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RESUMO - As celulases sdo enzimas que tém se destacado no mundo cientifico em
virtude do interesse na produgdo do etanol de segunda geracdo. Desta forma, diversas
pesquisas tém se concentrado no desenvolvimento de novos bioprocessos para a producao
de celulases microbianas mais eficientes e estaveis que as disponiveis atualmente. Neste
contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do pH e da temperatura na
producéo de celulases a partir de Mucor circinelloides, um micro-organismo recentemente
isolado por nosso grupo de pesquisa, sendo utilizado bagaco de cana-de-aglcar como
substrato para a fermentacdo em estado solido. Diferentes combinacbes de pH e
temperatura foram estudadas através de um planejamento fatorial composto central (22).
Os resultados observados a partir da superficie de resposta, mostraram um ponto de
méaximo, pH 5,48 e 34,4 °C, no qual a atividade enzimaética foi igual a 6,00 + 0,32 FPU/qg.

1. INTRODUCAO

Celulases sdo enzimas amplamente usadas em processos industriais (Long et al., 2009). No
entanto, devido as grandes quantidades requeridas nos processos, 0 uso dessas enzimas torna-se
dispendioso, o que tem restringido sua aplicacdo em processos em grande escala (Cunha et al., 2012),
2012).

Neste contexto, a producdo de celulases utilizando residuos agroindustriais como substrato
torna-se interessante por aumentar o rendimento econémico desse processo. Esta aplicacdo tem como
principais motivadores a abundancia destes materiais, ricos em nutrientes, além de ndo possuirem
custos diretos de producdo, contribuindo para a sustentabilidade dos sistemas de producéo (Ncube et
al., 2012).

Entretanto, a fim de se obter a maxima producdo da enzima, além de se dispor de um micro-
organismo com boa capacidade de producdo e secrecdo e de um meio de produ¢do com composicao
adequada para suprir suas necessidades, também € fundamental que se investigue quais sdo as
condicdes otimas de cultivo, tais como o pH do meio e temperatura de incubacdo (Delabona et al.,
2012; Deswal et al., 2011). Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi investigar a influéncia
destes parametros na producdo de celulases por Mucor circinelloides utilizando bagago de cana-de-
acucar como substrato.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Micro-organismo produtor de celulases

O micro-organismo utilizado foi isolado, por nosso grupo de pesquisa e identificado
molecularmente como Mucor circinelloides.

2.2. Preparo do inoculo

A linhagem foi cultivada em Agar Batata Dextrose, durante 10 dias & 30 °C. A preparacio do
indculo ocorreu pela adicdo de 20 mL de solucdo de Tween 80 0,2% a placa contendo 0s esporos,
sendo transferidos para a solugdo com o auxilio de alca de Drigalski. Em seguida determinou-se a
concentracdo de esporos (camara de Neubauer), sendo inoculado no meio de fermentacdo 1 mL desta
suspensdo na concentragdo de 1 x 10° esporos/ mL (Ncube et al., 2012).

2.3. Substrato empregado na fermentacgéao

O bagaco de cana-de-agucar “in natura” foi utilizado como substrato, com tamanho de particula
entre 3 e 8 mm (Herculano et al., 2011).

2.4. Otimizacado do pH e temperatura de incubacéo

A producéo de celulases foi obtida a partir de um meio contendo 3,0 g de bagaco de cana e 2,0
mL de uma solucdo salina composta por (NH4),SO4 e KH,PO4 nas concentracdes de 9,0 e 1,0 g/L,
respectivamente. O pH da solucdo e a temperatura de incubacdo do meio foram otimizado através de
planejamento fatorial composto central (2°) (Tabela 1). A faixa de pH da solucio salina avaliada foi
de 4,0 a 7,0 e temperatura entre 25 e 35 °C. Foram realizadas trés repeticGes no ponto central,
totalizando 11 ensaios. Apos a preparacdo dos meios, os mesmos foram autoclavados a 121°C por 15
minutos e posteriormente inoculados com uma suspensao de esporos (item 2.2), sendo incubados de
acordo com a matriz do planejamento. A incubagdo ocorreu em estufa B.O.D. por 24 horas. Os
resultados foram avaliados com o auxilio do software Statistica 7.0.
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Tabela 1 — Matriz do planejamento fatorial composto central (2%) para otimizag&o do pH inicial
do meio de producéo de celulases e da temperatura do processo fermentativo na producéo de
celulase por M. circinelloides

Ensaio pH Temperatura (°C)

1 4,0 25
2 4,0 35
3 7,0 25
4 7,0 35
5 4,0 30
6 7,0 30
7 55 25
8 5,5 35
9* 5,5 30
10* 5,5 30
11* 5,5 30

