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RESUMO 

 

Os resíduos agroindustriais compostos por, em sua maior parte, lignocelulose, 

podem ser desestruturados em monômeros de açúcares e derivados fenólicos que, 

por sua vez, podem ser convertidos em bioprodutos com valor agregado como 

etanol de segunda geração, ácidos orgânicos, aditivos para alimentos, entre outros. 

O processo de desestruturação da lignocelulose envolve, geralmente, um tratamento 

químico e/ou físico, seguido de sacarificação enzimática, que requer um coquetel 

multi-enzimático composto por celulases, hemicelulases, ligninases e enzimas 

acessórias, como as oxidases e pectinases. Estas últimas, além de aumentar a 

eficiência das primeiras, com consequente aumento no rendimento, aumentam 

também a velocidade do processo, devido à degradação da pectina da parede 

celular vegetal. Considerando que o grupo de pesquisa ao qual esse trabalho está 

vinculado tem desenvolvido pesquisas com as ligninases, celulases, hemicelulases e 

pectinases, este estudo teve por objetivo a produção, caracterização físico-química e 

a purificação parcial de pectinases produzidas pelo fungo termofílico Rasamsonia 

emersonii BC, e a avaliação do efeito dessas enzimas quando adicionadas ao 

coquetel enzimático produzido pelo fungo Myceliophthora thermophila JCP 1-4, 

composto por celulases e hemicelulases, sobre a hidrólise da palha de cana-de-

açúcar. Os resultados mostraram que, utilizando-se a mistura de bagaço de laranja e 

de cana-de-açúcar como substrato para cultivo em estado sólido para produção das 

enzimas, obteve-se 471,05 U g-1 de atividade de pectinase, que mostrou ser uma 

poligalacturonase termofílica, com maior atividade em pH 4,5 e a 65-70°C. A solução 

dessa enzima foi adicionada ao coquetel enzimático obtido pelo cultivo de M. 

thermophila, o qual foi usado para hidrolisar palha de cana-de-açúcar submetida a 

pré-tratamento hidrotérmico alcalino. Os resultados indicaram um rendimento de 

11% em glicose liberada na etapa de sacarificação enzimática da palha pré-tratada, 

com total de 73,15 mg g-1 palha. 

 

Palavras-chave: fungo termofílico; enzimas; resíduos lignocelulósicos; 

sacarificação. 



 

ABSTRACT 

 

Agroindustrial wastes whose composition mainly lignocellulose can be deconstruted 

into sugar monomers and phenolic derivatives, which can be converted into added 

value bioproducts such as second generation ethanol, organic acids, additives for 

food and others. The process of destruction of lignocellulose usually involves a 

chemical and/or physical treatment, followed by enzymatic saccharification. This 

process requires a multi-enzymatic cocktail composed of cellulases, hemicellulases, 

ligninases and accessory enzymes, such as oxidases and pectinases. The addition 

of the pectinases increases the efficiency of the saccarification, resultin in the higher 

yield and speed of the process, due to the degradation of pectin from the plant cell 

wall. Considering that the research group to which this work is linked, has developed 

researches with ligninases, cellulases, hemicelluloses and pectinase, this study had 

the objective of the production, physicochemical characterization and partial 

purification of pectinases produced by the thermophilic fungus Rasamsonia 

emersonii BC and the evaluation of the effect of the addition of this enzyme to the 

enzymatic cocktail produced by the fungus Myceliophthora thermophila JCP 1-4 

containing cellulases and hemicellulases, on the hydrolysis of sugarcane straw. The 

results showed that, using a mixture of orange and sugarcane bagasses as a 

substrate for fungus cultivation by solid-state fermentation, 471.05 U g-1 of pectinase 

activity (evaluated as polygalacturonase) was obtained, with a higher activity at pH 

4.5 and 65ºC. Solution of this enzyme was added to the enzymatic cocktail obtained 

from M. thermophila which was used to hydrolyze sugarcane straw pre-treated with 

alkaline hydrothermal and resulted in a sugar yield of 11% in the enzymatic 

saccharification step, with obtainment of 73.15 mg g-1 of pre-treated straw. 

