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RESUMO 

Realizou-se o cultivo em estado sólido do fungo filamentoso isolado do ninho de formigas 

cortadeiras da espécie Acromyrmex balzani, utilizando como substrato sorgo lignocelulosico 

visando à máxima produção de celulases, através da otimização do processo de cultivo, 

avaliando a influência das variáveis: concentração inicial de inóculo, umidade, tempo, pH e 

temperatura. Os efeitos das variáveis foram primeiramente avaliados em termos da atividade da 

enzima FPase, onde a umidade e o tempo mostraram-se estatisticamente significativos a 95%. 

Em condições de maior tempo e umidade a atividade enzimática diminuí mostrando um efeito 

negativo. As demais variáveis não apresentaram efeito estatisticamente significativo a 95% de 

confiança. As maiores atividades enzimáticas foram proporcionadas pela combinação das 

variáveis do ensaio 2 que apresenta umidade 60%, pH 4, tempo de incubação de 4 dias, 

concentração inicial de inoculo de 108 e temperatura de 40oC. As variáveis significativas foram 

subsequentemente otimizadas. Na segunda parte do experimento a atividade da enzima FPase 

apresentou melhor resposta com o teor de umidade de 60 e 75%, e o tempo de incubação 4 a 6 

dias, com produtividade máxima de 4,1 UI/g. A atividade CMCase apresentou máxima atividade 

entre 55 e 65% de umidade e com o tempo de incubação de 5 a 8 dias, alcançando uma 

atividade enzimática de 4,1 UI/g. Já para atividade Avicelase a maior produção foi com o teor de 

umidade em torno de 65 e 80% e com o tempo de incubação de 2 a 5 dias, alcançando uma 

atividade enzimática de 3,8 U/g. As atividades apresentadas demonstram expressiva 

capacidade celulolítica do fungo estudado, frente ao sorgo lignocelulósico. 

Palavras-chave: Celulase; Bagaço da cana-de-açúcar; sorgo lignocelulósico, enzimas 

celulolíticas. 

 
ABSTRACT 

 
The solid state cultivation of the filamentous fungus isolated from the nest of leaf-cutting ants of 

the species Acromyrmex balzani was carried out, using lignocellulosic sorghum as a substrate 

aiming at the maximum production of cellulases, through the optimization of the cultivation 

process, evaluating the influence of the variables: initial concentration inoculum, humidity, time, 

pH and temperature. The effects of the variables were first evaluated in terms of the activity of 

the FPase enzyme, where humidity and time were statistically significant at 95%. In conditions of 

greater time and humidity, the enzymatic activity decreases showing a negative effect. The other 

variables did not show a statistically significant effect at 95% confidence. The greatest enzymatic 

activities were provided by the combination of the variables of test 2, which presents humidity 

60%, pH 4, incubation time of 4 days, initial inoculum concentration of 108 and temperature of 

40oC. The significant variables were subsequently optimized. In the second part of the 

experiment, the activity of the FPase enzyme showed the best response with the moisture 

content of 60 and 75%, and the incubation time 4 to 6 days, with a maximum productivity of 4.1 

IU / g. The CMCase activity showed maximum activity between 55 and 65% humidity and with 

an incubation time of 5 to 8 days, reaching an enzymatic activity of 4.1 IU / g. As for Avicelase 

activity, the highest production was with the moisture content around 65 and 80% and with the 

incubation time of 2 to 5 days, reaching an enzymatic activity of 3.8 U / g. The activities 

presented demonstrate an expressive cellulolytic capacity of the studied fungus, compared to 

lignocellulosic sorghum. 

Keywords: Cellulase; Sugarcane bagasse; lignocellulosic sorghum, cellulolytic enzymes. 
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INTRODUÇÃO 

Diante da crescente demanda por energia e da necessidade de geração de 

uma nova matriz energética sustentável no mundo atual, tem-se intensificado as 

pesquisas por fontes renováveis de energia. Mas apesar do aumento de fontes 

alternativas, os combustíveis fósseis continuam a ser a principal fonte energética. 

Além disto, a demanda global por energia tende a crescer mais de um terço até 2035, 

com a China, Índia e Oriente Médio responsável por 60% desse aumento (EPE, 

2013). 

A bioenergia vem conquistando espaço no setor de desenvolvimento 

tecnológico mundial, apresentando características econômicas e operacionais 

vantajosas em relação aos processos químicos convencionais (Maciel, 2006). A 

possibilidade de produção de combustíveis derivados da biomassa lignocelulósica, 

maior fonte de carbono existente no planeta, instigou grandes investimentos na 

indústria de biocombustíveis (Bansal et al., 2009). 

O etanol, proveniente de biomassas lignocelulósicas, apresenta-se como uma 

alternativa promissora, considerando-se que a matéria-prima é abundante e barata 

além de reduzir os riscos ambientais. A biomassa proveniente do sorgo 

lignocelulosico apresenta grande potencial energético. Trata-se de uma cultura que se 

adaptada a diversas condições edafoclimáticas e diferentes estresses bióticos e 

abióticos. Semelhante a toda a biomassa, o sorgo lignocelulosico é composto 

principalmente por celulose, hemicelulose e lignina. 

A biomassa lignocelulósica precisa ser hidrolisada em açúcar fermentável para 

conversão em etanol. Este processo ainda é tecnicamente problemático porque a 

digestibilidade de celulose é dificultada pela sua composição físico-química e 

estrutural. Assim, o pré-tratamento é necessário antes do processo de hidrólise a fim 

de remover ou alterar as estruturas da lignina, aumentando a acessibilidade à 

celulose. 

As enzimas fúngicas hidrolíticas podem ser induzidas por diferentes substratos, 

e apresentar diferenças significativas em relação à quantidade, propriedades e 

padrão de ação. Dentre os microrganismos produtores de enzimas, os fungos se 

destacam como os mais promissores, em razão da variedade de produtos de seu 

metabolismo e devido ao desenvolvimento das hifas que permitem aos mesmos, 



maior penetração 



no substrato e nas regiões porosas entre partículas da matéria-prima, o que  

aumenta o contato, a assimilação e metabolização dos nutrientes (Pinto, 2003). 

As celulases são usualmente uma mistura de diversas enzimas envolvidas na 

degradação da celulose. Os três principais grupos de celulases que estão incluídas  

no processo de hidrólise são: endoglucanases (EG); exoglucanases ou 

celobiohidrolase (CBH) e β-glucosidase (Sun & Cheng, 2002). A viabilidade 

econômica e comercial é o principal gargalo para o uso das celulases em biorrefinaria. 

A estratégia de viabilização inclui o aumento do volume de produção, com substratos 

mais baratos e produção de preparados enzimáticos com maior estabilidade para 

cada processo específico e maior atividade especifica sobre substratos. 

O método de produção enzimática por fermentação em estado sólido se 

apresenta como uma tecnologia capaz de propor caminhos alternativos para 

aumentar a produção de enzimas. Trata-se de uma técnica em que o processo 

fermentativo ocorre na ausência de água livre e visa à produção de vários 

metabólitos, com amplo potencial de crescimento, sendo utilizada na obtenção de 

diversos produtos com grande importância comercial (Galembeck et al., 2009). 

Considerando que os processos fermentativos abrangem um conjunto de 

variáveis e são afetados por diversos fatores do meio, este estudo teve como objetivo 

demonstrar a utilização do fungo filamentoso isolado do ninho de formigas cortadeiras 

da espécie Acromyrmex balzani para produção de enzimas celulolíticas em processo 

de fermentação em estado sólido e avaliar a influência das variáveis: concentração 

inicial de inóculo, umidade, tempo, pH e temperatura no processo. Foi utilizada a 

metodologia de superfície de resposta em um planejamento fatorial com três 

repetições no ponto central, com a finalidade de determinar as melhores faixas das 

condições do processo de fermentação em estado sólido. 

A fim de proporcionar uma exposição mais ordenada, o presente trabalho foi 

dividido em dois capítulos. O capítulo I apresenta um levantamento bibliográfico das 

principais características e aplicações do tema. O capítulo II, em formato de artigo 

científico, traz os materiais e metodologias empregadas neste trabalho, bem como os 

dados obtidos experimentalmente. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Capítulo I 

 

 
Fundamentação Teórica 



1. Contexto energético atual 

 
O suprimento da demanda por energia em meio às ações por mitigações dos 

efeitos das mudanças climáticas, e ao esgotamento dos combustíveis fosseis entre 

outros fatores, colocam o Brasil em destaque como alternativa para esses 

requerimentos através da produção de etanol. 

O País vem utilizando o etanol em automóveis desde a década de 1920, mas a 

indústria somente ganhou um grande impulso de produção a partir dos anos 70, com 

a introdução do programa federal de estímulo à produção e uso de etanol, o 

Proálcool, criado em razão da crise mundial do petróleo e que fez o etanol integrar a 

matriz energética brasileira. O etanol torna-se um produto estratégico para o País, 

diminuindo a necessidade de importação de gasolina, contribuindo para que o Brasil 

tenha a matriz energética mais “limpa” do mundo, gerando emprego e renda no setor 

agrícola nacional, além do desenvolvimento tecnológico e contribuição para a  

indústria química (Souza, 2013). 

Nos últimos anos a produção vem se consolidando, com forte expansão em 

razão da nova tecnologia que disponibilizou motores flex fuel (utilizam gasolina e/ou 

etanol) para os veículos nacionais, ampliando o número de consumidores de etanol. 

Esses consumidores tornam-se efetivos sempre que a relação de preço entre o etanol 

e a gasolina for favorável à sua substituição. 

Outros países também estão usando etanol misturado à gasolina, para reduzir 

o consumo de petróleo e também por questões ambientais. Este aumento no 

consumo proporciona ao etanol maior relevância como “commodity” internacional, 

aumentando a demanda externa para o Brasil, que é um país exportador desse 

produto. 

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), a pro- 

dução de cana-de-açúcar, principal fonte de matéria-prima para produção de etanol, 

no ano de 2012, alcançou 593,6 milhões de toneladas, sendo 4,9% superior ao 

registrado em 2011, quando foram moídos 565,8 milhões de toneladas. Houve um 

crescimento de 2,4% na produção de etanol (EPE, 2013). 

A previsão de crescimento nacional é de 45% da demanda por etanol até 2020. 

A necessidade de atendimento desta demanda é ressaltada se considerarmos que a 

meta de consumo de biocombustíveis nos Estados Unidos até 2022 é de 36 bilhões 

de galões, sendo que o milho usado na produção de etanol no país terá um teto de 15 



bilhões, já a partir de 2015, além dos mercados europeus e asiáticos com  

suas respectivas demandas (EPE, 2011). 

Uma forte alternativa para o suprimento desta demanda vista pelos mercados 

globais é o etanol de segunda geração, onde a obtenção do mesmo ocorre através do 

processo de hidrólise da lignocelulose (Souza, 2013). Para a produção em escala 

comercial de etanol lignocelulosico é preciso, principalmente, melhorar as tecnologias 

do processo produtivo, além de ter matéria prima disponível e viável para utilização. 

