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RESUMO 

 

 

Um dos interesses biotecnológicos e econômicos da atualidade é otimizar 

o emprego da biomassa em processos industriais mediado por 

biocatalisadores, como as enzimas. O objetivo do presente trabalho foi 

purificar e caracterizar uma endoglucanase produzida pelo fungo 

Rasamsonia emersonii S10, em fermentação em estado sólido, tendo 

como substrato resíduos lignocelulósicos. A partir de solução enzimática 

bruta detectou-se 2 isoformas da enzima, com massas moleculares de 45 

e 60 kDa, sendo escolhida a primeira para ser purificada. A solução foi 

clarificada em carvão ativado e concentrada por ultrafiltração tangencial. 

A endoglucanase foi purificada em coluna cromatográfica iônica e de 

exclusão molecular, intermediada por diálise. O processo levou a um fator 

de purificação de 6,7 e rendimento de 8,8%. A enzima apresentou 

temperatura ótima de 85,3 ºC e pH 4,0. Ativação foi evidenciada quando a 

enzima foi mantida de 40 até 60 ºC. A enzima foi estável, quando mantida 

em temperaturas de 65 a 80 ºC e faixa de pH entre 6 e 7,5. Estudo do 

efeito de íons e compostos orgânicos revelaram ativação em presença de 

MnCl2 e inibição por HgCl2 e ácido 4-hidroxibenzóico e 5-

hidroximetilfurfural. A enzima mostrou afinidade por CMC, porém também 

foi capaz de hidrolisar Avicel®. A CMCase exibiu Km de 3,53 mg.mL-1 e 

Vmax de 2,86 µmol/min.mL. Os parâmetros termodinâmicos indicaram 

uma endoglucanase estável a altas temperaturas, com tempo de meia 

vida de 355 min a 40 ºC e temperatura de fusão em 89 ºC. 

 

Palavras-chave: celulase; endoglucanase; Rasamsonia emersonii; 

termoestabilidade. 



ABSTRACT 

 

 

Nowadays, one of the technological and economic interests is to optimize 

the use of biomass in industrial processes mediated by biocatalysts such 

as enzymes.  The objective of this study was to purify and characterize an 

endoglucanase produced by the fungus Rasamsonia emersonii S10 in 

solid state fermentation, as substrate lignocellulosic residues. From the 

crude enzyme solution was detected 2 isoform of the enzyme, with a 

molecular weight of 45 kDa and 60, the first being chosen to be purified. 

The solution was clarified by activated carbon and concentrated by 

tangential ultrafiltration. The endoglucanase was purified by ion 

chromatographic and molecular exclusion mediated by dialysis. The 

process led to a purification factor of 6.7 and 8.8% yield. The enzyme 

showed optimum temperature of 85.3 °C and pH 4.0. Activation was 

observed when the enzyme was maintained at 40 to 60 °C. The enzyme 

was stable when maintained at temperatures 65-80 °C and pH between 6 

and 7.5. Study of the effect of ions and organic compounds showed 

activation in the presence of MnCl2 and HgCl2 inhibition and 4-

hydroxybenzoic acid and 5-hydroxymethylfurfural. The enzyme showed 

affinity for CMC, but was also able to hydrolyze Avicel®. The CMCase 

exhibited Km 3.53 mg.mL-1 and Vmax of 2.86 mmol/min.mL-1. The 

thermodynamic parameters indicated endoglucanase stable at high 

temperatures, with half-life of 355 min at 40 °C and the melting 

temperature at 89 °C. 

 

Keywords: cellulase; endoglucanase; Rasamsonia emersonii; 

thermostability. 
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1. INTRODUÇÃO 

Um dos interesses biotecnológicos e econômicos da atualidade é 

otimizar o emprego da biomassa em processos industriais para obtenção 

de produtos com  alto valor agregado utilizando biocatalisadores. Áreas 

como de alimentos, farmacêutica, energia e plataformas de produtos 

químicos estão intensificando cada vez mais o uso desse processo. 

Entretanto, é no setor energético que o aproveitamento da biomassa tem 

sido mais representativo, em substituição aos materiais de origem fóssil.  

As questões políticas regionais e internacionais tornaram o 

comércio e oferta desses produtos não renováveis em pontos de conflito, 

gerando insegurança aos países que concentram dependência energética 

nesses produtos.  

Outro aspecto é a natureza recalcitrante desse tipo de produto e 

seus derivados no meio ambiente gerando problemas de poluição dos 

solos, água, chuvas ácidas e outros problemas à saúde humana e do 

ambiente, além de não se tratar de um agente cíclico no ambiente.  

Em função desses fatos, a fonte de energia fóssil está sendo 

gradativamente substituída por outras de origem renovável, como a 

biomassa e os bioprodutos.  

Um meio encontrado para aproveitamento total dos recursos das 

fontes renováveis é a biorrefinaria, que integra processos de conversão 

da biomassa em biocombustíveis, insumos químicos, materiais, alimentos, 

rações e energia. 

A biorrefinaria é entendida como um sistema de processos 

associados que converte um produto inicial em outros de maior valor 

agregado de forma a enriquecer e agregar valor a cada fração do material 

primordial. Enquanto que na refinaria tradicional o produto inicial 

(petróleo) é líquido, homogêneo e possui baixo teor de oxigênio, na 

biorrefinaria a biomassa é, na maioria das vezes, sólida, heterogênea e 

composta por moléculas oxigenadas. Assim, o custo de separação dos 

componentes da biomassa é o principal desafio, necessitando de 
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metodologias específicas que muitas vezes não estão disponíveis ou não 

estão ainda numa forma otimizada.  

Uma estratégia investigada para viabilizar a separação dos 

componentes da biomassa por um método bioquímico é a aplicação de 

catalisadores biológicos, estes representados pelas enzimas microbianas. 

A fase de hidrólise, feita principalmente por enzimas fúngicas termofílicas, 

vem se tornando cada vez mais aceita e aplicável no cenário industrial. 

Entretanto, as enzimas comercializadas no Brasil são produzidas por 

grandes empresas multinacionais e, por serem originadas de cepas 

microbianas mesofílicas, não têm estabilidade necessária para o uso nas 

condições de temperatura de plantas industriais. 

Com base no que foi apontado acima, o grupo de pesquisa, ao qual 

está vinculado este projeto, tem isolado cepas fúngicas termofílicas do 

ambiente e caracterizado suas enzimas, buscando encontrar exemplares 

com características que confiram tolerância às condições de aplicação, 

além de alta atividade. Uma dessas características é a tolerância a 

temperaturas acima de 40 ºC e a ampla faixa de pH. Nesse contexto, o 

presente trabalho teve como objetivo a purificação e caracterização de 

uma endoglucanase termoestável produzida pelo fungo termofílico 

Rasamsonia emersonii S10, o qual apresenta como diferenciador a 

capacidade de crescer a 55 ºC. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Biomassa lignocelulósica 

A biomassa lignocelulósica representa o material orgânico de 

origem vegetal, sendo abundante e disponível nos resíduos agrícolas e 

agroindustriais. Esse material é constituído por celulose (38 – 50%), 

hemicelulose (23 – 32%), lignina (15 – 25%) e frações minerais 

(MAMMAN et al., 2008). A celulose e a hemicelulose são polissacarídeos 

que podem ser convertidos em açúcares fermentescíveis, enquanto que a 

lignina é um composto polifenólico (WANG et al., 2009). A lignina é um 

polímero amorfo, reticulado e tridimensional que se associa estreitamente 

com a celulose e a hemicelulose na constituição das paredes das células 

vegetais (MUSSATTO et al., 2008). 

Todos os componentes da biomassa são fortemente entrelaçados 

e unidos através de ligações covalentes e não covalentes que constituem 

a matriz lignocelulósica. Dessa forma, a estrutura dessa matriz possui 

uma característica recalcitrante o que significa baixa degradação por 

enzimas (SUN et al., 2015). 

A possibilidade do aproveitamento da biomassa lignocelulósica 

visando à obtenção de bioprodutos, principalmente etanol, exige um 

entendimento total da estrutura e organização, além das enzimas que 

degradam esse material. 

 

2.1.1. Celulose 

Por sua característica renovável e ser composta por glicose, a 

celulose vem sendo muito estudada focando aplicações nas áreas 

médicas, alimentícias e outras biotecnológicas (CIOLACU et al., 2011; 

BHAT, S.; BHAT, 1997).  

A celulose é um polímero de cadeia linear, altamente ordenado e 

de alta massa molecular constituida por unidades repetidas de β–D–

glucopiranoses, as quais se ligam covalentemente por ligações β-1,4 

entre o grupo OH no átomo de carbono 4 (C4) e o átomo de carbono 1 
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(C1), por isso a nomeação β-1,4-glucano (Figura 1). Dessa forma, a 

celulose apresenta-se na forma de um extenso polímero de cadeia linear 

(MELO, 2007). 

O grau de polimerização da celulose nativa, dependendo da sua 

fonte, pode chegar a mais de 5000 unidades de glicose (FENGEL; 

WEGENER, 1989). As ligações de hidrogênio intermoleculares frequentes 

no interior da matriz de celulose resultam numa orientação semelhante na 

maioria das moléculas, formando as microfibrilas. Dependendo do grau de 

organização da sua estrutura, a celulose pode apresentar regiões 

cristalinas (altamente ordenadas) ou amorfas (distribuídas aleatoriamente) 

(SHEN; GU, 2009). 

 

Figura 1: Estrutura molecular da celulose. 

 
Fonte: ACHARYA e CHAUDHARY (2012) 
 

2.1.2. Hemicelulose 

As hemiceluloses são heteropolissacarídeos ramificados 

responsáveis por 15-30% da biomassa lignocelulósica dependendo do 

tipo, origem e ambiente de cultivo da planta (SCHELLER; ULVSKOV, 

2010). As hemiceluloses são polissacarídeos caracterizados como 

polissacarídeos não-amiláceos e não-celulósicos (FENGEL; WEGENER, 

1989).  

Esse grupo de polissacarídeos pode ser formado por uma vasta 

variedade de constituintes como pentoses (xilose, ramnose e arabinose), 

hexoses (glucose, manose e galactose) e ácidos urônicos (ácidos 4-o-

metilglucurônico e galacturônico) (Figura 2). 
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A heterogeneidade química e estrutural da hemicelulose leva a 

numerosas interações com outros componentes da parede celular. 

Modelos estruturais atuais de paredes celulares secundárias de células 

maduras mostram hemicelulose, lignina e proteínas estruturais formando 

uma matriz circundante das macrofibrilas de celulose com diâmetros de 

10-20 nm. As hemiceluloses aderem às macrofibrilas através de ligações 

de hidrogênio e interações de van der Waals. A xilana é o principal 

constituinte da hemicelulose, e corresponde a um polímero de D-xilose 

unidas por ligações β-1,4 (ALTANER; JARVIS, 2008; DAMMSTRÖM et 

al., 2009; COSGROVE; JARVIS, 2012; LANGAN et al., 2014). 

A deposição da hemicelulose na parede celular antecede à 

lignificação e estabiliza sua interação com a celulose devido a suas 

ramificações e cadeias laterais (PEREIRA RAMOS, 2003). As cadeias 

laterais na hemicelulose, formadas por diversos açúcares, constituem a 

principal diferença entre essa classe de polissacarídeos e a celulose, visto 

que esta é composta por oligômeros hidrolisáveis (SÁNCHEZ, 2009).    

 
Figura 2: Estrutura dos principais componentes moleculares da 
hemicelulose e da estrutura do polímero. 

 
Fonte: RODRIGUES e CAMARGO (2008) 
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2.1.3. Lignina 

A lignina é o componente não-carboidrato da matéria vegetal. É 

depositada juntamente com os compostos carboidratados da parede 

celular secundária nas plantas (SANDGREN et al., 2005).  

A lignina é um polímero amorfo, complexo e tridimensional 

composto por três unidades de fenilpropano, o-p-hidroxifenil, guaiacil e 

siringil. As proporções das unidades monoméricas são altamente 

variáveis e dependem principalmente das espécies lignocelulósicas 

(NEUTELINGS, 2011). A lignina está associada à hemicelulose 

covalentemente por ligações éster, formando uma matriz que envolve as 

microfibrilas de celulose. Sua principal função é dar sustentação e 

resistência às plantas contra ataques de microrganismos e ao estresse 

oxidativo (Figura 3). 

 

Figura 3: Representação molecular parcial da lignina. 

 
Fonte: LE FLOCH et al.(2015) 
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2.2. Aproveitamento da biomassa lignocelulósica 

A biomassa é considerada uma excelente fonte de açúcares e 

compostos fenólicos para produção de diversos produtos químicos, 

inclusive combustíveis. As características que favorecem sua utilização 

são, principalmente, a sua natureza renovável, baixo impacto ambiental 

na sua obtenção e utilização, versatilidade e disponibilidade (XIU; 

SHAHBAZI, 2013). 

Em virtude dos aspectos mencionados, inicialmente a biomassa 

foi foco de interesse apenas para a produção de biocombustíveis 

(combustíveis produzidos a partir da biomassa) como o etanol de 

segunda geração. No entanto, apesar dos avanços tecnológicos, o 

processo de produção do etanol ainda apresenta-se onerosa 

considerando o preço do produto final. Deste modo, o meio encontrado 

para viabilizar a aplicação da biomassa foi a adoção do sistema de 

refinaria, ou neste caso, biorrefinaria (green biorefinery). O foco deste 

conceito é conceber uma variedade de produtos de maior valor, além de 

produtos de base, visando novas linhas de produção, como os 

biocombustíveis. A partir dessa estratégia, todo o processo garante um 

aumento da geração de receita e maior potencial competitivo (TAKARA; 

KHANAL, 2011).   

A biorrefinaria utiliza, com maior frequência, gramíneas verdes 

como matéria-prima. Essas monocotiledôneas possuem uma composição 

bioquímica favorável ao processo, posto que possuem baixos níveis de 

constituintes não carboidratos. Na etapa de pré-tratamento, que visa 

principalmente a retirada de lignina para maior aproveitamento dos 

compostos carboidratos, as gramíneas superam outras variedades 

vegetais por necessitarem de pré-tratamentos menos drásticos (MANDL, 

2010). Outras vantagens deste tipo de cultura são os elevados 

rendimentos de biomassa por hectare por ano, baixos requisitos de 

fertilização e pesticidas e adaptabilidade. Além disso, nessas culturas, a 

biomassa até então, era interpretada como resíduo, considerando que 
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seu desenvolvimento destinava-se apenas a produção de um produto 

principal, como cereais, o caldo da cana-de-açúcar, entre outros 

(WOODWARD, 2008). 

Como visto na Figura 4, a biomassa passa por uma prensagem 

no início do processo, visando a separação dos compostos em duas 

frações. Esse evento desagrega as fibras (lignocelulose) da porção 

solúvel (caldo) e é executado com o objetivo de facilitar a separação dos 

produtos. Na biorrefinaria, tanto a porção fibrosa quanto a porção solúvel, 

são precursores de produtos finais (XIU; SHAHBAZI, 2015). 

 
Figura 4. Sistema de funcionamento de uma biorrefinaria.

 
Fonte: XIU; SHAHBAZI (2015) - modificado 
 

 Inicialmente, o maior interesse nos processos de biorrefinarias era 

em componentes principais da biomassa, ou seja, celulose, hemicelulose 

e lignina. Contudo, após o estudo detalhado desses materiais evidenciou-

se a existência substancial de produtos biológicos finos, como proteínas e 

ácidos orgânicos, os quais, pelo preço do produto final, proporcionam 

maior rentabilidade (HASAN et al., 2013). 
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 Entre os procedimentos utilizados na biorrefinaria, a bioconversão 

de produtos através de microrganismos e suas enzimas mostram-se 

vantajosos em relação a tecnologias de conversões térmicas e químicas. 

As condições de temperatura e pressão apresentadas pela primeira são 

mais amenas que as encontradas nos mecanismos de combustão direta, 

pirólise, gaseificação e liquefação (KUNDU et al., 2015). Por essas 

razões, o desenvolvimento e investimento em pesquisas para 

compreender todas as rotas bioquímicas do processo e implementação 

dos melhores e mais rentáveis métodos para a obtenção desses 

bioprodutos. Nesse contexto, pesquisas em processos fermentativos 

diretos, com microrganismos ou com o uso de suas enzimas em várias 

etapas, podem levar ao desenvolvimento de processos com rentabilidade 

compatível às necessidades do mercado. 

 

2.3. Cultivo de microrganismo em substrato sólido 

Dois tipos de cultivos são utilizados para o crescimento 

microbiano dentro de plantas industriais: o cultivo submerso e o cultivo em 

estado sólido. A fermentação submersa (SmF) é a técnica mais utilizada 

em escalas industriais, no qual as fontes de carbono e de nutrientes 

minerais estão disponíveis em meio aquoso. O cultivo em estado sólido 

(FES) consiste em um processo no qual o substrato sólido é utilizado pelo 

microrganismo como fonte de carbono e energia ou apenas como 

suporte, porém a atividade de água do meio é baixa (PANDEY et al., 

2000).  

Fungos são considerados os microrganismos mais adaptados à 

FES, pois suas hifas crescem na superfície entre ou dentro das partículas, 

em função do crescimento apical e da intensa secreção de enzimas 

extracelulares (GRAMINHA et al., 2008; RODRÍGUEZ COUTO; 

SANROMÁN, 2005).  

A baixa atividade de água no processo sólido implica em 

particularidades fisiológicas dos microrganismos relacionadas ao seu 
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crescimento vegetativo, reprodutivo (esporos mais resistentes) e a taxa de 

germinação de esporos. A aeração é outro fator importante no processo, 

pois determina a oxigenação, remoção de gás carbônico, regulação de 

temperatura, umidade e distribuição de compostos voláteis no meio 

(HÖLKER; LENZ, 2005).  

Quando os parâmetros definidos para o processo fermentativo em 

estado sólido estão adequados à linhagem, muitas vantagens são 

contabilizadas, como alta produtividade, menor necessidade de espaço e 

energia e baixo custo do meio de cultivo. O cultivo em estado sólido tem 

sido usado para a obtenção de celulases (KANG, 2004; GAO et al., 2008), 

xilanases (KANG, 2004), pectinases (RODRÍGUEZ COUTO; 

SANROMÁN, 2005), ligninases (PAPINUTTI; FORCHIASSIN, 2007) e 

várias outras enzimas e bioprodutos. 

