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“Não ajunteis para vós tesouros na terra; 

onde a traça e a ferrugem os consomem, e 

onde os ladrões minam e roubam. Mas 

ajuntai para vós tesouros no céu, onde nem 

a traça nem a ferrugem os consomem, e 

onde os ladrões não minam e nem roubam. 

Porque onde estiver o teu tesouro, aí estará 

também o teu coração.” 

(Mateus 6:19-21)  

  



RESUMO 

 

O bagaço de cana-de-açúcar é um resíduo lignocelulósico obtido a partir do 

esmagamento e moagem da cana-de-açúcar para extração do seu caldo. Esta biomassa é 

abundante no Brasil pois, o país é o maior produtor mundial de açúcar e etanol. O 

emprego deste resíduo como substrato, em processos fermentativos, para a produção de 

enzimas microbianas, como as celulases é uma opção viável e interessante, uma vez que 

o custo destas enzimas ainda é alto, o que tem limitado sua utilização industrial. O 

potencial produtor de celulases de diversos micro-organismos tem sido extensivamente 

estudado, a fim de desenvolver novos bioprocessos menos onerosos na produção de 

enzimas celulolíticas. No presente trabalho foram avaliadas a capacidade de produção 

de celulases, pelos micro-organismos Mucor circinelloides e Melanoporia sp., a partir 

da fermentação em estado sólido do bagaço de cana-de-açúcar e a influência de alguns 

parâmetros na produção da enzima. Foram investigados os seguintes parâmetros físico-

químicos, relacionados com o crescimento do micro-organismo e produção da enzima: 

pH inicial do meio de crescimento, tempo e temperatura de produção da enzima. Quanto 

aos parâmetros nutricionais, o efeito do Tween 80 e de diferentes fontes de sais minerais 

e nitrogênio orgânico foram estudados. Além disto, foram realizados ensaios no intuito 

de definir a melhor combinação de pH e temperatura para a determinação da atividade 

enzimática. Para M. circinelloides, a atividade enzimática máxima (15,87 FPU/g) foi 

obtida utilizando-se 3 g de bagaço, com adição de 2,0 mL de uma solução contendo 0,1 

g/L de CuSO4, 9,0 g/L de (NH4)2SO4, 1,0 g/L de KH2PO4 e Tween 80 a 0,8% (v/v) em 

pH 5,48. A temperatura e o tempo que resultaram na maior produção da enzima foram 

34,4 °C e 48 horas, respectivamente. A maior atividade enzimática foi quantificada em 

pH 6,5 e 60 °C. Em relação ao Melanoporia sp., a atividade enzimática máxima 

alcançada foi 14,21 FPU/g como resultado da produção utilizando 3 g de bagaço, com 

adição de 2,0 mL de uma solução contendo 9,0 g/L de (NH4)2SO4, 1,0 g/L de KH2PO4 e 

Tween 80 a 0,2% (v/v) em pH 6,28. A produção máxima da enzima foi observada após 

48 horas de fermentação a 30 °C. A maior atividade enzimática foi quantificada em pH 

7,0 e 60 °C. Os resultados demonstraram o elevado potencial produtor de celulases 

pelas duas cepas fúngicas num curto período de tempo, apresentando maior atividade 

enzimática em pH próximo da neutralidade, consistindo num diferencial atrativo do 

ponto de vista industrial.  

 

Palavras-chave: Celulases. Fermentação em Estado Sólido. Bagaço de cana-de-açúcar. 

Mucor circinelloides. Melanoporia sp.. 

 

  



ABSTRACT 

 

Sugarcane bagasse is a lignocellulosic residue obtained from sugarcane mechanical 

pressing for juice extraction. This biomass is abundant in Brazil because the country is 

the world’s largest manufacturer of sugar and ethanol. The use of sugarcane waste as 

substrate for enzymes production, such as cellulases, is an interesting and viable option 

since the production costs of these enzymes are high, which limits its industrial use. In 

this context, potential cellulase-producing strains have been extensively studied in order 

to develop less costly cellulolytic enzymes complexes. In this study, the production of 

cellulases by Mucor circinelloides. and Melanoporia sp through solid state fermentation 

of sugarcane bagasse and the effects of selected parameters for enzyme production were 

evaluated. The investigated physicochemical parameters associated with the growth of 

the microorganisms and enzyme production were: initial pH of the growth medium, 

temperature and time of enzyme production. Regarding nutritional parameters, the 

effect of Tween 80 and different sources of mineral salts and organic nitrogen and were 

studied. In addition, tests were performed in order to define the best combination of pH 

and temperature for the determination of enzyme activity. For M. circinelloides, the 

maximal enzyme activity (15.87 FPU / g) was achieved with a fermentation medium 

composed of 3g of sugarcane bagasse, 2mL of saline solution containing 0.1 g/L of 

CuSO4, 9.0 g/L of (NH4)2SO4 e 1.0 g/ L of KH2PO4 and 0.8% Tween 80 (v/v) at pH 

5.48 incubated at 34.4 °C for 48 hours. The optimum combination of pH and 

temperature was at pH 6.5 and 60 °C. For Melanoporia sp. the higher enzymatic activity 

obtained was 14.21 FPU / g as a result of using 3g of sugarcane bagasse with the 

addition of 2mL of saline solution containing 9.0 g/L of (NH4)2SO4, 1.0 g/ L of KH2PO4 

and 0.2% Tween 80 (v/v) at pH 6.28 and incubated at 30°C for 48 hours. The optimized 

conditions of pH and temperature for enzymatic activity determination were pH 7.0 and 

60°C. The results demonstrated the high potential of the two strains under investigation, 

which presented the higher enzyme activity at pH in the neutral range. This result 

represents a technical advantage from the industrial viewpoint. 

 

Keywords: Cellulases. Solid State Fermentation (SSF). Sugarcane bagasse. 

Melanoporia sp.. Mucor circinelloides. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A biomassa lignocelulósica é o recurso natural renovável mais abundante da biosfera, 

sendo composta basicamente de celulose, hemicelulose e lignina (BARR; MERTENS; 

SCHALL, 2012). Ela pode ser bioconvertida em glicose por um conjunto de enzimas 

denominadas celulases (exo-β-1,4-glucanase; endo-β-1,4-glucanase e β-1,4-glucosidase) que 

atuam sinergisticamente na hidrólise das ligações β-1,4-glicosídicas. A glicose liberada pode 

então ser utilizada como substrato para a produção de produtos de fermentação de grande 

interesse para as indústrias de papel, têxtil, alimentícia, dentre outros (EL- BONDKLY; EL-

GENDY, 2012; LO et al., 2010). 

A ampla utilização de celulases em processos industriais, ainda é limitada pelos seus 

custos de produção. Por isto, celulases microbianas têm sido extensivamente estudadas a fim 

de desenvolver novos bioprocessos menos onerosos na produção de enzimas celulolíticas, 

bem como rastrear enzimas com maior potencial que as disponíveis atualmente (CUNHA et 

al., 2012; SINGHANIA, 2011; SINGHVI et al., 2011).  

No intuito de produzir enzimas a um menor custo, vários substratos lignocelulósicos, tais 

como, bagaço de cana-de-açúcar, palha de milho, palha e farelo de trigo, dentre outros, têm 

sido analisados por vários autores na produção de celulases representando uma alternativa 

economicamente viável e ecologicamente correta, em virtude da grande quantidade produzida 

destes subprodutos (DESWAL et al., 2011).  

No Brasil, somente a indústria da cana-de-açúcar gera em torno de 186 milhões de 

toneladas de bagaço anualmente (CUNHA et al., 2012; SOCCOL et al., 2010). Com o 

aumento na demanda por cana-de-açúcar, devido ao crescente interesse por etanol 

combustível, a disponibilidade de bagaço também aumenta na mesma proporção (HOFSETZ; 

SILVA, 2012; WALTER et al., 2011) pois, para cada tonelada de cana processada, tem-se em 

média 0,3 tonelada de bagaço (HOFSETZ; SILVA, 2012). 

Tais resíduos podem ser utilizados como substrato em fermentação em estado sólido 

(FES), sendo necessária menor infraestrutura e equipamentos de fermentação mais simples, 

além de ser possível obter o produto de forma mais concentrada, o que representa grande 

vantagem econômica, em comparação com outras modalidades para a produção de enzimas 

(EL- BONDKLY; EL-GENDY, 2012; SUKUMARAN et al., 2009). 

Diferentes tipos de micro-organismos conseguem se desenvolver em meios sólidos. 

Entretanto, os fungos filamentosos se destacam em virtude de sua elevada capacidade em 
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utilizar substratos com baixa atividade de água e a presença de suas hinfas, que favorecem a 

colonização do meio (ROCHA, 2010). Neste contexto, estes micro-organismos conseguem 

utilizar adequadamente os substratos lignocelulósicos, como fonte de carbono, em processos 

fermentativos, produzindo grandes quantidades de celulases e hemicelulases, que são 

secretadas no meio (enzima extracelular) facilitando os processos de extração e purificação 

destas enzimas (BANSAL et al., 2012; DHILLON et al., 2012). Além disto, a FES 

proporciona condições de crescimento semelhantes ao ambiente o qual os fungos filamentosos 

são naturalmente adaptados (DHILLON et al., 2012).  

Segundo DELABONA et al. (2012) num processo fermentativo, no intuito de obter a 

máxima produção da enzima, é importante observar que o nível de produção de celulases 

depende de alguns fatores, como a cepa microbiana utilizada, a composição do meio de 

crescimento (fontes de carbono, nitrogênio, sais, vitaminas) e as condições de cultivo (pH do 

meio e temperatura de incubação). 

Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram avaliar a capacidade de produção de 

celulases por Mucor circinelloides e Melanoporia sp., fungos isolados por nosso grupo de 

pesquisa, utilizando o bagaço de cana-de-açúcar como fonte de carbono, em fermentação em 

estado sólido (FES), bem como estudar a influência dos parâmetros importantes envolvidos 

no processo. As melhores combinações de pH e temperatura na determinação das atividades 

enzimáticas das celulases produzidas também foram definidas. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 Biomassa lignocelulósica 

 

A biomassa vegetal compreende todos os materiais orgânicos, não fósseis, que tenham 

conteúdo de energia química em seu interior, incluindo todas as vegetações aquáticas e 

terrestres, árvores, resíduos agrícolas e agroindustriais (OMACHI et al., 2004). Tais resíduos 

compõem a biomassa lignocelulósica, sendo o recurso renovável mais abundante na Terra 

(CHU et al., 2012; LIU et al., 2012).  

Sua composição inclui, essencialmente, moléculas de celulose emaranhadas com lignina 

e hemicelulose (SANTOS et al., 2012b; SOCCOL et al, 2010; SU et al., 2012), formando a 

microfibrila celulósica que, por sua vez, constitui a parede celular vegetal (CANILHA et al., 

2010). 

A parede celular das plantas (Figura 1) é uma das principais estruturas que diferencia a 

célula vegetal da célula animal, sendo formada por agrupamentos de macromoléculas de 

natureza heterogênea e composição química muito diversificada. Proporcionar rigidez 

mecânica à célula e manter sua morfologia, controlar a expansão celular e transporte 

intercelular e proteger a célula contra uma grande quantidade de organismos potencialmente 

patogênicos e/ou predadores, são algumas funções atribuídas a esta estrutura (BRAGATTO, 

2010).  

 

Figura 1 - Estrutura da parede celular da biomassa lignocelulósica 

 

Fonte: Santos et al. (2012a).   
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A biomassa lignocelulósica geralmente apresenta 30-45% de celulose, 20-30% de 

hemicelulose e 5-20% de lignina em sua composição, conforme Tabela 1 (BARR; 

MERTENS; SCHALL, 2012). Estes componentes representam mais de 90% da massa seca, 

sendo as cinzas, pectinas, proteínas, gomas, gorduras, dentre outros, os constituintes 

minoritários (BRAGATTO, 2010).  

 

Tabela 1 - Composição química parcial de alguns materiais lignocelulósicos 

Material lignocelulósico Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) 

Farelo de cevada 23,0 32,7 24,4 

Sabugo de milho 31,7 34,7 20,3 

Folhas de milho 37,6 34,5 12,6 

Bagaço de cana 40,2 26,4 25,2 

Palha de arroz 43,5 22,0 17,2 

Palha de trigo 33,8 31,8 20,1 

Palha de sorgo 34,0 44,0 20,0 

Casca de aveia 30,5 28,6 23,1 

Fonte: Silva (2010). 

A celulose é um polissacarídeo linear de cadeia longa formado nas plantas através da 

fotossíntese, sendo um dos recursos renováveis mais abundantes em todo o mundo (JI; WU; 

WANG, 2012). A unidade estrutural deste polímero é a celobiose, formada pela união de duas 

moléculas de glicose através de ligações β-1,4-glicosídicas (COCINERO et al., 2009). A 

Figura 2 apresenta a estrutura da celulose, destacando sua unidade estrutural, a celobiose. 