 

Key-words: thermophilic fungus; enzymes; lignocellulosic waste; saccharification. 
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1. INTRODUÇÃO 

  

As pectinases correspondem a um grupo heterogêneo de enzimas capazes 

de hidrolisar a pectina da parede celular vegetal por ação desesterificante 

(pectinesterases), despolimerizante hidrolítica (poligalacturonases) ou 

despolimerizante por transeliminação (pectina liases) (JAYANI et al., 2005). São 

enzimas aplicadas em diversos setores, como na clarificação de sucos, na 

indústria têxtil, na produção de vinhos, na fermentação de café e chás, entre 

outros, e recentemente têm sido utilizadas também na sacarificação de bagaço de 

cana-de-açúcar para a produção de etanol de segunda geração (AMIN et al., 

2018; XIA; LI, 2018).  

O etanol de segunda geração é obtido a partir de biomassa lignocelulósica, 

um recurso renovável e cujo processo é amigável ao meio ambiente (SUN; 

CHENG, 2002; XIAO et al., 2017). O bagaço e a palha da cana-de-açúcar são 

materiais lignocelulósicos que constituem os principais subprodutos da indústria 

sucroalcooleira e importantes fontes de açúcar para processos biotecnológicos 

(CANILHA et al., 2010; FELIPE, 2010; SARKAR et al., 2012; WANDERLEY et al., 

2013). 

Os açúcares presentes na biomassa lignocelulósica encontram-se na forma 

de polímeros (celulose e hemicelulose) e são recobertos por lignina, formando 

uma matriz rígida, responsável pela recalcitrância dessa biomassa (FENGEL; 

WEGENER, 1989; KAN et al., 2017; GUO et al., 2018). As camadas de lignina 

presentes na biomassa lignocelulósica são os principais obstáculos para a 

sacarificação desse material por hidrólise enzimática, porém ainda existem outros 

componentes da parede celular vegetal que podem dificultar esse processo, como 

as pectinas, que dificultam o acesso das enzimas às fibras do substrato, 

impedindo a ação de enzimas celulolíticas e hemicelulolíticas (RODRIGUES et al., 

2016; VOLYNETS et al., 2017).  

Assim, a produção de etanol a partir da lignocelulose consiste em três 

passos essenciais: (i) pré-tratamento químico e/ou físico para romper a estrutura 

cristalina da celulose e retirar parte da lignina; (ii) sacarificação enzimática para a 

liberação de açúcares fermentescíveis; (iii) fermentação, para a conversão de 

açúcares em etanol (VIIKARI et al., 2012; SANTOS et al., 2014). 
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A hidrólise enzimática da lignocelulose requer a ação de um coquetel multi-

enzimático composto de celulases e hemicelulases (SUHARDI et al., 2013). No 

entanto, a suplementação do coquetel com enzimas acessórias, como oxidases e 

pectinases, tem demonstrado eficiência no aumento do rendimento e da 

velocidade de conversão dos polímeros em monômeros de açúcares (ROBL et 

al., 2015). As pectinases, quando aplicadas nesse coquetel, atuam 

sinergisticamente na degradação do material lignocelulolítico, aumentando, 

consequentemente, o rendimento e a eficiência da hidrólise (MAITAN-ALFENAS 

et al., 2015; ROBL et al., 2015). 

Essa aplicação das pectinases requer enzimas que sejam tolerantes às 

condições da indústria e ao armazenamento, o que implica em moléculas 

resistentes às temperaturas fora da refrigeração e que atuem em temperaturas 

acima da mesofílica (acima de 40ºC), direcionando às pesquisas de pectinases 

termofílicas e termoestáveis (GOMES et al., 2007; XIA; LI, 2018). 

As enzimas termoestáveis são, geralmente, produzidas por microrganismos 

termofílicos que crescem otimamente em temperaturas acima de 40ºC e 

raramente em temperaturas abaixo dos 30°C (HASSAN et al., 2018). Os fungos 

termofílicos são pouco conhecidos, mas extremamente importantes na produção 

de enzimas de aplicação industrial (ELLEUCHE et al., 2015). 