 

2.4. Microrganismos termofílicos 

Embora a maioria das espécies de microrganismos descrita seja 

mesofílica, vivendo em temperaturas entre 20 e 35 ºC, algumas espécies 

são termotolerantes ou termofílicas, ou seja, toleram e/ou requerem 

temperaturas acima de 40 ºC (Tabela 1) (MADIGAN et al., 2010). 

 

Tabela 1. Classificação dos microrganismos de acordo com sua 
temperatura ótima de crescimento. 
 

Classificação dos 

microrganismos 

Temperatura ótima (ºC) 

Psicrófilos 2 - 12 

Mesófilos 30 – 45 

Termófilos 45 - 65 

Hipertermófilos >80 

Fonte: MADIGAN et al.2010; TAYLOR; VAISMAN, 2010 
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A termofilia pode ser uma propriedade de Bacteria, Archaea ou 

fungos, enquanto que hipertermofilia é encontrada principalmente em 

procariotos. Dentre os organismos termofílicos, gêneros como Sufolobus, 

Thermoplasma, Thermoproteus, Methanobacterium, Pyrococcus e 

Thermococcus são representantes do domínio Archaea (UZAWA et al., 

2002). Representando o domínio Bacteria, os principais organismos 

termofílicos pertencem ao gênero Bacillus, Thermus, Thermomicrobium, 

Thiobacillus, Clostridium, Thermoanaerobacter, Thermobacteroides e 

Methanobacterium (MADIGAN; OREN, 1999). 

 Nos domínios Archaea e Bacteria podem ser encontradas 

espécies crescendo em temperaturas acima de 100 ºC como o gênero 

Pyrodictium (Archaea), capaz de crescer a 121 ºC (MADIGAN et al., 

2010).  

Poucas espécies fúngicas termofílicas foram descritas até o 

momento, comparado com o número de mesofílicas, e nenhum exemplar 

hipertermófilo foi descrito, assim como não foi relatada a existência de 

microrganismos eucarióticos com crescimento acima de 62 ºC (MORA et 

al., 2011). O sistema de membrana dos organismos eucarióticos parece 

ser o fator limitante da adaptação ao crescimento em temperaturas acima 

de 60 ºC. Ainda não são entendidas as diferenças entre a composição 

dos lipídios e de proteínas ligadas às membranas e a composição de 

suas cadeias respiratórias quando esses microrganismos crescem em 

condições mesofílicas e termofílicas (GOMES et al., 2007). 

 Sabe-se que os grandes poros existentes nessas membranas são 

incompatíveis com a estabilidade térmica. Ainda, a estabilização térmica 

das membranas por sistema de saturação dos ácidos graxos como ocorre 

nos procariotos, dificultaria principalmente, a atividade da membrana 

nuclear (TANSEY; BROCK, 1972). A maioria dos fungos termofílicos 

descritos fazem parte das ordens Sordariales, Eurotiales e Mucorales 

(BERKA et al., 2011). 
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Esses microrganismos são de grande interesse em processos de 

conversão da biomassa, pois são fontes de enzimas termoestáveis. As 

vantagens de hidrólise em altas temperaturas são reações mais rápidas, 

viscosidade do meio reduzida e menor risco de contaminação (VIIKARI et 

al., 2007). 

 

2.4.1. Fungo termofílico Rasamsonia emersonii  

O fungo R. emersonii pertencente ao filo Ascomycota, classe 

Eurotiomycetes, ordem Eurotiales e família Trichocomaceae. É um fungo 

termofílico e foi uma das espécies que passaram pela exclusão de dupla 

nomenclatura pelo Código de Nomenclatura Internacional para Algas, 

Fungos e Plantas (NORVELL, 2011). 

A partir de 2011, para uma melhor coerência do código, ficou 

estabelecido que fungos deveriam ter apenas uma nomeação. Anterior a 

essa normatização, formas anamorfas (fase assexuada) e teleomorfas 

(fase sexuada) de mesmas espécies eram descritas como espécies 

diferentes. Conforme essa nova regra o nome da espécie deve ser aquele 

de divulgação mais antiga, legítima e mais amplamente usada 

(NORVELL, 2011; BRAUN, 2012). R. emersonii, usado no presente 

trabalho, é um exemplo de dupla nomenclatura e sua sinonímia era 

Talaromyces emersonii (HOUBRAKEN et al., 2014).   

R. emersonii possui similaridades fenotípicas com gêneros 

chamados ―Penicillium-like‖, ou seja, apresenta similaridades morfológicas 

com o gênero Penicillium, como os conidióforos em forma de pequenas 

escovas. Alguns fungos anteriormente classificados dentro do gênero 

Rasamsonia foram reclassificados com base em dados moleculares e, 

considerando a introdução da nomenclatura de único nome, passaram a 

ser Hamigera, Paecilomyces, Rasamsonia, Sagenomella, Talaromyces e 

Trichocoma (HOUBRAKEN et al., 2014).  

O gênero Rasamsonia foi proposto para receber as espécies 

―Penicillium-like‖ Geosmithia argillacea, Talaromyces emersonii e 
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Talaromyces byssochlamydoides fundamentado em características 

fenotípicas, fisiológicas e moleculares. Essas espécies tem a forma de 

seus conidióforos parecidas com Penicillium, porém se diferenciam por 

possuírem em suas fiálides uma formação cilíndrica, diminuindo 

gradualmente em direção aos ápices, pedúnculos com paredes rígidas e 

conídios e ascomas de coloração marrom esverdeados. Além disso, 

espécies de Rasamsonia são termofílicas ou termotolerantes enquanto 

que espécies de Penicillium são geralmente mesofílicas (HOUBRAKEN et 

al., 2014).  

 

2.5. Hidrólise enzimática 

A biomassa residual pode ser utilizada como fonte de açúcares 

para obtenção de produtos com valor agregado. Entretanto, é necessário 

que haja a despolimerização dessa biomassa, liberando os monômeros 

para a posterior fermentação microbiana (JUTURU; WU, 2012).  

Há duas formas de converter os polissacarídeos em estruturas 

menores, capazes de serem utilizadas pelos microrganismos, sendo elas 

por via química ou por hidrólise enzimática. Na hidrólise química utiliza-se 

ácidos inorgânicos e o produto obtido contém, além dos açúcares 

fermentescíveis, produtos de degradação e transformação química dos 

próprios açúcares e da lignina que podem ser tóxicos para os 

microrganismos empregados nas fermentações sub-sequentes (JUTURU; 

WU, 2012). O emprego de enzimas para a hidrólise, além de não gerar 

produtos tóxicos, é específica e ambientalmente segura (KUHAD et al., 

2011; KARMAKAR; RAY, 2011) (Tabela 2).  

O obstáculo encontrado no processo de hidrólise enzimática 

refere-se à recalcitrância da celulose gerada pela estrutura altamente 

organizada envolvendo a hemicelulose e lignina. Desse modo, o coquetel 

enzimático deve possuir uma variedade de enzimas hidrolíticas dos 

complexos celulolítico, xilanolítico, pectinolítico, além de enzimas de oxi-
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redução do complexo ligninolítico e outras acessórias (PINTO et al., 

2010). 

 

Tabela 2: Principais diferenças entre as hidrólises ácida e enzimática.  

Tecnologia Consumíveis Temperatura 
(ºC) 

Tempo 
(min) 

Sacarificação 
(%) 

Ác. diluído ~1% H2SO4 180 45 82 
Ác. conc. 70% H2SO4 50 60 88 

Enzimática Celulase 50 60 95 

Ác. diluído – Ácido diluído; Ác. conc. – Ácido concentrado.  
Fonte: NETO (2009). 
 
2.6. Enzimas do complexo celulolítico 

Para que a celulose possa ser convertida completamente em 

glicose há a necessidade de atuação de um combinado enzimático com 

diferentes especificidades a substratos, onde três celulases principais 

atuam: endoglucanases, celobiohidrolases e β-glicosidases (SARANRAJ 

et al., 2012). 

Especificamente, essa enzimas são chamadas de hidrolases de 

glicosídeos (GH), pois catalisam a hidrólise de ligações glicosídicas entre 

polímeros de glicose ou entre uma glicose e outra molécula não 

polissacarídica. Essas enzimas podem ser agrupadas com base em suas 

especificidades pelo substrato e também pela sequência de seus 

aminoácidos (HILDÉN; JOHANSSON, 2004). 

Entre as GH estão incluídas as celulases que fazem parte da 

família 12 (GH12) que compreende endo-β-1,4-glucanases (EC 3.2.1.4) 

fúngicas e bacterianas, tais como Gloeophyllum trabeum Cel12A, 

Trichoderma reesei Cel12A e Bacillus Licheniformis Cel12A; endo-β-1,3-

1,4-glucanase (EC 3.2.1.73) de Chrysosporium lucknowense Cel12A, 

Rhodothermus marinus Cel12A e Pyrococcus furiosus Cel12A; e, endo-β-

1,4-glucanase (3.2.1.151) de Aspergillus aculeatus XEG2 (GRISHUTIN et 

al., 2006; GILBERT, 2010). 

A hidrólise primária ocorre nas superfícies de substratos sólidos, 

com um grau elevado de polimerização. Essa fase de despolimerização é 
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realizada por endoglucanases e celobiohidrolases e, é um fator limitante 

na velocidade de todo o processo de hidrólise da celulose. A segunda 

etapa de hidrólise envolve primeiramente a hidrólise da celobiose à 

glicose por β-glicosidases (Figura 5) (ZHANG; LYND, 2004; PERCIVAL 

ZHANG et al., 2006). 

Além dos três principais grupos de celulases, recentemente, outra 

forma de celulase, chamada celulase do tipo oxidativa foi identificada. 

Essa enzima despolimeriza a celulose por meio de reações de radicais 

livres.  

Existem ainda enzimas acessórias como oxidases líticas que 

atuam junto com as endoglucanases liberando oligômeros com terminais 

redutores (FUKUDA et al., 2009). 

 

2.6.1. Endoglucanases 

As primeiras enzimas a entrar em ação são as do grupo endo-1,4-

β-D-glucanases. A sua função é hidrolisar ligações internas (β-1,4), nas 

regiões amorfas, que são mais suscetíveis, reduzindo o grau de 

polimerização do substrato, produzindo terminações redutoras e não 

redutoras. Após a sua atuação, as microfibrilas são expostas ao ataque 

seguinte de outras enzimas, além de elevar o número de oligossacarídeos 

com terminais suscetíveis ao ataque das celobiohidrolases (MARTINS et 

al., 2008; FUKUDA et al., 2009; SARANRAJ et al., 2012). 

A maioria das endoglucanases não é glicosilada, porém algumas 

apresentam até 12% de glicosilação em sua cadeia (BALDRIAN; 

VALÁŠKOVÁ, 2008) e possuem tamanho médio de 22 a 45 kDa, podendo 

algumas apresentarem  90 kDa, como endoglucanases de alguns fungos 

(SADANA et al., 1984). 

A maioria das endoglucanases fúngicas apresenta maior atividade 

entre as temperaturas de 50 e 70 ºC e valores entre 4 e 5 em relação ao 

pH (VALÁSKOVÁ; BALDRIAN, 2006; DING et al., 2006). 

 

http://mic.microbiologyresearch.org/search?value1=Vendula+Val%c3%a1%c5%a1kov%c3%a1&option1=author&noRedirect=true
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Figura 5: Esquema representando a atuação de celulases sobre o 
polímero de celulose liberando monômeros de glicose. 

 
Fonte: JUTURU; WU ( 2012). 

 

2.6.2. Celobiohidrolases 

Após a atuação das endoglucanases, as exo-1,4-β-D-glucanases 

(celobiohidrolase, exocelulase, celulase microcristalina ou avicelase) 

atuam removendo monômeros ou dímeros de porções terminais das 

cadeias. Existem dois tipos de exoglucanases. O primeiro grupo atua em 

extremidades não redutoras enquanto que o segundo grupo atua em 

extremidades redutoras, mas ambas tem  o mesmo produto que é a 

celobiose que, por sua vez, serão hidrolisadas a glicose pela β-

glicosidase.  

Dois tipos distintos de avicelases são descritos.  A avicelase I que 

é mais rara e que combina as atividades de exoglucanase e 

endoglucanase e a avicelase II que exibe atividade celodextrinohidrolase 

(BRONNENMEIER et al., 1991). 
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As celobiohidrolases representam de 40 a 70% do total de 

enzimas que compõem o complexo celulolítico, e são capazes de 

hidrolisar a celulose cristalina (QUIROZ-CASTAÑEDA et al., 2010). 

 

2.6.3. β-glicosidases 

As β-glicosidades (ou celobiases) hidrolisam moléculas de 

celobiose ou até em alguns casos, outros oligossacarídeos curtos até 

glicose evitando o efeito inibitório da celobiose sobre algumas enzimas, 

como as celobiohidrolases (MAHESHWARI et al., 2000; ZHANG; LYND, 

2004; MARTINS et al., 2008; FUKUDA et al., 2009). A maioria das β-

glicosidases são glicosiladas e, em alguns casos, a glicosilação pode ser 

superior a 90% (ZHANG; LYND, 2004). 

 

2.7. Enzimas termofílicas 

 Dentre os fatores ao qual um organismo está exposto durante seu 

ciclo de vida, o mais dominante é a temperatura, e ela constitui um dos 

principais agentes na determinação de certas características orgânicas. A 

adaptação a diferentes temperaturas direcionou estratégias, sobrepondo 

assim os desafios encontrados no meio, garantindo a permanência de seu 

material genético naquele dado ecossistema (GOMES et al., 2007). A 

partir dessa adaptação, entende-se que as proteínas desses organismos 

estejam aptas a suportar o aumento da energia cinética em suas 

moléculas à medida que estas são aquecidas. 

Esse aumento de temperatura, em reações não enzimáticas, 

confere energia suficiente para superar barreiras de energia de ativação. 

Isso pode ser visto na Figura 6, através da curva de distribuição de 

Boltzmann. (VOLLHARD; SCHORE, 2013).  
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Figura 6. Curvas de Boltzmann. Na temperatura mais alta (em verde) há 
mais moléculas com energia cinética E do que na temperatura mais baixa 
(em azul). 

 
Fonte: VOLLHARD; SCHORE, 2013 
 

Em temperaturas mais altas, a média da energia cinética aumenta 

e a curva achata-se e desloca-se para energias mais elevadas, dessa 

forma, mais moléculas têm energia maior do que a necessária para 

superar o estado de transição e a velocidade da reação aumenta. Ao 

contrário, em temperaturas mais baixas a velocidade da reação diminui 

(VOLLHARD; SCHORE, 2013).  

 Além das curvas de Boltzmann, a equação de Arrhenius (1) 

descreve como as constantes de velocidade de reações com diferentes 

energias de ativação variam com a temperatura. 

                                      
  

      
    

 
                                               (1) 

 É possível notar que quanto maior a energia de ativação (Ea), mais 

lenta será a reação. Por outro lado, quanto maior for a temperatura (T), 

mais rápida será a reação (VOLLHARD; SCHORE, 2013), na equação os 

termos Kb e h são a constante de Boltzmann (1,38 x 10-23 J.K-1) e 

constante de Planck (6,63 x 10-34 J.s), respectivamente. 

 A partir disso, pode-se concluir que a influência da temperatura 

sobre a energia cinética nessas biomoléculas altera taxas de reação e 

colisão, intensidade de suas forças moleculares, entre outras 

propriedades físico-químicas. Essas modificações sensibilizam a 
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estabilidade das proteínas, acarretando, em situações extremas, o seu 

desdobramento irreversível (perda de estruturas 3D). Em enzimas, altas 

temperaturas induzem vibrações comprometendo a configuração 

catalítica do sítio ativo, acarretando à perda de função (VIEILLE; ZEIKUS, 

2001; LI et al., 2005). 

 De acordo com sua termoestabilidade, enzimas termofílicas exibem 

um maior grau de empacotamento estrutural e menor flexibilidade quando 

comparadas a enzimas mesofílicas. Considerando energia cinética de 

biomoléculas, num ambiente com enzimas adaptadas a temperaturas 

amenas, para que esta realize sua função, é necessário um menor grau 

de energia para a sua ativação em vista daquelas estabelecidas em locais 

com temperaturas mais elevadas, apresentando assim, maior 

flexibilidade. Já as termoenzimas possuem maior rigidez do que as 

anteriores e necessitam de maiores aportes de energia cinética. Isto 

ocorre porque se lhes fossem atribuída grande flexibilidade, a alta energia 

cinética provinda da temperatura colapsaria a molécula, desnaturando-a. 

Uma vez que as termoenzimas oferecem certa resistência à ação da 

energia cinética, como maior grau de empacotamento e maior rigidez, ela 

acaba sendo ativada e tendo seu ótimo de atividade em temperaturas 

mais elevadas (LAM et al, 2011).  

 Desse modo, alguns fatores estabilizam essas biomoléculas de 

maneira intrínseca, como suas estruturas primárias e secundárias, e de 

maneira extrínseca, tais como alguns solutos, ligantes, chaperonas 

moleculares e o próprio substrato (GOMES et al., 2007). 

 Dentre os fatores intrínsecos, o efeito de hidrofobicidade exibido 

pelas termoenzimas é considerado o principal mecanismo de 

termoestabilidade. Ele direciona o enovelamento das proteínas e 

proporciona a estrutura nativa da molécula, impedindo o seu 

desdobramento e que regiões elementares à função tenham contato com 

ambientes externos hidrofílicos. A preferência pelo ambiente e 

constituição hidrofóbicos da proteína está associada à sua condutividade 
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térmica. Enquanto ambientes aquosos e polares apresentam 

aproximadamente condutividade térmica de 0,61 W/mK, porções 

hidrofóbicas possuem uma média de 0,23 W/mK (BROCK et al., 2008). 

 Comprovando a real ação de maiores porções hidrofóbicas ocultas 

na proteína, longe dos ambientes aquosos, Sammond et al. (2015) 

realizaram um teste intitulado SASA (Solvent-Acessible Surface Area). 

