum 

endêmica da região Amazônica. Entretanto são necessários mais estudos e levantamentos sobre 

a diversidade e distribuição do gênero Trichoderma em outras localidades e ambientes, para tal 

confirmação. 
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Figura 13. Representação do ramo colapsado referente ao clado 2 (Trichoderma strigosum) indicado anteriormente 
na figura 10. 

 
Vinte e oito sequências se afiliaram com Trichoderma harzianum, com 99% de 

identidade (Figura 14). Acredita-se que o T. harzianum possui grande variabilidade genética, o 

que pode explicar sua habilidade de se estabelecer com predominância em diversas regiões de 

variados climas (BISSET, 1998 e CHAVERRI et al., 2003). No presente estudo, não foram 

observadas variações genéticas entre os isolados de T. harzianum dos solos Amazônicos, pois 

todas as sequências agruparam-se, de modo a se localizarem no mesmo ramo. Entretanto as 

sequências das linhagens AMS 13.14 e AMS 13.15, as quais foram obtidas do mesmo ponto de 

coleta, foram observadas em um ramo relativamente distante das demais sequências, é possível 
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que estes isolados possam conter genótipos distintos entre os demais isolados da mesma 

espécie. Em estudos realizados por  Hoyo-Carvajal et al, (2010), com amostras de regiões da 

América central e sul, incluindo a região amazonica da Colômbia, encontraram isolados de T. 

harzianum, assim como, T. spirale e T. asperellum com variações entre os genótipos da mesma 

espécie. 

 

 

Figura 14. Representação do ramo colapsado referente ao clado 3 (Trichoderma harzianum) indicado 
anteriormente na figura 12.  

  

A espécie T. harzianum já foi observada em diversas localidades do mundo, quase 

sempre em maior abundancia (CHAVERRI et al., 2003; KUBICEK et al., 2003; 

GHERBAWAY, et al, 2004; DRUZHININA et al., 2005; ZHANG et al., 2005). Ainda, esta 

espécie é reconhecida por seu potencial de controle biológico em diversos cultivares 
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(MACHADO et al., 2012) o que nos mostra sua alta capacidade de adaptação a diversos 

ambientes.  

Na figura 15 é observado o ramo nomeado como clado 6 T. asperellum, com vinte e seis 

sequências que variaram de 99 a 100% de identidade com as do banco de dados (Tabela 5). 

 

 

Figura 15. Representação do ramo colapsado referente ao clado 4 (Trichoderma asperellum) indicado 
anteriormente na figura 10. 

 
Esta espécie, também foi observada como uma das mais abundantes em solos da Floresta 

Amazônica (LOPES-QUINTERO, et al., 2013) e ambientes tropicais (HOYO-CARVAJAL et 

al, 2010). T. asperellum na literatura é citado como um possuidor de padrão de crescimento em 

substratos recalcitrantes, e correlacionado com a ocorrência em solos relativamente não 

perturbados de florestas ou outros habitat naturais (HOYO-CARVAJAL et al., 2010). Assim 

como observado nas áreas amostradas do presente estudo, pois os solo coletados, foram obtidos 

a partir de regiões não perturbadas da região amazônica. Ainda outra explicação, para tal 

abundância pode se dar pelo crescimento rápido e esporulação precoce dos isolados de T. 
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spirale, T. harzianum e T. asperellum (HOYO-CARVAJAL et al., 2010). Entretanto esses 

autores também sugerem que a predominância das espécies T. harzianum e T. asperellum em 

diversos ambiente na Colômbia, pode ser explicada pela variabilidade genética que foi 

encontrada para vários genótipos distinto de cada espécie e sua capacidade correspondente de 

crescer em vários substratos. 

De modo geral, as espécies T. spirale (37%), T. strigosum (22%), T. harzianum (18%) 

e T. asperellum (17%) foram as mais abundantes nesse estudo (Figura 16). 

 

 
Figura 16. Abundância total de espécies de Trichoderma isoladas dos solos da Floresta Amazônica. 

 
Outros autores, trabalhando com diversidade de Trichoderma na Tunísia, observaram 

T. harzianum como a espécie mais abundante (SADFI-ZOUAOUI et al, 2009). Já Kubicke et 

al., (2003), além de encontrarem T. harzianum, observaram também T. spirale, em seu trabalho 

na Ásia. Estas espécies (T. spirale e T. harzianum), também já foram observadas na Rússia, 

Sibéria e Himalaya (Kullnig et al. (2000) e são reportadas como totalmente cosmopolitas, 

principalmente T. harzianum (CHAVERRI et al., 2003).  

T. asperellum, que também foi encontrado em abundância nesse trabalho, é considerado 

comum em diversos ambientes e climas (HERMOSA et al., 2004; JAKLITSCH et al., 2006). 

Em estudos de regiões tropicais na Colômbia, Hoyo-Carvajal (2013) também obersevaram a 

predominância desta espécie. Estes autores sugerem que as regiões tropicais possuam uma 
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biodiversidade relativamente alta de Trichoderma e que as espécies T. asperellum e T. 

harzianum são as mais predominantes. 

Com a identificação das espécies isoladas, foi possível analisar a abundância relativa 

das espécies de Trichoderma de cada área amostrada (Figura 17). 

 

 
Figura 17. Abundância relativa de espécies de Trichoderma por ponto. 

 

De acordo com figura apresentada, nota-se a ausência de T. strigosum nos pontos 

AMS01, AMS11 e AMS12, enquanto que nos demais essa espécie é observada, com especial 

destaque para o ponto AMS06 onde é observado em maior abundancia (Figura 17). Como 

demonstrado pelas análises físico-químicas obtidas (Tabela 4), o ponto AMS06 apresenta os 

menores valores de pH, sugerindo que esta espécie sofra influência de ambientes com pH mais 

ácido.  

A espécie T. spirale foi observada em todos os pontos coletados sendo os pontos 

AMS08, AMS11 e AMS12 aqueles de maior abundância (Figura 16). De acordo com análise 

de correspondência canônica (CCA) (Figura 18), onde o primeiro eixo explica 56,55%, o 

estabelecimento e predominância dessa espécie está possivelmente relacionado aos teores 

elevado de argila, nitrogênio e silte encontrados nesses pontos, assim como, para T. harzianum 

e T. asperellum, que estão localizados próximo a T. spirale. Já os isolados T. strigosum 

correlacionou-se positivamente com AT (areia total) e acidez potencial (H+Al SMP). 
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Figura 18. Gráfico de análise de correspondência canônica (CCA). Correlacionando as linhagens identificadas e 
sua abundância com as características dos solos. 