 
2. Sorgo lignocelulosico 

 
A biomassa vegetal precisa passar pelo processo de hidrólise para tornar os 

açúcares fermentescíveis. Por se tratar de uma nova tecnologia de produção de 

biocombustível, é necessário avaliar e caracterizar biomassas vegetais visando o 

fornecimento sustentável de matéria-prima para a produção de biocombustível 

lignocelulósico. 

A Embrapa Milho e Sorgo está desenvolvendo cultivares de sorgo com alta 

produtividade de biomassa e qualidade visando o fornecimento de matéria-prima para 

a produção de etanol lignocelulósico. Foram desenvolvidos novos híbridos que estão 

em processo de avaliação, conhecidos como sorgo lignocelulósico ou sorgo 

energético (May et. al., 2011). 

Estas novas variedades podem alcançar até 5-6 m de altura, com grande eficiência 

hídrica e alto rendimento em biomassa (conteúdo de matéria seca). Apresentam 

estabelecimento e crescimento rápido, e não exigem grandes quantidades de 

fertilizantes, pesticidas e irrigação, possuem alta eficiência fotossintética e grande 

potencial de produção de massa. As cultivares de sorgo lignocelulósico são capazes 

de produzir até 50 toneladas de massa seca por hectare/ano (May et. al., 2011). 

Como toda biomassa vegetal, é formado por estruturas rígidas e fibrosas, compostas 

em grande parte pelos polissacarídeos celulose, hemicelulose e lignina (figura 01). 

 



Figura 01. Esquema da estrutura lignocelulosica (Murphy & Mccarthy, 2005). 



2.1 Celulose 

 
A celulose é um homopolissacarídeo de ocorrência natural, corresponde a 

aproximadamente 40% de toda reserva de carbono disponível na biosfera, sendo a 

principal fonte de carbono, elemento base dos componentes orgânicos. Está presente 

em todas as plantas, desde árvores altamente desenvolvidas até em organismos mais 

primitivos e seu conteúdo nestas espécies varia de 20 a 99% (Rabelo, 2007). É 

responsável por cerca de 23% a 50% da composição da matéria seca da biomassa 

lignocelulósica. Constituída por unidades de β-D-glicoses ligadas entre si por ligações 

glicosídicas β-1,4, carbono-carbono e por ligações de hidrogênio (figura 02), que são 

as ligações entre as unidades de glicose da mesma molécula e intermoleculares, com 

ligações entre unidades de glicose de moléculas adjacentes (Arantes & Saddler, 

2010). 

 

 

Figura 02. Estrutura de uma cadeia de celulose (Santos, 2001). 

 
 

As ligações intermoleculares são responsáveis pela rigidez, e as ligações 

intramoleculares são responsáveis pela formação de fibrilas, que são estruturas 

ordenadas que se associam formando as fibras de celulose com elevado grau de 

cristalinidade, nas quais as cadeias de glicana estão ligadas paralelamente, até as 

regiões amorfas (Vásquez et. al., 2007). 

O grau de cristalinidade e o índice de polimerização são propriedades 

importantes para a classificação dos polímeros celulósicos. O índice de polimerização 

informa a frequência relativa de ligações glicosídicas internas e terminais, disponíveis 

para atuação de celulases. Pode ser determinado com base na média do número de 

monômeros e no peso médio do polímero, assim como inferido a partir de sua 

viscosidade. Já o grau de cristalinidade está associado à reatividade do substrato 

(D`Almeida, 1988). 

Esses fatores, mais o envoltório de lignina, proporcionam à macromolécula 

celulose grande resistência à hidrólise, que é considerado o maior desafio para a 



utilização dos materiais lignocelulósicos em aplicações biotecnológicas, como a 

produção de etanol de segunda geração (Arantes & Saddler, 2010). 

 
2.2 Hemicelulose 

A hemicelulose é o segundo polissacarídeo mais abundante na natureza, 

presente na parece celular vegetal, compõem de 15% a 45% do material 

lignocelulósico seco. Consiste em cadeias ramificadas de açúcares, cujas unidades 

incluem principalmente aldopentoses, como xilose e arabinose, e aldohexoses, como 

glicose, manose e galactose. Esta macromolécula também é formada por ácidos 

hexurônicos, ácidos β-D-glucurônico, D-4-O-metilglucurônico e β-D-galacturânico, e 

deoxiexoses. A quantidade de ligações, ramificações e a presença de diferentes 

unidades monoméricas, contribuem para a complexidade da estrutura hemicelulósica 

e suas diferentes formações (Kootstra et. al., 2009). 

A hemicelulose apresenta baixa massa molecular e não contém regiões 

cristalinas, sendo assim, mais suscetível à hidrólise química sob condições mais 

brandas. Porém, a fermentação dos açúcares de cinco carbonos ainda não é tão 

desenvolvida quanto os processos envolvendo a glicose (Sun & Cheng, 2005). 

 
 

Figura 03: Representação dos monossacarídeos constituintes das hemiceluloses: 

(1) D-glicose; (2) D-galactose; (3) L-arabinose; (4) D-xilose; (5) D-manose; (6) 

4-O-metil- 

D-glucurônico; (7) L-ramnose (Martins, 2005). 

 
 

2.3 Lignina 

A lignina destaca-se como grande fonte para produção de valiosos insumos 

para a indústria química. Um dos polímeros mais abundantes e importantes da 

natureza, representa um dos maiores estoques de carbono/energia sendo o maior 

depósito de estruturas químicas aromáticas. 



 



A lignificação é uma das etapas finais da diferenciação de células do xilema, 

onde a lignina é depositada juntamente com os carboidratos, formando ligações 

covalentes com unidades monossacarídeas da hemicelulose. A estrutura bioquímica 

da fração lignina comporta 10% a 30% da matéria seca da biomassa lignocelulósica, 

age como um adesivo agente enrijecimento e como barreira contra degradação 

enzimática e ou microbiana da parede celular (Fengel & Wegener, 1989). 

A lignina não é relacionada a moléculas simples de açúcar, por isso não é 

utilizada para a produção de bioetanol por rotas fermentativas, mas desempenha um 

papel fundamental para o sucesso da tecnologia de hidrólise, uma vez que dificulta o 

acesso à celulose. A lignina apresenta estrutura tridimensional formada por unidades 

de p-propilfenol, com substituintes metoxila no anel aromático, unidas por ligações do 

tipo éter e que estabelecem ligações cruzadas entre si. 

 
3. Pré-tratamento da biomassa e Hidrólise enzimática da celulose 

 

 
A conversão inicial da biomassa em açúcares é o principal gargalo no processo 

de produção de biocombustíveis a partir de fontes lignocelulósicas. São necessárias 

novas soluções tecnológicas para melhorar sua eficiência, e reduzir o custo da 

produção de etanol lignocelulosico (Bon et. al., 2008). 

Há vários anos vem sendo desenvolvidas extensas pesquisas com objetivo de 

converter o material lignocelulosico em etanol. Neste processo são necessárias duas 

etapas: a hidrólise ácida ou enzimática desse material em açúcares redutores 

fermentáveis e a fermentação desses açúcares. Na hidrólise ácida a quebra das 

moléculas de celulose se da por meio da adição de ácido. No caso da hidrólise 

enzimática utilizam-se enzimas produzidas por micro-organismos lignocelulolíticos 

(Oliveira & Vasconcelos, 2006). 

A hidrólise enzimática pode ser afetada por muitos fatores, como o acesso a 

área de superfície devido à porosidade do material, presença de fibras cristalinas na 

celulose e presença de lignina e hemicelulose, as quais dificultam o acesso  da 

enzima à celulose, diminuindo da eficiência do processo de hidrólise (Sun & Cheng, 

2002). 

No processo de hidrólise, ocorrem basicamente os seguintes fenômenos: a 

adsorção das celulases aos sítios disponíveis no substrato celulósico; formação de 

um complexo ativo celulases-substrato; hidrólise das ligações glicosídicas do polímero 



 



celulósico; e dessorção do complexo celulósico da biomassa hidrolisada (Zhang 

& Lynd, 2006). 

A degradação microbiana da celulose é o resultado da ação de um conjunto de 

enzimas, principalmente das celulases, que são produzidas por vários micro- 

organismos e incluem diferentes classificações enzimáticas. O maior desafio desse 

processo de conversão do material lignocelulosico em etanol está em alcançar 

rendimentos que tornem seu custo competitivo aos combustíveis fósseis (Sukumaran, 

et. al., 2005). Com o passar dos anos e o avanço das pesquisas, surgiram várias 

metodologias para hidrólise lignocelulósica, destacando-se o uso da hidrólise 

enzimática do material pré-tratado. 

 
3.1 Pré-Tratamento 

O pré-tratamento é realizado na maioria dos materiais lignocelulósicos antes do 

processo de hidrolise com o objetivo de remover a hemicelulose e a lignina, reduzir a 

cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade dos materiais, bem como, evitar a 

degradação ou perda de carboidratos e a formação de bioprodutos que possam inibir 

os micro-organismos fermentadores. Existem diversos tipos de pré-tratamentos, com 

diferentes rendimentos e efeitos distintos sobre a biomassa e consequente impacto 

nas etapas subsequentes (Sun & Cheng, 2005). 

No contexto da produção de etanol lignocelulósico baseado na tecnologia de 

conversão enzimática, para maior produção de hidrolisados de açúcares de forma 

economicamente viável, as enzimas hidrolíticas precisam ter acesso livre à celulose e 

à hemicelulose. No entanto, as plantas possuem uma parede celular com uma série 

de características que a tornam um substrato extremamente recalcitrante, dificultando 

o acesso das enzimas hidrolíticas e, por isso, impedindo uma hidrólise eficiente da 

biomassa. 

As características estruturais e físico-químicas do substrato que diminuem a 

digestibilidade enzimática, em grande parte, estão geralmente associadas com a 

estrutura porosa da parede celular e ao tamanho de partícula da biomassa (Zadrazil & 

Puniya, 1995). Em uma pequena escala, essas características estão associadas à 

cristalinidade e ao grau de polimerização da celulose (FAN, et. al., 1987), às 

ramificações das cadeias laterais da hemicelulose, à composição da lignina e às 

ligações da lignina com a hemicelulose (Besle, et. al., 1994). 

As formas de pré-tratamento podem ter efeitos opostos. Caso o pré-tratamento 



seja muito drástico, ocorre à degradação da fração celulósica levando á formação de 



inibidores na fermentação e se for muito brando, o acesso à enzima continuará sendo 

limitado (Sendelius, 2005). Também considerada uma importante etapa operacional 

em termos Econômicos, apresenta grande influência nos custos das etapas anteriores 

e subsequentes do processo. Um bom pré-tratamento deve ser eficiente em termos 

de rendimento, seletividade, funcionalidade para garantir acessibilidade à celulose. 

