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Resumo
Os fungos são biodegradadores naturais, que encontram as substâncias necessárias para o seu desenvolvimento na natureza, na forma de macromoléculas, que precisam ser degradadas em unidades monoméricas antes de serem incorporadas ao nível celular. Para isso, estes microrganismos secretam enzimas no meio extracelular, como as celulases, amilases, pectinases, xilanases, proteases e fosfatases.  A celulose consiste de cadeias longas de unidades de α-anidroglicose ligadas por pontes α-1,4-glucosídeos. A degradação da celulose requer 3 tipos de enzimas celulolíticas: celobiohidrolases, endoglucanases e α-glucosidases. A análise da produção de complexos enzimáticos por meio de ferramentas estatísticas torna-se importante ao apresentar a interferência das condições de cultivo do fungo nos resultados finais de crescimento micelial e, principalmente, de atividade enzimática. A realização do planejamento experimental indicou que efeito significativos na produção enzimática eram percebidos quando alterava-se a concentração da fonte de carbono para valores reduzidos. Nesse sentido, o objetivo desse trabalho foi avaliar a influência do tempo e temperatura de incubação, bem como da concentração da fonte de carbono em relação à atividade específica das celulases produzidas pelo fungo PI1S3T e do crescimento apresentado pelo micélio correspondente.       
Introdução
 As celulases são empregadas, comumente, em inúmeros processos industriais, como no beneficiamento de polpa e papel, na suplementação de rações animais e na indústria têxtil (Camassola et al., 2007). Enzimas celulolíticas produzidas por microrganismos termofílicos são associadas a um grande potencial biotecnológico, sobretudo por se apresentarem estáveis em procedimentos que envolvem altas temperaturas (Rosgaard et al., 2006). Assim, o objetivo desse estudo foi identificar as condições ótimas de produção de celulases pelo fungo termofílico PI1S3T, através da avaliação do efeito de variáveis no cultivo desse microrganismo.          

Material e Métodos

O fungo termofílico PI1S3T foi previamente isolado do Refúgio Biológico Bela Vista e faz parte da micoteca do Laboratório de Bioquímica do Centro de Ciências Médicas e Farmacêuticas da Unioeste. A manutenção rotineira das linhagens foi realizada em placas de Petri estéreis contendo de 15 a 20 mL de meio BDA e a otimização da produção enzimática foi conduzida em 25 mL de diferentes meios e condições de incubação.

A atividade celulolítica foi determinada pela quantificação de açúcares redutores através do reagente ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS), por meio da metodologia descrita por Miller (1959). Uma unidade enzimática foi definida como a quantidade de enzima necessária para liberar 1 µmol de glicose por minuto dentro das condições dos ensaios. A atividade enzimática foi expressa em U/mg de proteína. A quantificação das proteínas foi realizada segundo a metodologia descrita por Bradford (1976), utilizando-se albumina bovina sérica (BSA) como padrão.

A avaliação do efeito das variáveis - concentração da fonte de carbono, tempo e temperatura de incubação – foi realizada por Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), a partir de ensaios com condições de cultivo previamente padronizadas de forma unipontual (meio Khanna suplementado com casca de banana 1%, incubado por 72 horas a 46ºC e 120 rpm). Realizou-se um total de 17 ensaios, com três repetições de pontos centrais e seis pontos axiais. A organização dos resultados obtidos foi feita com o auxílio do software Statistica 7.0. Os níveis utilizados para a codificação das variáveis independentes no DCCR encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Valores reais das variáveis independentes codificadas.
	Variáveis
	Níveis estudados

	
	-1,68
	-1
	0
	+1
	+1,68

	Tempo de cultivo (h)
	32
	48
	72
	96
	112

	Temperatura (ºC)
	39
	42
	46
	50
	53

	Concentração da fonte de carbono (%)
	0,2
	0,5
	1,0
	1,5
	1,8


Resultados e Discussão


Na Figura 1A observa-se que a concentração da fonte de carbono apresentou significância, em um modelo com 95% de confiança. Como os resultados se apresentaram dispersos e de difícil análise, optou-se pelo uso de seus respectivos logaritmos, levando à resultados proporcionalmente aproximados e facilmente analisados. A Tabela 3 ilustra os resultados de ANOVA para o modelo. O valor de determinação de coeficiente (R2) foi de 0,96 e o valor de Fcalculado foi 36 vezes maior que o Flistado, o que caracteriza o sistema como previsível e estatisticamente significativo. 
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Figura 1: Influência da fonte de carbono na produção enzimática (A) Gráfico Pareto (B) Efeito isolado da concentração da fonte de carbono na atividade específica.

A equação de regressão obtida após a análise de variância (ANOVA) prevê os níveis de atividade enzimática apenas em função da concentração da fonte de carbono. Tendo em vista o modelo reduzido com 95% de confiança e os valores estão expressos em logaritmo, a produção de celulases poderia ser predita por:

Y(U/mg) = -0,167018C

Onde C corresponde ao valor, em logaritmo, da concentração de fonte de carbono.

O efeito isolado da concentração da fonte de carbono indica que a produção enzimática, no planejamento experimental realizado, é inversamente proporcional a concentração de resíduo introduzida no meio de cultura, como pode ser observado na Figura 1B. Assim, concentrações elevadas de fonte de carbono apresentam um efeito negativo para a produção enzimática. Nesse sentido, Jung et al. (2015) observaram que a produção máxima de celulases, por Penicillium brasilianum KUEB15, seria alcançada com a composição do meio de cultivo baseada em concentrações moderadas de palha de milho como fonte de carbono, através de um planejamento fatorial por DCCR.
Tabela 3: ANOVA para modelo reduzido do Delineamento Composto Central Rotacional.
	Fonte de variação
	Soma dos quadrados (SS)
	Graus de liberdade

(DF)
	Quadrado médio

(MS)
	Teste F
	p-valor

	
	
	
	
	Fcalculado
	Flistado
	

	Modelo (R)
	1,083
	3
	0,3610
	123,85
	3,41
	8.10-10

	Residual (r)
	0,037
	13
	0,0029
	
	
	

	Total (T)
	1,12
	16
	
	
	
	


Conclusão

O DCCR da produção de celulases pelo fungo PI1S3T indicou que a concentração da fonte de carbono utilizada foi significante para a atividade específica da enzima, destacando-se das variáveis tempo e temperatura de incubação. Percebeu-se também que a suplementação dos meios de cultura com quantidades reduzidas de fonte de carbono gerava resultados mais elevados de atividade específica da celulase. 
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