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RESUMO

Microrganismos capazes de degradar materiais lignoceluloliticos podem produzir complexos de
celulase extracelular. Os fungos sdo bons produtores de complexo celulolitico, uma vez que essas
fontes de microrganismos possuem alta capacidade de multiplicacdo e produgdo de diversas enzimas,
possibilitando a producdo industrial. Neste trabalho, pesquisamos a producdo da enzima
carboximetilcelulase (CMCase) pelo fungo Stachylidium bicolor. O pH e a temperatura 6tima foram
estudados pela metodologia de superficie de resposta com diferentes temperaturas (30, 50, 70°C) em
diferentes pHs, variando de 2 a 6. O efeito das substancias (cloreto de sodio, benzoato de sdédio e
fosfato monossodico) foi estudado como estabilizador CMCase usando um delineamento de mistura
de centroide simples. A enzima apresentou pH e temperatura 6timos a 4,0 e 50 °C, respectivamente. O
fosfato monossddico apresentou maior e positivo PE, sugerindo que a mistura com maior propor¢ao
desse componente proporciona maior atividade enzimatica.

Palavras-chave: Fermentacdo. Fungico. Producdo. Metodologia de superficie de resposta.
Caracterizagao.
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos sao uma excelente alternativa para producao de complexo celulolitico, uma
vez que essas fontes possuem alta velocidade de multiplicagdo, sdo adaptaveis a diversos meios
nutritivos pouco expansivos, produzem enzimas comerciais (Loureiro et al., 2018, Santana et al.,
2023). Microrganismos capazes de degradar materiais lignoceluloliticos normalmente produzem
complexo de celulase extracelular. Microrganismos, incluindo fungos, produzem celulases, um
biocatalisador induzivel, em diferentes fases de seu desenvolvimento em substratos de celulose
(Sutaoney et al., 2024).

A utilizacdo de enzimas microbianas tem sido amplamente relatada ha séculos, mas o uso
comercial de enzimas foi adotado recentemente (Ejaz et al., 2021). Cellulases tem aplicagdes em varios
setores comerciais, incluindo agricultura, cervejaria, lavanderia, papel e celulose e industria téxtil. As
celulases podem ser usadas para amaciar frutas, clarificar os sucos de frutas, reduzir a volumosidade
na massa, hidrolisar o café torrado, extrair polifendis de cha e 6leos essenciais de azeitonas e podem
aumentar o aroma ¢ o sabor dos alimentos (Ejaz et al., 2021).

A conversdo microbiana da celulose em produtos soliveis requer a agdo de varios tipos de
enzimas hidroliticas glicosidicas, como endoglucanases ou carboximetilcelulase (EC 3.2.1.4),
celobiohidrolases (EC 3.2.1.91 e B-glicosidase (EC 3.2.121) (Henrrissat 1991, Lynd et al., 2002; Hua-
Li et al, 2007, Santana et al., 2023). O uso de microrganismos produtores de celulase e o
desenvolvimento de novas rotas tecnoldgicas para a produgdo de celulase continuam sendo uma
questdo estratégica a ser considerada durante o desenvolvimento de um processo sustentdvel para a
producao de etanol a partir de biomassa (dos Reis et al., 2015; Juturu e Wu, 2014, Pirota etal., 2016;
Loureiro et al. 2018). O bagaco de cana-de-agucar tem potencial para uso industrial na produgdo de
etanol devido a sua grande abundancia em paises como o Brasil, gerando uma grande quantidade de
residuos agroindustriais que podem ser utilizados e transformados em um produto de valor agregado
empregando enzimas celulases (Santana et al., 2023).

A diversidade de fungos na Caatinga também ¢ alta, sendo os conidios componentes
importantes da micobiota (Cruz; Gusmao, 2009). Stachylidium bicolor ¢ um fungo que faz parte da
classe Chaetosphaeriales, filo Ascomycota (Almeida et al., 2017).

Este estudo descreve a otimiza¢do do pH e da temperatura utilizando a metodologia de

superficie de resposta e estabiliza¢do da carboximetilcelulase (CMCase) de Stachylidium bicolor.