 

Diferenças na comunidade microbiana associada a fatores químicos do solo têm sido 

relatados em alguns estudos (DE BELLIS et al., 2007). Além disso, outros estudos relatam que 

a temperatura e o regime de chuvas de um local sejam fatores determinantes da estrutura das 

comunidades microbianas do solo e seus processos bioquímicos (MUMMEY et al., 2010). 

Segundo Matos (2010), não é fácil estabelecer uma relação entre as comunidades de fungos e 

os fatores ambientais determinantes, já que estes fatores são inúmeros e estão correlacionados 

com a vegetação. A autora, ainda em seu trabalho, observou que amostras de solo coletadas em 

pontos distantes mas sob à mesma espécie arbórea, apresentaram estruturas de comunidades de 

fungos semelhantes evidenciando que existe influência das espécies vegetais sobre as 

comunidades fúngicas de um local, podendo sugerir no presente trabalho que as relações não 

explicadas pela análise fisico-química podem ser explicadas pelas espécies vegetais do 

ambiente, entretanto estudos são necessários para tal confirmação. 

 

5.3 Avaliação do potencial celulolítico das linhagens de Trichoderma  

5.3.1 Triagem qualitativa  

 Após o período de incubação dos isolados em meio CMC (1%), as placas foram coradas 

com vermelho congo e o halo de degradação revelado (Figura 19).  
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Figura 19. A - Observação dos halos da colônia e de hidrólise após coloração com o vermelho Congo. 
B- ausência de halo após a coloração com vermelho congo. 

  

 O halo evidenciado é formado pela ausência da ligação do corante com as ligações β-

1,4 glicídicas (CASTRO, 2006; FLORENCIO, 2011), ou seja, devido à clivagem do CMC em 

fragmentos menores o corante vermelho Congo não consegue se aderir (FLORENCIO, 2011). 

Este método é utilizado como ferramenta inicial, simples e rápida que auxilia na seleção de 

micro-organismos com potencial de produção de enzimas extracelulares (TEN et al., 2004). 

 A partir dos halos formados, ficou evidenciado que das 151 linhagens isoladas, 103 

apresentaram atividade celulolítica em meio sólido. Destas, 63% apresentaram formação de 

halo similar ao padrão T. reesei RUT C-30 (36 mm) e 7% apresentaram halo superior ao padrão 

(Figura 20).  
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Figura 20. Apresentação em porcentagem das linhagens que produziram degradação de celulose em meio sólido 
comparando com o padrão T. reesei RUT C-30 (26 a 35 mm Ø). A hidrólise de celulose foi qualificada com base 
do halo produzido, sendo: 01 a 15 mm de diâmetro, 16 a 25 mm de diâmetro, 26 a 35 mm de diâmetro e 36 a 60 
mm de diâmetro.  

 

 Rugger et al. (2004), trabalhando com linhagens de Trichoderma harzianum obtiveram 

diâmetro de halo de degradação de 72 mm, com incubação de 4 dias em uma temperatura de 28 

ºC. No presente trabalho, com 3 dias de incubação a 30 ºC, foram obtidas linhagens de 

Trichoderma spp. com halo de degradação de até 50 mm (Tabela 6). Ainda, para as linhagens 

que apresentam halo superior ao padrão T. reesei RUT C-30, foi calculado o índice enzimático 

(Í.e.) (Tabela 6), somando o diâmetro da colônia mais o halo formado, dividindo o resultado 

pelo valor do diâmetro da colônia segundo metodologia proposta por Furlaneto (1989).  
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Tabela 6 Atividade celulolítica dos 7% de isolados do estado do Amazonas que apresentaram halo superior ao 
padrão (RUT C-30), cultivados em meio sintético com carboximetilcelulose (CMC) durante 3 dias a 30 ºC. ∅h = 
diâmetro do halo (mm); ∅c = diâmetro da colônia (mm); Íe = índice enzimático. 

Isolados Øh Øc Í.e 

Código Identificação Incubação: 3 dias 

AMS 5.19 T. spirale 44 23 1,9 

AMS 7.22 T. spirale 50 25 2 

AMS 14.35 T. asperellum 40 24 1,7 

AMS 23.14 T. harzianum 38 23 1,7 

AMS 23.16 T. spirale 40 25 1,6 

AMS 22.12 T. spirale 50 22 2,3 

AMS 29.14 T. harzianum 40 25 1,6 

AMS 32.42 T. spirale 36 18 2 

AMS 36.2 T. spirale 36 22 1,7 

AMS 36.15 T. spirale 36 23 1,9 

AMS 36.45 T. spirale 44 24 1,5 

RUT C-10 T. reesei 36 23 1,6 

 

 De acordo com Ten et al. (2004) o diâmetro do halo de hidrólise é útil para selecionar 

linhagens com altos níveis de atividade de degradação de celulose. E o índice enzimático pode 

ser utilizado como uma medida simples e rápida para selecionar linhagens com potencial para 

a produção de enzimas celulolíticas tanto de um grupo da mesma espécie quanto de espécies 

diferentes. 

 Florencio (2011), em seu trabalho com linhagens de Trichoderma, observou os maiores 

índices enzimáticos para as linhagens de Trichoderma harzianum com valor de 1,50 à 1,74 (Í.e), 

próximos ao observado no presente trabalho. Outros autores utilizaram desta mesma 

metodologia para avaliar o índice enzimático de micro-organismos, como Aspergillus janus (Í.e 

de 1,31 à 1,4), Aspergillus caesiellus (Í.e de 1,2 à 1,30) Penicillium bilaii Chalabuta (Í.e de 

1,31 à 1,4) (NOGUEIRA et al., 1996). Estes gêneros de fungos são conhecidos por possuírem 

alto potencial enzimático, e enzimas já comercializáveis (ORLANDELLI et al., 2012). Os 

valores encontrados por estes autores foram inferiores ao obtido no presente trabalho pelas 

linhagens de Trichoderma spp isoladas do solo Amazônico que variaram de 1,5 a 2,3 no índice 

enzimático, destacando a importância desse ecossistema na busca por micro-organismos com 

potencial aplicação biotecnológica. 
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 5.3.2 Triagem quantitativa  

As 103 linhagens selecionadas pela formação do halo de degradação em meio sólido 

foram submetidas à quantificação da celulase total com papel de Whatman nº1, com a  

finalidade de selecionar as linhagens com maior potencial celulolítico sob condições líquidas 

de cultivo. Destas, 9 linhagens (AMS 2.31; AMS 3.36; AMS 4.20; AMS 7.17; AMS 23.14; 

AMS 25.13; AMS 29.14; AMS 32.19 e AMS 36.45) apresentaram atividade de celulase total 

equivalente à do padrão T. reesei RUT C-30 (0,43 µmol.mL-1) enquanto duas linhagens (T. 

harzianum AMS 23.14 e T. harzianum AMS 29.14) apresentaram atividade significativamente 

(p<0,05) superior ao do padrão com 0,5 e 0,6 µmol.mL-1 de atividade, respectivamente (Figura 

21), selecionadas para as próximas análises.  