*pontos centrais

2.5. Recuperacao da enzima do meio fermentado e quantificacdo da atividade de
celulase total

Decorrido o periodo de fermentacdo, procedeu-se com a recuperacdo da enzima do meio
fermentado, para isto foi adicionado tampdo acetato de sodio ao Erlenmayer, sendo submetido a
agitacdo de 200 rpm, em shaker, por 30 minutos a 30 °C, de acordo com Oliveira (2010). Em seguida
foi realizada uma filtracdo em papel de filtro Whatman n° 1, para separar o residuo da fermentacdo do
sobrenadante (extrato enzimatico bruto). A atividade celulasica total foi quantificada segundo Ghose
(1987). Apos o periodo de reacdo, a mesma foi interrompida pela adicdo do reagente acido 3,5 -
dinitrosalicilico (DNS). A atividade hidrolitica foi determinada pela quantificacdo dos acUcares
redutores liberados durante a reacdo pelo método do DNS (Miller, 1959). A atividade enzimatica foi
expressa em FPU/g.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A temperatura € uma das varidveis mais importantes que afeta a FES, estando relacionada com
0 transporte de massa e com a transferéncia de oxigénio (Wang; Yang, 2007), influenciando assim, o
crescimento do micro-organismo, a formacdo de esporos e producdo de metabélitos de interesse
(Pandey, 2003). O pH do meio, por sua vez, € um dos fatores ambientais de maior relevancia para
esse tipo de fermentacdo, pois afeta diretamente o crescimento do micélio e o transporte de varios
componentes através da membrana celular, influenciando assim a producéo da enzima (Kapoor et al.,
2008).

O efeito quantitativo estimado que cada uma das varidveis analisadas exerceu sobre a atividade
enzimatica do extrato produzido é dado pelo Diagrama de Pareto (Figura 1).
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Figura 1 - Efeito estimado do pH e da temperatura na producéo de celulase por M.
circinelloides

No presente estudo, apenas o efeito linear da temperatura foi significativo e positivo sobre a
atividade enzimatica, ao nivel de 90% de confianca. O efeito quadratico do pH da solucdo salina
apresentou efeito significativo negativo dentro do intervalo de confianca analisado. Tal resultado
sugere gue esta enzima € mais sensivel a variacoes de pH do que de temperatura.

O modelo de regressdo obtido para predizer a atividade enzimatica de celulase em funcdo das
variaveis independentes, pH da solugdo salina adicionada ao meio de producdo de celulases e
temperatura de conducédo do processo fermentativo esta representado pela Equacéo 1:

Z = -80,92 + 14,41x - 0,98 x> + 2,76y - 0,03y?- 0,11 x*y (1)
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Onde:

Z = Atividade enzimética (FPU/qg);
X =pH;
y = Temperatura (°C)

A significncia estatistica do modelo matematico foi determinada por andlise de variancia
(ANOVA). De acordo com os resultados da ANOVA, o valor de F calculado para o modelo
estatistico foi 5,27, ou seja, maior que o valor de Fss tabelado (3,45) no intervalo de 90% de
confianga. Assim, o modelo pdde ser considerado estatisticamente significativo, de acordo com teste
de F. O modelo apresentou um bom coeficiente de determinacéo (R? = 0,84) mostrando proximidade
entre os resultados experimentais e os valores tedricos previstos pelos resultados de Equacao 1.

Apos ajuste e validacdo do modelo, os resultados da atividade enzimatica de M. circinelloides
obtidos foram analisados atraves do grafico de superficie de resposta (Figura 2), que demonstrou que
a combinacdo dos parametros estudados que conduziu a atividade enzimatica méaxima (6,00 £ 0,32
FPU/g) foi pH 5,38 e 34,4 °C, determinados através do ponto critico.
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Figura 2 — Grafico de superficie de resposta obtida a partir dos resultados do planejamento
experimental.
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Brijwani et al. (2010) produziram celulase a partir de uma cultura mista de Trichoderma. reesei
e Aspergillus. oryzae em FES. O pH do meio e a temperatura de incubagdo que conduziram a maior
atividade enzimatica foram 4,5 e 30 °C, respectivamente. Resultados similares (5,0 e 30 °C) foram
obtidos por Guowei et al. (2011), em seu estudo com T. reesei HY07.

Narra et al. (2012) avaliaram o pH do meio de producéo de celulases utilizando A. terreus como
agente da FES da palha de arroz no intervalo de pH entre 3,0 e 7,0, tendo 5,0 como o valor 6timo para
este parametro. Herculano et al. (2011), por sua vez, ao avaliar a producdo de celulases por A.
Japonicus URM5620, encontraram valores da ordem de 6,0 e 25 °C.

Deswal et al. (2011) também avaliaram a influéncia destes parametros na producéao de celulases
por Fomitopsis sp. RCK 2010, encontrando maior atividade enziméatica em pH 5,5 e 30 °C, sendo este
resultado dez vezes inferior ao encontrado no presente estudo. Resultado semelhante (pH 5,7 e 30 °C)
foi observado por Liu et al. (2011), na producéo de celulases por Penicillium decumbens ML-017.

4, CONCLUSAO

M. circinelloides foi capaz de utilizar o bagaco de cana-de-acUcar para produzir celulases e a
atividade enzimética maxima (6,00 FPU/qg) foi obtida em pH 5,38 e 34,4 °C, 0 que esta de acordo com
a faixa normalmente empregada destes parametros para a producdo de celulases por fungos
filamentosos.
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