 

Figura 2 – Unidade estrutural do polímero celulose 

 

Fonte: Aguiar (2010). 
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Este polímero apresenta uma estrutura química relativamente simples, entretanto não é 

facilmente degradável, pois, a configuração das ligações glicosídicas, formadas entre as 

moléculas de glicose, favorece a formação de pontes de hidrogênio intra e intermoleculares 

(Figura 3); como resultado, as cadeias celulósicas se agregam conferindo elevado grau de 

cristalinidade à molécula, o que explica sua insolubilidade num grande número de solventes e, 

em parte, sua resistência à degradação microbiana (CANILHA et al., 2010). 

 

Figura 3 – Representação das ligações de hidrogênio intra e intermoleculares na 

estrutura da celulose 

 

Fonte: Silva (2010). 

 

A hemicelulose é uma macromolécula altamente ramificada e composta de xilose, 

arabinose, glucose, galactose e manose. Ao contrário da celulose, a hemicelulose apresenta 

baixa massa molecular e não contêm regiões cristalinas sendo, portanto, mais facilmente 

hidrolisada em açúcares fermentescíveis (LIU et al., 2012).  
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A lignina é uma macromolécula amorfa constituída por três unidades de fenilpropano 

diferentes. As principais funções da lignina são conferir à planta suporte estrutural, 

impermeabilidade e resistência ao ataque microbiano. Devido a sua estrutura amorfa, a lignina 

é insolúvel em água, o que dificulta a sua degradação (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). 

 

2.1.1 Bagaço de cana-de-açúcar 

 

A cultura da cana-de-açúcar (Saccharum officinarum L.) foi introduzida no Brasil durante 

o período colonial e se transformou numa das principais culturas da economia brasileira. O 

país além de ser o maior produtor mundial de cana, com uma área de cultivo estimada em 

cerca de 7,5 milhões de hectares (FIGUEIREDO; SCALA JÚNIOR, 2011), é também, o 

primeiro do mundo na produção de açúcar e etanol (UNICA, 2012). 

A colheita da cana é sazonal, ocorrendo no Brasil, no período de março a dezembro para 

a região Centro-Sul e de setembro a março, para a região Norte-Nordeste. É por esta razão 

que uma estação é nomeada com dois anos como, por exemplo, 2011/2012. Atualmente, a 

região Centro-Sul é responsável por mais de 85% da produção total de cana (HOFSETZ; 

SILVA, 2012), dominando também a produção de açúcar e álcool, conforme observado na 

Figura 4. 
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Figura 4 - Produção de cana-de-açúcar (a), açúcar (b) e etanol (c) 

 

   

   

 

Fonte: UDOP (2012). 

  

(a) 

(b) 

(c) 
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A projeção da União da Indústria da Cana de Açúcar (UNICA) na safra 2012/2013 

aponta para a moagem de 518,50 milhões de toneladas de cana-de-açúcar, com produção de 

32,70 milhões de toneladas de açúcar e 21,05 bilhões de litros de álcool (UNICA, 2012). 

Em relação ao açúcar, o Brasil é responsável pela produção de metade do volume 

comercializado no mundo, sendo estimado, um aumento, em relação ao período de 

2007/2008, de 47,34 milhões de toneladas do produto até 2018/19 (UNICA, 2012). Com 

relação ao etanol combustível, sua produção teve início no país em 1975, quando o governo 

brasileiro elaborou o Programa Nacional do Álcool (Proálcool) que diversificou a atuação da 

indústria açucareira, provocando o aumento da produção de cana e a implantação de 

destilarias de etanol (HOFSETZ; SILVA, 2012). As mudanças sofridas pala matriz energética 

brasileira a partir deste período, repercutiram em vários setores da economia e da sociedade e 

a indústria do etanol se tornou parte integrante da economia nacional (FREITAS; KANEKO, 

2011). Atualmente, o Brasil tem mais de 80% de seus veículos funcionando com etanol e 

inclusive motores de pequenos aviões estão sendo desenvolvidos para funcionar com este 

combustível (SOCCOL et al., 2010). A Figura 5 apresenta o perfil de moagem de cana, no 

Brasil, desde a criação do Proálcool (1975) até 2010. 

 

Figura 5 - Perfil de moagem de cana-de-açúcar no Brasil no intervalo de 35 anos 

 

Fonte:Vieira et al. (2010). 
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De maneira semelhante à época das crises de petróleo na década de 70, atualmente, o 

mundo está empenhado em encontrar uma solução duradoura e sustentável para seu problema 

energético (VIEIRA et al., 2010). Neste contexto, a contribuição do etanol brasileiro para 

mitigar o aquecimento global tem sido destaque em várias pesquisas importantes, designando 

o etanol de cana como um biocombustível avançado, que reduz as emissões de gases do efeito 

estufa em mais de 60%, quando comparado com a gasolina (HOFSETZ; SILVA, 2012). Desta 

forma, estima-se um crescimento sem precedentes para o setor sucroalcooleiro brasileiro 

(FREITAS; KANEJO, 2011). 

Os esforços atuais para atender ao aumento na demanda por etanol combustível no Brasil, 

e em outros países, baseiam-se principalmente na construção de novas usinas e na expansão 

da área plantada para o cultivo de cana-de-açúcar (DIAS et al., 2011; SOCCOL et al., 2010). 

Neste sentido, o desenvolvimento de novas tecnologias, bem como a ocorrência de melhorias 

nos processos existentes, torna-se indispensável, a fim de se obter mais etanol por tonelada de 

cana. Somado a isto, a utilização de toda a planta (incluindo palha e bagaço) como matéria-

prima para a produção de biocombustível acarretará um aumento na produtividade do 

processo (SOCCOL et al., 2010).  

O bagaço de cana juntamente com a palha são os resíduos remanescentes da indústria de 

cana. O bagaço é obtido após o esmagamento da cana e extração do seu caldo (SU et al., 

2012). Ele é composto de feixes de fibras e outros elementos estruturais, tais como vasos, 

parênquima e células epiteliais. Sua composição predominante apresenta 32-44% de celulose, 

27-32% de hemicelulose e 19-24% de lignina (SOCOOL et al., 2010). A composição química 

dos minerais presentes no bagaço encontra-se na Tabela 2. 
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Tabela 2 – Composição química parcial dos minerais presentes no bagaço de cana 

Elemento Teor  

Cálcio 0,25% em massa 

Cádmio < 2 ppm 

Carbono 4,43% em massa 

Chumbo < 2 ppm 

Cobre 23 ppm 

Cromo 32 ppm 

Hidrogênio 0,47% em massa 

Magnésio 0,16% em massa 

Mercúrio < 0,05 ppm 

Níquel 5 ppm 

Nitrogênio < 0,1% em massa 

Potássio < 0,1% em massa 

Sódio 36 ppm 

Fonte: Valenciano e Freire (2004). 

 

Com o aumento na demanda por cana-de-açúcar, a disponibilidade de bagaço também 

aumenta na mesma proporção (HOFSETZ; SILVA, 2012; WALTER et al., 2011). Para cada 

tonelada de cana processada, tem-se em média 0,3 tonelada de bagaço (HOFSETZ; SILVA, 

2012), sendo gerados em torno de 195 milhões de toneladas deste resíduo por ano, no Brasil 

(GOTTSCHALK; OLIVEIRA; BON, 2010). 

Atualmente, como forma de eliminar este resíduo, parte dele é queimado nas próprias 

usinas para co-geração de energia, ainda que de forma ineficiente (CUNHA et al., 2012; 

GOTTSCHALK; OLIVEIRA; BON, 2010). Todavia, em virtude do grande volume de bagaço 

gerado, um excedente de 12% permanece inaproveitado, podendo ser usado como matéria-

prima para a produção de etanol celulósico, aumentando assim a produção por área plantada 

(GOTTSCHALK; OLIVEIRA; BON, 2010). 
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2.1.2 Reaproveitamento da biomassa lignocelulósica 

 

Os elevados volumes de resíduos e subprodutos inerentes a todos os setores produtivos, 

somado ao aumento da consciência ecológica, demonstraram que o grande desafio da 

humanidade, para as próximas décadas, é equilibrar a produção de bens e serviços com o 

crescimento econômico, igualdade social e ambiental e sustentabilidade. Deste modo, tem 

sido motivada a criação de projetos que promovam a sustentabilidade dos sistemas de 

produção, dando lugar à disseminação cada vez maior dos conceitos atuais de reutilização de 

subprodutos, ao contrário do que aconteceu no passado, quando os resíduos eram indesejáveis 

(SANTOS et al., 2012b). 

O aproveitamento da biomassa lignocelulósica é de grande interesse, uma vez que não 

possui custos de produção diretos, além de constituir uma forma de lhe agregar valor e reduzir 

seu acúmulo, que representa um sério problema ambiental (BON et al., 2008). Deste modo, o 

foco das pesquisas, em todo o mundo, tem sido estudar estratégias para seu eficiente 

reaproveitamento (WADA; IKE; TOKUYASU, 2010). 

A glicose contida na biomassa pode ser empregada como fonte de carbono, em 

fermentações industriais, na produção de antibióticos, aminoácidos, enzimas e produtos 

químicos como o etanol de segunda geração (DENG et al., 2011; GOTTSCHALK; 

OLIVEIRA; BON, 2010). Todavia, para que esta molécula esteja disponível, a biomassa deve 

ser submetida a pelo menos dois processamentos, o primeiro consiste num pré-tratamento 

para abrir a cadeia lignocelulósica e remover lignina e o segundo, compreende a hidrólise da 

celulose para liberação de açúcares fermentescíveis, como a glicose (GOTTSCHALK; 

OLIVEIRA; BON, 2010; SU et al., 2012). Na Figura 6 encontra-se um esquema das etapas 

envolvidas na produção do etanol de segunda geração a partir da glicose contida no bagaço de 

cana.  
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Figura 6 – Etapas envolvidas na produção de etanol de segunda geração, a partir de bagaço 

de cana-de-açúcar 

 

Fonte: Oliveira (2012). 

 

As celulases são as principais enzimas envolvidas na hidrólise enzimática da celulose, 

sendo seus custos de produção um entrave à sua ampla utilização industrial (CUNHA et al., 

2012). Desta forma, enzimas de baixo custo, estáveis e mais eficientes que as disponíveis 

atualmente tem sido investigadas. Com a finalidade de reduzir estes custos, tem sido avaliada 

a alternativa de utilização de vários resíduos lignocelulósicos como substratos em processos 

fermentativos (DESWAL et al., 2011), o que representa uma alternativa economicamente 

viável e ecologicamente correta, em virtude da grande quantidade produzida destes 

subprodutos (CUNHA et al., 2012; SOCCOL et al., 2010). 
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2.2 Celulases  

 

A utilização de catalisadores enzimáticos, nos mais diferentes ramos industriais, é uma 

tendência cada vez maior em todo o mundo (MUSSATTO et al., 2007), sendo o valor total do 

mercado estimado em 2,7 bilhões de dólares para 2014, o que representa um aumento de 5% 

(REPORTLINKER..., 2010). Atualmente, o uso de biocatalisadores é requerido, 

principalmente, pelas indústrias de cosméticos, produtos de higiene pessoal e de limpeza, 

farmacêutica, transformação de papel, alimentícia, ração animal e biocombustíveis 

(REPORTLINKER..., 2010). 

Dentro do mercado mundial de enzimas, as celulases ocupam a terceira posição no 

ranking de negócios, o que representa 20% do volume total de enzimas comercializadas 

(SINGHANIA et al., 2010), valor este que tende a aumentar, pois se estima que as celulases 

se tornem a enzima de maior volume industrial, caso o etanol obtido a partir da biomassa 

lignocelulósica se torne o principal combustível utilizado (OLSEN et al., 2011; 

REPORTLINKER..., 2010; SINGHANIA et al., 2010).  

Celulases é um nome genérico para um grupo de três enzimas, classificadas como 

indutivas, uma vez que sua produção é induzida pela presença de celulose no meio, como 

única fonte de carbono (TRIVEDI et al., 2011). As enzimas que fazem parte do complexo 

celulolítico são endo-β-1,4-glucanase, exo-β-1,4-glucanase e β-1,4-glucosidase e atuam 

sinergisticamente na hidrólise das ligações β-1,4-glicosídicas presentes no polímero celulose, 

liberando glicose (EL-BONDKLY; EL-GENDY, 2012; LO et al., 2010; MAEDA et al., 

2012; NARRA et al., 2012). Basicamente, a diferença entre estas enzimas está relacionada ao 

seu local de atuação na cadeia celulósica (CASTRO; PEREIRA JÚNIOR, 2010).  

Endo-β-1,4-glucanase (EC 3.2.1.4) também conhecida como carboximetilcelulase, é a 

enzima do complexo celulolítico responsável por iniciar a hidrólise, clivando, de forma 

aleatória, as ligações intramoleculares da fibra de celulose gerando oligossacarídeos de vários 

tamanhos e consequentemente novas cadeias terminais (BANSAL et al., 2012; MAEDA et 

al., 2012). 

