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RESUMO 

Os fungos termofílicos verdadeiros fazem parte de um grupo ainda não muito 

conhecido, sendo relativamente poucas as espécies descritas. Muitas das 

cepas consideradas termofílicas são na verdade termotolerantes, ou seja, 

apresentam maior crescimento em temperaturas mesofílicas, mas toleram 

temperaturas mais elevadas. O fungo Rasamsonia emersonii S10, 

recentemente isolado, apresenta um perfil termofílico verdadeiro, pouco 

comum, com crescimento em temperaturas ao redor de 60 °C. O presente 

trabalho buscou conhecer mais sobre as características de crescimento desse 

fungo e das enzimas extracelulares por ele secretadas quando em cultivos em 

substratos sólidos lignocelulósicos. Entre as enzimas testadas, endoglucanase, 

exoglucanase, β-glicosidase e β-xilosidase foram as que foram detectadas com 

as maiores atividades. Foram selecionadas as enzimas β-glicosidase e β-

xilosidase para estudos subsequentes, com cultivo do fungo em diferentes 

substratos, seguindo-se da purificação de ambas as enzimas e caracterização 

da β-glicosidase. As proteínas foram purificadas em coluna cromatográfica de 

troca aniônica. Ao final do processo, chegou-se a um fator de purificação de 11 

e rendimento de 96% para a β-glicosidase. Estudos bioquímicos revelaram que 

as condições melhores para atividade da enzima foram pH 3,5 e temperatura 

de 70 °C. Essa enzima, quando em ausência de substrato, foi estável em 

estreita faixa de pH (5 a 8,5) e em temperaturas entre 45 a 75 °C. Os 

parâmetros cinéticos Km e Vmax obtidos através de ajuste não linear da curva 

foram similares para os substratos pNPG e pNPGal, sendo eles de 1,95 e 2,54 

μmol/min.mL-1 e 31,53 e 31,42 mg/mL-1, respectivamente, e os valores 

calculados de kcat e da eficiência catalítica (kcat/km) foram respectivamente, de 

163,63 e 102,79 s-1 e 83,77 e 40,46 mM-1s-1. A β-glicosidase purificada foi 

suscetível a todos os cátions, sendo que sua atividade residual foi mantida 

apenas até 25% em presença de Cd2+, Hg2+e K+, chegando a 5% e 0 em 

presença de Ag+ e Cu+2. As análises termodinâmicas indicaram que a 70 °C a 

enzima apresenta meia vida de 7 horas e necessita de 23,50 horas para 

redução de sua atividade a 10% do valor inicial. 

 

Palavras-chave: fungo termofílico, celulases, Rasamsonia emersonii. 



 
 

ABSTRACT 
 

True thermophilic fungi are part of a group not yet well known, with few species 

described. Many of the strains considered thermophilics are, in fact, 

thermotolerants. Fungus Rasamsonia emersonii S10, recently isolated by the 

group of the Laboratory of Biochemistry and Applied Microbiology, presented an 

uncommon thermophilic profile, with a higher growth in temperatures around 60 

°C. Due to the fact that this growth profile is rare among fungal species, the 

present project sought to know more about the growth characteristics of this 

fungus and extracellular enzymes secreted in solid cultures by using 

lignocellulosic residues as substrates. Endoglucanase, exoglucanase, β-

glycosidase and β-xylosidase demonstrated the best quantitative results among 

the enzymes tested. For the following steps, β-glucosidase and β-xylosidase 

enzymes were selected. Quantitative analysis was carried out with the 

enzymes, ending with the purification of both and β-glycosidase 

characterization. The enzymes were purified on anion exchange 

chromatographic column. The process led to a purification factor of 11 and yield 

of 96% for β-glucosidase. The biochemical data revealed optimum conditions 

for enzyme activity at pH 3.5 and temperature of 70 °C and stability profiles in 

the absence of substrate with pH from 5 to 8.5 and temperature from 45 to 75 

°C. The kinetic parameters Km and Vmax obtained by non-linear curve fitting 

were similar for the substrates pNPG and pNPGal, being 1.95 and 2.54 

μmol/min.mL-1 and 31.53 and 31.42 mg/ml-1, respectively, and the calculated 

values of kcat and the catalytic efficiency (kcat/km) were, respectively, 163.63 and 

102.79 s-1 and 83.77 and 40.46 mM -1s -1. The purified β-glycosidase was 

susceptible to all cations, and its residual activity was maintained only up to 

25% in presence of Cd2+, Hg2+ and K+, reaching 5% and 0 in the presence of 

Ag+ and Cu+2. The thermodynamic analysis indicated that at 70° C the enzyme 

had a half-life of 7 hours and required 23.5 hours to reduce its activity to 10% of 

the initial value. 