 

 
Figura 21. Perfil enzimático de degradação da celulose total em meio líquido com papel de Whatman nº 1, como 
única fonte de carbono a 30º por 7 dias, pelas linhagens de Trichoderma selecionadas e isoladas do solo do estado 
do Amazonas comparadas com o padrão RUT C-30. 

 
Em um estudo similar realizado por Basso et al. (2010), utilizando a linhagem 

Trichoderma reesei QM9414, sob as condições de 28ºC por 10 dias obtiveram atividade 

enzimática de celulase total em papel de Whaltman nº1 de até 0,2 µmol.mL-1, valores inferiores 

aos obtidos neste trabalho. Esses autores ainda compararam a atividade de celulase total entre 

duas linhagens padrão, o T. reesei RUT C-30 e o Trichoderma reesei QM9414, e observaram 

que a linhagem Trichoderma reesei QM9414 apresentou melhor atividade (0,2 µmol.mL-1) 

quando comparado com a linhagem T. reesei RUT C-30 (0,1 µmol.mL-1), os resultados destes 

autores foram inferiores aos apresentados pelas linhagens amazônicas do presente estudo.  
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Trichoderma reesei destaca-se entre os mais potentes produtores de celulases, sendo a 

linhagem RUT C-30 (T. reesei), melhorado geneticamente, resultando em produtividade 

enzimática hiperceulolítica (MANDELS et al., 1971, MONTENECOURT e EVELEIGH 1979; 

CHERRY e FIDANTSEF, 2003), considerado hoje a mais utilizada industrialmente, por seu 

potencial hipercelulolítico. E as novas linhagens de Trichoderma isoladas dos solos 

Amazônicos estão demonstrando atividade superior a essas cepas, evidenciando que os solos 

Amazônicos necessitam de mais exploração na busca por potenciais biotecnológico.  

 

5.4 Análises enzimáticas de Trichoderma com bagaço de cana-de-açúcar como substrato  

A produtividade de uma enzima, assim como o custo de produção, podem ser 

otimizados, analisando-se e modificando os fatores físicos e químicos utilizados no processo 

(SAID, PIETRO, 2004 e LOPES 2009).  

Desta maneira, nos testes a seguir, buscou-se avaliar a atividade enzimática das 

linhagens Amazônicas no pH 3, o qual, trata-se da condição do ambiente em que as linhagens 

foram isoladas (DEMATTÊ; DEMATTÊ, 1993), e no pH 5, a faixa mais usual para produção 

e atividade enzimática por linhagens fúngicas. Utilizau-se o bagaço de cana-de-açúcar como 

substrato e única fonte de carbono, visto que trata-se de um resíduo agroindustrial de maior 

predominância (CASTRO et al., 2010). 

 

5.4.1 Atividade de celulase total 

A atividade da celulase total em meio suplementado com bagaço de cana de açúcar 

tratado foi maior em todos os períodos para as linhagens amazônicas nos dois pHs (3 e 5), 

quando comparadas com a linhagem padrão T. reesei RUT C-30 (Figura 22). O pH 3 

proporcionou melhor atividade enzimática, assim como o período de 22 dias. Nesse cenário, a 

linhagem T. harzianum AMS 23.14 apresentou atividade de 2,38 µmol.mL-1 e a linhagem T. 

harzianum AMS 29.14 apresentou 1,75 µmol.mL-1, valores significativamente (p<0,05) 

superiores ao da linhagem padrão (T. reesei RUT C-30) que apresentou 0,93 µmol.mL-1 (Tabela 

7).  
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Figura 22. Atividade de celulase total (FPase), no meio com bagaço de cana-de-açúcar tratado como substrato e 
única fonte de carbono em diferentes pH. 

 

Tabela 7. Atividade da celulase total (µmol.mL-1) no meio com bagaço de cana-de-açúcar tratado como substrato 
e única fonte de carbono sob diferentes pH. 

Tempo 
(dias) 

pH 3 pH 5 

AMS 23.14 AMS 29.14 RUT C-30 AMS 23.14 AMS 29.14 RUT C-30 

3º 0,004 l* 0,026 l 0,016 l 0,000 l 0,018 l 0,000 l 

6º 0,214 ijl 0,215 ijl 0,084 jl 0,497 ghijl 0,346 hijl 0,532 ghijl 

9º 0,503 ghijl 0,488 ghijl 0,073 jl 0,497 ghijl 0,355 hijl 0,511 ghijl 

12º 1,036 cdefg 0,771 efghi 0,596 ghijl 0,594 ghijl 0,917 defgh 0,676 fghij 

15º 1,375 bcde 1,042 cdefg 0,993 cdefg 0,768 efghi 0,880 defgh 0,955 cdefgh 

18º 1,542 bc 1,239 bcdef 0,890 defgh 0,997 cdefg 1,000 cdefg 0,782 efghi 

22º 2,380 a 1,750 b 0,936 cdefgh 1,735 b 1,495 bcd 1,341 bcde 
*Letras diferentes representam diferenças significativas pelo teste de Tukey com p<0,05. 
 