Exo-β-1,4-glucanase (EC 3.2.1.91) também conhecida como celobiohidrolase, hidrolisam 

as extremidades redutoras e não-redutoras da cadeia da celulose liberando celobiose ou 

glucose (BANSAL et al., 2012; MAEDA et al., 2012; ZHANG; HIMMEL; MIELENZ, 

2006). Esta enzima sofre inibição por seu produto de hidrólise (CASTRO; PEREIRA 

JÚNIOR, 2010). 
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β-1,4-glucosidase (EC 3.2.1.21) também conhecida como celobiase é responsável pela 

hidrólise da celobiose e dos oligossacarídeos solúveis em glicose (BANSAL et al., 2012; 

MAEDA et al., 2012), eliminando desta forma a inibição pela celobiose (ZHANG; HIMMEL; 

MIELENZ, et al., 2006).  

Estas enzimas agem em sinergia (Figura 7) na hidrólise da celulose, de modo que, a falta 

de qualquer uma ou um desequilíbrio em suas quantidades, acarreta diminuição na eficiência 

de degradação do sistema (JI et al., 2012; OLSEN et al., 2011). 

 

Figura 7 – Representação esquemática do efeito sinérgico das enzimas que compõe o 

complexo celulolítico 

 

Fonte: Martins (2005). 

 

A maior parte das enzimas que hidrolisam carboidratos, inclusive as celulases, são 

proteínas modulares, constituídas por um módulo catalítico (MC), que abriga o sítio ativo da 

enzima e por um módulo de ligação a carboidratos (MLC) (Figura 8), que tem por função 

promover o contato íntimo entre o substrato e a enzima, assegurando a orientação correta 

entre ambos (CANILHA et al., 2010). 

O estudo da organização estrutural dos módulos catalíticos sugere uma explicação para os 

diferentes mecanismos de ação das enzimas. As endoglucanases têm centros ativos 

relativamente abertos, em comparação com as exoglucanases, o que facilita a sua intervenção 

no interior das cadeias de celulose. As exoglucanases, por sua vez, têm centros ativos com 
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conformação em forma de túnel, o que provavelmente limita a sua ação às extremidades da 

cadeia (SOUSA, 2002). 

 

Figura 8 - Representação esquemática dos 

domínios catalíticos em celulases 

 

CBM = Módulo de Ligação ao Carboidrato 
Fonte: Silva (2008). 

 

A glicose produzida a partir da ação das celulases pode ser utilizada como substrato na 

síntese de produtos de fermentação, de grande interesse para as indústrias de alimentos, papel, 

têxtil e combustível (XUE et al., 2012). 

 

 

2.2.1 Aplicações das celulases 

 

2.2.1.1 Indústria têxtil 

 

A utilização das celulases na indústria têxtil data de 1980, quando Kao introduziu uma 

celulase em seu detergente alcalino Attack® (SCHAFER et al., 2005). Atualmente, estas 

enzimas representam o terceiro maior grupo de catalisadores utilizados nesta indústria 

(PIRES, 2008). 

No caso dos tecidos jeans, estas enzimas são utilizadas na remoção do excesso de 

corantes, processo denominado bioestonagem, o qual danifica menos as fibras do tecido 

quando comparado ao método tradicional que utiliza pedra-pomes além de conferir aspecto de 

desbotado mais uniforme. Outro benefício muito interessante decorrente da ação destas 

enzimas, refere-se ao realce e brilho das cores do tecido (MUSSATTO et al., 2007). 

Entretanto, um dos grandes desafios da aplicação das celulases na indústria têxtil decorre da 

utilização de formulações adequadas contendo as enzimas (SCHAFER et al., 2005).   
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2.2.1.2 Indústria de papel  

 

No processo de fabricação da polpa de celulose, é realizado o refino da mesma, sendo 

removidos materiais lenhosos que prejudicam a qualidade da polpa. O emprego de celulases 

torna possível a economia de, no mínimo, 20% de energia. Estas enzimas atuam na 

modificação das propriedades das fibras, permitindo seu desenxague, o que aumenta a 

velocidade de fabricação do papel (BHAT, 2000). 

As celulases também desempenham um papel importante na reciclagem do papel, pois, 

agem na sua descoloração e ainda no tratamento de águas residuais (GEORGE et al., 2001).  

 

 

2.2.1.3 Indústria de alimentos 

 

Na indústria de alimentos, as celulases, em conjunto com as hemicelulases e pectinases, 

são utilizadas em processos de maceração enzimática, na fabricação de cerveja e vinho, 

extração de pigmentos de frutos, produção de néctares de frutas, purês e na extração e 

clarificação de sucos de frutas e vegetais, alterando sua viscosidade e aumentando a taxa de 

filtração e estabilidade do produto final (BHAT, 2000; MUSSATTO et al., 2007). São 

empregadas ainda como aditivos no preparo de enzimas digestivas, no aumento do 

rendimento de extração de amido, óleos vegetais, componentes do chá verde, proteína de soja 

e aromatizantes (BHAT, 2000).  

Celulases e hemicelulases são também utilizadas na hidrólise de polissacarídeos, que 

compõem as rações de ruminantes, resultando em melhor assimilação dos nutrientes e, 

consequentemente, no aumento da produção de leite e ganho de peso pelos animais (BHAT, 

2000).  

 

 

2.2.1.4 Indústria de produção de biocombustíveis 

 

O aumento na demanda global de energia tem como principais causas a industrialização e 

o crescimento da população. Estima-se que em 2030, esta demanda aumente em 43,64% do 

total atual e que os combustíveis fósseis permaneçam como a principal fonte de energia até 

este ano (LIM et al., 2012). A forte dependência desta fonte energética contribui para o seu 
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inevitável esgotamento, o que torna cada vez mais urgente a criação de alternativas ao uso 

deste tipo de combustível (BINOD et al., 2010; LIM et al., 2012; LIU et al., 2012). 

Dentre as fontes alternativas de energia, os biocombustíveis oriundos da energia de 

biomassa desempenham um papel fundamental na redução dos impactos sobre o meio 

ambiente, causados principalmente pela emissão dos gases do efeito estufa, diminuindo as 

mudanças climáticas e melhorando a segurança ambiental (LIU et al., 2012; SOCCOL et al., 

2011). Além de apresentar como vantagens o fato de ser provenientes de uma matéria-prima 

amplamente disponível e que não compete com a produção de alimentos (LIM et al., 2012; 

MORAIS et al., 2012; SANTOS et al., 2012b; SINGH; SINGH; BISHNOI, 2010; 

SINGHANIA, 2011) diferentemente da abordagem utilizando culturas de grãos, como milho e 

canola utilizadas atualmente (LIU et al., 2012).  

Para a produção do etanol celulósico, a biomassa deve ser submetida a um pré-tratamento 

para remoção da lignina e hemicelulose, seguida da hidrólise química ou enzimática para a 

liberação de açúcares fermentescíveis e finalmente, a fermentação anaeróbica com 

subsequente destilação (LIU et al., 2012; SINGH et al., 2013; SU et al., 2012; ZHENG et al., 

2009). 

Até o presente, a maioria dos estudos relacionados com a produção de biocombustíveis 

está centrada no desenvolvimento de um processo que seja economicamente viável, 

particularmente no que diz respeito ao pré-tratamento e a hidrólise (LIU et al., 2009; 

SANTOS et al., 2012b).  

O pré-tratamento tem a função de quebrar a rede lignocelulósica que recobre a celulose e 

lhe confere uma estrutura altamente resistente à hidrólise (BINOD et al., 2011; MAEDA et 

al., 2012). Com a remoção da lignina e quebra da hemicelulose, ocorre aumento de volume 

dos poros e da área superficial interna dos resíduos (MONTE; BRIENZO; MILAGRES, 

2011), adicionalmente, torna a celulose mais disponível para a hidrólise, liberando açúcares 

fermentescíveis, como a glicose, fundamentais para a produção do bioetanol (SU et al., 2012). 

Recentemente, a hidrólise enzimática da celulose tem recebido notável atenção, pois é 

considerada amiga do ambiente e econômica em termos de energia (GOTTSCHALK; 

OLIVEIRA; BON, 2010; SU et al., 2012; ZHENG et al., 2009), tendo em vista que opera em 

condições brandas de temperatura, pH e pressão osmótica, diferentemente da hidrólise ácida. 

Além disto, a reação é seletiva e não libera produtos de degradação do açúcar, tais como 

furfural e hidroximetilfurfural, que além de diminuir a concentração de açúcar na biomassa 

resultante, causam inibição da enzima (CAMASSOLA; DILLON, 2012; MAEDA et al., 

2012).  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123850997000085
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As celulases são as principais enzimas envolvidas neste processo, entretanto, sua ampla 

utilização industrial é limitada pelos seus custos de produção. Por isso, celulases microbianas 

têm sido extensivamente estudadas, a fim de desenvolver novos bioprocessos, menos 

onerosos na produção de enzimas celulolíticas, bem como rastrear enzimas com maior 

potencial celulolítico que as disponíveis (BAEK et al., 2012; BANSAL et al., 2012; CUNHA 

et al., 2012; PARK; NARUSE; KATO, 2011; SINGHANIA, 2011; SINGHVI et al., 2011), 

para que a produção do etanol de segunda geração (2G) em larga escala, seja uma realidade 

num futuro próximo (HIDENO et al., 2011; PARK; NARUSE; KATO, 2011). 

 

 

2.3 Micro-organismos produtores de celulases  

 

A capacidade de micro-organismos em assimilar matéria orgânica depende de sua 

habilidade em produzir as enzimas necessárias para a degradação do substrato (MARCO, 

2012). Micro-organismos celulolíticos são aqueles capazes de utilizar a celulose presente nos 

materiais lignocelulósicos (SIGOILLOT et al., 2012). Estes, por sua vez, precisam 

primeiramente degradar macromoléculas insolúveis em unidades monoméricas solúveis, o 

que é possível devido à secreção de enzimas específicas, reduzindo o tamanho das moléculas, 

até torná-las solúveis e atravessar a membrana celular (PUTZKE; PUTZKE, 2002). Neste 

contexto, estes micro-organismos apresentam uma habilidade excepcional, o que promove um 

grande interesse comercial na sua aplicação em biodegradação de resíduos e produção de 

enzimas (BANSAL et al., 2012; CHEN et al., 2012; NARRA et al., 2012; GRIMM et al., 

2005; SANTOS et al., 2012b). 

Entre os micro-organismos produtores de celulases estão as bactérias e os fungos 

filamentosos, sendo estes de grande interesse pois, secretam suas enzimas extracelularmente 

(BANSAL et al., 2012; PARK; NARUSE; KATO, 2011). Os gêneros Aspergillus e 

Trichoderma se destacam devido a sua elevada atividade celulolítica (TRIVEDI et al., 2011; 

WARD, 2012; ZHENG et al., 2009). Entretanto, a fim de alcançar uma produção de celulases 

diversificada e com maior potencial que as disponíveis atualmente, é interessante que a 

capacidade de produção e secreção de celulases de outros fungos seja investigada (HIDENO 

et al., 2011). 

  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123850997000085
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2.4 Fermentação em Estado Sólido 

 

Existem dois tipos de processo fermentativo, a fermentação em estado sólido (FES) e a 

fermentação submersa (FSM), sendo o volume de água disponível no meio de cultura, um dos 

parâmetros mais decisivos para diferenciá-las (SANTOS et al., 2012b). 

A ocorrência da FES é mais antiga que o próprio homem, fazendo parte da dieta de 

diversos povos há muito séculos, sendo, portanto, muito difícil precisar quando se iniciou esta 

prática (DEL BIANCHI; MORAES; CAPALBO, 2001). Há registros de que todos os 

processos de fermentação usados nos tempos antigos foram baseados nos princípios deste tipo 

de tecnologia (SINGHANIA et al., 2009), como é o caso da produção do molho de soja e do 

queijo roquefort (DEL BIANCHI; MORAES; CAPALBO, 2001). 

O Japão é um dos pioneiros neste tipo de fermentação, especialmente para a produção de 

molho de soja, que tem como base o "koji", que consiste em uma massa de cereal (arroz, soja 

ou trigo) fermentada normalmente por Aspergillus oryzae, contendo amilases e proteases 

produzidas pelo micro-organismo. Por isto, este país é líder no fornecimento de equipamentos 

para a indústria de produção de molho de soja (SINGHANIA et al., 2009). 

A partir de 1940, com o desenvolvimento da penicilina, a “droga maravilhosa”, através 

da FSM, os processos de FES foram praticamente abandonados nos países ocidentais. Porém, 

entre 1960-1970 a descoberta das micotoxinas produzidas por FES fez ressurgir o interesse 

neste tipo de processo (SINGHANIA et al., 2009).  

A FES é definida como um processo de fermentação no qual o crescimento microbiano 

ocorre sobre ou dentro de uma matriz sólida (ZHU et al., 2012), sendo que a umidade do meio 

deve ser suficiente para assegurar o crescimento e o metabolismo das células, sem, contudo, 

exceder a capacidade máxima de ligação da água com a matriz sólida, ou seja, sem que haja 

água livre (SANTOS et al., 2012b). A matriz sólida pode ser qualquer fonte de nutrientes ou 

simplesmente um suporte impregnado com nutrientes adequados ao desenvolvimento dos 

micro-organismos (SINGHANIA et al., 2009). 