Dentro deste contexto, o presente trabalho visou à produção de pectinases 

pelo fungo termofílico Rasamsonia emersonii BC, o conhecimento das 

características bioquímicas, a purificação parcial e a avaliação do efeito da adição 

destas ao coquetel enzimático celulolítico e hemicelulolítico, produzido por 

Myceliophthora thermophila JCP 1-4. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
2.1 Lignocelulose 

 
 A biomassa lignocelulósica constitui a maior fonte de carboidratos naturais 

e pode ser encontrada na natureza em todas as plantas e seus resíduos como os 

urbanos, agroindustriais e florestais (CARRIER et al., 2011). Essa biomassa é 

constituída por fibras de celulose e hemicelulose envolvidas em uma matriz 

amorfa de lignina, as quais estão unidas entre si por ligações covalentes e não 

covalentes, fazendo com que seja formada uma complexa rede resistente à ação 

de microrganismos e enzimas (FENGEL; WENEGER, 1989; JEFFRIES, 1990; 

SANTOS et al., 2012). 

A lignocelulose é constituída por 40-50% de celulose, 25-30% de 

hemicelulose, 15-20% de lignina, traços de pectina, compostos nitrogenados e 

componentes inorgânicos (MORI et al., 2015) (Figura 1). 

 

Figura 1. Origem e organização da lignocelulose.  

 

Fonte: Adaptado de Canilha et al., 2010. 

 

A palha de cana-de-açúcar, que consiste da parte aérea da planta além 

dos colmos, representa um grande volume de resíduos vegetais resultantes do 
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processamento da cana no fabrico do açúcar e/ou do etanol (SANTOS et al., 

2012). Atualmente, tem sido usada juntamente com o bagaço para a geração de 

calor e eletricidade, porém com potencial para a produção do etanol celulósico 

(MORIYA et al., 2007; SANTOS et al., 2012). Apresenta em sua composição 

45,1% de celulose, 25,6% de hemicelulose, 14,1% de lignina, 4,3% de pectina e 

8% de cinzas, teores muito próximos aos do bagaço, que varia de 41 a 44% de 

celulose e de 25 a 27% de hemicelulose, exceto nos terores de lignina que podem 

chegar a 20% (ABIPTI, 1999). É esse menor teor de lignina que faz da palha um 

alvo de mais fácil sacarificação, entretanto, há uma maior presença de pectina na 

palha, o que requer enzimas específicas para sua hidrólise. 

 

2.1.1 Celulose 

 

A celulose representa o polímero componente de matéria vegetal mais 

abundante na natureza, existente em todos os tecidos vegetais e algas, e 

sintetizada por algumas bactérias e grupos específicos de fungos (JONOOBI et 

al., 2015). Sua estrutura corresponde a um homopolissacarídeo linear constituído 

por monômeros de D-glicose unidos por ligações glicosídicas do tipo β-1,4, com 

orientações alternativas, de fórmula geral (C6H10O5)n (STELTE et al., 2011). Os 

dímeros de glicose são denominados celobiose (POLETTO; ORNAGHI JUNIOR, 

2015). A sua proporção na biomassa vegetal e a sua composição a torna o maior 

recurso energético renovável da natureza (CHEN, 2014). A Figura 2 representa a 

estrutura da molécula de celulose, apontando os monômeros de glicose e 

celobiose. 

 

Figura 2. Estrutura da molécula de celulose. 

 

Fonte: Adaptado de US Department of Energy Genome Programs (US DOE), 

2007. 
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Sua estrutura secundária é caracterizada por meio de ligações de 

hidrogênio intramoleculares, formando conformações β, as quais se organizam 

em cadeias que formam microfibrilas, e estas ainda se ligam formando as 

macrofibrilas, que por fim dão origem às fibras de celulose propriamente ditas 

(ATALLA et al., 1993; VOUTILAINEN et al., 2007). 