Este experimento mensura a área (Å) de superfície de uma biomolécula 

quando exposta a um solvente com acessibilidade para forças de van der 

Waals. Os dados apresentam valores negativos de SASA para a maioria 

das enzimas termofílicas, indicando grande superfície interna abstrusa. 

Suas porções hidrofóbicas ficam ocultas, por estarem geralmente em 

ambientes aquosos, formando micelas.   

 Em relação à composição de aminoácidos de proteínas 

termoestáveis, quando comparadas às suas homólogas mesofílicas, 

estudos apontam maior tendência da constituição por isoleucina (Ile), 

valina (Val), leucina (Leu), fenilalanina (Phe), cisteína (Cys) e metionina 

(Met) que são caracterizados como hidrofóbicos além de também 

apresentarem maiores quantidades de resíduos aromáticos (VOET et al., 

2002). Além da composição, essas proteínas também podem apresentar 

modificações em suas sequências.  

Algumas alterações exibem estabilização de estrutura secundária, 

como por exemplo, quando há substituição de um resíduo de Gly, o qual 

apresenta maior entropia conformacional, pela Ala, que desenvolve 

melhor formação para α-hélices (BORGO e HAVRANEK, 2012). Da 

mesma forma, resíduos de lisina (Lys) são substituídos por argininas 

(Arg). A Arg ostenta melhor adaptação à termofilia dentre os resíduos 

carregados por possuir um grupo guanidina, o qual reduz a reatividade 

química da molécula devido ao seu alto valor de pKa e ressonância (DI 

GIULIO, 2000).  

Do mesmo modo, taxas reduzidas de resíduos de ácido aspárgico 

(Asp) conseguem aumentar a termoestabilidade em enzimas, devido à 
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sua presença permitir maior susceptibilidade à desamidação da molécula, 

ocasionando assim, desdobramento térmico (WU et al., 2010).  

 Outros aspectos característicos da composição de aminoácidos em 

proteínas termoestáveis são taxas mais elevadas de resíduos de prolina 

(Pro), o qual é composto por um anel pirrolidínico apto a assumir limitadas 

conformações, diminuindo, assim, a entropia de desenovelamento, 

estabilizando a proteína (KULAKOVA et al., 2004). Da mesma forma, a 

redução de resíduos β-ramificados, como valina (Val) e tirosina (Tyr) 

podem incrementar sua estabilidade, pelo fato de não serem tolerantes à 

conformação de α-hélice, em função de suas ramificações nos C β 

(MAHANTA et al., 2015).  

 Outro fator termoestabilizador é o posicionamento dos resíduos de 

cisteína (Cys) em termofílicos aeróbios. Esse resíduo é vulnerável à 

oxidação quando exposto a solventes em condições oxidativas. Porém, 

exerce função importante na termoestabilização através de ligações 

dissulfeto. À vista disso, em termofílicos aeróbios, a Cys encontra-se 

envolvida em interações estabilizadas específicas (ligações dissulfeto ou 

ligadas a metais) e/ou inacessíveis ao solvente. Essas pontes dissulfeto 

estabilizam a proteína por reduzirem a entropia do estado desenovelado 

da molécula (YIN et al., 2015). 

 Ainda sob o ponto de vista sequencial e anatômico da proteína, 

encurtamentos do C e N terminais e ancoramento da terminação livre 

afetam de forma positiva as enzimas termofílicas. O melhor ancoramento 

ou o encurtamento das porções citadas é realizado por pareamento de 

íons, ligações de hidrogênio ou interações hidrofóbicas. Essas manobras 

estabilizam C e N terminais mantendo a enzima em equilíbrio em altas 

temperaturas (MADRICH et al., 2005). 

 Todas essas interações geram estruturas secundárias típicas para 

termozimas, caracterizadas por apresentarem maiores conteúdos de α-

hélices e folhas β-pregueadas e taxas muitos menores de regiões 

irregulares. Tanto α-hélices quanto folhas β-pregueadas exibem 
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conformações uniformes, tornando a proteína menos vulnerável ao 

desenovelamento térmico, quando comparadas à regiões irregulares de 

proteínas lábeis. Essas estruturas são estabilizadas por interações, como 

as ligações de hidrogênio (CHEN et al., 2013).  

As interações iônicas são outro artifício que a molécula utiliza como 

recurso para manter a sua estabilidade a altas temperaturas. Essas 

interações formam uma rede que atravessa a superfície da proteína e as 

interfaces das subunidades. Esses pareamentos aparecem em pequenos 

números na proteína, não direcionam o seu dobramento, tampouco são 

conservados. Porém, segundo Castillo et al. (2006) essas interações 

aumentam de forma diretamente proporcional ao aumento de temperatura 

ao qual a proteína resiste. 

Todas essas interações citadas são dependentes de outras 

condições ambientais ao qual a proteína estudada está inserida. Por 

exemplo, suas propriedades microscópicas, como hidratação iônica, efeito 

de íons na hidratação da proteína e interações diretas entre íons e 

proteínas podem ser afetadas por fatores macroscópicos, como 

viscosidade do meio, basicidade, nucleofilicidade e hidrofobicidade 

(ZHAO, 2016).  

 Dados relacionados ao coeficiente térmico Q10 de enzimas (medida 

da elevação da velocidade inicial ao aumento da temperatura em 10 ºC) 

mostram que as três classes de enzimas (psicrofílicas, mesofílicas e 

termofílicas) apresentam valores de Q10 próximos, em torno de 1,8, mas 

as representantes termofílicas possuem os valores mais elevados e as 

psicrofílicas os mais inferiores desta média, demonstrando assim que as 

primeiras apresentam atividade confortável em maiores faixas de 

temperatura (COLLINS et al., 2003). 

 Essa tendência de atividade em temperaturas elevadas mostra 

necessidade de uma configuração proteica precisa e catálise rigidamente 

executada. Os resíduos catalíticos chave dessas proteínas estão entre os 

resíduos menos móveis na composição cristalina da enzima, além de 
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possuírem maior número de interações e mais resistentes para manter a 

integridade global de toda a enzima, mas principalmente do sítio-ativo 

(PISLIAKOV et al., 2009).  

Por fim, algumas enzimas termofílicas possuem a característica de 

serem termoativadas por temperaturas elevadas. A termoativação pode 

ser mediada por glicosilações, como pela adição de trealose, um 

dissacarídeo também responsável por proteger células de fungos, plantas 

e invertebrados contra a dessecação, às enzimas (SOLA-PENNA e 

MEYER-FERNANDES, 1998). As trealoses podem ser classificadas em 

três tipos: a primeira possui efeito termoprotetor, sendo responsável pela 

recuperação da atividade enzimática original após de curta exposição a 

altas temperaturas (HOTTIGER et al., 1994), a segunda tem papel 

termoestabilizador e por útimo termoativador (CARNINCI et al., 1998). 

Segundo Carninci et al. (1998) enzimas termolábeis na presença de 0,6 M 

de trealose (valor próximo à máxima concentração de trealose em células 

de levedura) mostram atividade enzimática quase normal em faixas de 

temperatura entre 50 e 60 ºC.  

 

2.8. Aplicação de celulases 

 Celulases microbianas têm recebido especial atenção no decorrer 

dos últimos anos. Inicialmente, sua utilização visava apenas indústrias 

têxteis na década de 80, contudo, após um tempo, seu emprego ganhou 

muitas vertentes, e têm tornado processos industriais mais amenos e 

menos agressivo ao meio ambiente (SHARMA et al., 2016). Uma síntese 

sobre o desenvolvimento e aplicação das celulases pode ser vista na 

Figura 7. 
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Figura 7. Desenvolvimento de celulases na ciência e tecnologia. 

 
FONTE: VIIKARI et al., 2012 
 

Dentre todas as enzimas empregadas em bioprocessos industriais, 

cerca de 85% são hidrolases, grupo no qual estão inseridas as celulases 

(SHARADA et al., 2013). E para que uma proteína dessa classe seja 

suficientemente ativa, capaz de suportar ambientes hostis e que 

apresente uma relação custo/benefício positiva à organização, é 

necessário que passe por algumas etapas até que seja utilizada em 

escalas maiores. 

 Primeiramente, busca-se a seleção de uma cepa microbiana 

produtora de celulase e que produza essa enzima a baixos custos. 

Resíduos lignocelulósicos têm sido um substrato alternativo para esse 

fim. A mudança da escala de produção de bancadas de laboratório à 

escalas industriais é um caminho longo e requer, além da adaptação do 

microrganismo ao sistema de fermentação, o desenvolvimento de 

fermentadores apropriados, o que ainda é um desafio tecnológico. A 

extração, recuperação, purificação (se necessária) e aplicação da enzima 
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também são passos tecnológicos a serem adaptados (SHARADA et al., 

2013).  

 A produção da celulase em larga escala e em sistema de baixo 

custo permitiria sua aplicação em várias áreas e em diversos processos. 

Uma das áreas em que há mais focos de pesquisa atualmente é a gestão 

de resíduos. Como descrito anteriormente, resíduos agrícolas, como 

bagaço e palha de cana-de-açúcar, palha e sabugo de milho, podem ser 

utilizados para essa finalidade. Dessa forma, além de diminuir a 

quantidade desses resíduos no ambiente, agregar-se-ia  valores aos 

mesmos (BAYER et al., 2007).  

 A sacarificação enzimática de materiais lignocelulósicos por 

enzimas microbianas visando à produção de bioetanol tem sido 

intensamente estudada, porém o custo das enzimas ainda limita o 

processo. (KUHAD et al., 2011). Desse modo, as tecnologias devem ser 

melhoradas para que o custo do produto seja compatível e competitivo 

com produtos já existentes no mercado. Por outro lado, a eficiência da 

celulase pode ser um fator limitante na execução do processo e os 

principais motivos são a recalcitrância do substrato, inibição pelo produto 

final, desativação térmica da proteína, ligação de maneira inespecífica à 

lignina e adsorção irreversível da enzima ao substrato heterogêneo 

(GUPTA et al., 2011). 

 Também é encontrada atuação desta enzima na indústria agrícola, 

mais precisamente nas áreas de controle biológico e fertilização de solos.  

As celulases estão entre as enzimas capazes de degradar paredes 

celulares de alguns patógenos (HARMAN e KUBICEK, 1998).  

Além disso, hidrolases microbianas podem ser usadas na produção 

de protoplastos vegetais, sendo utilizados para o desenvolvimento de 

estirpes híbridas com propriedades desejáveis. Alguns fungos celulolíticos 

têm papel fundamental na agricultura ao facilitar a germinação, 

proporcionar o rápido crescimento e floração da planta, melhor o sistema 

radicular e aumentar a produtividade das culturas (HAN e HE, 2010). 
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Uma das primeiras aplicações de celulases na indústria foi voltada 

para a área têxtil, na década de 80. As celulases são as enzimas 

utilizadas mais bem sucedidas no processamento úmido têxtil, 

especialmente no acabamento em tecidos a base de celulose. 

Tratamentos atuais envolvem a remoção do amido por amilases e 

celulases, substituindo a pedra-pomes no processo de tratamento do 

jeans (biostoning e biopolishing). Durante o processo de biostoning as 

celulases agem sobre o tecido de algodão e rompem as extremidades das 

fibras, liberando o corante, facilmente removido no posterior ciclo de 

lavagem. Dessa forma, há menor dano às fibras, maior rendimento do 

processo e sem resíduos nocivos ao meio ambiente (HEBEISH e 

IBRAHIM, 2007).  

Outra vantagem do emprego de celulases na indústria têxtil está 

relacionada à maciez. Devido às repetidas lavagens, as roupas de 

algodão se tornam sem brilho, principalmente devido à presença de 

microfibrilas isoladas na superfície das peças. As celulases melhoram sua 

maciez e absorção de água pelas fibras e reduzem a formação de 

penugens. A ação das celulases remove fibras curtas, superfícies com 

irregularidades e cria uma aparência lisa e brilhante. Preparações de 

celulases ricas em endoglucanases são mais adequadas para o processo 

(CAPARRÓS et al., 2012). Por esse cenário, as celulases também foram 

agregadas aos sabões e aos detergentes na indústria de lavanderia. Sua 

ação promove um acabamento apropriado sem a geração de resíduos 

nocivos ao meio ambiente (JUTURU e WU, 2014). 

Mudando para a esfera de processamento de alimentos, as 

celulases possuem grande aplicação nas etapas de extração, clarificação, 

estabilização e maceração de vegetais, gerando melhor rendimento e 

menor viscosidade (REED, 1993).  

Um exemplo dessa aplicação é sua utilização na extração de 

azeites. Devido a maior demanda desses produtos no mercado por seus 

benefícios à saúde, as extrações a frio estavam sendo prejudicadas, e a 
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qualidade dos azeites diminuiu. Porém, um preparado enzimático 

constituído de pectinase, celulase e hemicelulase, aumentou o 

rendimento do processo anterior, apresentou maior fracionamento 

centrífugo de mosto oleoso, aumentou as taxas de antioxidantes e 

vitamina E, apresentou indução lenta de ranço e diminuiu a quantidade de 

óleo nos resíduos industriais (CHIACCHIERINI et al., 2007). 

 O processo de extração de carotenoides também passou a ser 

realizado com o auxílio das enzimas. Por se tratar de um corante natural, 

um método sem aditivos químicos também é desejável no processo de 

produção. A ação de celulases e pectinases rompe a parede celular das 

células dos vegetais e libera os carotenoides dos cloroplastos e dos 

fluidos celulares. O pigmento permanece em seu estado natural ainda 

vinculado a proteínas. Essa estrutura aderente impede a oxidação do 

pigmento, mantendo-o estável (ARVAYO-ENRÍQUEZ, 2013). 

 Ainda dentro do ramo alimentício, indústrias de vinhos e cervejas 

aplicam enzimas para melhorar a qualidade e produtividade de seus 

produtos fermentados. Enzimas como pectinases, celulases e 

hemicelulases atuam na melhor extração de compostos de cor, ajudam na 

maceração de cascas de uvas para vinhos, clarificação, filtração e 

melhora da qualidade e estabilidade dessas bebidas. Para cervejas, as 

enzimas são ativadas durante o processo de maltagem, que é a etapa de 

germinação das sementes de cevada. Nessa etapa, as enzimas 

impulsionam o processo de hidrólise das reservas desses grãos, dessa 

forma agregando sabor ao produto. Em específico, as endoglucanases 

diminuem a viscosidade do mosto, melhorando a capacidade de filtração 

da solução (BAUTISTA-ORTÍN et al., 2013; KHATTAK et al., 2013). 

 Outro domínio cada vez mais adepto dos benefícios das enzimas 

microbianas é o da nutrição animal. Sua incorporação às rações, durante 

pré-tratamentos de silagens e cereais, melhora o valor nutricional do 

produto e consequentemente o desempenho dos animais. Também 

eliminam fatores antinutricionais, degradam componentes para que se 
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tornem mais nutritivos, fornecem enzimas digestivas suplementares 

(proteases, glucanases e amilases). Também fornecem melhoria do 

produto final, pois a incorporação de celulases e xilanases diminuem a 

viscosidade das fibras de carnes suínas e aviárias, também 

proporcionando ganho de peso por esses animais, já que melhoram a 

digestão e a absorção de nutrientes (GRAHAM e BALNAVEL, 1995). 

 A baixa digestibilidade de alguns tipos provoca a formação de uma 

placa que se desloca até o intestino grosso, e pode ser usado como 

substrato por algumas bactérias, proporcionando a proliferação de alguns 

patógenos. O emprego de celulases nessas rações têm efeitos positivos 

sobre o processo de fermentação cecal, aumentando a produção de ácido 

piônico, que atua como bacteriostático, diminuindo a colonização de 

bactérias patogênicas e melhorando as condições de bem-estar animal 

nas produção agropecuária (HASHEMI e DAVOODI, 2011). 

Concluindo o cenário de pesquisa e desenvolvimento, o emprego 

de celulases em áreas como engenharia genética, análise de alimentos, 

diagnóstico e tratamento de doenças já é desenvolvido há décadas, 

melhorando a qualidade de vida da população, e ainda há muitos 

resultados promissores por vir (KANTELINEN et al., 1995; BAKER et al., 

2005; FARIQ, 2016).  
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3. OBJETIVOS  

 

 Objetivo geral 

Purificar e caracterizar uma endoglucanase termoestável produzida 

pelo fungo Rasamsonia emersonii S10 visando entender as propriedades 

da tolerância a elevadas temperaturas. 

 

 Objetivos específicos 

 Extração de endoglucanase produzida pelo fungo R. emersonii S10 

a partir do cultivo em estado sólido, buscando otimizar o 

rendimento dessa extração variando-se as condições dessa 

extração como volume de eluente e tempo de agitação;  

 purificação da isoforma de menor peso molecular de 

endoglucanase expressa pelo fungo;  

 caracterização físico-química da endoglucanase (pH ótimo, 

temperatura ótima, estabilidade, efeito de íons, reagentes e 

compostos orgânicos; 

 caracterização a enzima quanto à sua especificidade sobre 

diferentes substratos glicídicos; 

 cálculo de parâmetros cinéticos e termodinâmicos da desnaturação 

térmica irreversível da endoglucanase. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Microrganismo e cultivo 

O fungo utilizado foi uma linhagem de Rasamsonia emersonii 

S10, isolada de amostras de solo na Chácara Jataí, localizada na cidade 

de Adolfo – SP - e que demonstrou atividade de endoglucanase (Rosa, 

2014).  

A cultura foi mantida em meio ágar Saboroud (Himedia) contendo 

20% de glicerol (Dinâmica) e preservadas em criotubos a -80 ºC. A Figura 

8 mostra o isolado em placa de Petri (a) e em uma micrografia (b). 

 

Figura 8. Representação do fungo R. emersonii S10: (a) em placa de 
Petri cultivado em meio de aveia e (b) por micrografia de esporângio e 
esporos em microscópio fotômico binocular (LeicaICC 50) – 40x. 