Os fungos filamentosos são amplamente empregados em FES devido a sua habilidade em 

se desenvolver, de forma eficiente, em substratos sólidos complexos, o que ocorre devido à 

sua capacidade de produzir uma ampla gama de enzimas hidrolíticas extracelulares 

(DHILLON et al., 2012), além da semelhança com o seu ambiente natural (RODRÍGUEZ-

ZÚÑIGA et al., 2012; SINGHANIA et al., 2009).  
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Segundo Chancharoonpong, Hsieh e Sheu (2012), a baixa umidade do meio empregado 

para a FES faz com que certos micro-organismos sejam capazes de produzir determinadas 

enzimas e metabólitos que normalmente não seriam produzidos por FSM. O que ficou 

comprovado no trabalho de ISHIDA et al. (1998), que observaram que o gene que codifica a 

expressão de glucoamilase foi expresso especificamente na FES, apresentando um nível muito 

baixo no cultivo submerso. 

A técnica de FES é muito eficaz e oferece inúmeras vantagens em relação à modalidade 

de FSM, tais como, elevado rendimento em produto, baixo requisito de energia, baixo risco de 

contaminação bacteriana, menor geração de águas residuais, além da facilidade de extração 

dos produtos, uma vez que não requer métodos complicados de tratamento do resíduo 

fermentado. Oferece também melhor oportunidade para a biossíntese de produtos de baixo-

volume e elevado custo (BANSAL et al., 2012; KUMAR; RAMASAMY; MANONMANI, 

2013). Por todas estas vantagens, a FES é relatada por diversos pesquisadores como uma 

excelente alternativa a FSM (BANSAL et al., 2012; KUMAR; RAMASAMY; 

MANONMANI, 2013; NARRA et al., 2012). Na Tabela 3, estão descritas algumas aplicações 

da FES.  

 

Tabela 3 – Aplicações da fermentação em estado sólido 

Aplicações biotecnológicas Referências 

Proteínas aplicadas em ração animal Hsu et al. (2012); Graminha et al. (2008) 

Biopesticidas (esporos fúngicos) Xu, Shi e Y (2008); Zhuang et al. (2011) 

Fármacos (Antibióticos) Ano et al. (2009) 

Ácidos orgânicos (ácido cítrico, 

lático e giberélico) 

Dhillon et al. (2013); John, Nampoothiri, 

Pandey (2006); Corona, Sáez e Agosin (2005) 

Biosurfactantes Slivinski et al. (2012); Zhu et al. (2012) 

Fitase 
Rodríguez-Fernández et al. 

(2012) 

Lacase Karp et al. (2012) 

α-amilase Hashemi et al. (2011) 

Liquenase Maktouf et al. (2013) 

Xilanase Dhillon et al. (2012); Ncube et al. (2012), 

Protease Thanapimmtha et al. (2012) 

Lipase Santis-Navarro et al. (2011) 

α -galactosidase Shankar e Mulimani (2007) 

Poligalacturonase Gupta et al. (2008) 

Celulase 

Deswal et al. (2011); Dhillon et al. (2012); 

El-Bondkly e El-Gendy (2012); Herculano et al. 

(2011); Liu et al. (2011); Ncube et al. (2012) 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a capacidade de M. circinelloides e Melanoporia sp. em produzir celulases por 

fermentação em estado sólido utilizando bagaço de cana-de-açúcar como fonte de carbono, 

bem como estudar os parâmetros de influência na produção das enzimas. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Estudar os parâmetros físico-químicos relacionados com o crescimento do micro-

organismo e produção da enzima, tais como, pH inicial do meio de crescimento, 

temperatura de fermentação e tempo necessário para alcançar a produção máxima da 

enzima; 

 Avaliar a necessidade de adição de fontes de sais minerais, nitrogênio orgânico e 

Tween 80 ao meio de crescimento; 

 Definir a melhor combinação de pH e temperatura para a determinação da atividade 

celulolítica dos extratos enzimáticos obtidos a partir da fermentação. 
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4 MATERIAL e MÉTODOS 

 

 É possível observar na Figura 9 um fluxograma descritivo do processo 

fermentativo realizado neste estudo. 

 

Figura 9 – Fluxograma representativo das etapas empregadas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Ensaios realizados mediante um planejamento experimental composto central (2
2
). 
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4.1 Micro-organismos utilizados 

 

4.1.1 Isolamento das linhagens fúngicas 

 

Os micro-organismos utilizados neste trabalho foram isolados a partir de uma 

amostra de casca de coco com indícios de contaminação fúngica. Primeiramente, uma 

amostra deste material foi transferida para um frasco Erlenmeyer contendo o meio caldo 

batata dextrose, sendo incubado a 30 ºC, em agitador orbital a 200 rpm, durante 48 

horas. Após este período, uma alíquota do caldo fermentado foi inoculada em placas de 

Petri contendo o meio ágar batata dextrose (BDA). As diferentes colônias formadas 

foram transferidas para novas placas, contendo o referido meio, tantas vezes quantas 

fossem necessárias para obtenção de isolados fúngicos, sendo posteriormente incubados 

a 30 ºC por 120 horas em placas de Petri contendo o meio ágar celulose (0,5 g/L de 

MgSO4; 0,5 g/L de KCl; 3,0 g/L de NaNO3; 0,01 g/L de FeSO4.7H2O; 1,0 g/L de 

K2HPO4; 15 g/L de ágar-ágar e 5,0 g/L de celulose microcristalina) para avaliação da 

capacidade celulolítica (BRAGA et al., 2009). Os isolados fúngicos foram armazenados 

pelo método de Castellani (1967). 

 

4.1.2 Identificação molecular das linhagens fúngicas 

 

As linhagens isoladas foram submetidas à análise morfológica através do 

microcultivo entre lâmina e lamínula, coradas com lactofenol de Amann e azul de 

algodão e observadas ao microscópio óptico na objetiva de 40x (RIVALIER; SEYDEL, 

1932). 

A identificação molecular dos micro-organismos com atividade celulolítica foi 

realizada no Laboratório do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e 

Agrícolas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas, sendo o DNA genômico 

das amostras extraído de acordo com o protocolo descrito por Raeder e Broda (1985). A 

metodologia consiste na amplificação das regiões ITS (International Transcribed Space) 

pela metodologia de PCR, utilizando como molde o DNA genômico extraído 

diretamente da amostra. Os primers (oligonucleotídeos sintéticos) utilizados para a 

reação de PCR foram ITS-1 e ITS-4 homólogos às extremidades da região ITS; os 

fragmentos amplificados foram a seguir purificados e submetidos diretamente ao 

sequenciamento em sequenciador automático MegaBace 1000 (GE Healthcare).  
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Os primers utilizados para sequenciamento foram ITS-1 e ITS-4; as sequências 

parciais das regiões ITS obtidas com os diferentes primers foram montadas em um 

conting (sequência única combinando os diferentes fragmentos obtidos) e comparada 

com as sequências de organismos representados nas bases de dados do Genbank e CBS. 

As sequências foram alinhadas utilizando o programa CLUSTAL X (THOMPSON et 

al., 1994) e as análises filogenéticas foram conduzidas utilizando o programa MEGA 

versão 4.0 (TAMURA et al., 2007).  

As matrizes de distância evolutiva foram calculadas com o modelo de Kimura 

(1980) e a construção da árvore filogenética a partir das distâncias evolutivas, foi feita 

pelo método de Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987), com valores de bootstrap 

calculados a partir de 1.000 re-amostragens, utilizando o software de rotina incluído no 

programa MEGA 4.0. 

 

 

4.1.3 Preparo do inóculo 

 

As linhagens foram cultivadas em placas de Petri contendo o meio Ágar Batata 

Dextrose (BDA), durante 10 dias, a 30 °C. A preparação do inóculo ocorreu através da 

adição de 20 mL de uma solução estéril de Tween 80 a 2% (v/v) à placa contendo os 

esporos e transferência destes para a solução, com o auxílio de alça de Drigalski. A 

concentração de esporos presentes nesta suspensão foi determinada em câmara de 

Neubauer, sendo requerida uma concentração igual a 1 × 10
6 

esporos/mL para 

inoculação no meio de produção de celulases (NCUBE et al., 2012). 

 

 

4.2 Composição do meio utilizado na produção de celulases por Melanoporia sp. e 

M. circinelloides 

 

 Foi utilizado como substrato, para a produção de celulases, bagaço de cana-de-

açúcar “in natura”, com tamanho médio de partícula entre 3 e 8 mm (HERCULANO et 

al., 2011). O mesmo foi cortado e umidificado com solução salina em pH 5,5, com a 

seguinte composição: 9,0 g/L de (NH4)2SO4 e 1,0 g/L de KH2PO4 (OLIVEIRA, 2010), 

sendo posteriormente acondicionado em frascos Erlenmeyers de 250 mL, 

homogeneizado com auxílio de bastão de vidro e autoclavado a 121°C por 15 minutos. 
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O meio esterilizado foi então inoculado com uma suspensão de esporos (conforme item 

4.1.3), e incubado de forma estática em estufa B.O.D a 30 °C por 24 horas. 

 

 

4.2.1 Influência da quantidade de bagaço empregada na produção das enzimas 

 

 Com o intuito de estabelecer a melhor proporção de substrato utilizado na 

produção de celulases, variou-se a quantidade de bagaço em 3, 4 e 5 g, os quais foram 

cortados e umidificados pela adição de 2,0; 2,66 e 3,33 mL, respectivamente, de solução 

salina. 

Além disto, foram conduzidos estudos de suplementação deste resíduo a partir de 

fontes de sais minerais, nitrogênio orgânico e Tween 80, os quais se encontram 

descritos a seguir. 

 

4.2.2 Estudo da suplementação do bagaço com fontes de sais minerais 

 

Para os ensaios descritos neste subitem, a composição do meio base, ao qual os 

nutrientes foram adicionados, consistiu de 3,0 g de bagaço de cana-de-açúcar e 2,0 mL 

de solução salina. 

Um delineamento estatístico Plackett-Burman (one-way) foi conduzido com a 

finalidade de selecionar sais com efeito significativo sobre a produção da enzima por 

ambos os micro-organismos, sendo avaliados os seguinte sais: NaNO3, CoCl2, ZnSO4, 

KCl, MnSO4, CuSO4, FeSO4, CaCl2, MgSO4, K2HPO4 (MACIEL et al., 2008). A matriz 

do planejamento fatorial se encontra na Tabela 4. 
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Tabela 4 – Matriz do planejamento fatorial Plackett-Burman para seleção de sais para compor o meio de produção de 

celulases por Melanoporia sp. e M. circinelloides 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*pontos centrais. Onde, 0 (zero) significa que a fonte de sal não foi adicionada ao meio de cultivo e 1, que a fonte 

foi adicionada, na concentração de 0,1 g/L (ou 0,33 mg/g de bagaço) à solução salina descrita nesta secção. 

 

Ensaio CuSO4 CoCl2 KCl NaNO3 CaCl2 MgSO4 MnSO4 K2HPO4 ZnSO4 FeSO4 

1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 

2 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

3 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 

4 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 

5 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 

6 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 

7 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 

8 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 

9 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 

10 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 

11 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 

12 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 

13 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 

14 1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 

15 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 

16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

17* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

18* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

19* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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Após analisar os resultados do planejamento descrito anteriormente, para M. 

circinelloides foi necessário avaliar o efeito de diferentes concentrações dos sais CuSO4 

e ZnSO4 sobre a produção de celulases, o qual foi realizado por meio de um 

planejamento experimental composto central (2
2
), conforme apresentado na Tabela 5. A 

faixa de concentração avaliada, para ambos os sais, esteve entre 0 e 0,1 g/L, sendo 

realizadas três repetições no ponto central, totalizando 11 ensaios. 

 

Tabela 5 – Matriz do planejamento composto central para otimização das concentrações 

de CuSO4 e ZnSO4 adicionados ao meio de produção de celulases por M. circinelloides 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
*Pontos centrais 

 

A partir dos resultados deste planejamento, foi realizado ainda um estudo 

univariado para investigar a melhor concentração de CuSO4. O intervalo de 

concentração do sal estudado variou entre 0,1 e 0,6 g/ L. 

 

4.2.3 Estudo da suplementação do bagaço com fontes de nitrogênio orgânico 

 

Outro planejamento Plackett-Burman foi conduzido a fim de investigar o efeito de 

sete fontes de nitrogênio orgânico (uréia, peptona, extrato de levedura, extrato de carne, 

triptona, caseína e proteína de soja) na produção da enzima. Este planejamento foi 

realizado após análise dos resultados do primeiro planejamento, por isto, os sais que 

apresentaram efeito significativo positivo sobre a produção da enzima foram 

adicionados à solução salina descrita no item 4.2. A matriz do planejamento fatorial 

encontra-se na Tabela 6. Para ambos os planejamentos foram realizadas três repetições 

no ponto central para avaliação do erro puro e reprodutibilidade do processo. 