Também deve ser um processo simples, seguro, higiênico, que não ofereça riscos 

ambientais, com consumo reduzido de insumos químicos e energia, e com pouca ou 

nenhuma produção de compostos inibidores aos micro-organismos usados nos 

cultivos e às enzimas (Baudel, 2006). 

O pré-tratamento pode ser físico, químico, biológico ou a combinação desses. 

A escolha dessas condições dependerá de uma avaliação do sistema de produção, 

rendimento e manutenção da integridade do produto final (Galbe & Zachi, 2002). 

Segundo Lynd et. al. (2002), o pré-tratamento ideal deve produzir, fibras reativas, 

pentoses em formas não degradáveis, evitar a produção de compostos que inibem 

significantemente o cultivo, produzir resíduos sólidos, ser um processo simples e 

eficiente. 

Há uma série de pré-tratamentos ou combinações de métodos disponíveis para 

melhorar a acessibilidade da biomassa. O pré-tratamento físico diminui o tamanho 

das fibras através da moagem ou do processamento aquoso/vapor, por exemplo, a 

explosão a vapor. Já os tratamentos biológicos são usados mais raramente e em 

combinação com tratamentos químicos para solubilizar a lignina a fim de deixar a 

celulose mais acessível à hidrólise e à fermentação. 

Há também atualmente uma série de tratamentos químicos sendo estudados, 

os mais conhecidos são: álcali, ácido diluído, amônia, dióxido de enxofre, solvente 

orgânico, dióxido de carbono, dentre outros. No processo de pré-tratamento alcalino 

sua ação se dá através do inchaço da biomassa, a superfície é aumenta favorecendo 

a penetração da água no material. Uma vez dentro da biomassa, a água rompe a 

ligação de hidrogênio entre a hemicelulose e a lignina-carboidrato (Balat et. al.,2008). 

O efeito é a diminuição da cristalinidade e a ruptura da lignina. Esse sistema de pré- 

tratamento destaca-se pelo fato do processo poder ser realizado em condições mais 

amenas próximo à temperatura ambiente, e a remoção da lignina acontece sem a 

degradação dos outros componentes importantes (Balat et. al.,2008). 

É importante ressaltar que existe uma variedade de matérias-primas que 

apresentam potencial para a produção de etanol de segunda geração. Porém, nem 



sempre o pré-tratamento utilizado em uma determinada biomassa poderá ser utilizada 



em outra com a mesma eficiência. Uma metodologia de tratamento pode ser eficiente 

para um tipo de biomassa e não funcionar em outro material. 

 
3.2 Hidrólise da celulose 

As enzimas celulolíticas constituem um complexo capaz de hidrolisar a 

biomassa lignocelulósica. São enzimas biocatalisadoras específicas que atuam em 

sinergia para a liberação de açúcares, onde a glicose possui maior interesse 

comercial, devido à possibilidade de sua conversão em etanol (Tolan, 2003). 

Existe na natureza uma grande variedade de microrganismos capazes de 

degradar celulose cristalina, que secretam sistemas de celulases complexos. Estes 

sistemas são compostos por uma grande variedade de enzimas específicas com 

modo de ação distinta, os quais agem em sinergia hidrolisando a celulose. Dois tipos 

distintos de mecanismos controlam a síntese e secreção de celulases. Em grande 

parte dos microrganismos, a produção de celulases é reprimida na presença de altas 

concentrações de fonte de carbono prontamente metabolizáveis. Em alguns sistemas, 

a síntese de celulase é regulada pela celobiose, que são geradas a partir da 

degradação da celulose por pequenas quantidades de celulases constitutivas (Béguin 

& Aubert, 1994). 

Com a presença de diferentes enzimas pode se obter uma degradação mais 

eficiente da celulose. A maioria das celulases possui uma estrutura formada por um 

domínio catalítico, ligado a um ou mais domínios de ligação à celulose, com mesma 

especificidade pelas ligações β – 1,4 – glicosídicas, que são hidrolisadas levando a 

inversão ou a retenção da configuração do carbono anomérico (Tomme et. al., 1995). 

As celulases podem ser produzidas por diversos fungos e bactérias. No início 

do século XXI foram realizados grandes investimentos na produção de celulases, 

especialmente voltadas para produção de etanol combustível, tendo como maiores 

problemas o alto custo e o baixo rendimento das enzimas para a aplicação industrial 

(Kang et. al., 2004). No entanto, os estudos vêm mostrando à habilidade de cepas de 

diferentes micro-organismos hidrolisarem celulose e hemicelulose utilizando 

substratos disponíveis e a preços acessíveis. Os três maiores grupos de celulases 

que estão no processo de hidrólise são: endoglucanases, exoglucanases e 

betaglucosidases (Sun & Cheng, 2002). 

As endoglucanases clivam a cadeia de celulose em regiões amorfas, 

diminuindo seu grau de polimerização e criando, então, novas extremidades de 



cadeia. Exoglucanases (celobiohidrolases) agem em sequência em tais extremidades, 



ou seja, são capazes de se ligar aos domínios cristalinos e liberar celobiose ou  

glicoses das extremidades. A hidrólise completa da celulose ocorre, então, pela ação 

das β-glicosidases, as quais hidrolisam a celobiose e outras celodextrinas solúveis em 

glicose (Muñoz et. al., 2001). O mecanismo de reação das celulases está 

esquematizado na figura 03. 

 

Figura 04: Esquema de degradação da celulose 

 
 

4. Classificação e mecanismo de ação das celulases 

4.1. Endoglucanases 

As endoglucanases formam um complexo enzimático responsável por iniciar a 

hidrólise. Essas enzimas hidrolisam a celulose amorfa e celuloses solúveis, como a 

carboximetilcelulose (CMC). A celulose cristalina e o algodão, são substratos com 

elevado grau de cristalinidade, são mais dificilmente hidrolisados devido ao maior  

grau de organização molecular. As regiões menos organizadas são frequentemente 

mais atacadas, pois são formadas por cadeias que não estão envolvidas em 

interações de hidrogênio intermoleculares tão fortes quanto as que ocorrem nas 

regiões cristalinas, por esta razão ocorre uma maior exposição das ligações 

glicosídicas mais internas das cadeias de celulose (Martins, 2005). 

Uma enzima endoglucanase típica é capaz de clivar as ligações ao longo da 

fibra de celulose, diminuindo rapidamente o grau de polimerização do substrato. Em 

razão das cadeias de glicana ainda estarem associadas ao resto da fibra depois da 



 



quebra de uma ligação, um ataque do tipo endo- leva um tempo maior para a geração 

de produtos solúveis. A atividade das endoglucanases pode atuar na redução da  

força das fibras de celulose (Guimarães et. al., 2002). 

4.2 Exoglucanases 

As exoglucanases ou celobiohidrolases são enzimas que desempenham uma 

função importante na degradação da celulose em razão da sua estrutura 

tridimensional específica. O sítio ativo destas enzimas é envolto por uma extensão de 

peptídeos que cobre os resíduos catalíticos e gera uma estrutura semelhante a um 

túnel. Consequentemente, só as extremidades das cadeias de celulose podem ser 

alcançadas pelo sítio ativo da enzima. Elas podem atacar as regiões cristalinas da 

celulose, produzindo celobiose e reduzindo lentamente o grau de polimerização do 

substrato (Davies & Henrissat, 1995). Essas enzimas participam da hidrólise primária 

da fibra e são responsáveis pela ruptura física do substrato, provocando o aumento  

da hidrólise da celulose por tornar as regiões cristalinas mais expostas às celulases 

(Zhang & Lynd, 2006). 

 
4.3 β-glicosidases 

As β-glicosidases hidrolisam a celobiose, prevenindo o acúmulo desse 

dissacarídeo que é inibidor da atividade das exoglucanases. Acredita-se também que 

essas hidrolisam oligossacarídeos em glicose. A secreção de β-glicosidases é 

altamente dependente do meio de cultivo, sendo que um pH relativamente alto pode 

aumentar a produção da mesma (Juha´Sz et. al., 2005).. 

 
5. Fungos 

Microrganismos com grande destaque na produção de enzimas (Menezes, 

1997), os fungos são seres eucariontes, uni ou pluricelulares, heterotróficos, 

quimiorganotraficos, aeróbios ou microaerófilos, alguns possuem parede celular 

constituída de quitina ou quitina e celulose. Os fungos filamentosos microscópicos são 

predominantemente pluricelulares, apresentam micélio aéreo, possuem reprodução 

sexuada ou assexuada. Sua estrutura morfológica fundamental é a hifa, que pode ser 

uni ou multinucleada, septada ou cenocítica, sendo que seu conjunto constitui o que 

denominamos de micélio. Seus esporos ou conídeos, estruturas reprodutivas de 

origem sexuada ou assexuada respectivamente, são oriundos da especialização de 

seu micélio em órgãos ou sistemas reprodutivos, podendo ser endógeno ou exógeno 



(Lacaz, 1992). 



Os fungos filamentosos são responsáveis por um grande número de produtos 

metabólitos de importância industrial, tais como, enzimas, álcoois, ácidos, pigmentos, 

corantes, polissacarídeos, esteróis, substancias antibióticas (penicilina, notatina, 

flavicina) e algumas bastante complexas como a ergotinina (Carvalho, 1999). 

De acordo com Conney (1981), o crescimento de um micro-organismo, assim 

como a formação de um produto, ocorre como resposta às condições ambientais, e 

deste modo é essencial à compreensão da relação que existe entre a regulação do 

metabolismo microbiano e seu ambiente físico e químico. 

Segundo Montegut et al. (1991), os fungos são agentes bem conhecidos da 

decomposição de compostos orgânicos, material vegetal em geral e de substratos 

celulósicos, em particular. No entanto tem-se atualmente pouca informação sobre os 

substratos de crescimento utilizados por esses fungos, uma vez que, ao contrário da 

maioria dos microrganismos, a taxonomia fúngica é baseada principalmente na 

morfologia de micélios e estruturas reprodutivas, em vez da capacidade de utilização 

de substratos. Deste modo, a caracterização sistemática de substratos de 

crescimento não foi realizada para muitas espécies fúngicas descritas e não está 

claro a amplitude da capacidade celulolítica do mundo fúngico. No entanto, algumas 

generalizações podem ser feitas a respeito da distribuição da capacidade celulolítica 

entre estes organismos (Lynd et al., 2002). 

Um grande número de espécies do grupo de fungos mais primitivo 

existente, os anaeróbios Chytridomycetes, são bem conhecidos pela sua capacidade 

de degradar celulose no trato gastrointestinal de ruminantes. A capacidade celulolítica 

é também bem representada entre as subdivisões dos fungos aeróbicos, 

Ascomycetes, Basidiomycetes, e Deuteromycetes, que contêm grande número de 

espécies celulolíticas. Nos Zigomicetos, apenas alguns membros do gênero Mucor 

demonstraram atividade celulolítica significativa. Alguns gêneros têm recebido 

atenção e estudo considerável no que diz respeito à suas capacidades celulolíticas 

como: Bulgaria, Chaetomium, e Helotium (Ascomycetes); Coriolus, Phanerochaete, 

Poria, Schizophyllum e Serpula (Basidiomycetes); e Aspergillus, Cladosporium, 

Fusarium, Geotrichum, Myrothecium, Paecilomyces, Penicillium e Trichoderma 

(Deuteromycetes) (Lynd et al., 2002). 