 
Fonte: Autoria Própria 

 

4.2. Produção da enzima por cultivo em estado sólido 

O fungo termofílico R. emersonii S10 foi cultivado em estado 

sólido, conforme definido em trabalho anterior (ROSA, 2014). Foi utilizada 

como fonte de carbono, 5 g de mistura (1:1:1) de farelo de trigo (adquirido 

em lojas especializadas em produtos agrícolas), palha de milho e bagaço 

de cana-de-açúcar (cedidos pela Usina Açucareira Virgulino Oliveira S/A – 

unidade de José Bonifácio). A umidade do substrato foi de 70% atingido 

pela adição de 20 mL de solução nutriente, composta por 3,5 g.L-1 de 
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(NH)4SO4, 3 g.L-1 de KH2PO4, 0,5 g.L-1 de MgSO4.7H2O, 0,5 g.L-1 de 

CaCl2, 1% de Tween 80 e pH ajustado para 5,0.  

O substrato foi esterilizado em embalagem de polipropileno (12 x 

20 cm) e inoculado com suspensão micelial (0,5 g micélio/g de substrato) 

(MARTINS et al., 2011). A suspensão micelial foi obtida a partir de cultura 

miceliada em superfície do meio inclinado ágar Sabouraud, em 

Erlenmeyer, após cultivo por 72 h. O micélio foi suspenso em solução 

nutriente, a qual foi incorporada ao substrato sólido. A incubação ocorreu 

a 55 ºC por 240 h. A extração da amostra foi mediada por água 

deionizada depois homogeneizada, agitada em shaker a 100 rpm, filtrada 

em tecido de algodão e centrifugada a 10000 x g, por 15 min, a 10 ºC. O 

sobrenadante foi utilizado como solução enzimática bruta 

 

4.3. Dosagem da atividade de endoglucanase 

A atividade de endoglucanase foi determinada em tubos de 

ensaio e em microplacas. Em tubos de ensaio, a atividade foi determinada 

em mistura de reação contendo 0,1 mL da solução enzimática e 0,9 mL 

de solução com 4% de CMC (C5768 – Sigma-Aldrich) em solução tampão 

acetato de sódio 0,1 M, pH 5,0. A reação foi conduzida a 80 ºC por 10 min 

e, então, interrompida pela adição de 1,0 mL do reagente DNS (ácido 

dinitrosalicílico) (MILLER, 1959). Uma curva padrão de glicose foi utilizada 

para a determinação dos açúcares redutores liberados. Uma unidade de 

atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima necessária 

para liberar 1,0 µmol de açúcar redutor por minuto, sob as condições de 

ensaio citadas. Todos os ensaios foram realizados em duplicatas e a 

reação controle foi conduzida para as mesmas condições ensaiadas. 

Em microplacas, a atividade de endoglucanase foi determinada 

como descrito por Bailey et al. (1992). A quantidade de açúcar redutor 

liberada foi determinada pelo método de DNS (MILLER, 1959), o qual foi 

preparado de acordo com Wood et al. (2012). A atividade total foi 
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expressa em U.mL-1 e a atividade específica em U.mg-1. Todos os ensaios 

foram conduzidos em triplicata. 

O processo foi realizado em microplaca utilizando como mistura 

reacional 90 µL de solução de CMC a 4% e 10 µL de solução de enzima. 

As placas foram incubadas em MJ Rearch PTC200 thermal cycler (Bio-

Rad) na temperatura inicial de 80 °C, por 10 min, seguida de resfriamento 

imediato a 4 °C. A reação foi paralisada após adição de 100 µL de 

solução de DNS e imediatamente aquecida a 95 °C por 10 min, seguida 

de resfriamento a 4 °C. A absorbância foi medida a 540 nm usando leitor 

de microplaca em espectrofotômetro UV-VIS. Uma unidade de atividade 

foi definida como a quantidade de açúcar requerida para gerar 1 µmol de 

açúcar redutor por minuto nas condições de ensaio, usando curva padrão 

de glicose A reação controle foi conduzida para as mesmas condições. 

 

4.4. Testes de extração da enzima endoglucanase  

Após 240 h de cultivo em estado sólido, foram feitos testes para 

avaliar a eficiência da extração da enzima. Foi adicionada água 

deionizada ao material fermentado na proporção de 10:1 ou 30:1 (mL.g-1), 

o qual foi homogeneizado, agitado por 30 ou 120 min em shaker a 100 

rpm, durante três ciclos de extração (Tabela 3), filtrado e centrifugado a 

10000 x g, por 15 min, a 10 ºC e o sobrenadante utilizado como solução 

enzimática bruta. O experimento foi realizado em três repetições. 
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Tabela 3. Dados explicativos do experimento de extração. 
1º Ciclo de Extração 

 Água/Substrato (mL.g
-1

) Volume água 
(mL) 

Tempo de agitação 
(min) 

Tratamento 1 10:1 50 30 

Tratamento 2 10:1 50 120 

Tratamento 3 30:1 150 30 

Tratamento 4 30:1 150 120 

2º Ciclo de Extração 

 Água/Substrato (mL.g
-1

) Volume água 
(mL) 

Tempo de agitação 
(min) 

Tratamento 5 10:1 50 30 

Tratamento 6 10:1 50 120 

Tratamento 7 30:1 150 30 

Tratamento 8 30:1 150 120 

3º Ciclo de Extração 

 Água/Substrato (mL.g
-1

) Volume água 
(mL) 

Tempo de agitação 
(min) 

Tratamento 9 10:1 50 30 

Tratamento 10 10:1 50 120 

Tratamento 11 30:1 150 30 

Tratamento 12 30:1 160 120 

Fonte: Autoria Própria 

 

4.5. Teste de clarificação da solução enzimática bruta em 

pequena escala 

Visando eliminar substâncias de cor da solução enzimática bruta, 

foram utilizados carvão ativado (Synth), caulim (Dinâmica) e 

polietilenoimina (Dinâmica) como clarificantes. Os ensaios de clarificação 

foram realizados de duas formas. Primeiramente, os reagentes carvão 

ativado (Synth), caulim (Dinâmica) e polietilenoimina (Dinâmica) foram 

adicionados na concentração de 1% em 5 mL de solução enzimática 

bruta, para carvão ativado e caulim, e a 10 mL para polietilenoimina, em 

tubos de 15 mL. Após a preparação desta mistura, os tubos contendo 

carvão ativado e caulim foram agitados em agitador de rolo MII (Biomixer) 

durante 30 min a 24 ºC, enquanto que o tubo contendo polietilenoimina foi 

agitado também durante 30 min mas a 4 ºC. Logo após, as amostras 

foram centrifugadas a 10000 g, por 15 min a 10 ºC. 

A outra metodologia testada foi o empacotamento de coluna de 

vidro com a mesma concentração de carvão ativado (1%), ou seja, foi 
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depositado 0,05 g do reagente na coluna (10 x 100 mm) para uma eluição 

de 5 mL de solução enzimática bruta. O fluxo foi de 10 mL.min-1.O 

material eluído foi posteriormente armazenado sob refrigeração. 

Testes de atividade enzimática de endoglucanase e absorbância 

a 540 nm (LIMA et al., 2013) foram realizados para estipular a melhor 

metodologia de clarificação. 

 

4.6. Ensaios de eletroforese 

A solução enzimática bruta foi concentrada 10 vezes em 

concentrador rotativo série RVC 2-18 CD Plus (Christ) durante 1 h, a 1300 

rpm e 60 ºC e, posteriormente foi adicionado ao tampão de amostra (0,1 

M de tampão Tris-HCl pH 8,8 e azul de bromofenol). Um segundo método 

foi utilizado, sendo o material filtrado congelado e liofilizado em liofilizador 

FR-Drying Digital Unit (ThermoFisher) durante 16 h. O liofilizado foi 

solubilizado em aproximadamente 15 µL de água ultrapura. 

A eletroforese foi realizada em gel poliacrilamida (SDS-PAGE) a 

10%, como descrito por Laemmli (1970). As bandas de proteína foram 

coradas com nitrato de prata. 

Para a obtenção do zimograma de atividade da endoglucanase 

utilizou-se o método descrito por Lee et al. (2014). Uma alíquota de 15 µL 

de amostra da solução enzimática concentrada foi adicionada ao tampão 

de amostra contendo 0,1 M de solução Tris-HCl e azul de bromofenol, pH 

8,8. Após a corrida de eletroforese, os géis foram incubados durante 30 

min a 80 °C em soluções contendo 0,5% de CMC e 0,5% de agarose. 

Após incubação, os géis foram corados com 0,1% de solução de 

vermelho congo sob agitação suave durante 15 min a 25 °C. 

Subsequentemente, os géis foram imersos em solução de NaCl 1M até o 

aparecimento de bandas claras no fundo vermelho. Para melhor 

resolução das bandas, foi adicionada uma solução 0,1 M de HCl. 

Para a estimativa da massa molecular das isoformas em 

condições desnaturantes, foi feita uma eletroforese em gel de 
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poliacrilamida na presença de dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE), 

usando gel de corrida a 10 % e gel de empilhamento a 5 %. O gel foi 

dividido em duas partes, a primeira corada com nitrato de prata e a outra 

corada pelo método de zimograma para endoglucanase. A estimativa das 

massas moleculares das isoformas foi determinada comparando as 

bandas do zimograma com os padrões de proteínas globulares de massa 

molecular conhecida. 

 

4.7. Determinação dos teores de proteínas totais 

A concentração de proteína foi determinada pelo método de 

Lowry (Lowry et al., 1959), utilizando-se soro albumina bovina como 

padrão. 

 

4.8. Purificação da endoglucanase 

4.8.1. Clarificação da solução enzimática bruta  

A solução enzimática bruta foi filtrada em carvão vegetal ativado 

em pó (Synth). O experimento foi realizado em coluna de vidro (Aldrich – 

240 x 30 mm), a qual foi empacotada com 10 g (1%) de carvão ativado e 

passados 200 mL da solução, a um fluxo de 10 mL.min-1 em temperatura 

ambiente. Essas condições foram definidas a partir dos resultados do 

ensaio descrito no item 4.5. 

 

4.8.2. Ultrafiltração tangencial da solução enzimática 

Após etapa de clarificação 200 mL de solução foram passados em 

dialisador tangencial (GE Healthcare Life Sciences) acoplado ao cartucho 

de 10000 NMWC, com 650 cm2 de área superficial (GE Healthcare Life 

Sciences). A solução enzimática foi concentrada até aproximadamente 

20% do seu volume de partida. Em seguida, uma solução tampão Bis-Tris 

(Sigma-Aldrich) 20 mM pH 6 foi adicionada até completar o volume inicial 

de solução. Essa solução foi novamente concentrada, seguida de nova 

adição de tampão e concentração até 20% do seu volume inicial. Alíquota 
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da fração dialisada foi removida para ensaios de atividade de 

endoglucanase e a solução concentrada foi armazenada a -20 °C para 

ensaios cromatográficos. 

 

4.8.3. Ensaios preliminares de purificação em pequena escala 

Esses testes foram realizados em tubos de 5 mL, simulando as 

condições da coluna de purificação (WILLIAMS e FRASCA, 2011). A 

estratégia baseia-se em duas etapas: (a) determinação do pH de melhor 

interação entre proteína e resina iônica; (b) determinação da 

concentração de sal para eluição da proteína por definição do gradiente 

salino. Para os ensaios, foi utilizada resina de troca aniônica Q-

sepharose® Fast flow (Sigma-Aldrich) suspensa em água (50% p/v). 

Alíquotas de 1 mL dessa resina foram transferidas para criotubos de 5 

mL. Após decantação da resina, os sobrenadantes foram removidos, 

água deionizada foi adicionada para volume inicial, os tubos foram 

agitados e mantidos estáticos até decantação total da resina (Figura 9). 

Após esse processo de lavagem, todo o sobrenadante foi 

descartado e 2,5 mL de tampão 20 mM (acetato de sódio (Synth) pH 4, 

4,5, 5 e 5,5; Bis-Tris pH 6, 6,5 e 7; e, Tris (Sigma-Aldrich): 7,5, 8 e 8,5) 

foram adicionados aos respectivos tubos. A solução foi agitada em vórtex 

e após decantação da resina o sobrenadante foi removido e esse 

procedimento repetido por mais duas vezes para garantir a troca total da 

solução do meio. Após essa etapa, todo o sobrenadante foi retirado e 

adicionado 0,5 mL do tampão e 0,5 mL da amostra (solução composta por 

0,25 mL do respectivo tampão adicionados de 0,25 mL da solução 

enzimática). Cada uma das soluções foi mantida em agitação em agitação 

MII (Biomixer) durante 10 min e o sobrenadante utilizado para ensaio de 

atividade de endoglucanase e de avaliação das bandas de proteínas 

liberadas por meio de técnica de eletroforese SDS-PAGE 10% (4.6.1).  

Foram testadas também, as eluições da proteína com soluções de 

NaCl a 0,02, 0,04, 0,06, 0,08, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 e 1 
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M. Avaliação das bandas de proteínas liberadas por meio de técnica de 

eletroforese SDS-PAGE (4.6).  

 

Figura 9. Estratégia de purificação com as amostras de endoglucanase 
em tubos de 5 mL com resina de troca aniônica Q-Sepharose® Fast Flow 
(Sigma-Aldrich). 

 
Fonte: Autoria Própria 

 

4.8.4. Cromatografia líquida por troca aniônica 

A etapa de purificação foi processada por cromatografia líquida de 

alta performance (FPLC) em sistema Äkta Purifier (GE Healthcare Life 

Science). Essa etapa de purificação foi realizada por troca aniônica, em 

coluna aberta 16/12 contendo resina Q-sepharose® Fast Flow (Sigma-

Aldrich). Aproximadamente 10 mL de amostra pré-tratada e filtrada foi 

injetada na coluna com auxílio do super loop de 10 mL. O tampão de 

equilíbrio e carregamento utilizado foi Bis-Tris 20 mM pH 6, definido nos 

ensaios do item 4.8.3. Após a injeção a coluna foi lavada com cinco 

volumes de coluna com o mesmo tampão e iniciado o gradiente linear de 

sal, de 0 a 500 mM de NaCl (de acordo com a concentração selecionada 

no item 4.8.3), utilizando-se tampão de eluição Bis-Tris 20 mM, 500 mM 

de NaCl pH 6, usando vinte volumes de coluna, em fluxo de 0,8 mL.min-1. 

As amostras eluídas foram coletadas em volume de 1 mL, usando 

detector  de UV a 280 nm. Nas frações correspondentes aos picos 

visualizados no cromatograma foi avaliada a atividade de endoglucanase. 

As alíquotas com atividade foram liofilizadas e o grau de pureza analisado 
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em eletroforese SDS-PAGE 10% (4.6). Após purificação, as frações 

proteicas foram dialisadas para remoção do sal presente na amostra. 

 

4.8.5. Diálise das frações da enzima 

A diálise processou-se em solução tampão Bis-Tris 20 mM pH 6, 

a 4° C, utilizando-se membrana de policarbonato de 25 mm com tamanho 

de poro de 12 kDa (Sigma-Aldrich), sob agitação suave. Foram realizadas 

três trocas da solução tampão, a primeira após 2 h, a segunda após 6 h e 

a terceira após 16 h. Alíquotas das amostras foram utilizadas para 

detecção da atividade de endoglucanase e o volume restante 

armazenado a -20 °C para posteriores testes. 

 

4.8.6. Cromatografia líquida por exclusão molecular– Gel filtração 

As frações eluídas da coluna de troca iônica, após diálise, foram 

aplicadas em coluna de exclusão molecular HiPrep Sephacryl S-200 HR 

(GE Healthcare Life Sciences), com 320 mL, pré-empacotada, 26 x 600 

mm, acoplada em sistema Äkta Purifier (GE Healthcare Life Science). 

Após o equilíbrio com três volumes de coluna e tampão Bis-Tris 20 mM 

pH 6, aproximadamente 10 mL de amostra foi injetada na coluna 

utilizando-se o super loop de 10 mL. A cromatografia processou-se com 

1,5 volume de coluna em fluxo linear utilizado de 1,0 mL.min-1. As frações 

eluídas foram coletadas em microtubos com alíquotas de 2 mL. 

 

4.9. Caracterização da endoglucanase 

4.9.1. Determinação da molaridade de tampão mais adequada para a 

dosagem de atividade da enzima  

A solução de substrato com 4% de CMC foi preparada 

inicialmente em tampão acetato de sódio pH 5 a 25, 50 e 100 mM. A 

atividade de endoglucanase foi medida durante 10 min de reação a 

temperatura de 80 °C. 
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4.9.2. Determinação da melhor condição de armazenamento da 

enzima 

Testes de armazenamento após a purificação da proteína foram 

realizados.  Assim, a enzima pura foi estocada por 24 h em diferentes 

condições: refrigerador (5 °C), congelador (-20 °C), congelador (-80 ºC) e 

nitrogênio líquido (-196 ºC). Após esse período, a atividade de 

endoglucanase foi medida a 50 mM de acetato de sódio pH 5,0, usando 

como controle, a atividade da enzima antes do armazenamento. As 

atividades residuais foram apresentadas em valores percentuais. 

 

4.9.3. Determinação do tempo apropriado para reação de 

endoglucanase 

Tempos de reação de 0, 2, 5, 10 e 15 min foram testados para 

determinação do tempo adequado de reação, tomando por base os 

trabalhos com endoglucanases relatados por Dave et al. (2015), Kaur et 

al. (2007), Kaur et al. (2015) e Chuan Wei et al. (2015). A solução de 

CMC 4% foi preparada em 50 mM de acetato de sódio pH 5, e a 

incubação ocorreu a 80 °C. 

 

4.9.4. Tempo de estabilidade em temperatura ambiente 

Foram realizados ensaios visando dados sobre a estabilidade da 

enzima a temperatura ambiente. O volume de 1 mL foi deixado sobre a 

bancada durante 30 dias a temperatura ambiente (aproximadamente 24 

ºC), a qual foi mensurada por termômetro a cada 3 dias. O ensaio controle 

foi realizado no dia ‗0‘ e novo ensaio era realizado a cada 3 dias (72 h).  