De acordo com a organização e compactação das fibrilas, a celulose 

apresenta regiões cristalinas e amorfas, sendo o caráter cristalino extremamente 

estável, referente ao maior grau de organização e compactação, e sendo ainda 

mais suscetível à degradação pela ação de enzimas do que a celulose amorfa 

(MATHEWS et al., 2015). Além disto, a elevada compactação das moléculas de 

glicose confere à celulose alta massa molecular, fator este que resulta na 

insolubilidade da celulose em água (BRANDT et al., 2013). 

 

2.1.2 Hemicelulose 

 
A hemicelulose é um heteropolissacarídeo com estrutura mais diversificada 

que a celulose, sendo composta por pentoses (xilose, ramnose, arabinose), 

hexoses (manose, glicose, galactose), açúcares acetilados e ácidos urônicos 

(ácido α-D-galacturônico) (GÍRIO et al., 2010; ISIKGOR; BECER, 2015). Dentre 

os açúcares constituintes, a xilose é um dos mais abundantes (83,1 - 84,6%), 

coexistindo com arabinose (11,0 - 12,1%) e menores quantidades de glicose (2,1 - 

3,1%), ácidos urônicos (1,4 - 2,6%) e galactose (0,5 - 0,7%), conforme mostra a 

Figura 3 (BIAN et al., 2012). 

 

Figura 3. Estrutura da hemicelulose. 

 

Fonte: Santos et al., 2012. 



19 

 

As xilanas, o tipo mais abundante de hemicelulose no reino vegetal, são 

polímeros lineares compostos por resíduos de xilose unidos através de ligações 

glicosídicas do tipo β (1-4), podendo apresentar várias substituições, além da 

capacidade de manter ligações com outros polissacarídeos, por meio de ligações 

laterais (POLIZELI et al., 2005). Ademais, xilanas são comumente acetiladas e 

fazem ligações éster com ácido p-cumárico e ferúlico, porção ligada à lignina, 

agindo intensamente com esta (SCHELLER; ULVSKOV, 2010). 

 

2.1.3 Lignina 

 
A lignina representa cerca de 20% do carbono total fixado durante a 

fotossíntese (HERNÁNDEZ-ORTEGA et al., 2012). É um heteropolímero amorfo 

presente na parede celular de plantas vasculares, cujo papel biológico é aumentar 

a integridade da parede celular e promover resistência ao ataque de agentes 

patogênicos, à oxidação e à degradação enzimática e impermeabilização dos 

vasos condutores da planta (BROWN; CHANG, 2014).  

A molécula de lignina é composta por unidades fenilpropanoidicas 

derivadas da polimerização oxidativa de três álcoois precursores (coniferílico, 

sinapílico e p-cumarílico) que, respectivamente, dão origem às subunidades p-

hidroxifenila, guaiacila e siringila e interconectadas por ligações carbono/carbono 

e éter biologicamente estáveis (BOURBONNAIS; PAICE, 1988). As Figuras 4 e 5 

representam as unidades constituintes da molécula da lignina e a estrutura do 

heteropolímero, respectivamente. 

  

Figura 4. Unidades de (a) p-hidroxifenila, (b) guaiacila e (c) siringila, formadoras 

da estrutura da lignina. 

 

Fonte: Saliba et al., 2001. 
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Figura 5. Estrutura da lignina, mostrando a ligação éter β-O-4. 

 

Fonte: Adaptado de Anke; Weber, 2006. 

 

A recalcitrância da lignocelulose está relacionada ao índice de 

cristalinidade da celulose, à composição e teor da lignina, e às ligações entre a 

hemicelulose e a lignina na parede celular das plantas, de forma que o processo 

de deslignificação se torna essencial para o acesso das enzimas celulolíticas e 

hemicelulolíticas durante o processo de hidrólise (LI et al., 2015).   

 

2.2 Enzimas do complexo celulolítico e hemicelulolítico  

 

 As enzimas do complexo celulolítico e hemicelulolítico, disponíveis 

comercialmente e mais comumente utilizadas, são geralmente as produzidas por 
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fungos, devido à elevada capacidade de secreção de proteínas extracelulares, 

característica desse grupo microbiano (PHITSUWAN et al., 2013).  