 

Ensaio CuSO4 (g/L) ZnSO4 (g/L) 

1 0,00 0,00 

2 0,00 0,10 

3 0,10 0,00 

4 0,10 0,10 

5 0,00 0,05 

6 0,10 0,05 

7 0,05 0,00 

8 0,05 0,10 

9* 0,05 0,05 

10* 0,05 0,05 

11* 0,05 0,05 
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Tabela 6 – Matriz do planejamento fatorial Plackett-Burman para seleção de fontes de nitrogênio orgânico para a 

composição do meio de produção de celulases por Melanoporia sp. e M. circinelloides 

 

 

Ensaio Peptona Ext. levedura Ext. carne Triptona Caseína Uréia Proteína de soja 

1 1 0 1 0 0 0 1 

2 1 1 0 1 0 0 0 

3 0 1 1 0 1 0 0 

4 1 0 1 1 0 1 0 

5 1 1 0 1 1 0 1 

6 1 1 1 0 1 1 0 

7 0 1 1 1 0 1 1 

8 0 0 1 1 1 0 1 

9 0 0 0 1 1 1 0 

10 1 0 0 0 1 1 1 

11 0 0 0 0 0 1 1 

12 0 0 0 0 0 0 0 

13* 0 0 0 0 0 0 0 

14* 0 0 0 0 0 0 0 

15* 0 0 0 0 0 0 0 
*Pontos centrais. Onde 0 (zero) significa que a fonte de nitrogênio não foi adicionada ao meio e 1,0, que a 
fonte foi adicionada. A cada Erlenmeyer foi adicionado, no máximo, 3% (m/m) de fontes de nitrogênio, em 

relação à massa do meio de cultivo. As fontes de nitrogênio foram solubilizadas na solução salina e então 

adicionadas ao bagaço. 
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4.2.4 Estudo da suplementação do bagaço com diferentes concentrações de Tween 80 

 

Após finalizar os testes de suplementação do meio para produção de celulases com 

sais e fontes de nitrogênio orgânico, um estudo univariado foi realizado para avaliar a 

influência da adição de Tween 80 (%, v/v) ao meio de produção da enzima. As 

concentrações avaliadas foram 0,05; 0,10; 0,20; 0,40; 0,60; 0,80 e 1,0% (v/v). No ensaio 

controle não foi adicionado Tween 80. Este ensaio foi realizado após análise dos 

resultados dos planejamentos anteriores, de modo que, os sais que apresentaram efeito 

significativo positivo sobre a produção da enzima foram adicionados à solução salina 

descrita no item 4.2. 

 

 

4.3 Otimização dos parâmetros físico-químicos do processo fermentativo 

 

 

4.3.1 Influência do pH da solução salina adicionada ao meio de produção de 

celulases e da temperatura de condução do processo fermentativo 

 

A composição do meio de produção de celulases neste item foi definida a partir 

dos resultados obtidos no item anterior. Para M. circinelloides, utilizou-se 3 g de 

bagaço, com adição de 2,0 mL de uma solução contendo 0,1 g/L de CuSO4, 9,0 g/L de 

(NH4)2SO4, 1,0 g/L de KH2PO4 e Tween 80 a 0,8% (v/v). Em relação ao Melanoporia 

sp., foi utilizado 3 g de bagaço, com adição de 2,0 mL de uma solução contendo 9,0 g/L 

de (NH4)2SO4, 1,0 g/L de KH2PO4 e Tween 80 a 0,2% (v/v). O pH destas soluções 

variou de acordo com o planejamento experimental descrito a seguir. 

O pH inicial do meio e a temperatura de condução do processo fermentativo 

foram otimizados através de um planejamento fatorial composto central (2
2
). O pH da 

solução salina (descrita no item 4.2), adicionada ao meio de cultura variou entre 4,0 e 

7,0 e a temperatura esteve entre 25 e 35 °C. A escolha destes valores baseou-se nos 

trabalhos de Brijwani et al. (2010), Guowei et al. (2011), Deswal et al. (2011), Liu et al. 

(2011), Herculano et al. (2011) e Haq et al. (2006). Foram realizados 11 ensaios, sendo 

três destes repetições no ponto central. A matriz do planejamento fatorial encontra-se 

representada na Tabela 7.  
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Tabela 7 – Matriz do planejamento fatorial composto central (2
2
) para otimização do pH 

inicial do meio de produção de celulases e da temperatura do processo fermentativo na 

produção de celulases por Melanoporia sp. e M. circinelloides 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* 

*pontos centrais 

 

 

4.3.2 Influência do tempo de condução do processo fermentativo na produção de 

celulases  

 

Com a finalidade de definir o tempo de condução do processo fermentativo, para a 

máxima produção da enzima, a síntese enzimática foi acompanhada ao longo de 10 dias 

consecutivos a 30 ºC, sendo a atividade enzimática determinada a cada 24 horas. 

 

 

4.4 Etapas posteriores ao processo fermentativo (etapas downstream) 

 

4.4.1 Recuperação da enzima do meio fermentado 

 

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 5,5 25 

8 5,5 35 

9* 5,5 30 

10* 5,5 30 

11* 5,5 30 
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Em todos os ensaios descritos acima, a medida da atividade enzimática foi utilizada 

como indicador da síntese de celulases. Após cada fermentação, a recuperação da 

enzima do meio fermentado ocorreu a partir da adição de 20 mL do tampão adequado 

para cada enzima, de acordo com o ensaio descrito no subitem 4.4.3, sendo submetida à 

agitação de 200 rpm, em agitador orbital, por 30 minutos a 30 °C, de acordo com 

Oliveira (2010). Decorrido este tempo, o material foi filtrado em papel de filtro 

Whatman nº 1, com a finalidade de separar o resíduo da fermentação do sobrenadante 

contendo as enzimas, sendo este denominado de extrato enzimático bruto e utilizado 

para a quantificação da atividade celulásica. 

 

 

4.4.2 Quantificação da atividade enzimática 

 

 Para o ensaio de quantidade de bagaço, a atividade celulásica da enzima 

produzida foi determinada através da incubação de 125 µL do extrato enzimático bruto 

com 125 µL de uma solução de celulose microcristalina (Avicel
®
) em banho 

termostático. A mistura foi incubada por 1 hora a 60 ºC. Decorrido o tempo de reação, a 

mesma foi interrompida pela adição de 250 µL do reagente ácido 3,5 -dinitrosalicílico 

(DNS). A atividade hidrolítica foi determinada através da quantificação dos açúcares 

redutores liberados durante a reação, quantificados pelo método de DNS (MILLER, 

1959). A atividade enzimática foi expressa em UI/g (unidade internacional por grama de 

substrato sólido) sendo 1 UI definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 

µmol de açúcar redutor por minuto, nas condições do ensaio (BINOD et al., 2007). 

Para os demais ensaios, foi quantificada a atividade celulásica total segundo a 

metodologia de Ghose (1987) modificada, sendo utilizados a temperatura e pH ótimos 

para o ensaio enzimático, determinados através do ensaio descrito no item 4.4.3. Após o 

período de reação, a mesma foi interrompida pela adição do reagente ácido 3,5 - 

dinitrosalicílico (DNS). A atividade hidrolítica foi determinada através da quantificação 

dos açúcares redutores liberados durante a reação, quantificados pelo método de DNS 

(MILLER, 1959). A atividade enzimática foi expressa em FPU/g (unidades de papel de 

filtro por grama de substrato sólido) sendo 1 FPU definido como a quantidade de 

enzima capaz de liberar 0,18 µmol de açúcar redutor por minuto, nas condições do 

ensaio. 
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4.4.3 Otimização do pH e da temperatura na quantificação da atividade enzimática 

 

Uma vez que pH e temperatura são parâmetros que influenciam sobremaneira a 

atividade enzimática, o primeiro ensaio realizado neste estudo, teve como objetivo 

determinar os referidos parâmetros. 

Deste modo, dois ensaios univariados foram conduzidos para ambos os micro-

organismos. No primeiro, a temperatura foi mantida constante em 60 ºC e avaliou-se a 

influência do pH na atividade enzimática. O valor do pH do tampão adicionado ao meio 

fermentado, para recuperar a enzima, variou entre 4,0 e 10,0. Com o objetivo de 

alcançar a faixa de pH desejada, foram utilizados os tampões acetato de sódio (pH 4,0 a 

6,5), fosfato de sódio (pH 7,0 a 8,0) e glicina NaOH (pH 8,5 a 10,0), com força molar 

igual a 20 mM. O segundo ensaio teve como objetivo avaliar a influência da 

temperatura na atividade enzimática, a qual variou entre 40 e 80 °C, sendo realizado em 

pH fixo, determinado a partir do ensaio anterior. 

 

 

4.5 Análise estatística 

 

Todas as análises foram realizadas em triplicata sendo calculadas a média e o 

desvio padrão. Os planejamentos experimentais e as análises dos gráficos de superfície 

de resposta foram efetuados com o auxílio do software Statistica v. 7.0 (Statsoft). A 

análise de variância (ANOVA) foi utilizada para determinar a significância do modelo 

matemático ao nível de 90% de confiança. As médias dos demais ensaios foram tratadas 

pelo teste de Tukey ao nível de 5% de significância. 
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5 RESULTADOS e DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Isolamento e identificação das linhagens fúngicas 

 

O teste do ágar celulose utilizado consistiu numa análise qualitativa para investigar 

a capacidade de uma cepa em produzir celulases, uma vez que, neste meio de cultura, a 

única fonte de carbono é a celulose. Os fungos isolados a partir da casca do coco 

apresentaram capacidade celulolítica, sendo identificados molecularmente como Mucor 

circinelloides e Melanoporia sp.. Na Figura 10 pode-se observar o aspecto 

microscópico (objetiva de 40x) e macroscópico (crescimento em ágar batata dextrose) 

do micro-organismo isolado e identificado como M. circinelloides. 

 

Figura 10 - Aspecto microscópico (a) e macroscópico (b) de M. circinelloides 

 

 

 

 

 

M. circinelloides, pertencente à classe dos Zigomicetos, apresenta a capacidade de 

se desenvolver aerobicamente e anaerobicamente, sendo esta propriedade denominada 

dimorfismo (LI et al., 2011); além disto, é um fungo tipicamente saprófita do solo 

(ANDRADE et al., 2002). Entretanto, até o presente, não foram encontrados na 

literatura estudos investigando a possibilidade de produção de enzimas celulolíticas por 

este fungo, estando concentrados em sua capacidade de produzir, de forma eficiente, 

lipases (MINTRA et al., 2012), quitosanases (STRUSZCZYK et al., 2009), 

carotenóides (FRASER et al., 1996), dentre outros. Sua capacidade de acumular 

lipídeos, em níveis elevados no micélio, é conhecida e tem estimulado o 

desenvolvimento de pesquisas, como relatado por Mintra et al. (2012), que investigaram 

a utilização da biomassa de M. circinelloides na produção de biodiesel, como uma 

alternativa ao uso dos óleos vegetais.  

9a 9b 
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Na Figura 11 pode-se observar o aspecto microscópico (objetiva de 40x) e 

macroscópico (crescimento em ágar batata dextrose) do micro-organismo isolado e 

identificado como Melanoporia sp. 

 

Figura 11 - Aspecto microscópico (a) e macroscópico (b) de Melanoporia sp. 

 

 

 

 

 

 

O gênero Melanoporia, pertencente à classe dos Deuteromicetos, é apontado como 

causador de podridão marrom em madeira (KIM et al., 2003), sendo capaz de degradar 

celulose e hemicelulose, reduzindo o substrato a pedaços cúbicos amarronzados 

(RYVARDEN, 1991; SAMUELSSON; GUSTAFSSON; INGELÖG, 1994). Apesar de 

Melanoporia apresentar a capacidade de decompor substratos lignocelulósicos (ZHOU; 

DAI, 2012), até o momento não foi encontrado na literatura relatos de sua utilização, na 

produção de celulases, em processos fermentativos. 

 

 

5.2 Composição do meio utilizado na produção de celulases por Melanoporia sp. e 

M. circinelloides 

 

 

5.2.1 Influência da quantidade de bagaço empregada na produção das enzimas 

 

Os resultados de atividade enzimática obtidos para a enzima produzida por M. 

circinelloides foram de 0,620 ± 0,01; 0,553 ± 0,02 e 0,353 ± 0,06 UI/g para 3,0; 4,0 e 

5,0 g de substrato, respectivamente. É possível observar que os maiores resultados 

foram obtidos com a utilização de 3,0 e 4,0 g de bagaço, não diferindo 

significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de significância. 

10a 10b 
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A redução da atividade celulásica, com o aumento da quantidade de bagaço de cana 

empregada na fermentação, pode ser um indicativo da ocorrência de inibição da síntese 

da enzima pelo substrato ou ainda, de problemas relacionados com a aeração no sistema 

fermentativo (PANDEY, 2008). Por isto, a fim de evitar tais problemas, 3,0 g foi 

selecionada como a melhor quantidade de bagaço. 

No caso da enzima produzida por Melanoporia sp., os valores de atividade 

enzimática quantificada foram iguais a 0,65 ± 0,01; 0,89 ± 0,03 e 0,95 ± 0,03 UI/ g para 

3,0; 4,0 e 5,0 g de substrato, respectivamente. Estes valores não diferiram 

significativamente entre si ao nível de 5% de significância de acordo como teste de 

Tukey. Logo, pelo mesmo motivo apresentado anteriormente, decidiu-se utilizar 3,0 g 

de bagaço de cana. 