Em um estudo realizado por Hargreaves (2008), com fungos filamentosos isolados de 

solos Amazônicos, ele obteve atividade de 0,30 µmol.mL-1 com cinco dias de incubação em 

meio com pH 5, suplementado com bagaço de cana-de-açúcar tratado. No presente trabalho 

com seis dias de incubação no pH 5, as linhagens amazônicas T. harzianum AMS 23,14 e T. 

harzianum AMS 29.14 apresentaram atividade de 0,53 µmol.mL-1 e 0,34 µmol.mL-1, 

respectivamente; valores superiores ao encontrado pelo autor. Alam et al. (2008), estudando a 

otimização da produção de celulase por Trichoderma harzianum, em meio líquido com lodo de 

esgoto doméstico, encontraram atividade máxima de 6,9 µmol.mL-1 a 32,5 ºC no pH 5,0. Já 

Silva et al. (2009) trabalhando com 1 % de resíduo de uva como substrato, observaram atividade 

de 0,11 µmol.mL-1 por Aspergillus phoenicis, valores diferentes dos obtidos no presente 

trabalho.  
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Estes resultados mostram que os fatores como pH, tipos de substratos, temperatura e 

organismo podem influenciar na atividade enzimática, favorecendo, otimizando ou propiciando 

um resultado eficiente ou ineficiente (SALES et al., 2010). A água também pode ser um fator 

limitante e primordial, por possuir diversas funções em um bioprocesso. Em um cultivo de 

fungos filamentosos, por exemplo, a limitação de água pode causar a desnaturação de enzimas-

chave do metabolismo das células ocasionando um desequilíbrio nas vias, o que afeta os 

processos de germinação, esporulação e formação de metabólitos, assim como reduz a taxa de 

crescimento microbiano e aumenta o período de aclimatação celular (CASTRO, 2010). Em 

estudos levantados por Castro et al. (2010), eles apresentaram diferenças na características da 

produção enzimática em condições de fermentação em estado sólido (FES) e fermentação 

submersa (FS), evidenciando melhor desempenho e atividade na produção enzimática no estado 

submerso (FS), assim como, estabilidade das enzimas. 

No tratamento suplementado com bagaço de cana-de-açúcar não tratado, as linhagens 

amazônicas apresentaram atividade de celulase total superior ao padrão (T. reesei RUT C-30) 

em todos os períodos e pHs (3 e 5). O pH 3 proporcionou melhor atividade para as linhagens 

isoladas do solo amazônico, assim como o 22º dia de incubação (Figura 23). A linhagem T. 

harzianum AMS 29.14 apresentou 3,56 µmol.mL-1 e a linhagem T. harzianum AMS 23.14 

apresentou 2,75 µmol.mL-1 de atividade, valores significativamente (p<0,05) superiores ao do 

padrão T. reesei RUT C-30 (1,63 µmol.mL-1) (Tabela 8). 

 

 

Figura 23. Atividade da celulase total (FPase) no meio com bagaço de cana-de-açúcar não tratado como substrato 
e única fonte de carbono em diferentes pH.  
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Tabela 8. Atividade da celulase total (µmol.mL-1) meio com bagaço de cana-de-açúcar não tratado como substrato 
e única fonte de carbono sob diferentes pH. 

Tempo 
(dias) 

pH 3 pH 5 

AMS 23.14 AMS 29.14 RUT C-30 AMS 23.14 AMS 29.14 RUT C-30 

3º 0,315 mno 0,171 mno 0,347 mno 0,124 o 0,154 no 0,282 mno 

6º 0,691 jlmno 0,580 lmno 0,820 jlmno 0,653 jlmno 0,862 hijlmno 0,752 jlmno 

9º 1,077 ghijlmno 1,520 efghijl 0,940 hijlmno 0,853 ijlmno 0,893 hijlmno 0,972 hijlmno 

12º 1,361 fghijl 2,452 bcde 1,119 ghilmno 1,841 defghi 1,577 efghijl 1,146 ghijlmn 

15º 2,286 bcdef 2,472 bcde 1,104 ghilmno 1,871 defgh 2,041 cdefg 1,176 ghijlm 

18º 2,255 bcde 3,064 ab 1,573 efghijl 2,197 bcdef 2,776 abcd 1,508 efghijl 

22º 2,753 abcd 3,568 a* 1,636 efghij 2,699 abcd 2,895 abcd 1,534 efghijl 
*Letras diferentes representam diferenças significativas pelo teste de Tukey com p<0,05. 
 

Silva (2014), ao analisar a atividade enzimática de fungos isolados do bioma amazônico, 

encontrou valor de atividade máxima de 0,303 µmol.mL-1 para o fungo Aspergillus ninger, com 

5 dias de incubação em bagaço de cana-de-açúcar não tratado. Este valor é similar ao observado 

no presente trabalho para as linhagens de Trichoderma com 3 dias de incubação e inferior ao 

6º dia de incubação como observado na tabela 16.  

De modo geral, foi observado que as linhagens isoladas de solos da Floresta Amazônica 

apresentaram atividade de celulase total (FPase) superior à linhagem padrão T. reesei RUT C-

30 nos dois pHs estudados, principalmente no pH 3, em ambos os meios (tratado e não tratado), 

sendo o meio com bagaço de cana-de-açúcar não tratado o que apresentou valores de atividade 

superiores quando comparado com o tratado (Tabelas 7 e 8) Esses dados estão de acordo com 

as condições ambientais encontrados nos solos amazônicos (Tabela 2), na qual é demonstrada 

a predominância de acidez nesses solos (DEMATTÊ; DEMATTÊ, 1993; GON, 2004). Deste 

modo, é nítido que as linhagens Amazônicas apresentaram melhor desempenho de atividade 

celulolítica com as três enzimas (andoglucanase, exoglucanase e β-glicosidase) atuando de 

modo sinergético. Atualmente, existe um apelo por busca de micro-organismos com elevada 

taxa de atividade enzimática, produzindo níveis apropriados das três enzimas capazes de 

degradar com eficácia a celulose natural (KUMAR; SINGH, SINGH, 2008; SUKUMARAN; 

SINGHANIA; PANDEY, 2005) 

 

5.4.2 Atividade de Endoglucanase  

Para a atividade da endoglucanase em bagaço de cana-de-açúcar tratado, as linhagens 

isoladas do solo amazônico também apresentaram atividade superior as do padrão (T. reesei 
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RUT C-30), nas duas condições de pH’s (3 e 5). Entretanto, o pH 3 foi observado melhor 

desempenho das linhagens quando comparado com o pH 5 (Figura 24 e Tabela 9).  

 

 
Figura 24. Atividade da endoglucanase (CMCase) no meio com bagaço de cana-de-açúcar tratado como substrato 
e única fonte de carbono nos pH. 