 

Key words: thermophilic fungus, cellulases, Rasamsonia emersonii. 
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1. INTRODUÇÃO

Os fungos termofílicos são importantes componentes da microbiota que se 

desenvolvem nos acúmulos de material vegetal, produtos agrícolas e florestais 

e outras fontes de matéria orgânica, em que o ambiente quente, úmido e

aeróbio fornece as condições básicas para seu desenvolvimento. Eles 

constituem um grupo fisiológico heterogêneo que engloba diversos gêneros 

como Humicola, Thermomyces, Talaromyces, Rasamsonia, Myceliophthora, 

Myriococcum, Remersonia, Rhizomucor, Scytalidium, Sordaria, Thermoascus, 

Thermomyces, Thermomucor (LANGARICA-FUENTES et al., 2014). As 

enzimas produzidas por fungos termofílicos apresentam várias propriedades 

importantes para bioprocessos, como o fato se suas propriedades termofílicas 

permitirem que os bioprocessos sejam realizados em temperaturas acima de 

40 ºC, conferindo maior fluidez e operacionalidade com maiores concentrações 

de substratos e produtos e ainda, a diminuição do risco de contaminação por 

microrganismos mesofílicos. Além de termo-estabilidade, as termozimas são 

geralmente mais resistentes a detergentes e às enzimas proteolíticas, além de 

serem estáveis em amplas faixas de pH, o que possibilita serem usadas em 

diferentes tipos de materiais e processos (GOMES et al., 2007). 

As enzimas direcionadas aos bioprocessos precisam ter uma robustez 

estrutural e funcional suficiente para resistir às condições de reação que,

geralmente, são desfavoráveis às proteínas. Por exemplo, a sacarificação de 

biomassa lignocelulosica para obtenção de açúcares fermentescíveis requer 

atividade de um número de enzimas, as quais atuam de forma sequencial e

complementar, requerendo estabilidade durante as condições não muito 

brandas do processo. Além das condições fisicas e fisico-químicas, compostos 

químicos inbidores também podem ser gerados como vários derivados de 

lignina que são potenciais inibidores das enzimas e microrganismos. Portanto, 

a ligação não produtiva da lignina ou a desativação de proteínas por esses 

inibidores precisam ser superadas e, portanto, a busca de enzimas com 

propriedades diferenciadas é uma estratégia tecnológica importante (KIM et al., 

2014). Nesse contexto, as enzimas dos fungos termofílicos, ainda pouco 

estudadas, podem ser o diferencial. 
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A biomassa lignocelulósica é composta principalmente de celulose (34 - 

50%), hemicelulose (19 – 34%) e lignina (11 – 30%), que se encontram 

associadas por meio de diferentes tipos de ligações covalentes e não 

covalentes (ROGALINSKI et al., 2008; CAGNON et al., 2009; YOON et al.,

2014).  Os açúcares presentes nos materiais lignocelulósicos podem ser 

fermentados a combustíveis, tais como, etanol, butanol e biogás (GALBE; 

ZACCHI, 2012). 

Neste trabalho são apresentados resultados dos estudos realizados com 

um fungo termofílico e suas enzimas que degradam material lignocelulósico, 

com foco nas β-glicosidases, dividido em três capítulos. Um quarto traz os 

resultados de trabalho realizado durante o Doutorado Sanduiche na 

Universidad de Castilla La Mancha (UCLM), sob a supervisão da Profa. Dra. 

Ana Isabel Briones. 

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais 

Explorar e conhecer a biologia do fungo Rasamsonia ermersonii S10, 

estudando as enzimas que podem ser por ele produzidas em cultivo em estado 

sólido em diferentes substratos lignocelulósicos. 

2.2. Objetivos específicos 

- estudar as condições físico-químicas de cultivo do fungo como pH,

temperatura e umidade, e características nutricionais, avaliando efeitos de 

diferentes substratos lignocelulósicos e fontes de macronutrientes; 

- avaliar o perfil de secreção de celulases, hemicelulases, ligninases, amilases,

peroxidases; 

- purificar a enzima produzida em maior quantidade e/ou com características

mais interessantes sob o ponto de vista de aplicação na sacarificação de 

material lignocelulósico; 

- caracterizar a enzima purificada, com foco em sua termoestabilidade.
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