 

2.2.1 Celulases 

 
As celulases desempenham um papel fundamental na hidrólise da 

biomassa lignocelulósica por liberar monômeros de açúcares fermentescíveis 

para a produção de biocombustíveis (FALKOSKI et al., 2013). Estas constituem 

um grupo de glicosil-hidrolases (GH), responsáveis por atuar nas ligações 

glicosídicas entre os resíduos de glicose da cadeia de celulose e que envolve a 

ação sinérgica de um complexo de três enzimas diferentes, específicas para cada 

sítio da molécula, sendo estas (HORN et al., 2012; SRIVASTAVA et al., 2018): 

 
I. Endoglucanases ou CMCases (EC 3.2.1.4): atuam na catalisação da 

hidrólise da celulose, rompendo as ligações glicosídicas β (1-4) presentes na 

estrutura amorfa (de baixa cristalinidade), liberando celo-oligossacarídeos de 

diversos graus de polimerização e, consequentemente, expondo novos terminais 

(um redutor e um não redutor) (COUGHLAN; LJUNGDAHL, 1988; CASTRO; 

PEREIRA JR., 2010). Estas são ainda responsáveis pela rápida solubilização do 

polímero de celulose, visto que diminui seu grau de polimerização, devido à 

liberação de oligossacarídeos (CASTRO; PEREIRA JR, 2010); 

 
II. Celobiohidrolases ou exoglucanases ou avicelases (EC 3.2.1.176): 

catalisam a quebra das ligações glicosídicas, tanto nas regiões cristalinas, quanto 

nas regiões amorfas, a partir das extremidades redutoras e não redutoras das 

cadeias, liberando unidades de celobiose e celo-oligossacarídeos (a diminuição 

do grau de polimerização ocorre de forma lenta) (COUGHLAN; LJUNGDAHL, 

1988; VOUTILAINEN, 2010). 

 
III. β-glicosidases ou celobiases (EC 3.2.1.21): são responsáveis pela 

hidrólise da celobiose e de outras celodextrinas à glicose, contribuindo para a 

finalização do processo catalítico da celulose (VOUTILAINEN et al., 2007; LEITE 

et al., 2008). Assim, tornam-se o fator limitante e são responsáveis pela regulação 

de todo o processo celulolítico (YEOMAN et al., 2010). 
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O sinergismo entre essas enzimas depende da natureza do substrato sobre 

os quais elas atuam (WOODWARD, 1991). A Figura 6 representa a atuação 

destas enzimas. 

 

Figura 6. Ação catalítica do complexo celulolítico. 

 

Fonte: Adaptado de Tébéka et al., 2009. 

 

2.2.2 Hemicelulases 

 

A hidrólise da hemicelulose requer um conjunto mais complexo de enzimas 

principais e de enzimas acessórias, que são necessárias para aumentar o 

rendimento da hidrólise (MAITAN-ALFENAS et al., 2015). Tal complexo inclui 

enzimas que degradam todas as frações da hemicelulose, podendo quebrar 

xilana, xilobiose, manana, arabinana, ácido galacturônico, entre outras (MADADI 

et al., 2017). Porém, como o principal constituinte da hemicelulose é a xilana, 

enfoques quanto às enzimas hemicelulolíticas são baseados em xilanase e β-

xilosidase (BIAN et al., 2012). 

As xilanases (ou endo-1,4-β-D-xilanases; EC 3.2.1.8) hidrolisam as 

ligações 1,4-β-D-xilosídicas randomicamente, diminuindo o grau de polimerização 

do polissacarídeo, liberando xilobiose e outros xilo-oligossacarídeos (SWEENEY; 

XU, 2012).  
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As β-xilosidases (ou 1,4-β-D-xilosidases; EC 3.2.1.37) possuem afinidade 

por xilobiose e xilo-oligossacarídeos e atuam a partir do terminal não redutor da 

xilana, liberando xilose como produto final (SARASWAT; BISARIA, 1997; 

KOLENOVA et al., 2006; RASMUSSEM et al., 2006; BUSSAMRA et al., 2015).  