 

5.2.2. Estudo da suplementação do bagaço com fontes de sais minerais 

 

Um fungo pode se desenvolver melhor num meio de cultura do que em outro, ou 

mesmo nem crescer em determinado meio, por isto, é necessário que seus requisitos 

nutricionais sejam conhecidos. A classificação dos nutrientes, de acordo com a 

quantidade necessária na dieta dos fungos, compreende os macronutrientes, tais como, 

carbono, hidrogênio, oxigênio, fósforo, potássio, nitrogênio, enxofre, cálcio e magnésio 

e micronutrientes, tais como, ferro, manganês, cobalto, cobre e zinco (PUTZKE; 

PUTZKE, 2002). 

Segundo Maciel et al. (2008), os sais estão diretamente relacionados com o 

metabolismo dos micro-organismos, podendo estimular ou inibir a produção de 

enzimas. O nitrogênio, por sua vez, é utilizado na síntese de aminoácidos, proteínas, 

ácidos nucléicos e de algumas vitaminas (PUTZKE; PUTZKE, 2002). Desta forma, 

investigou-se o efeito da suplementação do meio de crescimento dos fungos estudados, 

com sais minerais e fontes de nitrogênio orgânico, na produção de celulases. A 

composição do meio base consistiu de 3,0 g de bagaço-de-cana e 2,0 mL de uma 

solução salina [(NH4)2SO4 e KH2PO4)]. A Figura 12 apresenta o Diagrama de Pareto 

com os efeitos dos 10 sais avaliados na produção de celulases. 
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Figura 12 – Diagrama de Pareto com o efeito estimado dos sais na produção de 

celulases por M. circinelloides através do planejamento Plackett–Burman realizado 

 

Através do Diagrama de Pareto (Figura 12), observa-se que apenas os sais CuSO4 e 

ZnSO4 apresentaram efeito significativo (p<0,05) sobre a variável resposta. Sabe-se que, 

para alguns micro-organimos, o cobre e o zinco são nutrientes essenciais sendo usados 

como catalisadores de reações bioquímicas, estabilizadores de proteínas e mantenedores 

do equilíbrio osmótico da célula (SANTOS, 2006). 

O efeito estimulante do cobre também foi verificado sobre a produção de xilanases 

por A.niger LPB 326 (MACIEL et al., 2008) e celulases por Fomitopsis sp. RCK2010 

(DESWAL et al., 2011). Estes autores verificaram que o zinco não exerceu qualquer 

efeito sobre a produção das enzimas. O mesmo foi observado por Wen et al. (2005) na 

produção de celulases a partir de Trichoderma reesei.  

Uma vez que o planejamento experimental empregado tem por objetivo selecionar 

variáveis, sais que não apresentaram efeito significativo não necessitam ser adicionados 

ao meio de produção. Desta forma, um planejamento experimental composto central foi 

realizado a fim de verificar quais as concentrações de CuSO4 e ZnSO4 que deveriam ser 

adicionadas à solução descrita no item 4.2, de forma a potencializar a variável resposta. 

Os resultados do referido planejamento encontram-se na Tabela 8. 
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Tabela 8 – Matriz do planejamento composto central e resultados obtidos para a 

atividade enzimática como função das concentrações de CuSO4 e ZnSO4 adicionados ao 

meio de produção de celulases por M. circinelloides 

*Pontos centrais 

Nota: os valores da atividade enzimática referem-se à média ± desvio padrão (n = 3). 

 

O efeito quantitativo estimado que cada uma das variáveis avaliadas exerceu sobre 

a variável resposta é representado pelo Diagrama de Pareto (Figura 13).  

 

Figura 13 – Diagrama de Pareto com o efeito estimado dos sais CuSO4 e ZnSO4 na 

produção de celulases por M. circinelloides 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cabe destacar que apenas o fator correspondente ao efeito quadrático da variável 

CuSO4 apresentou efeito significativo positivo e que a variável ZnSO4, bem como a 

interação entre ambas, apresentaram efeito significativo negativo.  

 

Ensaio CuSO4 (g/L) ZnSO4 (g/L) Atividade enzimática (FPU/g) 

1 0,00 0,00 1,66 ± 0,08 

2 0,00 0,10 5,13 ± 0,55 

3 0,10 0,00 6,95 ± 0,63 

4 0,10 0,10 2,84 ± 0,02 

5 0,00 0,05 6,31 ± 0,08 

6 0,10 0,05 6,00 ± 0,10 

7 0,05 0,00 0,79 ± 0,22 

8 0,05 0,10 3,95 ± 0,32 

9* 0,05 0,05 3,86 ± 0,07 

10* 0,05 0,05 4,10 ± 0,09 

11* 0,05 0,05 3,95 ± 0,16 
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O modelo de regressão obtido para predizer a atividade enzimática de celulase em 

função das concentrações dos sais está representado pela Equação 1. 

 

Z = 1,30 - 21,58x + 1032,80x
2
 + 101,55y - 482,75y

2
- 1176,13x*y                          (1) 

 

Onde: 

Z = Atividade enzimática (FPU/g); 

x = Concentração de CuSO4 (g/L); 

y = Concentração de ZnSO4 (g/L). 

 

A significância estatística dos efeitos principais e de interação das variáveis foi 

determinada por análise de variância (ANOVA). De acordo com os resultados da 

ANOVA, o valor de F calculado para o modelo estatístico foi 5,84, ou seja, maior que o 

valor de F5,5 tabelado (3,45) no intervalo de 90% de confiança. Assim, o modelo pode 

ser considerado estatisticamente significativo, de acordo com teste de F. O modelo 

apresentou um bom coeficiente de determinação (R
2
 = 0,85) demonstrando proximidade 

entre os resultados experimentais e os valores teóricos previstos pelos resultados de 

atividade enzimática obtidos na Equação 1. 

A superfície de resposta (Figura 14), gerada a partir do modelo matemático, 

apresentou um ponto de sela, assim, o modelo não possui um único ponto ótimo. A 

análise da superfície de resposta sugere que individualmente cada sal favorece a 

produção da enzima. O que se confirma ao analisar os resultados apresentados na 

Tabela 5, na qual para o ensaio controle (sem a adição de nenhum dos sais) a atividade é 

igual a 1,66 ± 0,08 FPU/g, aumentando para 5,13 ± 0,55 FPU/g somente com a adição 

de ZnSO4 e para 6,95 ± 0,63 FPU/g somente com a adição de CuSO4. Entretanto, ao 

adicioná-los na mesma concentração (0,1 g/L), a atividade diminuiu (2,84 ± 0 FPU/ g), 

o que está representado pela região verde do gráfico. De acordo com o relatado 

anteriormente, a partir do próximo ensaio, o ZnSO4 não foi adicionado ao meio de 

produção de celulases. 
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Figura 14 – Superfície de resposta obtida a partir dos resultados do planejamento 

experimental para a otimização da concentração dos sais CuSO4 e ZnSO4 adicionados 

ao meio de produção de celulases por M. circinelloides  

 

Embora a superfície (Figura 14) não tenha fornecido um ponto ótimo para os 

parâmetros estudados, esta indicou que para valores de CuSO4 maiores que os avaliados, 

a atividade da enzima poderia aumentar. Por isso, realizou-se um estudo univariado para 

verificar o efeito do aumento da concentração deste sal sobre a produção da enzima e os 

resultados obtidos encontram-se na Figura 15. 
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Figura 15 - Efeito da adição de diferentes concentrações de CuSO4 à solução salina [9,0 

g/L de (NH4)2SO4 e 1,0 g/L de KH2PO4] para a composição do meio de produção de 

celulases por M. circinelloides em estufa B.O.D., a 30 ºC por 24 h. As barras de erro 

indicam desvio padrão (n = 3) 

 

A Figura 15 permite concluir que a concentração de 0,1 g/L maximizou a produção 

da enzima, uma vez que a maior atividade enzimática (6,95 ± 0,63 FPU/g) foi 

quantificada neste ponto. A partir desta concentração, a atividade enzimática diminuiu 

até zero, com a adição de 0,6 g/L do sal. Segundo Vale et al. (2011), alguns metais são 

essenciais para o metabolismo dos fungos, no entanto, estes podem se tornar tóxicos 

quando presentes em concentrações levemente superiores às requeridas para seu 

metabolismo. Desta forma, a adição de CuSO4, em concentração superior a 0,1 g/L, 

pode ter exercido um possível efeito inibitório sobre o crescimento de M. circinelloides.  

Por outro lado, sabe-se que alguns metais, podem exercer efeito inibitório ou 

indutor sobre a atividade de algumas enzimas celulolíticas, sendo que os íons Hg
+2

, 

Cu
+2

, Ag
+
 e Zn

2+ 
são os que mais frequentemente inibem a ação de celulases, podendo 

até provocar a perda total da atividade catalítica, quando presentes em determinadas 

concentrações (CASTRO; PEREIRA JÚNIOR, 2010). A influência do CuSO4 sobre a 

atividade de uma celulase, produzida por A. phoenicis, foi avaliada no estudo realizado 

por Silva (2008), tendo observado um efeito negativo decorrente da adição deste sal. 

Logo, no presente trabalho, não é possível afirmar, nem tampouco descartar a 

possibilidade deste sal ter exercido algum efeito na atividade da enzima produzida.  
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Um planejamento Plackett-Burman também foi realizado para avaliar o efeito da 

adição de sais ao meio de produção de celulases por Melanoporia sp., entretanto, 

nenhum dos sais avaliados exerceu efeito significativo sobre a produção de celulases.  

 

 

5.2.3 Estudo da suplementação do bagaço com fontes de nitrogênio orgânico 

 

A suplementação do meio de produção de celulases com fontes de nitrogênio 

orgânico não apresentou efeito sobre a produção das enzimas, por ambos os micro-

organismos. O que sugere que o sulfato de amônio adicionado ao meio, supriu as 

necessidades dos micro-organismos em relação ao nitrogênio. Este resultado é 

interessante do ponto de vista econômico, visto que o principal objetivo do 

desenvolvimento de bioprocessos, para produção de enzimas microbianas, utilizando 

resíduos lignocelulósicos como fonte de carbono, é reduzir custos pois, o meio de 

cultura empregado no processo, pode incidir em até 60% no valor final do produto 

(BANSAL et al., 2012; DHILLON et al., 2012). 

Sun et al. (2011) observaram que todas as fontes de nitrogênio (peptona, extrato de 

levedura, milhocina, nitrato de sódio, sulfato de amônio e nitrato de amônio) 

apresentaram pouco efeito ou efeito negativo sobre a produção de celulase por 

Trichoderma viride GIM 3.0010, utilizando casca de banana como substrato. Ncube et 

al. (2012) produziram celulases a partir de A. niger, utilizando como fontes de 

nitrogênio nitrato de sódio, cloreto de amônio, peptona e mistura de peptona, extrato de 

levedura e extrato de malte, observaram que não houve aumento significativo na 

atividade de celulase como consequência da adição destes nutrientes. 

Deswal et al. (2011) por sua vez, verificaram que diferentes fontes de nitrogênio 

apresentaram efeitos variáveis na produção de celulases por Fomitopsis sp. RCK2010, 

sendo que a adição de caseína resultou em máxima produção de FPase (4,682 UI/g). No 

estudo de Long et al. (2009) dentre as fontes de nitrogênio avaliadas na produção de 

celulases por Penicillium decumbens L-06, sulfato de amônio resultou na atividade 

máxima (3,0 UI/g).  

No presente estudo, as atividades enzimáticas máximas quantificadas para as 

enzimas produzidas por M. circinelloides e Melanoporia sp. foram iguais a 31,55 UI/g 

(5,68 ± 0,07 FPU/g) e 43,11 UI/g (7,76 ± 0,19 FPU/g), respectivamente, para o meio 
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sem suplementação com fontes de nitrogênio orgânico (ensaio controle), valores estes 

superiores aos relatados acima. 