 

4.9.5. Caracterização bioquímica da endoglucanase de R. emersonii 

S10 

4.9.5.1. Efeitos do pH e temperatura sobre a atividade da enzima 

Os perfis de atividade em função da variação da temperatura de 

incubação e do pH da mistura reacional foram obtidos utilizando solução 
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de CMC 4% em soluções tampão de 50 mM, tempo de reação enzimática 

de 10 min. O efeito do pH sobre a atividade da enzima foi ensaiado 

empregando-se quatro diferentes soluções tampão (pH 3 - 5: acetato de 

sódio; pH 6 e 6,5: MES (Sigma-Aldrich); pH 7 e 7,5: HEPES (Sigma-

Aldrich); pH 8 - 9,5: glicina (Sigma-Aldrich); pH 10 e 10,5: CAPS(Sigma-

Aldrich)) a 80 °C.  

O efeito da temperatura sobre a atividade da enzima foi avaliado 

incubando-se a mistura reacional entre 40 e 95 ºC. A mistura reacional 

constou de solução de 4% de CMC em tampão acetato de sódio 50 mM, 

pH 4,0, por 10 min. 

 

4.9.5.2. Efeitos do pH e temperatura sobre a estabilidade da enzima 

quando em ausência de substrato 

O efeito do pH sobre a estabilidade da endoglucanase foi 

estudado diluindo-se as enzimas nas soluções tampão de investigação a 

100 mM, de tal modo que a concentração final do tampão fosse de 50 

mM. Após diluição, as linhagens foram mantidas por 24 h à temperatura 

de bancada (24 ºC). Os valores de pH testados foram: pH 3 - 10,5, com 

meia unidade de variação (pH 3– 5,5: acetato de sódio; pH 6 e 6,5: MES; 

pH 7 – 7,5: HEPES; pH 8 – 9,5: glicina; pH 10 e 10,5: CAPS). Alíquotas 

da enzima foram removidas e ensaiadas nas condições ótimas da enzima 

e os valores de atividade residual (%) obtidos por comparação com a 

atividade da enzima antes do tratamento. 

O efeito da temperatura sobre a estabilidade da enzima foi 

avaliado incubando-se alíquotas da solução enzimática por 1 h em banho 

com temperatura entre 40 e 90 ºC, com variações de 5 ºC. A atividade 

remanescente foi quantificada a 60 e 85 ºC, em pH 4,0.  

O mesmo ensaio foi repetido na presença de íons Hg na 

concentração de 1 mM, visando o estudo de uma possível 

desestabilização das ligações dissulfeto e expondo o sítio ativo da 

enzima. A atividade remanescente foi quantificada a 85 ºC e pH 4,0. A 
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atividade remanescente foi expressa como percentagem da atividade da 

enzima antes do tratamento térmico.    

 

4.9.5.3. Efeito de íons, solventes, detergentes e quelantes sobre a 

atividade de endoglucanase 

O efeito dos íons K+, Mg2+, Ca2+ (Dinâmica), Cu2+, Mn2+ (Merck), 

Fe3+, Cd2+, Hg2+ e Ag3+ (Sigma-Aldrich) apresentados como cloretos, 

foram avaliados nas concentrações de 1 mM e 5 mM no meio reacional. 

Os efeitos do agente quelante EDTA (Merck), detergentes Tween 20, 

DMSO (Sigma-Aldrich), Triton X-100 (Sigma-Aldrich), SDS (Synth) e o 

compostos β-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) foram avaliados nas 

concentrações de 0,1% (v/v) e 0,25% (v/v) no meio reacional. A reação 

enzimática ocorreu a 24 ºC por 30 min. As atividades relativas foram 

obtidas por comparação com o controle, ou seja, na ausência dos 

químicos e convertidas em valores percentuais. Para o controle, a enzima 

foi diluída em água na mesma proporção que utilizada nos ensaios. 

 

4.9.5.4. Efeito de compostos orgânicos sobre a atividade da enzima  

O efeito inibitório dos compostos orgânicos foi avaliado em 

diferentes concentrações tomando por referência dados da literatura (100 

µM, 200 µM e 1 mM/mg de proteína pura). Os compostos testados foram 

ácido tânico, ácido gálico, ácido ferrúlico, ácido fórmico, ácido levulínico, 

ácido acético, ácido 4-hidroxibenzóico, 5-hidroximetilfurfural e furfural. A 

atividade de endoglucanase foi determinada imediatamente após a 

combinação desses compostos com as enzimas e o substrato, sem 

exposição prévia. O controle foi realizado pela determinação da atividade 

enzimática na ausência de inibidores, porém nas mesmas condições de 

diluição, temperatura e pressão, e será usado como referência para 

calcular a perda da atividade ou não da enzima na presença dos 

compostos (XIMENES et al., 2010; KIM et al., 2011).  
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4.9.5.5. Especificidade pelo substrato e parâmetros cinéticos 

A especificidade de substrato foi determinada utilizando-se CMC, 

xilana (Sigma-Aldrich), Avicel® (Merck), celobiose (Sigma-Aldrich), pNPG 

e pNPX (Sigma-Aldrich) em concentrações de 1,0%.  

Os parâmetros cinéticos Km e Vmax foram determinados em 

mistura de reação composta por 90 µL de tampão acetato de sódio 50 

mM contendo 5 – 23 mg/mL de CMC a pH 4,0 e 10 µL da solução 

enzimática, incubada a 85 ºC durante 10 min. A variação da velocidade 

inicial em função da concentração de substrato foi representada 

graficamente de acordo com o método de Michaelis-Menten (1913). O 

cálculo dos parâmetros Km e Vmax foi realizado por ajuste não linear de 

parâmetros no programa OriginPro 9.0 (OriginLab).  

 

4.9.5.6. Termodinâmica da termoinativação irreversível 

A análise termodinâmica da endoglucanase pura seguiu o 

protocolo proposto por Saquib et al. (2010), por meio da determinação da 

atividade enzimática utilizando CMC. Assume-se que, no esquema 

abaixo, ―N‖ represente a conformação nativa e ―D‖ a desnaturada, ou 

inativada, de acordo com o modelo de Daniel e Danson (2013), passível 

de reversão, seja medida a desnaturação irreversível, representada por 

―I‖: 

                                                                                                      (3) 

 

4.9.5.7. Caracterização quanto à temperatura ótima, cálculo de Ea e 

Q10 

 Os experimentos para determinação da temperatura ótima de 

atividade foram executados como no descrito no item 4.3.1. Os resultados 

foram apresentados em um gráfico de Arrhenius: logaritmo natural (ln) da 

atividade em U/mL vs. 1000/T, na qual T corresponde à temperatura 

absoluta em Kelvin. A energia de ativação (Ea) em kJ.mol-1 foi calculada a 
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partir do gráfico acima descrito pela equação 4, na qual R corresponde à 

constante geral dos gases, 8,314 J.K-1.mol-1: 

                                                                                                 (4) 

Por outro lado, o coeficiente de temperatura (Q10) foi calculado pela 

equação 5. 

                                             
     

    
                                                                  (5)                 

 A temperatura ótima em graus Celsius foi calculada pela equação 

6, na qual ‗x‘ é o ponto de inserção das retas ascendente e descendente 

do gráfico de Arrhenius. 

                                           (
   

 
)                                                 (6) 

 

4.9.5.8. Parâmetros termodinâmicos da desnaturação térmica 

irreversível 

 A enzima foi incubada em diversas temperaturas (30, 40, 50, 60, 

70, 80, e 90 ºC) por diferentes períodos (10 até 200 min). Depois de 

transcorrido o tempo, a amostra foi colocada em banho de gelo e 

posteriormente mantida overnight a 4 ºC para que as estruturas 

secundária e terciária se estabilizassem e qualquer dobramento reversível 

fosse refeito (SAQUIB et al., 2012). Os cálculos dos parâmetros foram 

realizados como descrito abaixo: 

  

4.9.5.8.1. Determinação do kd 

 Para o cálculo da constante de primeira ordem da taxa de 

desnaturação kd foi feito um gráfico de ln da atividade residual vs tempo 

(min) para cada temperatura de incubação. Realizou-se o ajuste linear de 

cada curva para o cálculo do valor de inclinação, simbolizado por kd (min-

1).  
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4.9.5.8.2. Tempo de meia-vida t½ 

 O tempo de meia-vida, em minutos, foi estimado conforme descrito 

na equação 7:  

                                                           
  

 
 

   

  
                                                     (7) 

 

4.9.5.8.3. Energia de ativação da desnaturação térmica Ead (J.mol-1) 

 Foi construído um gráfico de ln kd vs. 1000/T, sendo a Ead 

calculada pela equação 8: 

                                                                                               (8) 

 

4.9.5.8.4. Entalpia de ativação da desnaturação térmica ∆Hd (J.mol-1) 

 A entalpia de ativação da desnaturação térmica foi estimada pela 

equação 9: 

                                                                                                (9) 

 

4.9.5.8.5. Energia livre de Gibbs de ativação da desnaturação térmica ∆Gd 

(kJ.mol-1) 

 A energia livre de ativação de desnaturação térmica irreversível foi 

estimada pela equação 10, na qual kb é a constante de Boltzmann (1,38 x 

10-23) e h a constante de Planck (6,63 x 10-34 J.s): 

                                                       
    

    
                                      (10) 

 

4.9.5.8.6. Entropia de ativação da desnaturação térmica ∆Sd(J.mol-1) 

 A entropia de ativação da desnaturação térmica foi estimada pela 

equação 11: 

                                                
       

 
                                            (11) 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Teste de extração da enzima endoglucanase 

Os perfis de extração da endoglucanase indicaram para um 

aumento do volume de água empregada como eluente para aumento da 

atividade enzimática total de enzima extraída (U/mL x volume eluente). O 

aumento no tempo de extração de 30 para 120 min não mostrou um 

aumento  proporcional na enzima extraída (Figura 10). 

 

Figura 10. Atividade enzimática total das soluções enzimáticas obtidas 
por diferentes condições de extração. 10:1 água/material fermentado 
(mL.g-1) e 30 min de agitação;  10:1 água/ material fermentado (mL.g-1) 
e 120 min de agitação;  30:1 água/ material fermentado (mL.g-1) e 30 
min de agitação;  30:1 água/ material fermentado (mL.g-1) e 120 min 
de agitação; a – primeiro ciclo de extração; b – segundo ciclo;  c – terceiro 
ciclo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Autoria Própria 

 

A melhor resposta individual do teste mencionado foi observada 

pela primeira extração (a) do tratamento com proporções de 30:1 

água/substrato (mL.g-1) durante 120 min a 100 rpm. Nesta alíquota foi 

observado uma atividade total de 2884,4 U.g-1, o qual não foi muito 
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diferente daquele obtido com 30:1 água/ material fermentado (mL.g-1) e 30 

min de agitação cuja atividade total foi  de 2499,3 U.g-1.  

O experimento aponta que uma maior proporção de água/material 

fermentado apresentou maior capacidade de arraste das endoglucanases 

aumentando em mais de 100% a quantidade de enzima extraída no 

tratamento em relação a proporção de 10:1. Por outro lado, o aumento do 

tempo de 30 para 120 minutos, embora tenha levado também ao aumento 

da proteína extraída, não resultou em aumento suficiente para ser 

compensador, considerando custo/benefício do processo. 

Em estudo realizado por Chen et al. (2011), com o objetivo de 

recuperação de uma inulinase, os autores relataram melhores resultados 

em condições de 20:1 líquido/sólido (g.mL-1), utilizando como solvente o 

tampão acetato (0,1 M e pH 4,5) e agitação de 207 rpm durante 40 min. 

Para Pal e Khanum (2010), em condições otimizadas, a melhor 

recuperação de xilanase obtida foi utilizando água deionizada (10:1 

água/substrato - g.mL-1) a 200 rpm durante 60 min. 

Na tentativa de otimizar a extração de proteases, Tunga et al. 

(1999) constatou que sua máxima recuperação ocorria a proporções de 

5:1 solvente/sólido (mL.g-1). O solvente utilizado foi uma mistura aquosa 

de etanol 10%. Neste caso, o maior tempo de incubação no solvente foi 

de 120 min, o qual exibiu atividade de 307 U.g-1. Testando o número de 

lavagens para a recuperação completa da enzima, observou-se que as 

duas primeiras lavagens foram suficientes para a recuperação máxima 

das proteases. 

Com base nos resultados, o tratamento escolhido para dar 

continuidade ao estudo foi composto pelas duas primeiras extrações do 

teste caracterizado pela proporção de 10:1 água/substrato (mL.g-1) e 30 

min de agitação.  
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5.2. Análise eletroforética de endoglucanases na solução enzimática 

bruta 

A amostra previamente extraída, nas condições definidas nos 

ensaios descritos, foi analisada em gel SDS-PAGE 10% para visualização 

do perfil de bandas de proteínas e investigou-se também a presença de 

possíveis isoformas de endoglucanase por meio de zimograma (Figura 

11), este, por sua vez, tratado pelo software Photos (Microsoft 

Corporation) para que as isoformas ficassem mais evidentes. 

 

Figura 11. Perfis de bandas eletroforéticas referentes a endoglucanases 
presentes na solução enzimática bruta obtida pelo cultivo de R. emersonii 
S10 em FES utilizando  mistura (1:1:1) de farelo de trigo, palha de milho e 
bagaço de cana-de-açúcar por 240h. Esquerda: Gel SDS-PAGE 10% com 

visualização das bandas de proteínas reveladas pelo método de prata. Direita: 
Zimograma específico para detecção de atividade de endoglucanase em gel 
10% mostrando duas isoformas da enzima de estudo (setas). 

 
Fonte: Autoria Própria 
 

O zimograma evidenciou duas bandas com atividade de CMCase, 

com massas moleculares estimadas em 45 e 60 kDa. 

Muitos microrganismos produzem diferentes formas de uma única 

enzima, chamadas isoformas. Essas isoformas em eucariotos podem ser 

resultados de processamentos pós-tradução realizado por quebra 

proteolítica ou por diferentes níveis de glicosilação. Muitas vezes, esse 

processamento da proteína segue mecanismos induzidos pelas condições 

de cultivo. Por outro lado, alguns genes podem aparecer duplicados ou 
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mesmo haver a presença de genes diferentes expressando proteínas com 

funções similares (HERRERA et al., 2007). 

A isoforma que apresentou banda de atividade mais evidente foi 

escolhida para dar continuidade ao trabalho.  

 

5.3. Teste de clarificação da solução enzimática bruta 

Os resultados obtidos a partir dos tratamentos de clarificação da 

solução enzimática bruta foram agrupados e são apresentados na Tabela 

4.  

Tabela 4. Clarificação da solução enzimática bruta usando caulim, carvão 
ativado e PEI, em pH 7. 

 Proporção 
de 

clarificante 
(g.mL

-1
) 

% Volume 
de 

enzima 
inicial 
(mL) 

Volume de 
enzima 

recuperado 
(mL) 

Atividade 
inicial 

(U.mL
-1
) 

Atividade 
final 

(U.mL
-1
) 

Rendimento 
na atividade 
enzimática 

(%) 

Absorbância 
(540 nm) 

S.E.B. - - - - 1,9 1,9 - 0,559 
C.A. – c* 0,05 1 5 mL 3,8 1,9 1,9 100 0,210 

C.A. – co* 0,05 1 5 mL 4,8 1,9 1,8 95 0,088 
Caulim 0,05 1 5 mL 4,2 1,9 0 0 0,410 

PEI 100 µL* 1 10 mL 9,2 1,9 0 0 0,399 

S.E.B. – Solução Enzimática Bruta; C.A. – Carvão Ativado; c* - em centrífuga; co* - em coluna; 100 µL* - 
(µL.mL

-1
). 

Fonte: Autoria Própria 
 

O melhor tratamento clarificante, considerando a recuperação da 

enzima e perda de cor da solução, foi com o carvão ativado. No pH usado 

(7,0) o carvão ativado encontra-se com carga zero, portanto, não houve 

interação iônica entre o material adsorvido e a matriz clarificante 

(JANKOWSKA et al., 1991). A retirada de compostos de cor e até 

inibidores de fermentação, por esse agente, é conhecida (CANILHA et al., 

2008). A eficácia do tratamento com carvão ativado depende de 

diferentes variáveis durante o processo tais como pH, tempo de contato, 

temperatura e proporção de carvão ativado em relação ao volume de 

líquido e as interações que proporcionam essa adsorção são interações 

do tipo van der Waals (PRAKASHAM et al., 2009). 

Para ambas metodologias testadas, tubo ou coluna, houve 

eficiência na clarificação. Deste modo, o tratamento com carvão ativado 
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em coluna foi escolhido para dar continuidade ao trabalho. Ao passar por 

uma membrana no sistema de colunas, o produto final é recuperado livre 

de partículas contaminantes do próprio carvão ativado, diferentemente do 

processo por centrifugação. A segunda vantagem a ser destacada é o 

baixo custo desse agente clarificante, o que torna o método viável, não 

encarecendo a etapa de tratamento da solução enzimática. O resultado 

do tratamento é mostrado na Figura 12, onde é visualizada a diferença de 

coloração entre a amostra sem tratamento e a revelação do gel com as 

duas soluções. 

Em relação aos outros agentes clarificantes testados, não foram 

detectadas atividades enzimáticas nos sobrenadantes recuperados após 

o tratamento com clarificantes caulim e PEI. O reagente caulim é derivado 

de silicatos de alumínio. A capacidade de troca catiônica de um 

aluminossilicato é a quantidade de íons, particularmente cátions, que este 

pode adsorver e trocar (CERQUEIRA, 1999). Portanto, em pH 7,0 a 

proteína de interesse deve ter apresentado carga negativa e interagiu 

com a matriz de carga positiva.  

 

Figura 12. Efeito da clarificação da solução enzimática bruta. a) Diferença 
de coloração e turbidez entre a solução enzimática bruta não tratada (a 
esquerda) e a amostra tratada com carvão ativado em coluna (direita). b) 
Bandas eletroforéticas referentes a solução enzimática bruta (EB) e após 
o tratamento com carvão ativado em coluna (EF). M – marcador de peso 
molecular. 