Uma das maneiras de se obter alta atividade enzimática e produção em 

escala industrial é através do aproveitamento dessa capacidade de produção de 

enzimas microbianas, isolando e selecionando linhagens de microrganismos com tal 



capacidade. Os fungos filamentosos são microrganismos com um potencial 



enzimático considerável. Polizeli et al, (2006), testaram 40 isolados de fungos 

filamentosos obtidos a partir do solo, humus, plantas e bagaço de cana de diferentes 

regiões do estado de São Paulo, quanto a produção de enzimas e verificaram que 23 

desses isolados exibiram potencial enzimático para usos industriais. 

 
6. Fermentação em estado sólido (FES) 

A fermentação em estado sólido (FES), ou fermentação em meio semi-sólido 

pode ser definido pelo cultivo de micro-organismos em um suporte sólido úmido que 

podem ser usados como fonte de carbono e fonte de energia. Aproximando do 

ambiente natural do micro-organismo, o substrato deve possuir umidade suficiente 

para dar suporte ao crescimento e ao metabolismo do micro-organismo (Singhania et. 

al., 2009). 

Este tipo de processo fermentativo tem chamado a atenção em razão da 

grande quantidade de enzimas extracelulares produzidas durante o processo, dentre 

outros metabólitos. O micro-organismo pode crescer entre os fragmentos do substrato 

ou sobre a superfície do mesmo, consumindo o substrato e secretando metabólitos, 

dentre os quais as enzimas (Mitchell et. al., 2006). 

A fermentação em estado semi-sólido pode ser classificada em duas maneiras: 

as condições para o crescimento do micro-organismo fermentador são propiciadas 

pelo próprio substrato, ou o crescimento do micro-organismo ocorre em um suporte 

inerte. Em ambos os casos é preciso selecionar a matéria prima, a preparação de um 

inóculo específico, a fermentação propriamente dita e o controle da mesma, bem 

como a extração e a purificação dos produtos finais desejados. 

Neste processo, deve-se identificar a necessidade da utilização de pré- 

tratamentos do substrato e da intervenção de fatores físico-químicos e bioquímicos 

como a temperatura de incubação, transferência de massa (O2, CO2) e de energia 

(calor produzido na fermentação), suplementação de nutrientes ao substrato (N, C, P), 

aeração, umidade relativa do sistema, entre outros (Pandey, 2003) 

Vale ressaltar que a fermentação em estado sólido apresenta algumas 

características de cultivo, como o crescimento e a formação de produto que ocorrem 

principalmente na superfície sólida; o calor gerado durante o crescimento e 

metabolismo do micro-organismo eleva a temperatura do leito de substrato, causa a 

redução da umidade do meio; o cultivo é geralmente estacionário, devido à  

dificuldade de agitação do meio (Bianchi et.al., 2001; Sato & Sudo, 1999). 



 



Algumas vantagens apresentadas nesse processo são a utilização de 

substratos com baixo valor agregado, a adição de nutrientes suplementares ao 

substrato sólido, redução do volume do meio reacional, reduzindo o investimento 

capital em biorreatores, os esporos dos micro-organismos podem ser utilizados 

diretamente na inoculação evitando etapas prévias, como pré-cultivos que envolvem 

grandes volumes de meio e tanques para seu desenvolvimento, o desenvolvimento 

dos fungos ocorre em condições similares às do seu habitat natural, a baixa atividade 

de água do meio de cultivo reduz o problema de contaminações, altos rendimentos 

quanto à formação de metabólitos e simplicidade nas etapas de purificação, pois os 

produtos estarão concentrados no líquido da extração. (Sato & Sudo, 1999; Palma et 

al., 2000; Germano, 2000; Bianchi et. al., 2001; Pandey & Soccol, 2001; Gervais & 

Molin, 2003): 

Os processos de cultivo em estado sólido apresentam elevado potencial 

econômico na produção de produtos para as indústrias de alimentos para consumo 

humano e animal, farmacêutica e agrícola. Além disso, este processo é de interesse, 

principalmente para países com abundância de resíduos agroindustriais e biomassa, 

visto que podem ser utilizados como matérias-primas de baixo custo (Castilho et al., 

2000; Pandey, 1992, citados por Maciel, 2006). 

Os relatos de estudos publicados despertaram interesse para utilização do 

cultivo no estado sólido em escala industrial, em razão dos produtos gerados e pelas 

características do processo. Em alguns casos foi observado que, essa prática, 

apresentou aumento de produtividade, diminuindo os custos operacionais e o 

investimento inicial, obtendo-se produtos com maior atividade do que a de cultivo 

submerso (Lekha & Lonsane, 1994; Viniegra-González et al., 2003; Pandey & Soccol, 

2001). 

Essa vantagem é estendida à produção de enzimas, proporcionando aumento 

da produção quando comparada a prática de cultivo submerso. Além disso, as 

enzimas produzidas pela FES são menos susceptíveis a problemas de inibição por 

substrato e também possuem uma estabilidade maior a variações de temperatura e 

pH (Hölker et. al., 2004). 

 
6.1 Fatores que influenciam a produção de enzimas por FES 

 
O estabelecimento das relações entre a fisiologia dos micro-organismos e os 

fatores físico-químicos é o objetivo para a otimização do processo. Esses fatores 



 



incluem temperatura, tempo, pH, aeração, concentração de inóculo, atividade de água 

e umidade, as propriedades do meio, natureza do substrato sólido empregado, etc 

(Doelle et al., 1992). 

 

 
6.1.1 Umidade 

O teor de umidade do meio de cultivo é um dos principais parâmetros que 

influencia o cultivo em estado sólido. As características do substrato, as necessidades 

do micro-organismo utilizado e o produto final desejado são os principais fatores que 

determinam o grau de umidade que o substrato deverá apresentar (Paris, 2008). 

Um substrato devidamente umedecido deve possuir um filme superficial de 

água visando facilitar a dissolução e a transferência de nutrientes e de oxigênio. 

Porém, entre as partículas de substrato deve haver canais que possibilitem a difusão 

de gases e a dissipação de calor. Assim, se o nível de umidade for elevado, implicará 

no decréscimo da porosidade do meio, resultando na diminuição de trocas gasosas e 

a elevação da temperatura interna do meio fermentado. Isso pode facilitar a 

contaminação bacteriana. Vale ressaltar que, substratos com baixa  umidade 

dificultam o crescimento microbiano, causando uma menor produção do produto 

desejado. A umidade no cultivo sólido pode variar de 18 a 85%, variando em função 

da capacidade de absorção do meio de cultivo utilizado (Bianchi, et. al., 2001, citado 

por LIMA, et al., 2001). 

 
6.1.2 Temperatura 

A temperatura é outro fator que interfere no cultivo em estado sólido. O calor 

gerado durante o crescimento microbiano deve ser dissipado, visto que altas 

temperaturas não são favoráveis ao crescimento dos micro-organismos. 

A remoção do calor é uma das grandes dificuldades dos processos de FES, em 

razão da baixa condutividade térmica da matéria fermentada. O problema é maior 

para a FES em larga escala, tendo em vista que os equipamentos para refrigeração 

mostram-se inadequados para dissipar o calor metabólico (Hasan, 2002). 

Embora FES seja uma alternativa para a maioria dos processos convencionais 

de cultivo líquido, manter a temperatura adequada em escala industrial é um grande 

problema a ser resolvido. Industrialmente, este problema pode ser contornado pela 

introdução de ar comprimido no meio de cultura, controle de temperatura da sala ou 



do equipamento onde ocorre o cultivo, ou com trocadores de calor encamisando o 

fermentador com circulação de água refrigerante (Schmidell et. al., 2001). 

 
6.2.3 pH 

O controle do pH durante o processo de FES, embora seja um dos parâmetros 

mais críticos, dificilmente será conseguido devido à heterogeneidade e consistência 

do material. Para tentar amenizar o efeito de uma variação brusca, utilizam-se 

substratos com boa capacidade tamponante ou adição de soluções-tampão durante a 

etapa de umidificação do substrato (Schmidell et. al., 2001). 

6.2.4 Tempo de incubação 

O tempo de cultivo pode influenciar o nível de produção de enzimas, pois a 

produção enzimática esta diretamente associada ao estado fisiológico em que o fungo 

se encontra e a quantidade de microrganismos presentes (Brumano et. al., 1993). 

Geralmente, observa-se um tempo ótimo de cultivo específico para cada 

microrganismo, no qual se obtém maior produção de enzimas. Após este intervalo de 

tempo, nota-se uma estabilização ou diminuição na atividade enzimática. Este  

declínio pode estar relacionado ao consumo de algum composto essencial, 

aparecimento de um metabólito inibidor ou á própria desnaturaração das enzimas já 

sintetizadas (Barnby; Morpeth; Pyle, 1990). 

 

 
6.2.5 Concentração inicial de inóculo 

A concentração inicial de inoculo é considerada um importante fator biológico, 

que determina a biomassa produzida pela fermentação (Sandhya et. al., 2005). Uyar 

& Baysal (2003), avaliaram a importância do fator concentração de inóculo na 

produção de protease alcalina por Bacillus sp. concluíram que o aumento do nível de 

inóculo, variando entre 10 e 35%, diminuiu a produção de enzimas, devido à exaustão 

dos nutrientes presentes no meio fermentativo. A concentração de inóculo adequada 

em relação à quantidade de substrato utilizado se faz necessária, para garantir a total 

fermentação do meio e, sem esgotar precocemente as fontes de nutrientes 

necessárias para o desenvolvimento microbiano. 
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Resumo 

Realizou-se o cultivo em estado sólido do fungo filamentoso isolado do ninho de formigas cortadeiras da espécie 

Acromyrmex balzani, utilizando como substrato sorgo lignocelulosico visando à máxima produção de celulases, 

através da avaliação do processo de cultivo, avaliando a influência das variáveis: concentração inicial de inóculo, 

umidade, tempo, pH e temperatura. Os efeitos das variáveis foram primeiramente avaliados em termos  da 

atividade da enzima FPase, onde a umidade e o tempo mostraram-se estatisticamente significativos a 95%. Em 

condições de maior tempo e umidade a atividade enzimática diminuí mostrando um efeito negativo. As demais 

variáveis não apresentaram efeito estatisticamente significativo a 95% de confiança. As maiores atividades 

enzimáticas foram proporcionadas pela combinação das variáveis do ensaio 2 que apresenta umidade 60%, pH 4, 

tempo de incubação de 4 dias, concentração inicial de inoculo de 108 e temperatura de 400C. As variáveis 

significativas foram subsequentemente otimizadas. Na segunda parte do experimento a atividade da enzima FPase 

apresentou melhor resposta com o teor de umidade de 60 e 75%, e o tempo de incubação 4 a 6 dias, com 

produtividade máxima de 4,1 UI/g. A atividade CMCase apresentou máxima atividade em torno de 55 e 65% de 

umidade e com o tempo de incubação de 5 a 8 dias, alcançando uma atividade enzimática de 4,1 UI/g. Já para 

atividade Avicelase a maior produção foi com o teor de umidade em torno de 65 e 80% e com o tempo de 

incubação de 2 a 5 dias, alcançando uma atividade enzimática de 3,8 U/g. As atividades apresentadas demonstram 

expressiva capacidade celulolítica do fungo estudado frente ao sorgo lignocelulósico. 