 

 

5.2.4 Estudo do efeito da adição de diferentes concentrações de Tween 80 ao bagaço 

de cana para a produção de celulases 

 

Diversos estudos têm demonstrado o efeito estimulante de surfactantes sobre a 

produção de enzimas microbianas em FES e FSM (DESWAL et al., 2011; KAPOOR et 

al., 2008). Os agentes tensoativos normalmente utilizados são Tween 80, Tween 20, 

Triton X-100 e polietilenoglicol (PEG), sendo o Tween 80 o mais comumente utilizado 

(Liu et al., 2006). Provavelmente, estes compostos aumentam a permeabilidade da 

membrana da célula, resultando em maior secreção das enzimas para o meio 

extracelular (ASSAREH et al., 2012; DESWAL et al., 2011; ZHENG et al., 2006). Por 

isto, o efeito do Tween 80 sobre a produção de celulases a partir de M. circinelloides e 

Melanoporia sp. foi avaliado e os resultados se encontram na Figura 16. 
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Figura 16 – Efeito da adição de Tween 80 à solução salina para a composição do meio 

de produção de celulases por Melanoporia sp. [9,0 g/L de (NH4)2SO4 e 1,0 g/L de 

KH2PO4] (a) e M. circinelloides [9,0 g/L de (NH4)2SO4; 0,1 g/ L CuSO4 e 1,0 g/L de 

KH2PO4] (b) e em estufa B.O.D., a 30 ºC por 24 h. As barras de erro indicam desvio 

padrão (n = 3) 

 

 
  

(A) 

(B) 
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A Figura 16a demonstra que a concentração de Tween 80 (%, v/v) que possibilitou 

a maior atividade enzimática para a enzima produzida por M. circinelloides foi 0,80%, 

representando um aumento de 163,16%, em relação ao experimento controle, sem 

adição do surfactante. Para Melanoporia sp. (Figura 16b), foi observado um aumento de 

57,74% na atividade enzimática quando foi adicionado 0,20 de Tween 80.  

Resultado semelhante ao obtido para Melanoporia sp. foi encontrado por Soni et al. 

(2010), ao analisar a adição de Tween 80 [0,1 a 0,4%, (v/v)] ao meio de produção de 

celulases, por A. fumigatus. Estes verificaram que 0,24% de Tween 80 resultou na maior 

atividade enzimática. Deswal et al. (2011) por sua vez, avaliaram o efeito da adição de 

vários surfactantes, na produção de celulases por Fomitopsis sp. RCK, observando 

87,15% de aumento, em relação ao experimento controle, quando 0,2% de Tween 80 foi 

adicionado. 

Assareh et al. (2012) e Guowei et al. (2011) observaram um considerável 

incremento na produção de celulases por Geobacillus sp. T1 e T. reesei HY07, 

respectivamente, quando adicionaram Tween 80, na concentração de 0,1%, seguido de 

uma queda drástica na atividade enzimática quantificada, a partir desta concentração. 

Tal constatação sugere que apenas pequenas concentrações de Tween 80 favorecem a 

excreção da enzima para o meio extracelular. 

De acordo com os resultados obtidos, para M. circinelloides a condição que 

resultou em maior atividade enzimática foi 3,0 g de bagaço com adição de 2,0 mL de 

uma solução, cuja composição continha 9,0 g/L de (NH4)2SO4, 1 g/L de KH2PO4, 0,1 

g/L de CuSO4 e 0,8% de Tween 80. No caso de Melanoporia sp., 3,0 g de bagaço com 

adição de 2,0 mL de uma solução contendo 9,0 g/L de (NH4)2SO4, 1 g/L de KH2PO4 e 

0,2% de Tween 80 foram as melhores condições. Deste modo, os demais ensaios foram 

realizados nestas condições. 

 

 

5.3 Otimização dos parâmetros físico-químicos do processo fermentativo 

 

 

5.3.1 Influência do pH da solução salina adicionada ao meio de produção de 

celulases e da temperatura de condução do processo fermentativo  
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A temperatura é uma das variáveis físicas mais importantes que afeta a FES, 

estando relacionada com o transporte de massa e com a transferência de oxigênio 

(WANG; YANG, 2007), influenciando assim, o crescimento do micro-organismo, a 

formação de esporos e produção de metabólitos de interesse (PANDEY, 2003). O pH do 

meio, por sua vez, é um dos fatores ambientais de maior relevância para esse tipo de 

fermentação, pois afeta diretamente o crescimento do micélio e o transporte de vários 

componentes através da membrana celular, influenciando assim a produção da enzima 

(KAPOOR et al., 2008). 

Devido a importância dos parâmetros pH e temperatura na FES, um planejamento 

experimental composto central foi realizado com a finalidade de otimizar estas 

variáveis. A matriz do planejamento e os resultados obtidos encontram-se na Tabela 9. 

 

Tabela 9 - Matriz do planejamento experimental composto central (2
2
) e resultados 

obtidos para a atividade enzimática, como função do pH da solução salina adicionada ao 

meio de produção de celulases e da temperatura de condução do processo fermentativo 

para a produção de celulases por M. circinelloides 
 

*Pontos centrais. 

Nota: os valores da atividade enzimática referem-se à média ± desvio padrão (n = 3). 

 

O efeito quantitativo estimado que cada uma das variáveis analisadas exerceu 

sobre a atividade enzimática do extrato produzido é dado pelo Diagrama de Pareto 

(Figura 17).  

Ensaio pH Temperatura (°C) Atividade enzimática (FPU/g) 

1 4,0 25 0 ± 0,08 

2 4,0 35 4,66 ± 0,24 

3 7,0 25 1,50± 0,39 

4 7,0 35 3,0 ± 0,16 

5 4,0 30 1,50 ± 0,07 

6 7,0 30 5,52 ± 0,08 

7 5,5 25 3,87 ± 0,82 

8 5,5 35 6,0 ± 0,32 

9* 5,5 30 5,13 ± 0,71 

10* 5,5 30 5,37 ± 0,32 

11* 5,5 30 5,25 ± 0,16 
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Figura 17 - Efeito estimado do pH da solução salina adicionada ao meio de produção 

de celulases e da temperatura de condução do processo fermentativo em estufa B.O.D., 

a 30 ºC por 24 h, por M. circinelloides 

 

 

No presente estudo, apenas o efeito linear da temperatura apresentou efeito 

significativo positivo sobre a atividade enzimática, ao nível de 90% de confiança. O 

efeito quadrático do pH apresentou efeito significativo negativo dentro do intervalo de 

confiança analisado. Tal resultado sugere que esta enzima é mais sensível a variações de 

pH do que de temperatura.  

O modelo de regressão obtido para predizer a atividade enzimática de celulase em 

função das variáveis independentes, pH da solução salina adicionada ao meio de 

produção de celulases e temperatura de condução do processo fermentativo está 

representado pela Equação 2: 

 

Z = -80,92 + 14,41x - 0,98 x
2 
+ 2,76y - 0,03y

2 
- 0,11 x*y                                                  (2) 

 

Onde: 

Z = Atividade enzimática (FPU/g);  

x = pH; 

y = Temperatura (ºC) 

 



R e s u l t a d o s  e  D i s c u s s ã o  | 62 

 

A significância estatística dos efeitos principais e de interação das variáveis foi 

determinada por análise de variância (ANOVA). De acordo com os resultados da 

ANOVA, o valor de F calculado para o modelo estatístico foi 5,27, ou seja, maior que o 

valor de F5,5 tabelado (3,45) no intervalo de 90% de confiança. Assim, o modelo pode 

ser considerado estatisticamente significativo, de acordo com teste de F. O modelo 

apresentou um bom coeficiente de determinação (R
2
 = 0,84) mostrando proximidade 

entre os resultados experimentais e os valores teóricos previstos pelos resultados de 

Equação 2. 

A superfície de resposta (Figura 18) gerada a partir do modelo matemático 

apresentou um ponto de máximo, pH 5,48 e 34,4 ºC, no qual a atividade enzimática foi 

igual a 6,00 ± 0,32 FPU/g ou 33,33 UI/g. 

 

Figura 18 – Superfície de resposta obtida a partir dos resultados do planejamento 

experimental para a otimização do pH da solução salina adicionada ao meio de 

produção de celulases e da temperatura de condução do processo fermentativo por M. 

circinelloides 

 

Os parâmetros pH e temperatura também foram otimizados na produção de 

celulases por Melanoporia sp., a matriz do planejamento e os resultados obtidos 

encontram-se na Tabela 10. 

  



R e s u l t a d o s  e  D i s c u s s ã o  | 63 

 

Tabela 10 - Matriz do planejamento experimental composto central (2
2
) e resultados 

obtidos para a atividade enzimática, como função do pH da solução salina adicionada ao 

meio de produção de celulases e da temperatura de condução do processo fermentativo 

por Melanoporia sp. 

*Pontos centrais. 

Nota: os valores da atividade enzimática referem-se à média ± desvio padrão (n = 3). 

 

O efeito quantitativo estimado que cada uma das variáveis avaliadas exerceu sobre 

a atividade enzimática da celulase produzida por Melanoporia sp. é dado pelo Diagrama 

de Pareto (Figura 19). 

  

Ensaio pH Temperatura (°C) Atividade enzimática (FPU/ g) 

1 4,0 25 2,44 ± 0 

2 4,0 35 4,50 ± 0 

3 7,0 25 5,37 ± 0,15 

4 7,0 35 3,70 ± 0,15 

5 4,0 30 3,08 ± 0,08 

6 7,0 30 8,29 ± 0,07 

7 5,5 25 5,45 ± 0,09 

8 5,5 35 3,39 ± 0 

9* 5,5 30 7,97 ± 0,61 

10* 5,5 30 8,05 ± 0,32 

11* 5,5 30 8,60 ± 0,22 



R e s u l t a d o s  e  D i s c u s s ã o  | 64 

 

Figura 19 - Efeito estimado do pH da solução salina adicionada ao meio de produção de 

celulases e da temperatura de condução do processo fermentativo em estufa B.O.D, a 30 

ºC por 24 h, por Melanoporia sp. 

 

 

No presente estudo, apenas o efeito linear do pH apresentou efeito significativo 

positivo, enquanto o efeito quadrático da temperatura apresentou efeito significativo 

negativo, ambos ao nível de 90% de confiança. Tal resultado sugere que esta enzima é 

mais sensível a variações de temperatura do que de pH.  

O modelo de regressão obtido para predizer a atividade enzimática de celulase em 

função das variáveis independentes, pH da solução adicionada ao meio de produção de 

celulases e temperatura de condução do processo fermentativo, está representado pela 

Equação 3: 

 

Z = -164,07 + 15,73x – 0,77 x
2 
+ 8,35y - 0,11 y

2 
- 0,21 x*y                                             (3) 

 

Onde: 

Z = Atividade enzimática (FPU/g);  

x = pH; 

y = Temperatura (ºC) 

 

A significância estatística dos efeitos principais e de interação das variáveis foi 

determinada por análise de variância (ANOVA). De acordo com os resultados da 

ANOVA, o valor de F calculado para o modelo estatístico foi 7,73, ou seja, maior que o 
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valor de F5,5 tabelado (3,45) no intervalo de 90% de confiança. Assim, o modelo pode 

ser considerado estatisticamente significativo, de acordo com o teste de F. O modelo 

apresentou um bom coeficiente de determinação (R
2
 = 0,81) mostrando proximidade 

entre os resultados experimentais e os valores teóricos previstos pelos resultados da 

Equação 3. 

Os resultados da atividade enzimática de Melanoporia sp.apresentados na Tabela 9 

foram analisados através do gráfico de superfície de resposta (Figura 20), que 

demonstrou que a combinação dos parâmetros estudados que conduziu a atividade 

enzimática máxima (8,31 ± 0,15 FPU/g ou 46,16 UI/g) foi pH 6,28 e 30 °C.  

 

Figura 20 – Superfície de resposta obtida a partir dos resultados do planejamento 

experimental para a otimização do pH da solução salina adicionada ao meio de 

produção de celulases e da temperatura de condução do processo fermentativo por 

Melanoporia sp. 

 

 

Brijwani et al. (2010) produziram celulase a partir de uma cultura mista de T. reesei 

e A. oryzae em FES. O pH do meio e a temperatura de incubação que conduziram a 

maior atividade enzimática foram 4,5 e 30 °C, respectivamente. Resultados similares 

(5,0 e 30 ºC) foram obtidos por Guowei et al. (2011), em seu estudo com T. reesei 

HY07. 
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Narra et al. (2012) avaliaram o pH do meio de produção 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 ótimo para este parâmetro. Herculano et al. (2011), por sua vez, ao 

avaliar a produção de celulases por A. Japonicus URM5620, encontraram valores da 

ordem de 6,0 e 25 ºC. 

Deswal et al. (2011) também avaliaram a influência destes parâmetros na produção 

de celulases por Fomitopsis sp. RCK 2010, encontrando maior atividade enzimática 

(3,31 UI/g) em pH 5,5 e 30 °C, sendo este resultado dez vezes inferior ao encontrado no 

presente estudo. Resultado semelhante foi observado por Liu et al. (2011), na produção 

de celulases por Penicillium decumbens ML-017, encontrando atividade máxima igual a 

5,15 UI/g em pH 5,7 e 30 °C. 

Diante do exposto, observa-se que os valores de pH e temperatura que resultaram 

na maior produção da enzima, para M. circinelloides e Melanoporia sp. foram similares 

aos relatados na literatura científica e que o diferencial deste trabalho, encontram-se nos 

valores de atividade enzimática quantificados, que excedeu em pelo menos 10 vezes os 

resultados apresentados pelos autores supracitados.  