 

Fonte: Autoria Própria 
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O reagente polietilenoimina (PEI), um policátion em solução 

aquosa, também utilizado no tratamento de clarificação, assim como o 

caulim, reteve a enzima, confirmando que esta apresenta em sua 

superfície, resíduos de carga negativa. A presença de um aditivo aniônico 

pode inferir a adsorção da própria proteína, visto que em ensaios 

posteriores esta é adsorvida em resina de mesma natureza. Contudo, a 

carga líquida da proteína apenas será verificada em ensaios futuros, 

através da determinação de seu ponto isoelétrico.  

A diminuição de componentes de cor na solução enzimática 

facilita o processo de purificação subsequente. Outro zimograma foi 

realizado, dessa vez utilizando apenas amostras da solução filtrada, e foi 

confirmada a permanência das duas isoformas mesmo após o tratamento 

com carvão ativado. 

 

5.4. Estratégia de purificação em ensaios em pequena escala 

Nos ensaios de purificação em pequena escala, realizados para 

definir o percurso do processo de purificação da enzima, foi utilizada a 

resina de troca aniônica Q-Sepharose Fast Flow (Sigma-Aldrich). Essa 

resina possui grupos que formam trocadores de íons fortes (Q – Amônia 

Quaternária), que são completamente ionizados ao longo de um grande 

espectro de pH (WEISS, 2004). 

Após aclimatação da resina em diferentes valores de pH e adição 

de amostra proteica, como elucidado na seção 4.8, o sobrenadante foi 

retirado para testes de atividade enzimática e realização de géis, como 

mostrado nas Figuras 13 e 14, respectivamente. 
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Figura 13. Perfil de atividade enzimática dos eluatos obtidos de 
minicolunas de resina Q-Sepharose Fast Flow, equilibradas em diferentes 
valores de pH.  

 

 
 
Fonte: Autoria Própria 

 

Figura 14. Perfis eletroforéticos dos eluatos obtidos de minicolunas de 
resina Q-Sepharose Fast Flow, equilibradas em diferentes valores de pH 
de testes. M – marcador de peso molecular; EB – solução enzimática 
bruta; seta – endoglucanase. 

 
Fonte: Autoria Própria 

 

A partir do resultado visualizado, a região de pH em que houve 

maior ligação entre a enzima de interesse e a resina foi entre pH 6 e 8,5, 

dados estes corroborados pela análise em eletroforese SDS-PAGE e pela 

ausência de atividade enzimática da endoglucanase no ensaio em 

microplaca.  

Considerando que, ao mesmo tempo em que a proteína é 

adsorvida, a maioria dos contaminantes também o são, a estratégia 

adotada a partir dessa etapa foi analisar qual era a concentração de NaCl 
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necessária para eluir seletivamente a proteína (Figura 13). Para tanto, a 

solução tampão selecionada para a próxima etapa foi reproduzida como 

no ensaio anterior, feita a partir de Bis-Tris em pH 6,0, o qual apresenta 

adsorção praticamente total da proteína, e adicionado de 500 mM de 

NaCl. 

Para a finalização do teste piloto, foram preparados 14 tubos 

contendo a resina (devidamente ambientada nas condições citadas 

acima) e a amostra. Soluções com diferentes concentrações de NaCl 

(0,02 a 1 M) foram agregadas aos tubos e após agitação e decantação, o 

sobrenadante foi reservado para realização de atividades enzimáticas e 

análises em gel SDS-PAGE. Os dados estão expostos nas Figuras 15 e 

16, respectivamente. 

 

Figura 15. Perfil de atividade enzimática das alíquotas dos sobrenadantes 
frente ao gradiente salino com NaCl (0,02 a 1 M) usado para eluição da 
endoglucanase da coluna com resina Q-Sepharose Fast Flow.  
 

 
Fonte: Autoria Própria 
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Figura 16. Gel SDS-PAGE ilustrando a etapa de eluição da proteína da 
resina Q-Sepharose Fast Flow no teste de purificação em pequena escala 
frente a simulação de gradiente salino linear com NaCl (0,02 a 1 M). M – 
marcador de peso molecular; EB – solução enzimática bruta; seta – 
edoglucanase.  

 
Fonte: Autoria Própria 

 

 A enzima começou a ser eluída da resina a partir da concentração 

de 0,2 M de NaCl, como visualizado no gel e no perfil de atividade 

enzimática em microplaca ao mesmo tempo em que uma reduzida 

presença de contaminantes eluíram concomitantemente. Neste sentido, a 

concentração de 0,2 M foi escolhida para posterior cromatografia de troca 

aniônica em sistema FPLC (Äkta Purifier).  

Assim, a partir dos resultados obtidos, foram estabelecidos os 

seguintes parâmetros para posterior protocolo de purificação: tampão Bis-

Tris 0,02 M pH 6,0 - tampão de ligação ou tampão A; e tampão Bis-Tris 

0,02 M pH 6,0 + 500 mM NaCl – tampão de eluição ou tampão B. 

 

5.5. Purificação da isoforma selecionada da enzima endoglucanase 

Após etapas de clarificação, ultrafiltração tangencial e filtração 

para a retirada de compostos indesejáveis, seguiu-se a purificação da 

enzima por meio de duas etapas cromatográficas e um processo de 

diálise intermediário para troca de solução tampão.  

 

5.5.1. Cromatografia líquida por troca iônica – Troca aniônica 

A purificação por troca aniônica da endoglucanase processou-se 

de forma muito semelhante ao teste em pequena escala. Foram injetados 
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10 mL de amostra na coluna de troca aniônica, seguida de lavagem da 

coluna com 5 volumes de coluna (VC) com tampão A.  Após isso, iniciou-

se o gradiente linear de NaCl com o tampão B. O gradiente linear 

processou-se de 0% até 100% de tampão B e a cada novo pico a 

concentração de B era mantida pela ferramenta Hold (manter) do 

equipamento, até que o traço correspondente ao detector UV fosse 

estabilizada. A partir disso, a concentração de B voltava a aumentar 

gradativamente. A proteína foi eluída a partir de 0,2 M de NaCl, ou seja, 

40% de B, como observado no teste em pequena escala. Todos os picos 

detectados pela UV, monitorada a 280 nm, foram coletados e as amostras 

foram devidamente armazenadas em banho de gelo para posteriores 

análises.   

Ao todo, cinco picos foram observados no perfil cromatográfico 

obtido. A partir dos testes realizados, foi possível verificar que o pico 

contendo a proteína de interesse foi o terceiro a ser detectado (Figura 15), 

eluído a partir de 40% de B, após  200 mL de iniciado o processo. Dessa 

forma, assim como o esperado, a eluição da endoglucanase iniciou-se 

com 40% de B (Figura 17 – seta). Um total de oito tubos de 1 mL foram 

coletados no momento em que o referido pico foi detectado. Essas 

amostras também foram analisadas em gel SDS-PAGE para a 

identificação do perfil de contaminação da endoglucanase após a primeira 

etapa de purificação (Figura 17).   

Como mostrado na Figura 17, a proteína investigada estava 

presente no pico identificado, o qual foi dividido em duas partes, 

identificadas como amostra A e B (Figura 18). Como verificado, a primeira 

metade do pico apresentou poucos contaminantes (amostra A). Nessa 

porção é possível visualizar que uma pequena porção da isoforma de 60 

kDa ainda estava presente. Por outro lado, na segunda metade do pico 

(amostra B), a proteína de investigação foi eluída na ausência da isoforma 

de maior massa molecular, no entanto na companhia de um contaminante 

com massa molecular similar à isoforma de investigação. A partir desse 
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resultado, a estratégia foi separar essas amostras, da maneira 

especificada na Figura 17, para posterior etapa de diálise. 

 

Figura 17. Cromatograma da purificação de uma isoforma da enzima 
endoglucanase de R. emersonii S10 por troca aniônica com resina Q-
Sepharose Fast Flow realizada em sistema FPLC Äkta Purifier (GE 
Helthcare Life Sciences). Seta – representa o pico em que a proteína de 
interesse foi detectada. 

 

Fonte: Autoria Própria 
 

A solução contendo a proteína parcialmente purificada passou por 

processo de diálise em membrana de 12 kDa, devido à alta concentração 

de NaCl obtida pelo processo de cromatografia. As amostras A e B foram 

separadas como dito anteriormente e dialisadas em membranas distintas. 
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Figura 18. Gel SDS-PAGE das amostras provenientes das frações 
eluídas de coluna cromatográfica de troca aniônica Q-Sepharose Fast 
Flow com atividade detectadas. Setas e caixas verdes (A) e pretas (B) – 
apontam para a separação das amostras, as quais foram posteriormente 
dialisadas, separadamente, de acordo com o perfil de contaminação 
detectado.  

Fonte: Autoria Própria 
 

5.5.2. Cromatografia líquida de exclusão molecular 

Após o processo de diálise, as amostras A e B passaram por 

segunda etapa de purificação, sendo utilizada a técnica de exclusão 

molecular. A coluna utilizada foi a HiPrep Sephacryl S-200 HR (GE 

Healthcare Life Sciences), com poros entre 25 e 75 µm e potencial de 

separação por tamanho de 5 a 250 kDa de massa molecular ) 

informações do fabricante). 

O processo de purificação por esse método foi executado 

separadamente para as amostras A e B. Após essa etapa, as frações 

eluídas foram devidamente armazenadas em banho de gelo e as 

atividades enzimáticas das frações determinadas, e também analisadas 

em gel SDS-PAGE 10%. O perfil cromatográfico de purificação da 

amostra A pode ser visualizado nas Figuras 19 e 20, e a seta na Figura 

19 identifica o pico de eluição da endoglucanase de estudo.  

 

 
 
 



73 
 

 

Figura 19. Cromatograma obtido por cromatografia de exclusão molecular 
realizada em sistema FPLC Äkta Purifier (GE Helthcare Life Sciences) 
usando coluna HiPrep Sephacryl S-200 HR da da amostra A, da isoforma 
da enzima endoglucanase de R. emersonii S10. Seta – representa o pico 
em que a proteína de interesse foi detectada. 
 

 
Fonte: Autoria Própria 
 

Figura 20. Pico cromatográfico e bandas eletroforéticas das frações com 
atividade de endoglucanase em cromatografia por exclusão molecular 
usando coluna HiPrep Sephacryl S-200 HR - amostra A, e análise em gel 
SDS-PAGE das frações eluídas. Seta – indicando a proteína purificada; 
os números indicam os tubos em que as amostras foram coletadas. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria Própria 
 

Neste cromatograma foi possível distinguir três picos de proteínas 

sendo a atividade de endoglucanase apenas no segundo pico (Figura 19).  
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Por meio de do gel SDS-PAGE foi possível confirmar a existência 

de uma única banda proteica, em elevado grau de pureza, 

correspondente ao pico em que a enzima mostrou atividade (Figura 20).  

Na etapa de purificação por cromatografia de exclusão molecular 

da amostra B, três picos também foram visualizados, assim como o 

cromatograma da amostra A, sendo determinada atividade de 

endoglucanase apenas no segundo pico como indicado pela seta na 

Figura 21. O gel representativo das frações eluídas no segundo pico está 

ilustrado na Figura 22. 

 

Figura 21.  Picos das frações em cromatografia de exclusão molecular 
em sistema FPLC, usando coluna HiPrep Sephacryl S-200 HR – amostra 
B. Seta – representa o pico em que a proteína de interesse foi detectada. 

 
Fonte: Autoria Própria 
 

O último gel revelou a não separação do contaminante, cuja 

massa molecular é muito próxima a da proteína de estudo. Devido ao fato 

de compartilharem essa característica, as mesmas foram co-eluídas. A 

coluna HiPrep Sephacryl S-200 HR (GE Healthcare Life Sciences) 

empregada neste método foi ineficaz ao separar as proteínas presentes 

na amostra B. Uma possível alternativa para aumentar o rendimento do 

método seria empregar uma coluna da mesma natureza porém com maior 

poder de separação. A porção de endoglucanase parcialmente purificada 
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da amostra B foi utilizada em ensaios que não demandavam altos níveis 

de pureza da proteína, como pH e temperatura ótimos e estabilidade. 

 

Figura 22. Pico cromatográfico e bandas eletroforéticas das frações com 
atividade de endoglucanase, cromatografia por exclusão molecular 
usando coluna HiPrep Sephacryl S-200 HR - amostra B. Seta – indicando 
a proteína purificada; os números indicam os tubos em que as 
amostrasforam coletadas. 

 
Fonte: Autoria Própria 

 

A tabela de purificação foi construída revisando todas as etapas e 

os seus respectivos dados, como atividade enzimática, quantificação de 

proteína total, grau de pureza e rendimento do processo, considerando 

apenas enzima da amostra A (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Síntese do processo de purificação de uma isoforma de 
endoglucanase de R. emersonii S10. 

Etapas 
Volume  

(mL) 

Proteina 
Total 
(mg) 

Atividade 
Total  
(U) 

Atividade 
Especifica  

(U.mg
-1

) 
Fator de  

purificação 
Rendimento  

(%) 

Solução 
enzimática bruta 206 252,6 600,3 2,4 1 100,0 

Carvão Ativado 200 48 588 12,3 5,2 98 

Ultrafiltração 41 16,4 225,5 13,8 5,8 37,6 

Troca Iônica 24 10,8 106,8 9,9 4,2 17,8 

Diálise 27 8,1 89,1 11 4,6 14,8 
Exclusão 
Molecular 24 3,1 52,8 16,9 7,1 8,8 

Fonte: Autoria Própria 
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Analisando a tabela de purificação, fica claro a grande diminuição 

dos valores de proteína total (de 252,6 para 3,1 mg) concomitante ao 

aumento da atividade específica (de 2,4 para 16,9 U.mg-1), tomando como 

parâmetros a solução enzimática bruta como início e a enzima purificada 

como término. A metodologia aplicada mostrou um rendimento de 8,8% 

enquanto que o fator de purificação foi de 7,1.  

Considerando que o trabalho foi realizado a partir de expressão 

homóloga da proteína, ou seja, sem utilizar os mecanismos de clonagem 

e expressão em vetores, as poucas etapas necessárias para a purificação 

da enzima foi um resultado interessante. Trabalhos como o de Kaur et al. 

(2007), tendo como objetivo o mesmo do atual estudo, purificou uma 

endoglucanase a partir do fungo termofílico Melanocarpus sp. e encontrou 

valores de rendimento de 8,9% e um grau de purificação de 9, números 

próximos aos do presente trabalho, porém, utilizou  maior numero de 

etapas no processo de purificação. Narra et al. (2014) também mostrou 

taxas semelhantes ao purificar uma endoglucanase de Aspergillus 

terreus, como rendimento de 13,71% e grau de purificação mais baixo, 

em torno de 3,49. 

 

5.6. Definição de parâmetros apropriados para a determinação de 

atividade da endoglucanase purificada da amostra A 

5.6.1. Concentração (molaridade) adequada do tampão 

Visando à otimização das condições de reação de determinação 

da atividade enzimática da endoglucanase, primeiramente foi realizado 

um teste utilizando tampão acetato de sódio em diferentes molaridades 

para a composição do meio reacional (Figura 23). 
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Figura 23. Efeitos das diferentes concentrações de tampão (25, 50 e 100 
mM) na atividade de endoglucanase purificada. 
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Fonte: Autoria Própria 
 

Os dados da Figura 23 mostram que tampão acetato em 

concentração molar entre 25 e 50 mM foi mais adequado para a 

determinação da atividade. Por outro lado, a atividade quantificada a 100 

mM de tampão foi de 1,55 U.mL-1, mostrando um grande decréscimo em 

comparação à condição ótima do ensaio. Deste modo, todos os ensaios 

de atividade posteriores foram realizados na concentração de 50 mM do 

tampão acetato de sódio.  

 

5.6.2. Avaliação do efeito do armazenamento em diferentes 

temperaturas sobre a atividade da enzima purificada 

 A estocagem da enzima sob condições que preservem melhor 

sua atividade é muito importante, tanto para a pesquisa em laboratório 

quanto numa possível aplicação tecnológica. Com o objetivo de 

estabelecer a melhor temperatura de armazenamento utilizou-se 

temperaturas de refrigeração (5 ºC) e de congelamento em freezer (-20 e 
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-80 ºC) e em nitrogênio líquido (-196 ºC) por 24 h. Todos os resultados 

foram comparados com a referência de atividade enzimática ‗Controle‘, 

mensurada antes da armazenagem. Os resultados são mostrados na 

Figura 24.  

A amostra armazenada em congelador -20 ºC mostrou a menor 

perda de atividade, apresentando aproximadamente 95% da atividade 

original. O armazenamento a -80 ºC preservou 85% e o Nitrogênio líquido 

(-126 ºC), 61% da atividade original. A estocagem sob refrigeração (5 ºC), 

mostrou-se ineficiente para a preservação da enzima, em perda de 45% 

de atividade. Com esses dados, a enzima purificada passou a ser 

estocada em congelador a -20 ºC, em tubos de 2 mL contendo alíquotas 

com 1 mL de amostra para evitar descongelamentos e recongelamentos. 

Figura 24. Efeito da temperatura de armazenamento durante 24 h sobre a 
atividade da endoglucanase de R. emersonii S10 purificada. 
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Fonte: Autoria Própria 
 

5.6.3. Avaliação do tempo de preservação da atividade da enzima 

purificada quando mantida em temperatura ambiente 

 A estabilidade de bioprodutos candidatos à produção em larga 

escala é elemento fundamental para que sejam submetidos a condições 
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de plantas industriais. Além de temperatura e pH, o intervalo de tempo em 

que a proteína consegue manter sua atividade sem a necessidade de 

refrigeração economiza espaço, energia, tempo e investimentos. 

 A grande maioria das proteínas, principalmente mesofílicas, 

necessita de refrigeração constante para manutenção de sua atividade. 

Contudo, algumas enzimas termofílicas, conforme discutido no presente 

trabalho, possuem maior estabilidade em temperaturas em torno de 24 ºC 

ou mais elevadas (STUTZENBERGER e LUPO, 2007), como é visto na 

Figura 25. 