\
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 MICROORGANISMOS

O microrganismo Stachylidium bicolor foi obtido da Cole¢ao Bahia de Microcultura (CCMB)
da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS) e reativado em meio Agar Batata-Dextrose

(BDA) por 10 dias em incubadora B.O.D. a 28°C.

2.2 FERMENTACAO E OBTENCAO DO EXTRATO ENZIMATICO

O extrato enzimatico foi obtido de acordo com a metodologia descrita por Delabona et al.
(2012; 2019). A composi¢ao do meio de pré-cultura foi adaptada de Mandels e Weber (1969) usando
10 g/L de glicose como fonte de carbono. A composi¢cao do meio pré-indculo foi: 1 mL de Tween 80;
0,3 g/L de Ureia; 2,0 g/L de KH2PO4; 1,4 g/L de (NH4)2s04; 0,4 g/L. de CaCI2.2H20; 0,3 g/L de
MgS04.7H20; 1,0 g/L de peptona; 5,0 mg/L de FeSO4.7H20; 1,6 mg/L de MnSO4.4H20; 1,4 mg/L
de ZnS04.7H20; 2,0 mg/L de CoCl2.6H20. O meio de cultura foi preparado com o mesmo meio de
pré-cultura.

Para preparar o indculo, uma suspensao de conidios do fungo foi preparada adicionando 20 mL

10-7 células.

de agua destilada e Tween 80 (0,1%) as placas de BDA cultivadas até aproximadamente
Esta suspensdo foi transferida para frascos Erlenmeyer contendo 50 mL do meio de pré-cultura,
incubando 72 h a 29°C em agitador rotativo a 200 rpm.

Para a fermentacao para produzir a enzima CMCase, um volume de 20 mL do in6culo foi entdo
transferido para frascos Erlenmeyer contendo 180 mL do meio de produgdo contendo bagaco de cana-
de-acucar in natura como indutor. Os ensaios foram incubados por 10 dias a 29°C e 200 rpm em uma

incubadora agitadora refrigerada. As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, 10°C por 15 min e

analisadas quanto a atividade enzimatica obtida.

2.3 ATIVIDADE DA ENZIMA CARBOXIMETILCELULASE (CMCASE)

Os tubos de reagdo foram preparados com 0,25 mL do substrato carboximetilcelulose (CMC)
a 0,5% (p/v) preparado em solucdo tampao citrato fosfato 50mM e 0,25 mL de extrato enziméatico
(extrato bruto). Para controlar a reacdo, foram adicionados 0,25 mL de solucdo tampao e 0,25 mL de
extrato enzimadtico. A reagdo branca foi composta por 0,25 mL de solugdo tampdo e 0,25 mL do
substrato carboximetilcelulase (CMC). As amostras foram incubadas a 50°C por 30 minutos. Apos a
incubagdo, os tubos foram colocados em banho de gelo e, em seguida, 0,5 mL do reagente DNS foi
adicionado. Posteriormente, os tubos foram submersos em agua fervente (95°C) por 15 minutos e, apds
o resfriamento, 2,5 mL de dgua destilada foram adicionados aos tubos. A leitura da absorbancia foi
realizada a 540 nm (Santos et al., 2011). O ensaio foi realizado em réplica. Este foi escolhido para

conduzir os proximos experimentos essenciais para o desenvolvimento do trabalho.
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2.4 PH E TEMPERATURA OTIMOS

O efeito da temperatura sobre a atividade da carboximetilcelulase foi determinado por ensaios
de atividade enzimatica em reagdes com diferentes temperaturas (30, 50, 70°C) em diferentes pHs,
variando de 2 a 6. Conforme mostrado na Tabela 3. Utilizou-se o delineamento experimental de
Doechlert, com duas variaveis, equivalentes a 9 experimentos, tendo seu ponto central nos experimentos
4,5 e 6 (Tabela 1), com testes realizados em replicagdo.

A atividade enzimatica da carboximetilcelulase obtida em cada ponto foi determinada conforme
descrito anteriormente e utilizada para plotar o grafico de superficie de resposta usando o programa

Statistic 7.0.