 
Tabela 9. Atividade da endoglucanase (CMCase) (µmol.mL-1) no meio com bagaço de cana-de-açúcar tratado 
como substrato e única fonte de carbono sob diferentes pH. 

Tempo 
(dias) 

pH 3 pH 5 

AMS 23.14 AMS 29.14 RUT C-30 AMS 23.14 AMS 29.14 RUT C-30 

6º 2,252 a* 1,440 b 0,000 f 1,297 bc 1,311 bc 0,890 bcde 

9º 0,920 bcde 0,787 bcde 0,070 f 0,900 bcde 0,550 def 0,643 cdef 

12º 0,802 bcde 0,669 cdef 0,386 def 1,070 bcd 0,663 cdef 0,525 def 

15º 0,679 cdef 0,669 cdef 0,360 def 0,905 bcde 0,509 def 0,422 def 

18º 1,481 b 1,265 bc 0,499 def 0,941 bcde 0,679 bcde 0,396 def 

22º 0,304 ef 0,350 ef 0,000 f 0,453 def 0,550 def 0,000 f 
*Letras diferentes representam diferenças significativas pelo teste de Tukey com p<0,05. 
 

A melhor atividade foi observada no 6º dia no pH 3, onde a linhagem T. harzianum 

AMS 23.14 apresentou 2,52 µmol.mL-1 e a linhagem T. harzianum AMS 29.14 apresentou 1,44 

µmol.mL-1 de atividade. Esses valores foram significativamente diferentes da linhagem padrão 

que não apresentou atividade neste período, iniciando sua atividade de endoglucanase no 12º 

dia no pH 3 com 0,070 µmol.mL-1 (Figura 24).  

Em um trabalho similar realizado por Khan et al. (2007), com linhagens de Trichoderma 

harzianum, eles observaram atividade de 1,88 µmol.mL-1 de endoglucanase no 4º dia de 

incubação em bagaço de cana-de-açúcar tratado. Esse valor foi inferior ao encontrado para a 
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linhagem da Amazônia, T. harzianum AMS 23.14 em pH 3, a qual exibiu atividade de 2,25 

µmol.mL-1 com 6 dias de incubação. O autor Mendoza (2009) também trabalhando com 

Trichoderma harzianum, em meio líquido com bagaço de cana-de-açúcar tratado utilizando 1% 

(m/v), obteve atividade da endoglucanase de 0,032 µmol.mL-1 após 9 dias de cultivo, valor 

inferior ao observado no presente trabalho. Esses resultados mostram que a mesma espécie pode 

possuir alto ou baixo potencial de atividade enzimática, sugerindo assim, que o ambiente do 

qual obteve-se o micro-organismo possa ter influência em suas características. 

Em relação ao experimento com bagaço de cana-de-açúcar não tratado as linhagens 

amazônicas continuaram apresentando atividade superior ao padrão (T. reesei RUT C-30) 

utilizado no presente trabalho (Figura 25).  

 

 
Figura 25. Atividade da endoglucanase (CMCase) no meio com bagaço de cana-de-açúcar não tratado como 
substrato e única fonte de carbono em diferentes pH. 

 
O pH 3 continuou proporcionando melhor desempenho de atividade para as linhagens 

isoladas do solo amazônico no decorrer de todo período. Entretanto, o 6º dia no pH 5 apresentou 

um pico de atividade superior quando comparado com o 6º dia no pH 3. Evidenciando atividade 

de 2,93 µl.mL-1 para a linhagem T. harzianum AMS 23.14 no pH 5 e 2,27 µl.mL-1 para a 

linhagem T. harzianum AMS 29.14, valores significativamente (p<0,05) superiores ao do 

padrão (T. reesei RUT C-30), que obteve 1,88 µl.mL-1 (Tabela 10). 
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Tabela 10. Atividade da endoglucanase (CMCase) (µmol.mL-1) no meio com bagaço de cana-de-açúcar não 
tratado como substrato e única fonte de carbono sob diferentes pH. 

Tempo 
(dias) 

pH 3 pH 5 

AMS 23.14 AMS 29.14 RUT C-30 AMS 23.14 AMS 29.14 RUT C-30 

3º 0,418 jlmn 0,178 lmn 0,000 n 0,356 jlmn 0,268 jlmn 0,000 n 

6º 0,741 hijlmn 0,257 jlmn 0,029 mn 2,936 a 2,278 abc 1,887 bcd 

9º 1,794 bcde 1,738 bcde 0,597 ijlmn 0,797 ghijlmn 1,892 bcd 0,998 efghijl 

12º 1,738 bcde 2,159 abc 0,843 fghijlmn 0,514 ijlmn 1,830 bcde  0,766 ghijlmn  

15º 1,748 bcde 2,247 abc 0,854 fghijlm 1,265 defghi 1,671 bcdef 0,705 ijlmn 

18º 2,473 ab 2,838 a* 1,054 defghij 1,568 cdefgh 1,769 bced 0,771 ghijlmn 

22º 1,589 cdefg 2,278 abc 0,365 jlmn 1,676 bcdef 1,861 bcd 0,525 ijlmn 
*Letras diferentes representam diferenças significativas pelo teste de Tukey com p<0,05. 

 

Essa alta atividade observada se repetiu no pH 3, entretanto, ocorreu no período de 18 

dias, em que a linhagem T. harzianum AMS 23.14 apresentou 2,47 µmol.mL-1 e a linhagem T. 

harzianum 29.14, 2,83 µmol.mL-1. Mostrando que no pH 5 a melhor incidência de atividade foi 

apenas no período do 6º dia, havendo um decaimento na atividade nos dias seguintes. Diferente 

do pH 3, onde a atividade se manteve alta a partir do 9º dia de incubação até o 18º dia, sendo o 

período de melhor atividade.  

Gerhardt (2015) em seu trabalho com linhagens de Trichoderma spp., isoladas de solos 

amazônicos, obteve atividade de endoglucanase de 0,37 µmol.mL-1 com 5 dias de incubação 

em pH 5 com bagaço de cana-de-açúcar não tratado. Esse valor foi inferior ao observado no 

presente trabalho quando comparado com 6 dias de incubação para as linhagens Amazônicas 

em ambos os pHs.  