Figura 25. Efeito do tempo de estocagem da endoglucanase de R. 
emersonii S10 purificada em temperatura ambiente (aproximadamente 24 
ºC). 
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Fonte: Autoria Própria 
 

 Conforme mostra a Figura 25, após 3 dias de  manutenção da 

enzima  em temperatura ambiente variando entre 23 e 25 ºC houve uma 

ativação de cerca de 4 vezes o valor dos ensaios controles, realizados no 

primeiro dia. Contudo, a partir do sexto dia, a atividade diminuiu em 

relação à ativação mensurada no dia 3, porém ainda duas vezes maior 

que a atividade verificada no dia 0. Essa estabilidade a temperatura 
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ambiente (aproximadamente 24 ºC) é um aspecto favorável ao emprego 

desta proteína em bioprocessos. Como mostra a figura, a partir do sexto 

dia até o trigésimo, sua atividade enzimática tornou-se invariável, caindo 

apenas cerca de 6%. 

 

5.6.4. Tempo de reação enzimática da endoglucanase 

O tempo ótimo para a reação de atividade enzimática de 

endoglucanase foi analisado. A Figura 26 mostra os resultados obtidos 

para este ensaio. 

 

Figura 26. Influência do tempo de reação (0, 2, 5, 10 e 15 min) na 
atividade enzimática da endoglucanase purificada de R. emersonii S10. 
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Fonte: Autoria Própria 
 

Ficou evidente que o tempo de reação de 10 min, como utilizado 

para a enzima em sua forma bruta (Rosa, 2014), é adequado também 

para a enzima purificada, realizado por quando a proteína ainda estava 

submetida à solução enzimática bruta. Wang et al. (2014) também 

determinou 10 min como o melhor tempo de reação para sua 

endoglucanase de purificada. Tempos de reação diferentes têm sido 

reportados na literatura, variando entre 10 e 30 min (MURRAY et al., 



81 
 

 

2001; SAHA, 2004; OYEKOLA et al., 2007; ELVAN et al., 2010; DHAR et 

al., 2015; ZHANG et al., 2015).  

Esse resultado mostra mais uma vantagem da endoglucanase em 

estudo, com um tempo reacional menor que a maioria das 

endoglucanases estudadas. 

 

5.7. Caracterização bioquímica da endoglucanase de R. emersonii 

S10 

5.7.1. Efeitos do pH e temperatura sobre a atividade da enzima 

O pH em que a enzima se mostrou mais ativa foi 4 (Figura 27).  

 

Figura 27. Efeito do pH (3 a 10,5) sobre a atividade da endoglucanase 
purificada, com reação enzimática realizada a 80 ºC, utilizando tampão 
acetato de sódio (pH 3 – 5,5), MES (pH 6 e 6,5),  HEPES (pH 7 e 7,5), 
glicina (pH 8 – 9,5) e CAPS (pH 10 e 10,5) acrescido de CMC a 4%. 
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Fonte: Autoria Própria 
 

O valor obtido acima mostrou conformidades com outros estudos 

com endoglucanases. Murray et al. (2001), determinaram pH de 4,8, para 

a maior atividade de endoglucanase produzida também por uma linhagem 

de R. emersonii. Wang et al. (2014), trabalhando com a expressão 
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heteróloga de endoglucanase de T. emersonii CBS394.64 encontrou o 

valor de pH ótimo em 4,5. Dave et al. (2015), purificando uma 

endoglucanase de Thermoascus aurantiacus, notaram que a proteína 

estudada apresentava melhor performance em pH 4. Na exposição de 

seus dados, Saha (2004), ao purificar uma endoglucanase do fungo 

Mucor circinelloides, obteve um valor de pH ótimo de 5,0, mas 

observaram atividade de 80%, tanto em pH ácido (3,0), como básico (8,0). 

Além disso, vários outros trabalhos apontam que fungos termofílicos 

apresentam enzimas extracelulares com atividades ótimas em meios 

ácidos (KHANDKE et al., 1989; GOMES et al., 2000; LEGGIO, LO; 

LARSEN, 2002). 

Ensaios sobre o efeito da temperatura sobre a atividade da 

enzima confirmaram sua característica termofílica, que apresentou maior 

atividade a 85 ºC (Figura 28). 

 

Figura 28. Efeito da temperatura de incubação sobre a atividade da 
endoglucanase da isoforma purificada. A reação ocorreu em pH 4,0, 
utilizando tampão acetato de sódio a 50 mM, contendo 4% de CMC, por 
10 min. 
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Fonte: Autoria Própria 
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 Em trabalho prévio, Rosa (2014) observou que a maior atividade de 

endoglucanase na solução enzimática bruta ocorria em 80 ºC. Entretanto, 

a solução enzimática bruta apresentava pelo menos duas 

endoglucanases diferentes, conforme mostrado no presente trabalho, o 

que poderia levar a essa diferença de temperatura ótima.  

Também utilizando a espécie T. emersonii, (CBS 814.70), Murray 

et al. (2001) encontraram temperatura ótima para a endoglucanase 

estudada em 80 ºC. Em trabalho semelhante, porém utilizando o processo 

de expressão heteróloga, utilizando o fungo T. emersonii (sinonímia de R. 

emersonii), Wang et al. (2014) clonaram e expressaram a endoglucanase 

TeEgl5A em Pichia pastoris e encontraram valores de temperatura ótima 

em 90 ºC. Essas diferenças podem ser devido à purificação de diferentes 

isoformas, ou obtenção da enzima com diferentes níveis de glicosilação, o 

que poderia influenciar na resposta de reação da enzima à temperatura. 

Tem sido reportado que glicosilações aumentam a termofilia das enzimas 

e que o meio de cultura, o tipo de fermentação usado e o organismos que 

está expressando a proteína, podem influenciar no nível de glicosilações 

(BALDRIAN; VALÁŠKOVÁ, 2008). 

Resultados obtidos com uma endoglucanase produzida por 

Aspergillus niger demonstrou que a temperatura em que a mesma 

proteína se mostrou mais ativa foi a 55 ºC (PHAM et al., 2012), e, a 

celulase de Aspergillus nidulans mostrou temperatura ótima para a 

atividade enzimática a 70 ºC (KAUR et al., 2015). 

 

5.7.2. Efeitos do pH e temperatura sobre a estabilidade da enzima 

quando em ausência de substrato 

Enzimas estáveis em ausência de substrato são muito 

importantes, principalmente quando se visa à aplicação industrial, visto 

que o ambiente de aplicação pode variar, e quanto mais estável nessas 

condições, mais  adequada será a enzima, ao processo ao qual se 

destina (DOBREV e ZHEKOVA, 2012). A Figura 29 ilustra o perfil de 
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estabilidade para da endoglucanase em estudo frente a diferentes valores 

de pH da solução em que está diluída. 

 
Figura 29. Efeito do pH sobre a estabilidade da endoglucanase purificada 
quando em ausência de substrato. 
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Fonte: Autoria Própria 
 

Os resultados acima mostraram que a enzima não foi estável em 

faixa ampla de pH,  preservando função catalítica (100%) entre os valores 

6 e 7,5. Na faixa de pH entre 4,5 e 5,5, a enzima apresentou atividade 

residual de 60%. Em outras faixas de pH ácido ou alcalinos (3 - 4 e 8 - 

8,5) perdeu cerca de 50% da atividade inicial. Em pH 9,0 ainda manteve 

40% da atividade, mas esta foi totalmente perdida em pH acima desse 

valor (Figura 29). 

Dobrev e Zhekova (2012) reportaram que endoglucanase do 

fungo A. niger B03 apresentou-se estável em pH 3 enquanto que em pH 7 

ela foi completamente inibida. Pol et al. (2012) estudando enzima de A. 

poniphilum MS 20 observaram preservação da atividade acima de 80% na 

faixa de pH entre 4 e 6.  
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Em trabalho recente de Wang et al. (2014), a endoglucanase do 

fungo T. emersonii expressa de maneira heteróloga mostrou preservação 

da atividade acima de 80% na faixa de pH entre 1 e 6, e acima de 60% 

entre 7 e 10 

Por comparação com outros trabalhos, é possível classificar a 

presente enzima como potencial para ser empregada em bioprocessos, 

pois durante 24 h mostrou considerável atividade na faixa de pH  entre 6 e 

7,5 e perda de apenas 50% em valores como 5,5 e 8, enquanto que 

quando submetidas às mesmas situações, outras endoglucanases 

pesquisadas em diversos trabalhos, mostram-se menos estáveis. Por 

outro lado, quando comparada a estudos com foco em expressões 

heterólogas, a proteína aqui investigada mostra-se menos estável em 

relação a uma grande variação de valores pH. Isso pode ser explicado por 

possíveis alterações ocasionais ou induzido por bases nitrogenadas 

(manipulação do DNA) que podem ocorrer nesse tipo de expressão. 

Após testes revelarem em quais valores de pH a proteína 

estudada mantém-se funcional, ensaios foram realizados com o objetivo 

de indicar sua estabilidade frente a diferentes temperaturas. As atividades 

enzimáticas remanescentes foram ensaiadas em temperaturas de 60 e 85 

ºC buscando-se avaliar o nível de termoestabilidade da proteína. Figura 

28 mostra os perfis de atividades residuais ensaiadas a 60 ºC (Figura 30 – 

a) e a 85 ºC (Figura 30 – b). 

Os dados mostram que houve termoativação quando a enzima foi 

mantida durante 1 h a temperaturas entre 35 e 60 ºC. Quando a atividade 

residual da enzima foi determinada a 60 ºC nota-se uma maior ativação 

da enzima mantida a 45 ºC, aumentando a atividade da enzima em 

aproximadamente 70%, enquanto que, quando a atividade residual foi 

determinada a 80 ºC, a maior ativação foi a 40 ºC (58%). Entretanto, nota-

se que a temperatura de reação de 85 ºC permitiu observar que a 

ativação ocorreu até 60 ºC. É provável que temperaturas entre 35 e 60 ºC 

alterem favoravelmente a conformação da proteína termofílica, a qual é 
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mantida no meio reacional incubado a 85 ºC, enquanto que o resfriamento 

a 60 ºC alteraria essa conformação, diminuindo a evidenciação da 

ativação térmica ocorrida na ausência do substrato. 

Figura 30. Efeito da temperatura sobre a estabilidade da endoglucanase 
purificada quando em ausência de substrato com atividade enzimática 
determinada a 60 ºC (a) e 85 ºC (b) e mantida a diferentes temperaturas 
durante 1 h.  
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Fonte: Autoria Própria 
 

b) 

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

A
ti
v
id

a
d

e
 R

e
la

ti
v
a

 (
%

)

Temperatura (° C)
 



87 
 

 

Fonte: Autoria Própria 
 

Uma endoglucanase de R. emersonii reportada por Murray et al. 

(2001) após submetida a 70 e 80 ºC durante uma hora perdeu  sua 

atividade em 35% e 90%, respectivamente, sugerindo não se tratar da 

mesma enzima deste estudo, visto a diferença na termoestabilidade. 

 Segundo Immanuel et al. (2007), algumas celulases comerciais 

possuem ótima estabilidade térmica até 60 ºC, porém poucas proteínas 

comerciáveis se enquadram em condições de termoestabilidade tão 

específicas quanto a presente neste estudo. Nos dados apresentados por 

Narra et al. (2014), ao trabalhar com uma endoglucanase homóloga de A. 

terreus, mostram que a proteína exibiu 100% de atividade residual 

quando aquecida a 60 ºC durante 240 min. 

Os dados aqui apresentados nos permite inferir que a 

endoglucanase em estudo é uma enzima altamente termoestável e que 

depende de ativação térmica. Enzimas ativadas após choque térmico têm 

sido descritas (SHEN et al., 2012). 

Ao trabalhar com uma endoglucanase do actinomiceto 

Thermomonospora curvata, Stutzenberger e Lupo (2007) perceberam 

certa ativação de sua enzima ao submetê-la a 70 ºC durante 25 min. Sua 

atividade foi aumentada em 50%, o que foi significativo, porém não atingiu 

a estabilidade aos 60 minutos. Sua endoglucanase perdeu mais de 50% 

da atividade quando mantida durante 60 min a 70 ºC.  

Neddersen e Elleuche (2015) submeteram uma enzima quimera 

constituída por uma endoglucanase de uma bactéria termofílica e uma β-

glicosidase proveniente de uma representante arqueobactéria, as quais 

foram submetidas a diferentes temperaturas durante 60 min. Seus 

melhores resultados foram taxas de ativação próximas a 30%, em 

temperaturas entre 65 e 70 ºC.  

O perfil termoestável da endoglucanase aqui descrita é inédito e de 

muito interesse biotecnológico, visto que buscam-se enzimas potenciais 

para desenvolvimento de coquitéis enzimáticos para diversas aplicações, 
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principalmente na sacarificação de celulose para produção de bioetanol 

(DIAS, 2013).  

Informações sobre a estrutura dessa enzima permitirão 

compreender melhor seu mecanismo catalítico e ou seus determinantes 

de estabilidade térmica. Essas informações serão obtidas em projeto em 

continuidade, a partir da clonagem e expressão heteróloga da sequência 

desta endoglucanase em E. coli, a cristalização e resolução da estrutura, 

além da modelagem computacional. 

Devido ao seu perfil de termoestabilidade, termoativação e alguns 

resultados prévios apresentando melhor performance na presença de 

íons metálicos, um novo ensaio de termoestabilidade foi realizado 

mensurando seu desempenho na presença de Hg (Figura 31). A teoria 

proposta inicialmente foi que íons Hg+ pudessem desestabilzar ligações 

dissufelto da proteína, expondo mais facilmente seus sítios-ativos, 

proporcionando maiores valores de atividade enzimática (TORCHINSKII e 

DIXON, 1974).  

 
Figura 31. Efeito da temperatura sobre a estabilidade da endoglucanase 
purificada quando em ausência de substrato e em presença de íons Hg2+ 
(1 mM). A enzima foi mantida nas diferentes temperaturas por 1h e a 
atividade residual determinadas a 85 ºC.  
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 Os dois perfis são semelhantes para as amostras mantidas em 

temperaturas de até 55 ºC, porém, a partir dessa temperatura, a proteína 

mantida em presença de  Hg2+ mostraram-se menos termoestável com 

perdas de até 60% da atividade entre 60 e 80 ºC, faixa de temperatura em 

que a enzima controle (em ausência de Hg2+) manteve 100% da atividade 

inicial. Esses dados indicam que as pontes dissulfeto são um dos 

componentes importantes da temoestabilidade da enzima. 

 

5.8. Efeito de íons, solvente, detergentes, e quelantes sobre a 

atividade de endoglucanase 

 

As interferências de íons, solventes, detergentes e quelantes são 

mostradas na Tabela 6.  

Os dados mostram que a enzima é ativada por cátions divalentes 

como Mn2+ e Mg2+. Esse dado é corroborado pela inibição da enzima por 

EDTA a 5 mM. Observa-se também, ativação por K+. Em estudos 

semelhantes, Tao et al. (2010) observaram também a ativação de 30% 

da endoglucanase quando em contato com 4 mM de MnCl2 durante 30 

min.  

Por apresentar alta taxa de ativação, é possível que o íon 

manganês seja requisito para uma atividade enzimática (CHINEDU et 

al., 2011,CHAUVAUX et al., 1995).   

Um resultado a ser destacado é a inibição da enzima por Ca2+. 

Vários trabalhos têm reportado a dependência ou ativação de 

endoglucanases por ions cálcio. Hultin e Wanntorp (1966), ao estudarem 

uma celulase a partir de amostras de intestino de ouriço-do-mar, 

notaram grande ativação da enzima na presença desse íon. 

Shahriarinour et al. (2011) também aumentaram seu rendimento de 

celulases ao incrementar seu meio reacional com íons Ca2+. Uma 

explicação para essa informação pode ser a existência de alguns sítios 

de ligação do íon na enzima, o que foi descrito por Chauvaux et al. 
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(1990). Ao se ligarem à enzima acarretam à diminuição de seu kd, 

estabilizando sua conformação, assim aumentam a afinidade pelo 

substrato e sua termoestabilidade. 

 

Tabela 6. Efeito de íons, detergentes, quelantes e agentes desnaturantes 
sobre a atividade da endoglucanase de R. emersonii S10. A atividade foi 
determinada com tampão acetato de sódio 50 mM, pH 4,0, a 85 ºC, por 10 
min. 

  Atividade relativa (%) 

Sem aditivo  100,0 ±6,3 

 1 mM DP 5 mM DP 

KCl  103,0 ±8,5 118,3 ±9,1 

MgCl2 101,6 ±7,2 149,8 ±2,2 

CuCl2 84,9 ±0,6 64,9 ±3,1 

MnCl2  160,2 ±3,9 168,9 ±2,0 

CaCl2 48,1 ±0,7 38,4 ±1,7 

FeCl3 101,8 ±0,7 60,2 ±1,3 

CdCl2 71,0 ±3,4 70,7 ±2,0 

HgCl2 
93,2 ±0,9 - - 

AgNO3 69,4 ±0,7 - - 

SDS  53,1 ±3,8 57,1 ±4,3 

EDTA 103,2 ±10,5 35,4 ±2,6 

 0,1%  0,25%  

Tween 20 106,0 ±2,5 102,7 ±1,3 

Triton X-100  104,5 ±1,4 101,9 ±1,5 

DMSO  96,8 ±0,2 63,6 ±3,1 

B-mercaptoetanol 104,6 ±1,6 38,1 ±0,7 

Fonte: Autoria Própria 
 

Contudo, a inibição aqui observada mostra-se rara em outros 

trabalhos. Cunha (2012), ao testar efeito de íons cálcio sobre uma 

endoglucanase produzida a partir de Streptomyces sp., notou inibição de 
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aproximadamente 40%, e Silva (2008) ao caracterizar uma 

endoglucanase de Aspergillus phoenicis encontrou inibição de 30%. 

Os metais pesados exerceram forte inibição à enzima. Inativação 

da enzima por 5 mM de Hg2+ corrobora dados de literatura  que relatam 

que a maioria das celulases são inibidas por esse metal, como a 

endoglucanase investigada por Odeniyi et al. (2012), do fungo T. virens. 

Os metais pesados têm a capacidade de se ligar a grupamentos 

sulfidrilas de cisteínas ou glutationas, fazendo com que a proteína alvo 

perca parcial ou totalmente sua função (BLACKBURN et al., 1994). A 

presença de cisteína compondo o sítio ativo da proteína, ou em pontos 

estratégicos da definição da estrutura da molécula, justificaria esse 

efeito.  