2.5 OTIMIZACAO MULTIVARIADA PARA ESTABILIZACAO DE ATIVIDADE

As condicdes experimentais foram otimizadas usando um planejamento de mistura simplex-
centroide. Um total de nove experimentos foram realizados aleatoriamente, conforme apresentado na
Tabela 2, incluindo repetigdes do ponto central para estimar o erro experimental. A mistura foi
composta por cloreto de sodio, benzoato de sddio e fosfato monossodico, modelados na proporcao de
0 a 100% (concentragdo de 1 mol L!). A atividade enzimética (U mL™) foi utilizada como resposta
experimental para a obtencao dos modelos matematicos que foram avaliados a partir da analise de
variancia (ANOVA). Foram considerados a significancia estatistica da regressao, os coeficientes de
determina¢do (R?) e a auséncia de falta de ajuste (Azcarato; Pinto; Goicoechea, 2020; Bezerra et al.,
2020). Os dados foram processados no software Statistic 12 (StatSoft, Tulsa, Estados Unidos) com
nivel de confianca de 95% (p = 0,05).

2.6 ANALISE ESTATISTICA
Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) obtida com o auxilio do
programa Statistica, bem como grafico de superficie de resposta, andlise de variancia, indice de

regressao, R?, entre outros parametros estatisticos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 OBTENCAO DO EXTRATO ENZIMATICO

Os resultados mostraram que o uso do bagaco de cana-de-agucar in natura apresentou atividade
de 0,12 pmol ™™ Esses resultados evidenciam a utilizagio do bagaco de cana-de-agticar na produgio

de carboximetilcelulase (CMCase) pelo fungo Stachylidium bicolor.

3.2 PH E TEMPERATURA OTIMOS
O pH e a temperatura estdo entre os parametros mais importantes, que afetam diretamente a
producao de enzimas (Behera et al., 2017). Em seguida, para analisar essas variaveis, o planejamento

experimental de Doehlert foi aplicado para avaliar o efeito desses pardmetros sobre a enzima CMC

obtida de Stachylidium bicolor (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizacdo de pH e Temperatura: Desenho Experimental de Dochlert e Atividade Especifica

Amostra ph Tem(eecf ?tu ra (ﬁ;.l\(,);dn?i?g)
1 3(-0.5) 70 (+0.866) 0
2 5 (+0.5) 70 (+0.866) 0,077
3 2(-1.0) 50 (0.0) 0
4 (CP%) 4 (0.0) 50 (0.0) 0.1152
4 (CP™) 4(0.0) 50 (0.0) 0.1150
4 (CP7) 4 (0.0) 50 (0.0) 0.1151
> 6 (+1.0) 50 (0.0) 0.0821
6 3(0.0) 30 (-0.866) 0
7 5 (+0.5) 30 (-0.866) 0

*CP = Ponto Central

O programa Statistica foi utilizado para gerar o grafico de superficie de resposta, que mostra a
influéncia do pH e da temperatura na producdo de celulase a partir do microrganismo Stachylidium

bicolor (Figura 1, A e B).
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Figura 1. Caracterizagio de A-pH e Temperatura: Grafico de Area. Gréfico de superficie de resposta B.
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De acordo com a andlise dos dados obtidos, a atividade foi maior em pH 4,0 a 50°C, com
atividade de aproximadamente 0,115 umol ™1,
O resultado experimental obtido com o delineamento de Doehlert teve sua equacao ajustada

aos dados obtidos na caracterizacao enzimatica que descreve a superficie de resposta, a saber:

(UA) =-0,6004 + 0,1200 x (pH) — 0,0185 x (pH)?> + 0,0164 x (Temperatura) — 0,00019 x (Temperatura)? + 0,0009625 x
(pH) x (Temperatura).
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A Tabela 2 mostra a validade dos modelos obtidos por meio de planejamento experimental

pode ser observada por andlise de variancia (ANOVA), obtendo-se um valor de R? igual a 0,99.
O modelo obtido para a atividade sobre celulase foi validado com um F calculado de 3284,2, superior
ao F tabulado (9,01), mostrando que a fun¢do estd bem ajustada as respostas obtidas.