No entanto, Silva (2014) em ensaios contendo bagaço de cana-de-açúcar não tratado em 

pH 5 obteve atividade de endoglucanase de 4,7 µmol.mL-1 com 5 dias de incubação em seu 

trabalho com fungos filamentosos isolados de solos da Amazônia. Esse valor é superior ao 

encontrado para a linhagem T. harzianum AMS 29.14 (2,9 µmol.mL-1). Contudo, é válido citar 

que a concentração de substrato utilizado no trabalho da autora foi de 9,5 % e superior ao 

utilizado no presente trabalho (1%). Já foi demonstrado que a atividade celulolítica é 

influenciada pela concentração de substrato (ALAM et al., 2008; SALES et al., 2010), podendo 

justificar a atividade inferior nesse trabalho, assim como, sugerir que, aumentando a 

concentração de substrato disponível pode se aumentar a atividade celulolítica dos isolados. 

Similarmente aos dados obtidos na análise atividade de celulase total, o pH 3 apresentou 

características que favorecem a atividade enzimática de endoglucanase para linhagens 

amazônicas, quando comparada com o pH 5, assim como o meio com bagaço de cana não 
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tratado, estimulou uma maior atividade enzimática (Figuras 24 e 25). A alta atividade 

enzimática observada quando o substrato aplicado foi o bagaço não tratado, sugere que as 

linhagens Amazônicas foram eficientes na degradação do bagaço natural. Sugerindo que o 

ambiente amazônico possa ter influenciado, devido a rápida e eficiente ciclagem do material 

vegetal disponível de forma abundante neste ambiente, entretanto mais estudos são necessários 

para tal confirmação.  

 

5.4.3 Atividade da Exoglucanase 

Quando avaliada a atividade de exoglucanase, observou-se que o pH 3 proporcionou 

melhor atividade para as linhagens amazônicas, e que as mesmas obtiveram atividade superior 

ao do padrão (T. reesei RUT C-30) (Figura 26). A linhagem T. harzianum AMS 23.14 

apresentou atividade de 0,14 µmol.mL-1 enquanto que a linhagem T. harzianum 29.14 

apresentou 0,15 µmol.mL-1, valores que embora superiores ao do padrão T. reesei RUT C-30 

(0,11 µmol.mL-1), não foram significativamente diferentes (Tabela 11). 

 

 
Figura 26. Atividade da exoglucanase (Avicelase) no meio com bagaço de cana-de-açúcar tratado como substrato 
e única fonte de carbono em diferentes pH.  
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Tabela 11. Atividade da exoglucanase (Avicelase) (µmol.mL-1) no meio com bagaço de cana-de-açúcar tratado 
como substrato e única fonte de carbono sob diferentes pH. 

Tempo 
(dias) 

pH 3 pH 5 

AMS 23.14 AMS 29.14 RUT C-30 AMS 23.14 AMS 29.14 RUT C-30 

6º 0,156 a* 0,145 ab 0,119 abc 0,025 bc 0,015 c 0,003 c 

9º 0,126 abc 0,051 abc 0,062 abc 0,022 bc 0,053 abc 0,009 c 

12º 0,076 abc 0,040 abc 0,077 abc 0,012 c 0,058 abc 0,004 c 

15º 0,031 abc 0,056 abc 0,46 abc 0,059 abc 0,085 abc 0,055 abc 

18º 0,026 bc 0,003 c 0,023 bc 0,049 abc 0,077 abc 0,028 bc 
*Letras diferentes representam diferenças significativas pelo teste de Tukey com p<0,05. 
 

A enzima exoglucanase é pouco reportada na literatura, entretanto possui estratégia de 

hidrólise da fibra celulósica de elevada importância, pois é capaz de liberar glicose diretamente 

do polímero. Embora a IUBMB (International Union of Biochemistry and Molecular Biology) 

defina essa enzima como catalisadora da hidrólise apenas dos terminais não-redutores da fibra 

celulósica em oligossacarídeos e celobiose, há relatos do ataque de terminais redutores por essa 

enzima (CASTRO, 2010). 

Em relação à atividade da enzima exoglucanase no experimento suplementado com 

bagaço de cana-de-açúcar não tratado, é notável que o fator pH influenciou no desempenho de 

atividade enzimática. Sendo o pH 3 o que proporciona melhor atividade para as linhagens 

(Figura 27 e Tabela 12).  

 

 
Figura 27. Atividade da exoglucanase (Avicelase) no meio com bagaço de cana-de-açúcar não tratado como 
substrato e única fonte de carbono em diferentes pH. 
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Tabela 12. Atividade da exoglucanase (Avicelase) (µmol.mL-1) no meio com bagaço de cana-de-açúcar tratado 
como substrato e única fonte de carbono sob diferentes pH. 

Tempo 
(dias) 

pH 3 pH 5 

AMS 23.14 AMS 29.14 RUT C-30 AMS 23.14 AMS 29.14 RUT C-30 

6º 0,171 a 0,090a 0,148a 0,045a 0,000a 0,003a 

9º 0,078 a 0,07a 0,135a 0,025a 0,058a 0,025a 

12º 0,073a 0,06a 0,072a 0,075a 0,061a 0,039a 

15º 0,073a 0,11a 0,144a 0,086a 0,114a 0,078a 

18º 0,11a 0,09a 0,086a 0,070a 0,010a 0,026a 
*Letras diferentes representam diferenças significativas pelo teste de Tukey com p<0,05. 

 

Ainda em relação ao pH 3, a linhagem padrão T. reesei RUT C-30 apresentou atividade 

similar as linhagens amazônicas, sendo o período de 15 dias o de maior pico de atividade, com 

0,11 µl.mL-1 para T. harzianum AMS 23.14, 0.12 µl.mL-1 para T. harzianum AMS 29.14 e 0,14 

µmol.mL-1 para o padrão T. reesei RUT C-30. Entretanto, no meio de cultivo no pH 5, as 

linhagens amazônicas apresentaram atividade superior ao padrão em todos os períodos (Figura 

26). No 15º dia, ocorreu o maior desempenho de atividade, onde a linhagem T. harzianum AMS 

23.14 apresentou 0,08 µmol.mL-1 e a AMS 29.14 µmol.mL-1 apresentou 0,11 µmol.mL-1 de 

atividade. Estes dados, apesar de superior ao do padrão (0,07 µmol.mL-1), não foram 

significativamente diferentes. Os resultados obtidos para a linhagem padrão e a linhagem T. 

harzianum AMS 23.14, foram similares aos obtidos por Gerhardt et al. (2015), onde os autores 

trabalhando com linhagens de Trichoderma spp. isoladas de solo amazônico, obtiveram valor 

de T. harzianum AMS 0,07 µmol.mL-1 com cinco dias de incubação em bagaço de cana não 

tratado. Em outro estudo, os autores Sales et al. (2010), também apresentaram resultados 

parecidos à esse trabalho, avaliando o fungo Aspergillus aculeatus, a mais alta atividade de 

exoglucanase obtida foi de 0,17 µmol.mL-1 no pH 6,0, concentração de substrato 1,5% e 

temperatura de cultivo a 40ºC. Entretanto, é valido ressaltar que a concentração de substrato do 

presente trabalho foi inferior ao dos autores em referência.Estes resultados mostram que as 

linhagens de Trichoderma isoladas no presente trabalho apresentaram valores de atividade 

similar com uma concentração menor de substrato.  