 
Palavras chave: Celulases; Atividade Enzimática; Sorgo lignocelulósico 



INTRODUÇÃO 

 
 

A necessidade de aumentar a produção e a capacidade produtiva de etanol impulsionam as pesquisas, a 

busca de matéria prima alternativa e o aperfeiçoamento do processo produtivo. Para atender esta demanda, a 

produção de etanol de segunda geração a partir de matérias primas lignocelulósicas tem chamado atenção por 

vários motivos. Um deles é a grande disponibilidade de matéria-prima, dentre as quais podemos destacar o sorgo 

lignocelulosico, que vem apresentando alto potencial de produção de matéria seca, sendo uma cultura versátil, 

adaptando-se facilmente a diferentes sistemas de produção e condições climáticas. 

O processo de produção do etanol lignocelulosico envolve diversas etapas, tais como, pré-tratamento, 

hidrólise e fermentação alcoólica. A hidrólise enzimática é uma rota tecnológica promissora para a bioconversão 

lignocelulósica, no entanto, atualmente é limitada pelo alto custo das celulases, enzimas usadas na hidrólise da 

celulose para obtenção de açúcares fermentescíveis (Siqueira et. al., 2010). 

Este problema pode ser reduzido através do melhoramento genético dos microrganismos e do uso de 

matéria prima especifica, com consequente aumento da produtividade enzimática (Singh et. al., 2009; Castro et. 

al., 2010). Além disso, o uso de técnicas alternativas no processo, como a Fermentação em Estado Sólido (FES), 

tem sido bastante debatido, visando aumentar a produtividade enzimática e reduzir os custos de produção 

(Singhania et al., 2010; Siqueira et. al., 2010). 

No método da FES o crescimento de microrganismos ocorre na ausência de água livre (Rahardjo et. al., 

2006). Esse sistema simula o hábitat natural de microrganismos (Hölker et. al., 2004), proporcionado maior 

produtividade dos extratos enzimáticos, menor susceptibilidade à inibição e maior estabilidade das enzimas a 

variações do meio de cultivo (Singhania et. al., 2010). 

A produtividade enzimática na FES é definida pelo microrganismo e pelas condições de cultivo. Os 

fungos filamentosos são bons produtores de celulases o que representa uma vantagem no processo de sacarificação 

da biomassa (Singh et. al., 2009; Castro et. al., 2010). Parâmetros como temperatura, concentração inicial de 

inóculo, tempo, pH e umidade representam variáveis operacionais determinantes no processo de fermentação. 

Baseado neste contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar a possibilidade de aproveitamento do sorgo 

lignocelulósico através do processo de fermentação em estado sólido, utilizando uma cepa de fungo filamentoso 

isolado de ninhos de formigas cortadeiras da espécie Acromyrmex balzani (Emery, 1890) e avaliar fatores 

importantes deste processo fermentativo usando os delineamentos experimentais associados à metodologia de 

superfície de resposta. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Microbiologia Ambiental e Biotecnologia e no 

Laboratório de Pesquisa em Química, ambos da Universidade Federal do Tocantins (UFT). O fungo filamentoso 

utilizado neste trabalho faz parte da micoteca do Laboratório de Microbiologia Ambiental e Biotecnologia, isolado 

do ninho de formigas cortadeiras da espécie Acromyrmex balzani. Tal cepa foi escolhida por ter apresentado alta 

capacidade celulítica em trabalho realizado anteriormente (Silva, 2011). 

 
Preparo do inóculo 

O fungo foi repicado em placas contendo meio de cultura PDA (Potato Dextrose Agar), e acondicionado 

na encubadora por 07 dias para produção de esporos. Em seguida, determinou-se o número de esporos em 



 



suspensão na solução, utilizando contagem em microscópio óptico com aumento de 400x e Câmara de 

Neubauer (Raimbault & Alazard, 1980, Hasan, 1998). 

 
Preparo dos substratos 

Na realização do experimento foi utilizado o substrato composto pela planta inteira do sorgo- 

lignocelulosico sem a panícula. A planta foi colhida em ponto de maturação da semente, seca em temperatura 

ambiente e fragmentada. Em seguida, o substrato foi moído e peneirado usando peneiras de 20 mehs. Esse material 

foi pré-tratado usando uma solução de hidróxido de sódio 4%, em autoclave a 121 ºC. Foram utilizadas as 

seguintes condições de reação: 100g sorgo (base seca), volume da solução conforme a relação sólido/liquido de 

1:10 (m/v) com tempo de reação de 15 minutos. O sorgo obtido, foi levado a um pH de 2,0 utilizando ácido 

fosfórico (p.a.) por 30 min e logo neutralizado com hidróxido de sódio. O sorgo recuperado por filtração foi então 

seco em estufa a 65 °C até massa constante. 

 
Fermentação em estado sólido (FES) 

Os ensaios de FES foram conduzidos em frascos erlenmeyer de 125 mL, contendo 0,5 g de sorgo, e 

solução de sais, que foi utilizada para o ajuste do teor de umidade e pH, de acordo com cada delineamento 

experimental proposto. Os frascos contendo o material preparado foram esterilizados em autoclave a 121ºC, e 

tiveram a solução de esporos adicionada de acordo com as quantidades especificadas em cada experimento. Os 

frascos foram acondicionados em incubadoras estacionárias com as respectivas temperaturas, sendo o tempo de 

reação estimado de acordo com as condições de cada experimento. 

 
Extrações das enzimas 

Após o término da fermentação, realizou-se a extração das enzimas contidas no sólido fermentado. À 

amostra sólida, foi adicionado 50 mL solução-tampão pH 4,8. Em seguida, os frascos contendo o sólido e a 

solução-tampão foram acondicionados em incubadora shaker (Hydrosan) por 1h, a 60ºC e agitação de 150 rpm. O 

extrato enzimático foi obtido por processo de filtração em papel filtro. Após, armazenou-se o extrato em frascos 

plásticos a -20 0C para posterior análise das atividades enzimáticas. 

 
Determinação da atividade de enzimas celulolíticas 

Para todas as atividades enzimáticas, celulase total (FPAse), endoglucanase (CMCase) e Avicelase 

conduziram-se controles da reação colorimétrica para descontar as contribuições do extrato enzimático (branco da 

enzima) e do substrato (branco da reação), separadamente, nos valores de absorbância obtidos. Os valores das 

absorbâncias a (540nm) foram convertidos em quantidades equivalentes de glicose, mediante curva padrão 

previamente estabelecida (Ghose 1987). Para conversão dos valores de quantidade equivalente de glicose em 

valores de atividade enzimática, considerou-se que 1 Unidade Internacional (UI) equivale a 1 µmol de glicose 

liberada por minuto. 

 
Determinação da atividade de FPAase 

Para esta análise foi utilizado procedimento recomendado por Ghose (1987), utilizando como substrato 

papel de filtro cortado em tiras de 1x6 cm (correspondendo à aproximadamente 50 mg). Aos tubos com  

capacidade de 25 mL foram adicionados, além do papel filtro, 1 mL de tampão citrato 0,05M (pH=4,8) e 0,5mL do 



extrato enzimático. A reação enzimática foi mantida por 30 minutos em banho térmico a 50ºC. O processo foi 



interrompido pela imersão dos tubos em banho de gelo. Ao meio reacional foram adicionados 2 ml de DNS e a 

mistura fervida apor 5 minutos. Foram acrescentados 10 mL de água destilada e as absorbâncias avaliadas à 

temperatura ambiente em espectrofotômetro a 540nm (Miller 1959). 

 
Determinação da atividade de CMCase 

Em tubos com capacidade de 25 mL, foram incubados 0,5 mL de uma solução de CMC a 2% em tampão 

citrato com 0,5 mL do extrato enzimático. Após a reação enzimática de hidrólise (a 50ºC por 30 minutos), o 

processo foi interrompido em banho de gelo. Ao tubo foram acrescentados 2 ml de DNS e a mistura foi fervida 

apor 5 minutos, após fervura foram somados ao tubo mais 10 mL de água destilada. As absorbâncias foram 

avaliadas à temperatura ambiente em espectrofotômetro a 540nm (Miller 1959). 

 
Determinação da atividade de Avicelase 

Foram adicionados, em tubos de 25 mL, 0,5 mL do extrato enzimático bruto mais 1 mL da solução de 1% 

de Celulose Microcristalina (Avicel) em tampão citrato 0,05M, pH 4,8, a mistura incubada a 50°C, por 30 

minutos. O processo foi interrompido em banho de gelo. Ao tubo foram acrescentados 2 ml de DNS e a mistura  

foi fervida apor 5 minutos, após fervura foram somados ao tubo mais 10 mL de água destilada. As absorbâncias 

foram avaliadas à temperatura ambiente em espectrofotômetro a 540nm (Miller 1959). 

 
Planejamento experimental – Delineamento Composto Central Rotacional 25-1 e análise estatística dos dados 

Em uma primeira etapa, foi feito um planejamento fatorial fracionado com 19 ensaios, 3 repetições no 

ponto central, para verificação das variáveis mais significativas para o processo. Na sequência, empregou-se um 

planejamento com 11 ensaios, também com três repetições no ponto central. O planejamento experimental 

realizado neste trabalho teve por objetivo definir as melhores condições de operação para as cinco variáveis de 

interesse a partir de faixas pré-definidas com base em estudos já realizados (Silva, 2011), visando maximizar a 

produção de enzimas celulolíticas e, consequentemente, detecção de maiores níveis de atividade FPase, CMCase e 

B-glicosidase para o complexo produzido. 

O modelo matemático utilizado foi à regressão linear múltipla. A determinação dos efeitos das variáveis 

sobre os resultados foram obtidos pelo software STATISTICA (versão 8.0, da StatSoft, Inc). 

 
RESULTADOS & DISCUSSÃO 

Planejamento Fatorial Fracionado 25-1
 

Através desse planejamento inicial foi possível identificar algumas variáveis significativas que foram 

subsequentemente otimizadas utilizando um delineamento composto central rotacional. Os valores codificados 

empregados no fatorial 25-1 e os resultados obtidos para atividades de FPase, CMCase e Avicelase, são 

apresentados na tabela 01. 