Os íons bivalentes de mercúrio oxidam grupos SH quebrando 

ligações dissulfeto e desestabilizam a proteína (JYOTSNA et al., 2015). 

Esse resultado confirma o apresentado anteriormente, e nossa hipótese 

de quebra de ligações dissulfeto pelo mercúrio aumentando a 

termolabilidade da proteína por facilitação do desdobramento da 

molécula. 

Ao ser submetida a soluções contendo o detergente aniônico 

SDS, houve inibição de 43% da enzima. Este composto provoca 

alterações estruturais e conformacionais, rompendo as ligações não-

covalentes das proteínas, causando sua desnaturação (BAJAJ et al., 

2009).   

 

5.9. Efeito de alguns compostos orgânicos derivados de biomassa 

lignocelulósica sobre a atividade da endoglucanase 

 Uma das aplicações mais visadas para as celulases está na 

sacarificação da biomassa vegetal para produção de etanol de segunda 

geração. Devido aos pré-tratamentos aplicados para a desconstrução da 

biomassa lignocelulósica, visando torná-la mais acessível às enzimas, 

alguns compostos orgânicos derivados dessa biomassa, principalmente 
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da degradação da hemicelulose e lignina, podem ser liberados e provocar 

inibição das enzimas na fase da sacarificação enzimática (JUNG et al., 

2015). O principal derivado da decomposição da hemicelulose é o furfural, 

pela degradação das pentoses, e o 5-hidroximetilfurfural pela degradação 

das hexoses. O ácido acético é formado pela hidrólise de grupos acetil 

ligados aos açúcares.  

 A lignina é responsável pela formação de vários compostos 

fenólicos, tais como o ácido 4-hidroxibenzóico, ácido ferrúlico, ácido 

tânico, ácido levulínico, ácido fórmico, ácido gálico, entre outros (MAICHE 

e HUBER, 2010).  

Desse modo, os efeitos de alguns desses compostos orgânicos, 

sobre a atividade da enzima foram avaliados (Tabela 7). 

 

Tabela 7. Efeito de compostos orgânicos sobre a atividade da 
endoglucanase de R. emersonii S10. A atividade foi determinada com 
tampão acetato de sódio 50 mM, pH 4,0, a 85 ºC, por 10 min. 

    Atividade relativa (%)     

Sem aditivo   100,0 ±4,1     

  100 µM DP 200 µM DP 1 mM DP 

Ácido Acético 102,9 ±1,1 106,2 - 107,8 ±2,9 

Ácido Ferrúlico 38,4 ±0,9 32,7 ±1,1 13,2 ±0,2 

Ácido Tânico 102,0 - - - - - 

Furfural 103,0 ±2,1 65,9 ±2,3 - - 

Ácido Fórmico 98,6 - 108,3 ±1,4 139 ±1,7 

Ácido Levulínico 96,1 - 97,0 ±1,8 98,7 ±0,8 

Ácido Gálico 27,1 ±0,4 - - - - 

Ácido 4-hidroxibenzóico 3,8 - - - - - 

5-Hidroximetilfurfural -  - -  - -  - 

Fonte: Autoria Própria 
 

 A atividade da endoglucanase não foi afetada pela presença dos 

ácidos levulínico, fórmico e ácido tânico (100 µM ) no meio reacional. 

Quando em presença de furfural, houve ativação a 100 µM mas  

progressiva inibição em concentrações acima desta. Outros 
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componentes, como o ácido acético e o ácido fórmico afetaram a enzima 

de modo positivo, ativando-a.  

Todos os outros reagentes inibiram a enzima mesmo em baixas 

concentrações. Ximenes et al. (2010) apresentam valores concordantes 

com o presente estudo, com exceção do ácido 4-hidroxibenzóico. Em seu 

estudo, esse composto diminuiu em 25% da atividade enzimática de 

endoglucanases comerciais. A endoglucanase do presente estudo  

mostrou-se muito mais sensível aos derivados da lignina do que as 

celulases utilizadas pelo autor citado.  

 

5.10. Especificidade da endoglucanase por substratos e parâmetros 

cinéticos 

A endoglucanase purificada foi submetida a ensaios para a 

detecção da especificidade pelo substrato. Foram testados CMC, avicel, 

celobiose, pNPG e pNPX a 1% e atividade determinada a 85 ºC e pH 4,0, 

Os resultados são apresentados na Tabela 8.   

 

Tabela 8. Especificidade da isoforma purificada em relação aos 
substratos. 

Substrato Atividade relativa (%) DP 

CMC 100 ±0,7 

Xilana 9,1 ±0,4 

Avicel 77,9 ±0,5 

Celobiose 1,8 - 

pNPG 0,5 - 

pNPX 0,5 - 

Fonte: Autoria Própria 
 

A enzima apresentou atividade predominante na presença do 

substrato CMC (celulose amorfa). No entanto, a mesma também exibiu 

alto poder de hidrólise, na ordem de 78%, para o substrato Avicel®, o qual 

é formado por celulose microcristalina e também possui ligações β-1,4, 

porém em diferente conformação. Pelo fato de a porção cristalina da 

celulose ser altamente recalcitrante devido à ligação β-1,4 resultar de uma 
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rotação de 180º no momento de sua formação, as celobiohidrolases têm 

maior poder de clivagem, pois as ligações externas são mais acessíveis 

nesse substrato (KLOCK, 2013). Segundo Saranraj et al. (2012) enzimas 

com características de endoglucanase e celobiohidrolase são 

denominadas avicelase tipo I, porém mais dados são necessários para 

essa informação ser confirmada. Resultados semelhantes de degradação 

de celulose microcristalina foram obtidos por Rawat et al. (2015), porém 

em menores intensidades que as aqui apresentadas. 

A enzima demonstrou atividade também sobre a xilana, podendo 

também identificar as ligações β-1,4 entre xilose. Celobiose, pNPG e 

pNPX foram hidrolisados em proporções mínimas (2,9%, 1,8%, 0,5% e 

0,5%, respectivamente) indicando que a enzima além da ligação β-1,4 , 

reconhece a cadeia longa do substrato.  

Por apresentar maior atividade frente à CMC, um substrato 

amorfo, porém com capacidade de atuar consideravelmente sobre regiões 

cristalinas da celulose, faz dessa enzima uma forte ferramenta a 

aplicação na sacarificação da lignocelulose.  

Os parâmetros cinéticos foram obtidos a partir da mensuração 

das taxas de hidrólise de CMC em várias concentrações no momento da 

atividade enzimática. Anteriormente ao presente ensaio a concentração 

de substrato utilizada para todos os experimentos era de 40 mg/mL. 

Porém, ao realizar o teste de cinética e escolher valores diferentes de 

concentração de substrato, o resultado mostrou que a concentração 

utilizada não era o ótimo para a enzima (Figura 32). 

Como indicado na Figura 32, a concentração adequada de 

substrato para as reações enzimáticas é de 23 mg.mL-1. Essa 

concentração favorece as condições de trabalho, visto que o substrato 

CMC apresenta maior viscosidade em concentrações mais elevadas, 

além de apresentar valores de reação próximos ao escolhido. Outros 

trabalhos mostram que a concentração ideal de trabalho também fica por 

volta deste valor, como Huy et al. (2015) que utilizaram 20 mg.mL-1, assim 
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como Dave et al. (2015) e Narra et al. (2014) que trabalharam na mesma 

concentração. Por isso, ficou estipulado a partir deste experimento que a 

concentração utilizada para a realização dos próximos experimentos será 

de 23 mg.mL-1. 

 

Figura 32. Curva de Michaelis-Menten da enfoglucanase purificada 
utilizando como substrato a CMC.  

 
Fonte: Autoria Própria 
 

Após a seleção da quantidade de substrato no meio reacional, a 

metodologia de Michaelis-Menten foi empregada para obtenção dos 

dados cinéticos. A constante Km e o Vmax foram determinados e dados 

obtidos em concentrações do substrato acima de 23 mg.mL-1 foram 

excluídos por não apresentarem confiabilidade devido à elevada 

viscosidade do meio reacional. 

 A isoforma de endoglucanase de R. emersonii S10 exibiu um Km 

de 3,53 ±0,32 mg.mL-1 e um Vmax de 2,86 ±0,04 µmol/min.mL-1. Em 

investigações feitas por Kaur et al. (2007), a endoglucanase purificada, 
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expressa de maneira homóloga pelo fungo Melanocarpus sp. MTCC 

3922, apresentou valor de Km de 20 mg.mL-1, ou seja, necessita de maior 

concentração de substrato para atingir seu melhor desempenho. Porém 

existem proteínas mais eficientes descritas na literatura, como a 

endoglucanase de M. verrucaria, que apresentou valor de Km de 0,5 

mg.mL-1 (HALLIWELL, 1965). Pol et al. (2012) ao purificar também uma 

endoglucanase, exibe um valor de Vmax de 72,5 µmol/min.mL. 

 

5.11. Estudos termodinâmicos com a enzima purificada 

 As análises e os cálculos dos parâmetros termodinâmicos de 

ativação descrevem as diferenças termodinâmicas entre o estado 

fundamental e o de transição fornecendo informações sobre a natureza 

do estado de transição, os requisitos de energia para o estado de 

transição e os mecanismos envolvidos nesse processo (GOLDBERG et 

al., 1993).  

A partir da realização de testes de termodinâmica e sua 

desnaturação térmica irreversível, e por meio da curva de Arrhenius, 

representada na Figura 33, foi possível apontar a temperatura ótima de 

85,3 ºC e sua energia de ativação 62,55 kJ.mol-1. A energia de ativação 

corresponde à energia mínima necessária para a formação do complexo 

ativado, ou seja, da estrutura intermediária entre os reagentes e os 

produtos.  

 Outras endoglucanases, como a analisada no trabalho de Javed et 

al. (2009) requerem energias de ativação mais baixas, como 3,32 kJ.mol-

1, um valor bem abaixo do que o apresentado aqui, indicando que a 

endoglucanase purificada deve superar uma barreira energética muito 

maior para hidrolisar o substrato. Porém, quando comparada a 

endoglucanases como a investigada por Rajoka et al. (2003), que exibiu 

energia de ativação de 73,3 kJ.mol-1, apresenta energia de ativação 

inferior. 
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O coeficiente de temperatura Q10, que representa o aumento da 

velocidade a cada 10 graus da elevação da temperatura, também foi 

estimada em diferentes temperaturas, como visto na Tabela 9. 

 

 

Figura 33. Gráfico de Arrhenius para o cálculo da energia de ativação 
(Ea) e temperatura ótima da endoglucanase purificada.  
 

 
Fonte: Autoria Própria 
 

 

Tabela 9. Coeficiente de temperatura (Q10) estimado com base no Gráfico 
de Arrhenius. 

Temperatura (ºC) Temperatura (K) Q10 

40 313 1,56 

50 323 1,44 

60 333 1,36 

70 343 1,31 

80 353 1,27 

Fonte: Autoria Própria 
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 Os valores de Q10 apresentam um decréscimo das taxas conforme 

ocorre aumento de temperatura, decorrente de desnaturação térmica. A 

Figura 34 exibe faixa ampla de temperatura durante a transição 

irreversível entre o estado nativo e desnaturado. 

 

Figura 34. Gráfico de primeira ordem do efeito da temperatura na 
atividade da endoglucanase purificada: 40 ºC ( ), 80 ºC ( ) e 90 ºC ( ). 
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Fonte: Autoria Própria 
 

 A partir do gráfico de Arrhenius de primeira ordem (Figura 35) foi 

possível calcular os valores da energia de ativação da desnaturação 

térmica (Ead) da endoglucanase purificada: 36,75 kJ.mol-1. Os demais 

parâmetros termodinâmicos encontram-se na Tabela 10. 

 De acordo com os dados apresentados na tabela, o tempo de meia 

vida mostra-se alto a 70 ºC, com 95,3 minutos, indicando possuir alta 

estabilidade estrutural quando mantida a essa temperatura. Quando 

comparada a endoglucanases termofílicas como a apresentada em Liu et 

al. (2006), a qual exibiu tempo de meia vida de apenas 15 minutos na 

mesmas condições de temperatura. Contudo, a endoglucanase purificada 
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por Jalal et al. (2014) mostrou-se superior, apresentando tempo de meia 

vida de 102 minutos a 85 ºC, enquanto que a presente enzima apresentou 

apenas 86,3 minutos a 80 ºC. 

 

 

Figura 35. Gráfico de Arrhenius de primeira ordem para o cálculo da 
energia de ativação da desnaturação térmica (Ead) da endoglucanase 
purificada. 

 
Fonte: Autoria Própria 

 

Tabela 10. Parâmetros termodinâmicos da termoinativação irreversível da 
endoglucanase purificada. 

Temp 
(ºC) 

Temp 
(K) 

kd (min-1) t½ 
(min) 

∆Hd 
(kJ.mol-1) 

∆Gd 
(kJ.mol-1) 

∆Sd 
(J.mol-

1.K-1) 

40 313 0,00114 355,4 34,14 94,41 -225,7 
50 323 0,00148 222,8 34,07 96,81 -223,8 
60 333 0,00287 115,1 33,98 98,06 -218,6 
70 343 0,00539 95,3 33,90 99,29 -213,6 
80 353 0,00776 86,3 33,82 100,20 -210,8 
90 363 0,02318 43,0 33,73 100,85 -204,0 

Fonte: Autoria Própria 
 

 Seguinte aos valores de tempo de meia vida, despontam os valores 

de ∆Hd, representando a quantidade de ligações não covalentes 

quebradas durante o processo de desnaturação da enzima. Quanto mais 

elevados os valores de ∆Hd, maior será o número de ligações não 
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covalentes presentes na proteína. No atual estudo, os valores para este 

parâmetro estão na ordem de 33,98 kJ.mol-1 a 60 ºC, indicando alto índice 

de ligações não covalentes, representadas por o ligações de hidrogênio, 

pareamento de íons, interações hidrofóbicas e forças de van der Walls, 

todas elas conceituadas na estabilização de proteínas termoestáveis 

(ANFINSEN, 1973). A endoglucanase purificada por Javed et al. (2008), 

com ótimo de temperatura em 55 ºC, exibiu valor de ∆Hd em 0,59 kJ.mol-1, 

enquanto que em mesma temperatura ótima, a proteína investigada por 

Jabbar et al. (2008) exibiu valor de entalpia de 33,5 kJ.mol-1. 

 A energia livre de Gibbs (∆Gd) é um parâmetro da termodinâmica 

associado diretamente à estabilidade da proteína, quanto maior o valor de 

∆Gd, maior a estabilidade da enzima em função da temperatura (LONGO 

e COMBES, 1999). A endoglucanase purificada apresenta maior valor de 

∆Gd na temperatura de 90º C, indicando maior estabilidade em maiores 

temperaturas. A partir deste resultado é possível identificar termoativação 

da enzima investigada.  

 Valores negativos para a entropia de ativação da desnaturação 

térmica (∆Sd) indicam exposição de cadeias laterais apolares, causando 

ordenamento das moléculas de água na forma de clatratos (SIDDIQUI et 

al. ,1997). Proporcionalmente ao aumento da temperatura, os valores de 

entropia aumentam, indicando diminuição da organização da proteína por 

desnaturação, ao expor suas cadeias hidrofóbicas durante o 

desdobramento da proteína (COBOS e ESTRADA, 2003). A partir dos 

valores encontrados, é possível inferir, ao comparar a presente enzima a 

outras endoglucanases termofílicas, a presença de um maior número de 

cadeias hidrofóbicas e consequentemente maior estabilidade estrutural. 

Jabbar et al. (2008), por exemplo, apresentou valores de entropia de -114 

em 55º C, e Javed et al. (2008) -195 também a 55º C. 

 O perfil apresentando a temperatura de fusão Tm (melting 

temperature) da endoglucanase purificada pode ser visto na Figura 36. 
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Figura 36. Gráfico apresentando a temperatura de fusão Tm (melting 
temperature) da endoglucanase purificada. 

 

 
Fonte: Autoria Própria 

 

A temperatura de fusão Tm corresponde à temperatura na qual a 

atividade cai à metade de seu maior desempenho. Como pode ser visto 

no gráfico acima, a temperatura de fusão da endoglucanase purificada é 

de 89 ºC, ou seja, a essa temperatura a enzima possui 50% da sua 

função em condições ótimas. O valor mencionado representa um dado 

promissor frente a outras endoglucanases termofílicas, indicando maiores 

taxas de atividade (> 50%) que a endoglucanase purificada por Arpan et 

al. (2013), por exemplo, que possui uma temperatura de fusão de 73,5 ºC, 

e também outra endoglucanase investigada no trabalho de Sohail et al. 

(2014) que apresenta valores entre 64 e 65º C. 
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6. CONCLUSÕES 

 

- Uma isoforma termoestável da enzima endoglucanase de R. emersonii 

S10 foi purificada pelas etapas de filtração em carvão ativado, 

ultrafiltração, cromatografia de troca aniônica, diálise e cromatografia de 

exclusão molecular.  

 

- A maior atividade da enzima foi obtida em pH 4,0, 85,3 ºC e apresentou 

alta  termoestabilidade e termoativação de até 60%.  

 

- A enzima foi ativada por Mn2+, Mg2+ e K+ e fortemente inibida por Hg2+ e 

Ag+. O mercúrio reduziu a termoestabilidade da enzima. 

 

- A enzima foi inibida totalmente por 5-hidroximetilfurfural, e com menos 

intensidade por ácido 4-hidroxibenzóico e ácido gálico.  

 

- Em teste de especificidade, a enzima mostrou grande afinidade pelo 

substrato carboximetilcelulose em comparação com os outros substratos 

testados. Seus valores de Km e Vmax foram determinados, sendo eles 

3,53 ±0,32 mg.mL-1 e 2,86 ±0,04 µmol/min.mL-1, respectivamente.  

 

- A interpretação dos parâmetros termodinâmicos mostrou que a 

endoglucanase purificada apresenta maior estabilidade com o aumento 

da temperatura a partir do aumento dos valores de energia livre de Gibbs.  
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