De modo geral, o tipo de substrato não demonstrou diferença para os três isolados, assim 

como o pH 3. No pH 5 houve uma melhor atividade para os isolados amazônicos quando 

comparados com o padrão (T. reesei RUT C-30), entretanto não foram significativamente 

diferentes.  
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5.4.4 Atividade da β-glicosidase 

Em relação à atividade da β-glicosidase, em meio de cultivo suplementado com bagaço 

de cana-de-açúcar tratado, foi observado atividade significativamente superior para as 

linhagens isoladas dos solos amazônicos em todos os períodos estudados e ambos pH’s (3 e 5), 

quando comparadas com a linhagem padrão T. reesei RUT C-30 (Figura 28 e Tabela 13).  

 

 
Figura 28. Atividade da β-glicosidase no meio com bagaço de cana-de-açúcar tratado como substrato e única fonte 
de carbono em diferentes pH. 

 
Tabela 13. Atividade da β-glicosidase (µmol.mL-1) no meio com bagaço de cana-de-açúcar tratado como substrato 
e única fonte de carbono sob diferentes pH. 

Tempo 
(dias) 

pH 3 pH 5 

AMS 23.14 AMS 29.14 RUT C-30 AMS 23.14 AMS 29.14 RUT C-30 

6º 0,933 fghi 0,088 fghi 0,052 m 1,083 efg 0,797 ghi 0,245 lm 

9º 1,247 def 0,967 fgh 0,267 jlm 1,424 de 1,620 cd 0,568 ijl 

12º 1,820 bc 2,229 a* 0,646 hij 2,252 a 2,313 a 1,025 fg 

15º 2,125 ab 2,325 a 0,803 ghi 2,180 ab 2,256 a 1,020 fg 
*Letras diferentes representam diferenças significativas pelo teste de Tukey com p<0,05. 
 

O pH 3 proporcionou melhor atividade para ambas as linhagens (T. harzianum AMS 

23.14 e T. harzianum AMS 29.14). No 15º dia, T. harzianum AMS 29.14 apresentou atividade 

de 1,20 µmol.mL-1 e a linhagem T. harzianum AMS 23.14 apresentou 1,09 µmol.mL-1, valores 

significativamente (p<0,05) superiores ao da linhagem padrão T. Reesei RUT C-30) que 

apresentou 0,4 µmol.mL-1. 

Em estudo realizado com o padrão Trichoderma reesei, Sternberg (1976) obteve o valor 

máximo de atividade de β-glicosidase de 0,3 µmol.mL-1, com aproximadamente 4 dias de 

incubação, próximos aos obtidos no presente trabalho para a linhagem padrão (T. reesei RUT 
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C-30). Segundo Singhania et al. 2010, a linhagem padrão T. reesei é conhecida por produzir 

baixa quantidade da enzima β–glicosidase. Este resultado, pode-se dar devido às condições 

ácidas que se desenvolvem no meio durante o período de máxima produção de celulase 

(MANDEL, 1975) inibindo sua atividade. Entretanto, tais resultados não foram observados no 

presente trabalho para as linhagens isoladas de solos da Floresta Amazônica. Sugerindo que 

devido a adaptabilidade do ambiente amazônico, as linhagens desenvolveram potencial de 

degradação em condições mais ácidas de pH.  

Em estudos realizados com fungo Asperellum ninger pelos autores Aguiar et al., (2000), 

foi observado que as linhagens deste gênero produziram atividade de β-glicosidase de 0,8 

µmol.mL-1 com bagaço de cana-de-açúcar tratado, valores inferiores ao do presente trabalho 

com as linhagens de Trichoderma. Já os autores Martins et al. (2008), estudando a produção de 

β-glicosidase pelo fungo Penicillium echinulatum, através de fermentação submersa em meio 

contendo farelo de trigo por 8 dias, obtiveram atividade de 0,31 µmol.mL-1, valores inferiores 

aos observados no presente trabalho com 6 dias de incubação para as linhagens amazônicas. 

Em relação ao experimento com bagaço de cana-de-açúcar não tratado as linhagens 

amazônicas apresentaram atividade significativamente superiores ao padrão em todos os 

períodos e ambos pH’s (3 e 5) (Figura 29). O período de 15 dias de incubação, apresentou 

melhor atividade para ambas as linhagens amazônicas no pH3. A linhagem T. harzianum AMS 

23.14 e T. harzianum AMS 29.14 apresentaram atividade de 1,20 µmol.mL-1, diferente do valor 

máximo de atividade do padrão, que foi de 0,44 µmol.mL-1 (Tabela 14). 

 

 
Figura 29. Atividade da β-glicosidase no meio com bagaço de cana-de-açúcar não tratado como substrato e única 
fonte de carbono em diferentes pH. 
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Tabela 14. Atividade da β-glicosidase (µmol.mL-1) no meio com bagaço de cana-de-açúcar não tratado como 
substrato e única fonte de carbono sob diferentes pH. 

Tempo 
(dias) 

pH 3 pH 5 

AMS 23.14 AMS 29.14 RUT C-30 AMS 23.14 AMS 29.14 RUT C-30 

6º 0,604 ghij 0,983 efghi 0,333 j 1,083 defgh 0,560 hij 0,270 j 

9º 1,165 defgh 1,580 cde 0,388 ij 1,317 defgh 1,222 defg 0,434 ij 

12º 1,691 bcd 2,246 ab 0,661 ghij 2,161 abc 2,549 a 0,848 fghij 

15º 2,333 a* 2,335 a 0,854 fghij 2,172 abc 2,164 abc 0,598 ghij 
*Letras diferentes representam diferenças significativas pelo teste de Tukey com p<0,05. 
 