Constatou-se que durante o processo fermentativo, as maiores atividades enzimáticas foram 

proporcionadas pela combinação das variáveis do ensaio 2 que apresenta umidade 60%, pH 4, tempo de incubação 

de 4 dias, concentração inicial de inoculo de 106 e temperatura de 400C (tabela 01). 

Pode ser observado ainda que as combinações de maior umidade (80%) e tempo (12 dias) provocam a 

redução da atividade enzimática, fato que, pode estar relacionado com a inibição do fungo marcado pela 

extrapolação do nível de água e do tempo ideal para o desenvolvimento da linhagem. O nível de umidade 



 



adequado na fermentação em estado sólido é variável e dependente da natureza do material, das necessidades 

do microrganismo e da expressão de metabólitos desejados (Pandey et. al., 2000; Hölker et al., 2004). 

A redução ou a estabilidade da atividade enzimática em função do aumento do tempo de fermentação 

pode ser possivelmente atribuída ao esgotamento de nutrientes, ou por acúmulo de produtos inibidores da síntese 

enzimática ou do crescimento celular. Os produtos finais de uma dada via metabólica são frequentemente 

inibidores das enzimas que catalisam os primeiros passos da via. Esse mecanismo é conhecido como feedback 

negativo ou auto alimentação (Whitaker, 1994). 

Biazus et. al., (2006), trabalhando com malte de milho, observaram que a produção de enzima, a 

princípio, é lenta, acelerando posteriormente até alcançar seu valor máximo. A partir daí, a concentração de 

produtos gerados pelas enzimas faz com que parte destas seja inibida e sua atividade reduza a um valor constante, 

resultados semelhantes podem ser observados neste trabalho (tabela 1). Assim, o tempo de incubação ótimo para a 

produção máxima da enzima depende do tipo de material, a taxa de crescimento do microrganismo em particular, 

fonte de carbono e o seu padrão de produção de enzima. 

Um aumento no número de esporos do inóculo tem a pretensão de assegurar a rápida proliferação do 

microrganismo, mas também pode aumentar o teor de umidade e levar a uma diminuição no crescimento e 

produção de enzima, sendo que um menor tamanho de inóculo pode exigir mais tempo para a fermentação de 

modo a formar o produto desejado (Baysol et. al., 2003). Estudo realizado por Grover et. al., (2013) mostrou que a 

concentração de inoculo de 1x107 esporos / mL, foi ótima para a atividade enzimática. Resultados semelhantes 

foram relatados por Murthy et. al ., (2009) onde a máxima atividade de alfa-amilase foi obtido usando como 

substrato polpa de café com uma suspensão de 1x107 esporos / ml. 

A temperatura de incubação tem um papel importante nas atividades metabólicas de um microrganismo. 

Asquieri e Park (1992) constataram que a temperatura ideal para a produção de CMCase por Aspergillus sp. foi de 

37ºC , enquanto que a produção máxima de celulase foi observado a 40 ºC por Aspergillus terreus QTC 828 (Ali 

et. al., 1991). Em geral, a temperatura depende da cinética de crescimento do microrganismo utilizado (Lonsane  

et. al., 1985). 

Em estudo feito por Grover et al., (2013), o pH óptimo para a atividade celulolítica foi de 5,5 e a sua 

atividade reduzida para 50% quando o pH foi aumentado de 5,5 a 6,0. Variação do pH a partir do ideal para níveis 

extremos resulta em inativação das enzimas dos organismos que impedem a sacarificação do substrato. 

Resultados semelhantes foram relatados por Silva et al., (2005) onde o pH óptimo para a produção de 

CMCase foi de 5,5 e a sua atividade caiu para 50% quando o pH foi aumentado para 6,5. Gomes et al., (1994), 

também relataram que o pH ideal para a produção de CMCase bruto foi de 5,5. De acordo com estudo realizado 

por Moreira et al., (1999), as atividades enzimáticas ótimas foram encontradas em valores de pH entre 4,5 e 6,0 e 

foram estáveis abaixo da faixa de pH 4,0 e acima de 7,0. 



 

Ensaios Temperatura Umidade pH 
Tempo C.inóculo FPase CMCase Avicelase 

 ºC %  dias esporos / mL (UI/g) (UI/g) (UI/g) 

1 -1 (30) -1 (60) -1 (4) -1 (4) + 1 (108) 2,5 4,5 4,8 

2 1 (40) -1 (60) -1 (4) -1 (4) -1 (106) 4,2 9,2 8,4 

3 -1 (30) +1 (80) -1 (4) -1 (4) -1 (108) 2,5 5,3 4,5 

4 +1 (40) +1 (80) -1 (4) -1 (4) + 1 (106) 3,1 5,3 4,6 

5 -1 (30) -1 (60) +1 (8) -1 (4) -1 (106) 2,8 4,4 6,4 

6 +1 (40) -1 (60) +1 (8) -1 (4) +1 (108) 3,3 4,1 3,7 

7 -1 (30) +1 (80) +1 (8) -1 (4) +1 (108) 2,9 4,6 2,2 

8 +1 (40) +1 (80) +1 (8) -1 (4) -1 (106) 2,3 5,4 4,5 

9 -1 (30) -1 (60) -1 (4) +1(12) -1 (106) 2,4 4,0 4,7 

10 +1 (40) -1 (60) -1 (4) +1(12) +1 (108) 3,5 5,4 4,2 

11 -1 (30) +1 (80) -1 (4) +1(12) +1 (108) 2,3 3,2 2,7 

12 +1 (40) +1 (80) -1 (4) +1(12) -1 (106) 2,3 3,0 2,2 

13 -1 (30) -1 (60) +1 (8) +1(12) +1 (108) 3,1 2,3 2,8 

14 +1 (40) -1 (60) +1 (8) +1(12) -1 (106) 2,5 4,6 5,6 

15 -1 (30) +1 (80) +1 (8) +1(12) -1 (106) 2,3 4,2 3,4 

16 +1 (40) +1 (80) +1 (8) +1(12) +1 (108) 2,2 3,1 6,5 

17 0 (35) 0 (70) 0 (6) 0 (8) 0 (107) 2,9 2,8 1,8 

18 0 (35) 0 (70) 0 (6) 0 (8) 0 (107) 3,3 2,2 2,3 

19 0 (35) 0 (70) 0 (6) 0 (8) 0 (107) 2,8 4,6 3,5 
 

Tabela 01. Matriz codificada e com os valores reais do planejamento delineamento fatorial fracionado 25-1, com 

três pontos centrais. 

 
Estudos realizados com diferentes linhagens fúngicas apresentam variação nos valores de atividade 

enzimática devido a algumas características do próprio fungo filamentoso ou bem como características do 

processo de FES. A tabela 02 compara dados de produção da FPase e CMCase, por processo de FES por fungos 

filamentoso. Os valores para algumas linhagens modificadas foram superiores aos encontrados no presente estudo. 

Para as linhagens não modificadas geneticamente, como é caso da utilizada no presente trabalho, os valores 

encontrados na literatura foram semelhantes ou inferiores, mostrando boa capacidade celulolítica do fungo 

estudado neste trabalho. 



 



 
 

 

Microrganismo Substrato Atividade Referência 

T. reesei LM-UC4 Bagaço de cana CMCase: 18,8 UI/g Correia et. al., (1998) 

T. sp 32942 Farelo de trigo e casca de arroz CMCase: 13,9 UI/g Zhao et al., (2010) 

Fungo filamentoso Sorgo lignocelulosico CMCase 9,2 UI/g Presente Estudo 

Fungo filamentoso Sorgo lignocelulosico Avicelase 8,4 UI/g Presente Estudo 

T. reesei QM 9414 Bagaço de cana CMCase 5,4 UI/g Basso et. al., (2010) 

Fungo filamentoso Sorgo lignocelulosico FPase: 4,2 UI/g Presente Estudo 

A. niger Palha de arroz FPase: 2,29 UI/ml Kang et. al., (2004) 

A. fumigatus Bagaço de cana FPase: 0,14 Soni et. al., (2010) 

A. niger Farelo de soja e bagaço de cana CMCase: 2,2 UI/g Zúñiga et. al.,(2011) 

T. reesei QM9414 Farelo De arroz FPase: 1,2 UI/g Latifian et. al., (2007) 

A. fumigatus Resíduos lig. e palha de arroz Avicelase 1,7 UI/g Sherief et. al., (2010) 

A. awamori Farelo de trigo CMCase: 0,42 Gottschalk et. al (2010) 

A. niger MS 82 Bagaço de cana CMCase: 0,35 Sohail et al. (2009) 

Tabela 02. Comparação nos valores de atividade enzimática de diferentes microorganismos em FES. 

 
Atividade enzimática da FPase pelo planejamento fatorial fracionado 25-1

 

Os efeitos das variáveis independentes foram primeiramente avaliados em termos da atividade da enzima 

FPase. Os termos concentração inicial de inóculo, temperatura e pH, não apresentaram efeito estatisticamente 

significativo a 95% de confiança. Já os parâmetros de umidade e tempo avaliados mostraram-se estatisticamente 

significativos a 95%. A melhor resposta foi apresentada no ensaio 2 com as condições de temperatura a 40ºC, 

umidade 60%, pH 4, tempo 04 dias e concentração inicial de inóculo 106 com produtividade 4,2 UI/g. Dos 

resultados apresentados na Tabela 1, a atividade da enzima FPase varia de 2,2 a 4,2 UI/g, o que significa que as 

variações estudadas tem certa influencia na atividade enzimática. 

Maurya et. al., (2012) estudando o processo de otimização das condições de fermentação em estado 

sólido para produção de celulase com Trichoderma reesei obteve rendimento máximo da enzima 2,29 UI/ml com 

umidade de 70%. Kang et. al., (2004), encontraram maior atividade celulase após 6 dias de fermentação por A. 

niger em palha de arroz. Em cultivo em estado sólido de Fusarium solani em diferentes substratos, como farelo de 

trigo, farelo de arroz, farelo de grama verde, farelo de grama preta e farelo de milho, a atividade máxima da 

enzima foi conseguida com o período de incubação ideal de 5 dias (Bhatti et. al., 2006). 

A capacidade celulolítica do microrganismo estudado neste trabalho fica evidente quando comparada com 

outros trabalhos similares. Farzaneh et. al., (2011) observaram atividades celulásicas de 0,21 UI/g após três dias de 

cultivo de Acidothermus cellulolyticus, em fermentação em estado sólido. Latifian et. al., (2007), ao trabalhar com 

T. reesei QM9414, obtiveram atividade máxima de 1,2 UI/g após oito dias, com uso de farelo de arroz como 

substrato. Basso et. al., (2010) observaram atividade de 2,3 UI/ g no 15o dia de encubação, com bagaço de cana- 



 



de-açúcar como substrato. Singhania et al. (2007) ao utilizar T. reesei RUT C30 em farelo de trigo, obtiveram 

atividade de celulase total de 0,17 UI/g com 5 dias de cultivo. Valor bem superior foi encontrado no presente 

trabalho e com tempo de encubação relativamente menor, fato que pode estar relacionado ao substrato de sorgo 

lignocelulosico ou ainda a grande capacidade celulítica do microrganismo estudado. 