 

5.3.2 Influência do tempo de condução do processo fermentativo para a produção de 

celulases 

 

A influência do tempo de condução do processo fermentativo na produção de 

celulases por M. circinelloides e Melanoporia sp. encontram-se na Figura 21. 
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Figura 21 - Influência do tempo de condução do processo fermentativo na produção de 

celulases por M. circinelloides (a) e Melanoporia sp.(b) em FES, em estufa B.O.D, a 30 

ºC por 10 dias. As barras de erro indicam desvio padrão (n = 3) 

 

 

 
 

  

(A) 

(B) 
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Para M. circinelloides, no primeiro dia de fermentação, a atividade enzimática foi 

9,47 FPU/g, atingindo 16,0 FPU/g no segundo dia e diminuindo até o décimo dia de 

fermentação. O mesmo comportamento foi observado no processo utilizando 

Melanoporia sp. e a maior atividade de celulase quantificada foi 14,21 ± 0,47 FPU/g.  

A diminuição da produção de celulases, ao longo do tempo de incubação, pode 

ter ocorrido devido ao consumo de nutrientes, produção de metabólitos tóxicos ao 

micro-organismo, liberação do calor metabólico (pode formar gradientes de temperatura 

no reator) prejudicando o crescimento do micro-organismo; ou ainda pela inibição de 

suas enzimas, em decorrência do acúmulo de glicose no meio. O tempo de condução do 

processo fermentativo para produção de algumas celulases microbianas encontra-se 

descrito na Tabela 11. 

 

Tabela 11 - Tempo de condução do processo fermentativo para a produção de celulases 

em função do micro-organismo e do meio de cultura empregados na FES  

Micro-organismo 
Composição do meio 

de produção 

Tempo de 

produção da 

enzima 

Referência 

Fomitopsis sp. 

RCK2010 

Farelo de trigo, farinha de soja, 

caseína, CuSO4, Tween 80 e 4-

hidroxiprolina 

11 dias 
Deswal et 

al. (2011) 

Penicillium 

decumbens L-06 

Bagaço-de-cana e farelo de trigo, 

sulfato de amônio 
9 dias 

Long et al. 

(2009) 

A. clavatus 

Farelo de soja, uréia, K2HPO4, 

NaNO3, MgSO4, ZnSO4, FeSO4 e 

MnSO4 

6 dias 
Paris 

(2009) 

A. niger ATCC 

16404 

Resíduo de arroz e casca de 

maracujá 
4 dias 

Rocha 

(2010) 

Trichoderma 

viride GIM 3.0010 

Polpa de maçã e milhocina 5 dias 
Sun et al. 

(2010) 

Casca de banana 6 dias 
Sun et al. 

(2011) 

 

 Diante do exposto na Tabela 11, pode-se verificar que o tempo de condução do 

processo fermentativo para alcançar a máxima produção da enzima está intimamente 

relacionado com o micro-organismo utilizado e a composição do meio de cultura. Vale 

ressaltar que nenhum trabalho foi encontrado na literatura científica relatando a 

produção de celulases por M. circinelloides e Melanoporia sp. 
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5.4 Etapas posteriores ao processo fermentativo (etapas downstream) 

 

5.4.1 Otimização do pH e da temperatura na quantificação da atividade enzimática 

 

Conforme relatado anteriormente, os parâmetros de pH e temperatura são 

determinantes para a atividade enzimática, de modo que consistiram no primeiro ensaio 

realizado neste estudo. 

Os resultados de atividade enzimática das enzimas produzidas por M. circinelloides 

e Melanoporia sp., em função da temperatura do ensaio enzimático, encontram-se na 

Figura 22. Tais determinações foram realizadas em pH 6,5, de acordo com Oliveira 

(2010), que estudou a produção de celulases por estes micro-organismos, utilizando a 

casca do coco como substrato. 

 

Figura 22- Influência da temperatura na determinação da atividade 

enzimática das celulases produzidas por M. circinelloides (a) e 

Melanoporia sp (b). As barras de erro indicam desvio padrão (n = 3) 

  

A 

B 



R e s u l t a d o s  e  D i s c u s s ã o  | 70 

 

A enzima produzida por M. circinelloides apresentou uma faixa ótima de 

temperatura para a reação enzimática entre 60 e 70 ºC (Figura 22a). Os valores de 

atividade enzimática quantificados nestas temperaturas foram 3,32 e 3,36 FPU/g, 

respectivamente, não diferindo significativamente entre si, ao nível de 5% de 

significância, pelo teste de Tukey. Deste modo, a temperatura de 60 °C foi escolhida 

para a determinação da atividade das celulases produzidas por este micro-organismo, 

em todos os demais ensaios realizados neste estudo. 

A atividade celulolítica da enzima produzida por Melanoporia sp. (Figura 22b) 

aumentou com a elevação da temperatura, apresentando um pico em 60 °C (6,03 

FPU/g). Tal atividade apresentou uma redução considerável a partir desta temperatura, 

de modo que 60 °C também foi a temperatura selecionada para se determinar a 

atividade enzimática, em todos os demais ensaios realizados para este micro-organismo. 

Em virtude do exposto, é possível verificar que a enzima produzida por M. 

circinelloides exibiu maior estabilidade frente a temperatura, quando comparada a 

enzima produzida por Melanoporia sp. 

Mesmo comportamento foi observado por Andrade et al. (2011) que estudaram o 

efeito da temperatura, na atividade de celulases produzidas por Trichoderma sp. IS-05 e 

de uma preparação comercial, com atividade celulolítica (CAREZYME), tendo 

encontrado 60 °C como a temperatura ótima para ambas as enzimas. Os referidos 

autores também observaram uma redução considerável, nas atividades a partir desta 

temperatura. 

Singh et al. (2009) em seu estudo com uma enzima termoestável, produzida por A. 

heteromorphus, também encontraram a temperatura de 60 °C como a que maximizou a 

atividade enzimática. Resultado semelhante foi obtido por Ncube et al. (2012) que 

avaliaram o comportamento da celulase produzida por A. niger frente a temperatura de 

determinação da atividade enzimática e verificaram que 65 °C foi o melhor valor para 

este parâmetro. 

A influência de diferentes valores de pH na determinação da atividade enzimática 

da celulase produzida por M. circinelloides, encontra-se na Figura 23. Esta 

determinação foi realizada a 60 ºC, conforme os resultados obtidos no ensaio anterior. 
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Figura 23 - Influência do pH na determinação da atividade 

enzimática das celulases produzidas por M. circinelloides. As barras 

de erro indicam desvio padrão (n = 3) 

 

De acordo com a Figura 23, é possível notar três picos de atividade enzimática, que 

ocorreram nos pH’s 5,0; 6,5 e 9,0. Os valores encontrados para a atividade foram iguais 

a 4,0; 5,68 e 4,83 FPU/g, os quais diferiram significativamente entre si, pelo teste de 

Tukey ao nível de 5% de significância. Deste modo, o pH 6,5 foi selecionado, visto que 

resultou na maior atividade enzimática quantificada. 

Uma possível explicação para a ocorrência dos três picos observados, pode estar 

relacionada ao fato do material utilizado, para a quantificação da atividade enzimática, 

não ser uma enzima pura, e sim um extrato enzimático bruto, podendo estar presentes 

mais de uma enzima, com atividades celulolíticas em diferentes pH’s. Segundo Silva 

(2008) tal comportamento é possível pois, há relatos na literatura para alguns micro-

organismos, como A. nidulans e Chrysosporium lucknowense, capazes de produzir mais 

de uma enzima com atividade celulolítica. 

Vários relatos na literatura indicam faixas ácidas para este parâmetro, na atividade 

enzimática de celulases produzidas por fungos. Andrade et al. (2011) e Delabona et al. 

(2013) encontraram pH igual a 3,0 como o que maximizou a atividade catalítica de 

celulases produzidas a partir de A. fumigatus e Trichoderma sp. IS-05. Ncube et al. 

(2012) produziram celulases de A. niger por FES, e encontraram a atividade máxima em 
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pH 4,0. Singh et al. (2009) verificaram que o pH 4,8 foi o ótimo para a atividade das 

celulases produzidas por A. heteromorphus.  

Tendo em vista que grande parte das celulases reportadas na literatura científica 

apresentam valores de pH ótimo dentro da faixa ácida, os resultados deste estudo 

consistem num diferencial atrativo, uma vez que foram observadas frações com 

atividade celulásica em pH’s ácido, neutro e alcalino. 

Segundo Miettinen-Oinonen et al. (2004), celulases neutras apresentam vantagens 

em relação às celulases ácidas, para aplicação na indústria têxtil, uma vez que agridem 

menos o algodão, além de sua aplicação em detergentes (HAKAMADA et al., 2001; 

SHIRAI et al., 2001; ZHAO et al., 2012). As celulases alcalinas, por sua vez, são úteis 

no processamento do amido, atuando como enzimas adicionais (ZHANG; XING; LIU, 

2004) e no branqueamento da polpa de papel (TECHAPUN et al., 2003). Desta forma, 

este resultado estabelece M. circinelloides como um micro-organismo interessante na 

produção de celulases microbianas, devido a versatilidade de seu sistema enzimático. 

É válido ressaltar que, segundo a metodologia de Ghose (1987), o ensaio de 

determinação da atividade enzimática deve ser conduzido em pH igual a 4,8. Contudo, 

de acordo com os resultados discutidos acima, verificou-se que esta não foi a condição 

que resultou na maior atividade enzimática quantificada, demonstrando a importância 

de se investigar este parâmetro, a fim de realizar o ensaio em condições ótimas e assim 

maximizar a atividade enzimática quantificada. 

Os resultados da influência do pH na atividade celulásica da enzima produzida por 

Melanoporia sp. encontram-se na Figura 24, sendo realizados a 60 ºC, conforme os 

resultados obtidos no ensaio de determinação da temperatura, relatado anteriormente. 
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Figura 24 - Atividade enzimática da celulase produzida por Melanoporia sp. mediante a 

variação no pH de determinação da atividade enzimática. As barras de erro indicam 

desvio padrão (n = 3) 

 

De acordo com a Figura 24, é possível observar que a atividade enzimática 

aumentou até pH igual a 7,0 quando então começou a diminuir. Os maiores valores de 

atividade quantificada ocorreram nos pH’s 6,5 (7,11 ± 0,21 FPU/ g) e 7,0 (7,76 FPU/ g 

± 0,30), entretanto, estes valores não diferiram significativamente entre si pelo teste de 

Tukey, ao nível de 5% de significância. Desta forma, o pH 7,0 foi escolhido, destacando 

Melanoporia sp. em relação a outros micro-organimos celulolíticos, uma vez que 

grande parte das celulases comercializadas atualmente apresentam atividade enzimática 

em pH ácido, conforme discutido anteriormente. 
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6 CONCLUSÕES 

De acordo com os resultados encontrados é possível concluir que os fungos 

filamentosos Melanoporia sp. e M. circinelloides exibiram capacidade celulolítica 

competitiva, em relação aos demais micro-organismos relatados na literatura. A 

utilização do bagaço da cana-de-açúcar como substrato, em fermentação em estado 

sólido, resultou na produção máxima das enzimas celulases, por ambos os micro-

organismos, em apenas 48 horas, o que representa um diferencial atrativo destas cepas, 

tendo em vista que não foi encontrado na literatura períodos inferiores a 96 horas. 

A proposta de produção de celulases a partir de um meio de cultivo de baixo custo 

foi satisfeita, uma vez que, para a produção das enzimas não houve necessidade de 

suplementar o meio com nitrogênio orgânico.  

A produção máxima da enzima obtida a partir de M. circinelloides foi alcançada 

com a utilização de 3 g de bagaço, com adição de 2,0 mL de uma solução contendo 0,1 

g/L de CuSO4, 9,0 g/L de (NH4)2SO4, 1,0 g/L de KH2PO4 e Tween 80 a 0,8% (v/v) em 

pH 5,48. A temperatura e o tempo que resultaram na maior produção da enzima foram 

34,4 °C e 48 horas, respectivamente. A maior atividade enzimática (15,87 FPU/g) foi 

quantificada em pH 6,5 e 60 °C.  

Em relação ao Melanoporia sp., a maior produção da enzima foi obtida utilizando-

se 3 g de bagaço, com adição de 2,0 mL de uma solução contendo 9,0 g/L de 

(NH4)2SO4, 1,0 g/L de KH2PO4 e Tween 80 a 0,2% (v/v) em pH 6,28. A produção 

máxima da enzima foi observada após 48 horas de fermentação a 30 °C. A maior 

atividade enzimática (14,21 FPU/ g) foi quantificada em pH 7,0 e 60 °C. Algumas 

similaridades quanto a composição do meio e condições de cultivo de ambos os micro-

organimos foram observadas.  

A enzima produzida por Melanoporia sp. apresentou atividade máxima em pH 

neutro, o que a diferencia em relação a maioria das celulases produzidas por outros 

micro-organismos que apresentam atividade em pH ácido. M. circinelloides merece 

destaque em virtude da versatilidade de seu sistema enzimático, cujo extrato enzimático 

bruto exibiu atividade celulolítica em pH’s ácido, neutro e alcalino. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

 Caracterização da massa molar das enzimas por eletroforese e zimograma; 

 Estudo das melhores condições de recuperação da enzima do meio 

fermentado; 

 Estabilização dos extratos enzimáticos brutos obtidos a partir de M. 

circinelloides e Melanoporia sp. para aplicação em hidrólise enzimática de 

resíduos lignocelulósicos. 
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