Gerhardt et al. (2015), obtiveram atividade de β-glicosidase de 1 µmol.mL-1 com a 

linhagem de Trichoderma spp, isolados de solos amazônicos do estado do Mato Grosso. Esse 

resultado foi obtido em um ensaio conduzido com bagaço de cana-de-açúcar não tratado, com 

5 dias de incubação em pH 5. Esse valor está próximo ao encontrado no presente trabalho com 

6 dias de incubação (Figura 29). Valores bastante inferiores (0,006 µmol.mL-1) foram descritos 

por Silvia (2014), em um trabalho conduzido com fungos filamentosos isolados de solos 

amazônicos empregando Penicillium após 5 dias de incubação. 

A enzima β-glicosidase é reportada com a característica de sofrer inibição por seu 

produto de hidrólise (CASTRO, 2010), e em ambos os tratamentos (bagaço tratado e não 

tratado; pH3 e 5) foi observado que não houve atividade pela enzima no 18º e 22º dia, sugerindo 

que devido a produtividade gerada tenha inibido sua atividade.  

De maneira geral, as linhagens amazônicas se destacam quanto à atividade enzimática 

de β-glicosidase demostrando serem promissoras para exploração biotecnológica. O pH e os 

tratamentos com bagaço de cana-de-açúcar tratado e não tratado não apresentaram diferenças 

significativas entre as linhagens Amazônicas para a atividade da enzima β-glicosidase, muito 

embora, detectou-se uma melhor atividade para linhagem T. harzianum AMS 29.14. Estes 

resultados mostram a versatilidade das linhagens de produzirem enzimas celulolíticas em 

diferentes condições.  

 

5.4.5 Considerações gerais sobre as linhagens amazônicas e o potencial celulolítico 

 A partir do desempenho notado para as linhagens Amazônicas no pH 3 e com substrato 

bagaço de cana-de-açúcar não tratado, a figura 30, apresenta os resultados de atividade para 

endoglucanase, exoglucanase, β-glicosidase e celulase total, dos isolados amazônicos (T. 

harzianum AMS 23.14 e T. harzianum AMS 23.140) e do padrão utilizado T. reesei RUT C-

30.  

 



76 

 

 
Figura 30. Atividade enzimática celulolítica das linhagens Amazônicas (T. harzianum AMS 29.14 e T. harzianum 
AMS 23.14) e do padrão T. reesei RUT C-30, no tratamento pH 3 com bagaço de cana-de-açúcar não tratado. 

  

Quando comparada a atividade das linhagens Amazônicas com o padrão T. reesei RUT 

C-30, é notório que as linhagens amazônicas apresentaram atividade superior ao padrão T. 

reesei RUT C-30 para todas as enzimas (endoglucanase, exoglucanase e β-glicosidade) e em 

todo o período de dias avaliado.  

Os autores Osvaldo et al. (2011), estudando o potencial celulolítico de fungos 

filamentosos do Bioma Caatinga, observaram melhor atividade em meio suplementado com 

bagaço de cana-de-açúcar não tratado, quando comparado com o tratado, assim como no 

presente trabalho. Dessa forma, sugere-se que não é necessário submeter o bagaço de cana-de-

açúcar a tratamento ácido ou alcalino para facilitar o ataque das enzimas celulolíticas à celulose 

por estas linhagens Amazônicas, evitando assim, problemas como corrosão de equipamentos e 

alta demanda de energia utilizada para a recuperação do ácido (geralmente, H2SO4 ou HCl) 

utilizado no processo de tratamento, assim como, correção do pH do material celulósico obtido 

através do tratamento (GÓMEZ, 1985; PARAJÓ, 1998; GALBE; ZACCHI, 2002; SAHA, 

2003; TAHERZADEH; KARIMI, 2007).  

Foi evidente perceber que as enzimas endoglucanase e β-glicosidase apresentaram 

atividade superior a enzima exoglucanase em todos os períodos de incubação. A baixa atividade 

observada para a enzima exoglucanase pode ser resultado da inibição da celobiose, ou seja, do 

seu produto de hidrólise (ZHANG e LYND, 2004) resultando, assim, em baixa atividade 

quando comparada com as demais enzimas.  

Similarmente, a atividade da celulase total, que trata-se da ação das três enzimas agindo 

simultaneamente na degradação do substrato, é observado maior atividade quando comparado 

cada enzima separadamente. Na literatura já é reportado que quando essas enzimas atuam 
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conjuntamente, há um rendimento melhor do que a soma dos rendimentos individuais 

(CASTRO, 2010). 

Quando comparado à atividade das linhagens amazônicas, o isolado T. harzianum AMS 

29.14 apresentou atividade superior ao T. harzianum AMS 23.14. T. harzianum AMS 29.14 

trata-se de uma linhagem obtida do ponto AMS12, um local que apresentou as maiores taxas 

de matéria orgânica, nitrogênio e argila. Além de que, esta área corresponde ao local próximo 

ao curso d’água e, portanto, habitat de alta umidade. Enzimas extracelulares como as do 

complexo celulolítico (endoglucanase, exoglicanase e β-glicosidase) são enzimas responsáveis 

por ação hidrolítica (BASSO, 2011), ou seja, ocorre na presença de água, sugerindo, assim, que 

os fatores do ambiente amazônico, do qual a linhagem foi isolada deve influenciar no seu 

desempenho funcional. 
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6 CONCLUSÕES 

 
Os resultados deste estudo proporcionaram evidências de que os solos da Floresta 

Amazônica possuem grande diversidade de Trichoderma com alto potencial celulolítico. Duas 

linhagens isoladas e selecionadas (T. harzianum AMS 23.14 e T. harzianum AMS 29.14) 

destacaram-se por demonstrar atividade superior ao padrão utilizado, o isolado hiper-

celulollítico T. reesei RUT C-30, com uso de bagaço de cana-de-açúcar não tratado e pH 3. 

A partir destes resultados é notório que as linhagens isoladas desse bioma possuem 

grande potencial de atividade celulolítica, e que estudos mais aprofundados podem 

proporcionar o futuro emprego desses fungos em diversas áreas industriais. 
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ANEXOS 

Árvore gerada pelos iniciadores EF1 e TEFR da região de elongação alfa-1 com todos os 
isolados obtidos do solos amazônicos. 
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