 

 
Vaiáveis Efeito Erro padrão p-valor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Tabela 03. Estimativa dos efeitos para a atividade FPase. Variáveis significativas a 95% de significância. 

 
 

A Tabela 03 apresenta a estimativa dos efeitos e testes de hipóteses para os resultados obtidos para o 

planejamento fatorial 25-1 para atividade enzimática FPase. Os parâmetros umidade, tempo e a interação entre as 

variáveis (em negrito) foram significativos (p<0,05) dentro da faixa estudada, indicando que os efeitos de um fator 

são modificados quando estudados nos níveis de outro fator. As variáveis atuam dependentemente uma das outras 

como pode ser visualizado na Tabela 3 e no gráfico de Pareto (figura 1). Observou-se no gráfico de Pareto que a 

umidade e o tempo apresentaram maior influência na produção de celulase total. Sendo que em condições de  

maior umidade e maior tempo o efeito é negativo, indicando que os melhores resultados são obtidos com os níveis 

mais baixos dessas variáveis. 

 

 Lim. coef. Lim. coef. 

- 95 % + 95 % 

Média 2,829803 0,055344 0,000016 2,653675 3,005931 

Temperatura 0,380934 0,119830 0,050134 -0,000418 0,762286 

Umidade -0,475170 0,123054 0,030703 -0,866784 -0,083556 

pH -0,130186 0,119830 0,356786 -0,511538 0,251166 



Tempo -0,447928 0,122958 0,035668 -0,839235 -0,056621 

C. Inoculo 0,029306 0,116886 0,818220 -0,342677 0,401289 

 

Figura 01. Diagrama de Pareto com os efeitos das variáveis umidade, tempo, concentração inicial de 

inóculo, temperatura e pH para atividade FPase. 

 
Com esses dois fatores predominantes que afetam o processo, realizou-se um delineamento composto 

central rotacional (DCCR) para aprofundar a avaliação das variáveis significativas tempo e umidade. 



Atividade enzimática da CMCase pelo planejamento fatorial 25-1 completo 

Observou-se que os níveis estudados de pH, tempo, temperatura, concentração inicial de inóculo e 

umidade não apresentaram influência na produção de endoglucanases. Pode ser visualizado na Figura 2 que as 

variáveis estudadas neste processo não se mostraram estatisticamente significativas ao nível de 95% de confiança. 

 

Figura 02. Diagrama de Pareto com os efeitos das variáveis umidade, tempo, concentração inicial de 

inoculo, temperatura e pH para atividade CMCase. 

 
A tabela 04 mostra o efeito estatisticamente significativo a 95% de confiança apenas para interação entre 

as variáveis (em negrito), os demais parâmetros estudados não apresentaram efeito significativo na produção 

enzimática, indicando que os efeitos de um fator não são modificados quando estudados nos níveis de outro fator. 

As variáveis atuam independentemente uma das outras. 

 

 
Vaiáveis      Efeito Erro padrão p-valor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Tabela 04. Estimativa dos efeitos para a atividade CMCase. Variáveis significativas a 95% de significância. 

 
Zúñiga et. al.,(2011) avaliando a produção de celulases por Aspergillus niger em substrato de farelo de 

soja e de bagaço de cana-de-açúcar atingiu atividades de endoglucanase de 2,2 UI/g. Segundo estudos realizados 

por Sun et. al., (2010), a produção enzimática de CMCase atingiu valores de 6,2 UI/g em 8 dias, enquanto estudos 

realizados por Basso et. al., (2010) obtiveram 5,4 UI/g em 9 dias de processo. Nota-se, portanto, que os valores 

máximos obtidos da cinética de produção são valores aproximados ou superiores aos encontrados na literatura e 

com um tempo menor de fermentação. 

 
Atividade enzimática da Avicelase pelo planejamento fatorial 25-1

 



 



A atividade Avicelase também foi bem considerável alcançando de 8,4 UI/g, no ensaio 2 e 6,5; 6,2 e 5,6 

UI/g nos ensaios 16, 14 e 4 respectivamente. A tabela 4 mostra o efeito estatisticamente significativo a 95% de 

confiança apenas para interação entre as variáveis (em negrito). Os demais parâmetros estudados, assim como para 

atividade da CMCase, não apresentaram efeito significativo na produção enzimática, indicando que os efeitos de 

um fator não são modificados quando estudados nos níveis de outro fator. As variáveis atuam independentemente 

uma das outras. Sherief et. al., (2010) estudando Aspergillus fumigatus, observou máxima atividade de 1,7 UI/g e 

0,93 UI/g de Avicelase. Sales et. al., (2010) obteve o valor mais alto de Avicelase 0,17 UI/mL estudando 

Aspergillus aculeatus. 

 
 

 Lim. coef. Lim. coef. 

- 95 % + 95 % 

Média 108,3110 8,10751 0,000907 82,5093 134,1127 

Temperatura 28,1683 17,55435 0,206916 -27,6975 84,0341 

Umidade -11,5841 18,02672 0,566214 -68,9532 45,7849 

pH -17,3605 17,55435 0,395592 -73,2263 38,5052 

Tempo -35,0504 18,01258 0,146864 -92,3745 22,2737 

C. Inoculo -11,6049 17,12308 0,546529 -66,0982 42,8884 

 

Figura 03. Diagrama de Pareto com os efeitos das variáveis umidade, tempo, concentração inicial de 

inoculo, temperatura e pH para atividade Avicelase. 

 
A tabela 05 apresenta a estimativa dos efeitos e testes de hipóteses para os resultados obtidos para o 

planejamento fatorial 25-1 fracionado para atividade enzimática Avicelase. A partir das análises do gráfico de  

Pareto e dos efeitos dos níveis estudados na tabela de regressão obtidos no planejamento fatorial 25-1 foi possível 

identificar as variáveis significativas estatisticamente com p-valor menores que 5% (p˂0,05) para as atividades 

FPase, CMCase e B-glicosidase. 
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Tabela 05. Estimativa dos efeitos para a atividade Avicelase. Variáveis significativas a 95% de significância. 



Estudo da influência do tempo e da umidade na atividade celulásica 

Para determinar o tempo e a umidade ótimos para a reação enzimática, bem como avaliar o efeito das 

variáveis e a interação entre essas na produção enzimática. Foram fixadas as variáveis que não foram significativas 

estatisticamente no primeiro estudo. A temperatura utilizada foi a que apresentou maior produtividade enzimática 

no primeiro ensaio com 400C, concentração inicial de inoculo de 106 e o pH de acordo com a solução de sais que 

foi de 5,7. 

 
 

Ensaios(1)
 

Tempo Umidade Fpase CMCase Avicelase 

 dias % (UI/g) (UI/g) (UI/g) 

1 -1 (4) -1 (50) 1,7 1,8 2,0 

2 + 1 (8) -1 (50) 1,7 2,5 2,2 

3 -1 (4) 1 (70) 3,8 3,0 3,5 

4 +1 (8) 1 (70) 2,3 2,5 1,4 

5 -1,41 (2) 0 (60) 2,9 2,4 2,0 

6 + 1,41 (10) 0 (60) 1,8 2,7 2,5 

7 0 (6) -1,41 (40) 1,8 1,3 1,3 

8 0 (6) + 1,41 (80) 2,7 1,5 1,3 

9 0 (6) 0 (60) 4,1 3,8 3,8 

10 0 (6) 0 (60) 3,4 3,6 2,5 

11 0 (6) 0 (60) 3,2 3,0 2,4 

Tabela 06. Matriz codificada e com os valores reais do planejamento delineamento composto central rotacional 

(DCCR) 22, com três pontos centrais. (1)Temperatura = 400C; pH = 5,7; concentração inicial de inoculo = 1x108. 

 
Kathiresan & Manivannan (2006) descobriram que a temperatura ótima para a produção máxima de 

celulase por Aspergillus terreus QTC 828 foi observada a 40ºC. Em geral, a temperatura mantida no sistema de 

FES em torno de 25 a 35ºC, depende da cinética de crescimento do microorganismo, e não da enzima produzida 

(Lonsane et. al., 1985). Santana, (2012) trabalhando com Aspergillus niger e Rhizopus sp atingiram a maior 

produção enzimática com umidade do substrato de 65%. Shaktimay et. al., 2010 afirmam que acima de 60% de 

capacidade de retenção de umidade houve decréscimo da atividade de Streptomyces erumpens MTCC 7317 

cultivada em FES utilizando resíduo fibroso de mandioca. 

Observa-se na tabela 06, a matriz do planejamento composto central rotacional 22 em termos de suas 

variáveis codificadas e reais, bem como os resultados de atividade enzimática. Os ensaios 3, 9 e 10, o ensaio 09 

com 6 dias de fermentação e 60% de umidade alcançou os níveis máximo de FPase, CMCase e Avicelase, com 

4,1, 3,8 e 3,8 UI/g respectivamente. O menor índice de FPase foi com as condições dos ensaios 1 e 2 com 4 e 8 

dias de incubação e 50% de umidade, ambas com 1,7 UI/g. Já para CMCase foi o ensaio 7 com 6 dias de 

fermentação e umidade de 40%, atingindo apenas 1,3 UI/g. A atividade Avicelase foi menor nos níveis 7 e 8, com 

6 dias de encubação e níveis de umidade de 40 e 80% respectivamente, ambas com 1,3 UI/g.
 

 
Atividade enzimática da FPase pelo delineamento composto central rotacional 22

 

A estimativa dos efeitos principais e das interações das variáveis para o planejamento, referentes FPase 

estão apresentadas na tabela 07. Os parâmetros umidade e tempo não foram significativos estatisticamente com p- 



valor menores que 5% (p˂0,05), apenas a interação entre as variáveis foi significativa (em negrito) como podem 

ser visualizados na tabela 06 e no gráfico de Pareto (figura 04). 

 

 
Vaiáveis Efeito Erro padrãop-valor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Tabela 06. Estimativa dos efeitos para a atividade FPase. Variáveis significativas a 95% de significância. 

 

 

 
 

Coeficiente Lim. coef. Lim. coef. 

Vaiáveis de Erro padrão 
p-valor   

 regressão     

Média 4,13237 0,255009 0,000511 3,32082 4,943927 

Temperatura 1,14092 0,552144 0,130699 -0,61625 2,898088 

Umidade -1,40054 0,567002 0,090058 -3,20499 0,403916 

pH -0,01392 0,552144 0,981471 -1,77109 1,743251 

Tempo -0,89701 0,566558 0,211522 -2,70005 0,906032 

C. Inoculo -1,09981 0,538579 0,133782 -2,81381 0,614190 

    Lim. coef. Lim. coef. 