Os valores de pH e temperatura influenciaram a atividade, apresentando maior atividade em
pH 4,0 e 50°C, sendo os valores criticos apresentados pelo modelo no estudo de 4,65 e 54,11°C. O

valor previsto foi de 0,1236 pmol ™1,

Tabela 2. Caracterizacdo de pH e Temperatura: analise de variancia (Anova)

Fonte de variagdo QSa DFb QMc F calculado (I&zb;éa&?)
Regressio 0.0241 5 0.0048 3284.2517 9.01
Residual 0.0000 3 0.0000
Falta de ajuste 0.000004 1 0.000004 0.0000 0.00
Erro puro 0.000000 2 0.000000
Total de SQ 0.024146 8

a=QS, Soma Quadratica; b = DF, Graus de Liberdade; ¢ = QM, Média Quadratica; d = IC, Intervalo de Confianga.

Também foi gerado o grafico de Pareto, que tem como objetivo descrever uma ordem sob a

qual os fatores apresentardo melhores resultados na redugao de perdas.

Figura 2. Caracterizagdo de pH e Temperatura: Grafico de Pareto.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Activity (umol min™)

T
'
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Figura 2 - Grafico de area da enzima celulase — influéncia da temperatura sob pH. Fonte: O proprio autor.

Em geral, as celulases produzidas por fungos filamentosos tém valores 6timos de pH na faixa
acida (3,6-5,0) (Castro; Pereira JR, 2010). Para Sales et al., (2010) o pH com melhor resultado foi de

5,0, segundo Sohail et al., (2009). Os melhores resultados para a obtencdo de celulase fungica
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ocorreram em pH 4,0. Bunti¢ et al. (2016) descreveram melhores resultados obtidos em um pH
variando entre 5,0 e 7,0, atingindo seus valores maximos mais proximos do pH 7,0 para os fungos
utilizados.

Para determinar a melhor temperatura de atividade de fungos filamentosos para obtengao de
enzimas celulésicas, Castro; Pereira Jr. (2010) descreveu que os melhores resultados foram obtidos na
faixa de temperatura de 50°C, enquanto Santos (2014) relata melhores resultados na produgdo de
celulase fingica a uma temperatura de 35°C. De acordo com Sales et al., (2010) os melhores resultados
foram encontrados a uma temperatura de 33°C e para Bunti¢ et al. (2016) o melhor resultado foi
alcancado a uma temperatura de 45°C. Assim, conforme descrito na Tabela 1, para o presente estudo o
melhor resultado obtido para a obten¢do de enzimas celuldsicas fungicas foi a uma temperatura de
50°C a um pH de 4,0.

Os resultados mostraram semelhanca com varios estudos com endoglucanases de diferentes
organismos, que apresentam pH 7,0 e 6tima atividade a temperatura de 50°C (Romaniec, 1992; Saha
2004; Wen et al., 2005; Dutta et al, 2008; Heidorne et al, 2006). Os resultados mostraram que em
Bacillus amyoliquefaciens a temperatura e a atividade 6tima da celulase do pH foram de 50 ° C e pH
7,0, respectivamente (Lynd et al., 2002). Padilha et al (2015) estudaram a producéo de celulase a partir
da cepa termofilica Bacillus sp. CLAC5507 e verificaram que a temperatura e o pH 6timos para a
producdo de CMCase foram de 70 °C e 7,0, respectivamente.

Estudou-se a producéo de celulases por Ceriporiopsis subvermispora em cavacos de madeira
de Eucalyptus grandis e Pinus taeda . As caracteristicas bioquimicas das celulases produzidas em
ambas as espécies de madeira foram quase as mesmas. O pH &timo para essas enzimas estava entre
4,0 e 5,0 e a temperatura 6tima era de 60 ° C (Romaniec et al., 1992).