    - 95 % + 95 % 

Mádia 3,56645 0,283686 0,006268 2,34585 4,787050 

(1) Tempo 

(L) 

-0,79755 0,347965 0,148959 -2,29472 0,699618 

Tempo 

(Q) 

-1,17629 0,415213 0,105286 -2,96280 0,610229 



(2) Umdade 0,97031 0,347965 0,108139 -0,52686 2,467485 

(L)     

Umidad -1,32054 

e (Q) 

0,415213 0,086264 -3,10705 0,465980 

1L x 2L -0,71233 0,491364 0,284187 -2,82650 1,401839 

 

Figura 04. Diagrama de Pareto com os efeitos das variáveis umidade e tempo para atividade FPase, com p≤0,05. 

 
 

A tabela 08 mostra a análise de variância dos fatores estudados e descreve os dados de acordo com o 

modelo quadrático. Assim sendo, Fcalc < Ftab, logo, o modelo não é valido para predizer o comportamento do 

processo. Entretanto as superfícies de resposta podem ser usadas no sentido de verificar os pontos de otimização 

do processo (Scheufele et al., 2012). O coeficiente de determinação (R2) obtido para o modelo foi de 90,0%. 

 

Fonte de Soma de Graus de Quadrado F-calculado 

 
F-tabelado 

 

 

 

 

 

 

 
Tabela 08. Análise de variância (ANOVA) das respostas da proporção tempo e umidade para atividade FPase. 
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A estimativa dos efeitos principais e das interações das variáveis para o planejamento, referentes CMCase 

estão apresentadas na Tabela 08. Os valores destacados em negrito indicam que o efeito é significativo para o 

intervalo de confiança de 95% (p<0,05). O parâmetro umidade e a interação entre as variáveis foram 

significativos, como pode ser visualizado na Tabela 09 e no gráfico de Pareto (Figura 05 

 

 
 

A umidade apresentou efeito negativo na resposta, indicando que o aumento dessa variável pode levar ao 

decréscimo na produção de enzima. O fator tempo não foi estatisticamente significativo dentro da faixa estudada. 

 

 
Vaiáveis Efeito Erro padrãop-valor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Tabela 09. Estimativa dos efeitos para a atividade CMCase. Variáveis significativas a 95% de significância. 

 

 

 
 

Variação Quadrados Liberdade Médio  

Regressão 0,238491 3 0,079497 0,32926 8,33 

Resíduo 0,482877 2 0,241439   

Total 7,775494 10 
   

    Lim. coef. Lim. coef. 

    - 95 % + 95 % 

Média 3,48058 0,241539 0,004781 2,44132 4,519837 

(1) Tempo 

(L) 

0,15938 0,296268 0,644453 -1,11535 1,434122 

Tempo -0,65963 0,353525 0,203050 -2,18072 0,861470 



(Q) 

(2) Umidade 

(L) 

Umida 

de (Q) 

1L x 

  2L  
 

Figura 05. Diagrama de Pareto com os efeitos das variáveis umidade e tempo significativas com p≤0,05, para 

atividade CMCase. 

 
A tabela 10. mostra a análise de variância dos fatores estudados e descreve os dados de acordo com o 

modelo quadrático. Na analise de umidade quadrática o F calc > F tab, F para um intervalo de confiança de 95% , 

o modelo proposto pelo tipo de planejamento usado é válido. O coeficiente de determinação (R2) obtido para o 

modelo foi 85,0%. 

0,36313 0,296268 0,345063 -0,91161 1,637866 

-1,86015 0,353525 0,034273 -3,38125 -0,339057 

-0,63061 0,418363 0,270725 -2,43068 1,169456 

 



F-calculado F-tabelado 

 

 

 

 

 

 

 
 

Tabela 10. Análise de variância (ANOVA) das respostas da proporção tempo e umidade. R2 = 85,0%. 

 
 

As curvas de contorno mostram que a máxima atividade CMCase esta em torno de 55 e 65% de umidade 

e com o tempo de incubação de 5 a 8 dias, alcançando uma atividade enzimática de 4,1 UI/g. O teor de umidade 

também apresentou maior atividade enzimática no primeiro planejamento experimental, com produtividade de 9,2 

UI/g. Para ambos os experimentos a melhor produção enzimática ocorreu quando se utilizou um teor de umidade 

em torno de 60%. Pode-se observar também que nos dois pontos extremos 40 e 80 % de umidade e de 2 e 10 dias 

de incubação a atividade enzimática foi menor 1,3 UI/g e 1,5 UI/grespectivamente. 

Sherief et. al., (2010) produziram celulase empregando Aspergillus fumigatus, cultivado em palha de 

arroz e farelo de trigo, observando pico de produção de celulase com 75% de umidade. Valores acima (80%) e 

abaixo (66%) resultaram na diminuição do nível de produção enzimática. A queda para altas umidades foi 

atribuída à redução da oxigenação devida à diminuição da porosidade do substrato e para baixas umidades ocorreu 

redução da solubilidade de nutrientes e proteínas (Gervais & Molin, 2003). 

Em trabalho realizado por (Florencio C., 2011) utilizando FES com gênero Trichoderma em concentração 

do inóculo de 107, umidade de 60%, proporção de 50% bagaço de cana-de-açúcar (BC) e 50% farelo de trigo (FT), 

totalizando 5g de massa seca de substrato incubadas por 10 dias a 30ºC, o pico de produção foi alcançado em 8 

dias, com produção 5,95 UI/g de CMCase. Em estudo realizado por Basso et. al., (2010) obtiveram 5,4 UI/g em 9 

dias de processo. Nota-se, portanto, que os valores máximos obtidos da cinética de produção são valores 

aproximados ou superiores aos encontrados na literatura. 

 

Fonte de 

Variação 

Soma de 

Quadrados 

Graus de 

Liberdade 

Quadrado 

Médio 

 

Média 246,261 3 82,087 0,76295 8,33 

Umidade (Q) 4,845767 1 4,845767 27,68579 18,51 



Resíduo 215,183 2 107,591 

Total 4021,764 10 
 

 

Figura 06. Gráficos de contorno mostrando as regiões ótimas para umidade e tempo. 
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A estimativa dos efeitos principais e das interações das variáveis para o planejamento, referentes 

Avicelase estão apresentadas na tabela 11. Os níveis avaliados não foram significativos ao nível de 95%, apenas a 

interação entre as variáveis apresentou-se significativa (em negrito) observados na tabela 10 e no gráfico de Pareto 

(figura 08). 

 

 
Vaiáveis        Efeito Erro padrãop-valor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Tabela 11. Estimativa dos efeitos para a atividade Avicelase. Variáveis significativas a 95% de 

significância (p˂0,05). 

 

 Lim. coef. Lim. coef. 

- 95 % + 95 % 

Média 2,87350 0,392058 0,018111 1,18661 4,560389 

(1) Tempo (L) -0,16652 0,441246 0,742172 -2,06505 1,732011 

Tempo (Q) -0,32141 0,347917 0,453106 -1,81838 1,175552 

(2) Umdade (L) 0,13465 0,441246 0,789069 -1,76388 2,033184 

Umidade (Q) -0,79861 0,347917 0,148615 -2,29558 0,698353 

1L x 2L -1,11629 0,764261 0,281573 -4,40464 2,172058 

 

Figura 07. Diagrama de Pareto com os efeitos das variáveis umidade e tempo significativas com p≤0,05 

para atividade Avicelase. 



A Tabela 12. mostra a análise de variância dos fatores estudados e descreve os dados de acordo com o 

modelo quadrático. Assim sendo, Fcalc < Ftab, logo, o modelo não é valido para predizer o comportamento do 

processo. Entretanto as superfícies de resposta podem ser usadas no sentido de verificar os pontos de otimização 

do processo (Scheufele et al., 2012). O coeficiente de determinação (R2) obtido para o modelo foi de 67,0%, valor 

considerado baixo explicado pela elevada heterogeneidade dos resultados. 

Apenas a variável umidade foi significativa, interferindo negativamente atividade de CMCase, as demais 

variáveis estudadas não influenciaram nas atividades enzimáticas. Observou-se que o teor de umidade reflete em 

uma melhor utilização do substrato pelo microrganismo e a eficiência ou a quantidade depende das características 

do substrato. 



F-calculado F-tabelado 

 

 

 

 

 

 
Tabela 12. Análise de variância (ANOVA) das respostas da proporção tempo e umidade. R2 = 67,0%. 

 
 

Thanapimmetha et. al., (2011) obteveram os melhores resultados com T. harzianum em substrato de sorgo 

com teor de umidade inicial de 77,5%. Em trabalho realizado por Santos et. al., (2012) com substrato de farelo de 

cacau o teor de água de 50% foi à ideal para a obtenção das enzimas estudadas. Paris et. al., (2012) estudando a 

produção de complexos enzimáticos por A. niger a partir de soja por fermentação em estado sólido obteve os 

melhores resultados também com umidade de 50%. A umidade considerada significativa para a maior produção 

enzimática foi de 65%, devido a maior afinidade dos fungos filamentosos por baixos valores de umidade (Santana, 

2012). Almeida, (2012) estudando a indução de celulases e xilanase por Trichoderma reesei e Penicillium 

variabile a partir de substratos lignocelulósicos, a melhor umidade, dentre as testadas, para o crescimento do fungo 

e expressão das celulases foi de 70 %, já Florencio (2011) trabalhando com isolados de Trichoderma spp 

observou-se que a produção de CMCase foi melhor para umidade inicial do substrato em 80%. 

Houve um decréscimo da atividade enzimática na segunda parte do experimento. Esta é uma situação 

realmente isolada, indicando um possível problema experimental, que pode ter sido causado pela heterogeneidade 

do substrato ou pelo próprio desempenho do microrganismo, pois outros trabalhos encontrados na literatura 

demonstraram resultados positivos de aumento da enzima quando realizado este procedimento experimental. 

Contudo, os resultados indicaram a potencialidade do emprego de sorgo lignocelulosico na indução da 

produção enzimática, com valores de atividades que equivalem ou superam muitos trabalhos realizados. Dentro 

dos limites das variáveis estudadas pode se concluir que a concentração inicial de inoculo, pH e temperatura não 

influenciaram ao nível de 95% de significância no desempenho do microrganismo, e que a máxima atividade 

enzimática pode ser alcançada com teor de umidade de 65%, com período de fermentação de 5 dias. Observa-se 

também que o microrganismo estudado apresenta potencial na produção de enzimas celulolíticas e que estudos 

futuros poderão possibilitar o aproveitamento deste potencial na indústria bioenergética. 
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ANEXO 



ANEXO A - MANUSCRIPT SUBMISSION: Instructions for Authors - World Journal of 

Microbiology and Biotechnology 
 

Fonte de 

Variação 

Soma de 

Quadrados 

Graus de 

Liberdade 

Quadrado 

Médio 

Regressão 0,943590 3 0,314530 0,538492 8,33 

Resíduo 1,168190 2 0,584095 

Total 6,573130 10 
 

 



 
 



 
 

 



 
 
 



 
 
 



 
 
 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 