Aspergillus niger A atividade da endoglucanase mostrou um aumento na atividade quando
incubada em temperaturas de 30 e 35 ° Cat pH 4 com uma reducdo no pH 5 (Sohail et al, 2009). Estudos
de caracterizacao da celulase de Phanerochaete chrysosporium BKM-F-1767 apresentou valores de
pH 4,6 e 60°C tdo grandes quanto a atividade méxima da celulose (Khalil 2002). Estudos mostram que
0 pH e a temperatura da endoglucanase purificada tém semelhanga com a endoglucanase do extrato
bruto. As celulases de Bacilo foram otimamente ativos na faixa de pH de 5-6,5. A temperatura 6tima
foi de 65 e 70°C para a endoglucanase de CH43 e HR68, respectivamente Mawadza et al (2000).

Entao, € possivel concluir que a celulase CMC apresenta pH e temperatura 6timos que estao na

faixa observada na literatura.

3.3 OTIMIZACAO MULTIVARIADA DA MISTURA ESTABILIZADORA
Para analisar o efeito das substdncias na atividade enzimatica, a mistura estabilizadora

composta por cloreto de sodio (A), benzoato de sodio (B) e fosfato monossddico (C) foi investigada
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de forma multivariada usando um delineamento de mistura de centréide simples. A matriz experimental
resultante da combinag¢do dos componentes em propor¢des que variam de 0 a 1,00 mL e a resposta

experimental (atividade enzimatica) sdo apresentadas na Tabela 9.

Tabela 3 - Matriz experimental com experimentos com a combinagdo de componentes e resposta experimental avaliada
(Atividade enzimatica).

Experimentar [Cloreto de s6dio (mL)|Benzoato de s6dio (mL)|Fosfato monossddico (mL)| Atividade (U mL-1)
1 1.00 0.00 0.00 0.025
2 0.00 1.00 0.00 0.019
3 0.00 0.00 1.00 0.030
4 0.50 0.50 0.00 0.025
5 0.50 0.00 0.50 0.034
6 0.00 0.50 0.50 0.032
7CP* 0.33 0.33 0.33 0.035
8CP* 0.33 0.33 0.33 0.033
9CP* 0.33 0.33 0.33 0.034

*CP = Ponto Central. Fonte: O proprio autor.

Os modelos matematicos foram obtidos por meio de dados experimentais e avaliados por meio

de ANOVA (Tabela 4).

Tabela 4 - Analise de variancia para o modelo quadratico

Fonte de variagdo B3 Df MS Fcalculado Valor de p
Regressdo 2.35E-4 5 4.69E-5 26.7 0.011
Falta de ajuste 3.28E-6 1 3.28E-6 33 0.212
Erro puro 2.00E-6 2 1.00E-6
Total 2.40E-4 8 3.00E-5

Soma quadratica (SS); grau de liberdade (Df); quadratico médio (MS); coeficiente de determinagado (R?). Fonte: O proprio
autor.

Considerando os modelos matematicos possiveis, a quadratica apresentou melhor potencial
descritivo. A regressao foi significativa (p < 0,05), ou seja, pode ser utilizada de forma consistente para
descrever o comportamento da resposta experimental em fun¢do da variagdo na propor¢dao dos
componentes da mistura. Além disso, o modelo quadratico ndo forneceu evidéncias de desajuste,
indicado pela falta de significancia estatistica para a falta de ajuste (p = 0,212). Assim, obteve-se um
modelo cuja regressao foi significativa e a falta de ajuste ndo foi significativa, sendo considerado
adequado para avaliar a condi¢ao 6tima (Novaes et al. 2017). Além disso, a alta capacidade descritiva
do modelo ¢ evidenciada pelo valor de R? =0,978.

O modelo obtido foi adequado e a partir disso, foi possivel estimar e avaliar o impacto do efeito
padronizado (SE) dos componentes da mistura e suas interagdes na variagdo da resposta experimental.
O SE dos componentes e interagdes sao mostrados no grafico de Pareto (Figura 3a). O fosfato
monossodico apresentou um PE maior e positivo, sugerindo que a mistura com maior proporcao desse

componente proporciona maior atividade enzimatica. Além disso, os demais componentes tém efeitos
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da mesma magnitude e positivos. Apenas o efeito de interacao entre cloreto de sodio e benzoato de

sodio ndo foi significativo.

Figura 3. Diagrama de Pareto (a) e curva de nivel (b) obtidos a partir do modelo quadratico
3

MSP (C)
SC (A)
SB (B)

BxC
AxC
AxB

100
)

50 100

Sodium benzoate — SB (%)
Fonte: O proprio autor.

Por fim, considerando a alta capacidade preditiva, obteve-se a equagdo matematica (Equagao
1), que descreve o comportamento da resposta experimental em fun¢do da propor¢do de componentes

na mistura mostrada pelo grafico de contorno (Figura 3b).

Enzymatic activity (U mL™') = 0.0254 + 0.019B + 0.030C + 0.016AB + 0.030AC + 0.034BC 1)

O modelo apresentou uma condi¢do maxima, possibilitando o calculo das coordenadas dos
pontos criticos, ou seja, a regido no grafico de contorno que proporcionou a maior resposta
experimental. A atividade enzimatica maxima foi obtida usando uma mistura estabilizadora composta
por 34% de cloreto de sodio (A), 10% de benzoato de so6dio (B) e 56% de fosfato monossddico (C).
Nessas condicdes, a atividade enzimatica predita pelo modelo foi de 0,036 U mL-1.

Junqueira et al. (2023) estudaram o efeito dos conservantes na atividade do fungo produzido

pela enzima CMCase Aspergillus niger ATCC 1004. Esses autores testaram cloreto de sodio, fosfato
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monossddico ¢ benzoato de sdédio em varias concentragdes durante 72 horas sobre a atividade da
enzima CMCase, incubando a enzima com esses sais, em tampao citrato-fosfato pH 5,0 a 50 mM, a
uma temperatura de 50 °C. Eles descobriram que as substancias estudadas mostram que sdo boas
opgoes para preservar a enzima CMCase.

O cloreto de sodio ¢ usado na industria alimenticia, nas industrias agricola e quimica como
conservante quimico (Ravishankar e Juneja, 2014).

O benzoato de sodio ¢ amplamente utilizado nas industrias como conservante, especialmente
na industria alimenticia (Junqueira et al. 2023). O efeito das aplicagdes pds-colheita de benzoato de
sodio nas propriedades fisico-quimicas e atividades enzimaticas do fruto de pera cv foi estudado por
Kaur et al. (2019) que encontraram maior eficidcia na manuten¢do de menor atividade enzimatica da
celulase, pectina metil esterase e poliohenol oxidase.

O fosfato de s6dio monobésico ou fosfato monossodico € aplicado nas industrias alimenticias
como regulador de acidez. Além disso, pode contribuir para a estabilizagdo de algumas proteinas
(Junqueira et al. 2023). O fosfato monossodico ¢ utilizado como tampao em diversas etapas da
produgdo enzimatica por processos fermentativos, como preparo de substrato, extragdo enzimatica,
determinacdo da atividade enzimatica, etc., sendo assim utilizado em diversos estudos com essa

abordagem (Junqueira et al. 2023).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos mostraram que ¢ possivel produzir a enzima celulase a partir do fungo
Stachylidum bicolor, demonstrando a viabilidade do fungo para uso, uma vez que € possivel ser
adquirido em algumas regides comuns do semiarido baiano.

A enzima celulase produzida por S. bicolor apresentou melhor atividade em pH 4,0 a uma
temperatura de 50°C.

Foram realizados testes, com adicdo de misturas estabilizantes que devem aumentar ou
diminuir a atividade enzimatica. Os resultados obtidos mostraram que uma mistura estabilizadora
composta por diferentes propor¢des de cloreto de sodio, benzoato de sodio e fosfato monossodico
possibilitou uma atividade enzimatica eficiente no processo, podendo ser utilizada em conjunto ou
mesmo em misturas em pares: fosfato monossodico + benzoato de sddio ou fosfato monossodico +
cloreto de sodio.

Portanto, nota-se a viabilidade do uso de Stachylidiym bicolor na obtengdo e caracterizagao da

celulase, sendo possivel seu uso como microrganismo produtor dessa enzima.
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