Além das xilanases e das β-xilosidases, as acetil xilana esterases (EC 

3.1.1.72) e as α-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) também são importantes 

enzimas acessórias, visto que catalisam a remoção das cadeias laterais da 

hemicelulose (GILEAD; SHOHAM, 1995). 

A Figura 7 representa a estrutura da arabinoxilana com a ação de algumas 

enzimas do complexo hemicelulolítico. 

 

Figura 7. Ação de diversas enzimas na estrutura da arabinoxilana. 

.  

Fonte: Adaptado de Aro et al., 2005. 

 

2.3 Substâncias pécticas 

 

Substâncias pécticas são polissacarídeos estruturais de alta massa molar 

constituídos por resíduos de ácido galacturônico ligados por ligações α (14) 

(Figura 8) (DOCO et al., 1997; TAPRE; JAIN, 2014). Essas substâncias compõem 

a lamela média e a parede celular primária nas células vegetais, sendo que na 
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parede primária formam uma matriz na qual a celulose e hemicelulose estão 

embutidas (CAFFAL; MOHNEN, 2009). A pectina contribui para a força mecânica 

e para as propriedades físicas, de forma a auxiliar na manutenção da integridade 

e na defesa contra patógenos (LINGXIA; STEVEN, 2010). A Figura 9 representa a 

estrutura da parede celular vegetal, mostrando a localização da pectina nos 

tecidos vegetais.  

 

Figura 8. Sequência principal da pectina. 

 
Fonte: Adaptado de Serra et al., 2002. 

 

Figura 9. Diagrama da parede celular vegetal. 

 

Fonte: Adaptado de Villareal, 2007. 

 

Apesar de o principal constituinte dessas substâncias ser o ácido 

galacturônico, outros açúcares podem ser encontrados, tais como ramnose (na 

cadeia principal), arabinose, galactose e xilose (nas cadeias laterais) (YADAV et 
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al., 2009). Estes polissacarídeos podem ser classificados em três grupos 

principais, com base na organização das cadeias central e lateral que os 

constituem e do tipo dos resíduos de açúcar (ALKORTA et al., 1998; JAYANI et 

al., 2005; WILLATS et al., 2006; PEDROLLI et al., 2008; BHARDWAJ et al., 

2017): 

 
I. Homogalacturonana (HG): polímero linear formado por ácido D-

galacturônico, podendo ser esterificado com grupos metil ou acetil.  

De acordo com o nível de esterificação, os polímeros de HG podem ser 

classificados em pectina, ácido pectínico, ácido péctico (ácido poligalacturônico) e 

protopectina. Pectina é um termo genérico para a mistura de diferentes 

composições, porém com ácido pectínico como principal componente. A 

protopectina é um termo utilizado para as substâncias insolúveis em água 

encontradas nos tecidos vegetais, a partir da qual as substâncias pécticas 

solúveis são produzidas, visto que são pouco hidrolisáveis quando comparadas à 

pectina ou ácido péctico. Os ácidos pécticos (ácido poligalacturônico) são 

essencialmente livres de esterificações. E, por fim, os ácidos pectínicos contêm 

menos que 75% de grupos carboxílicos metilados.  

 
II. Ramnogalacturonana I (RGI): composto pela sequência dissacarídeo 

ramnose – ácido galacturônico, cujos resíduos podem ser acetilados. Uma 

variedade de diferentes cadeias de glucanas (principalmente arabinana e 

galactana) está ligada às unidades de ramnose, sendo que estas cadeias podem 

ser extremamente heterogêneas. 

  
III. Ramnogalacturonana II (RGII): é também uma cadeia HG, porém 

apresenta um esqueleto de no mínimo oito (provavelmente mais) unidades 

monoméricas, contendo cadeias laterais de até 12 diferentes tipos de açúcares 

complexos. 

 

O HG é o polímero mais abundante na parede celular, correspondendo 

entre 60 e 65% do total da pectina, enquanto que RGI corresponde entre 20 e 

35%, e RG-II somente 10% (CANTERI et al., 2012). Estudos permitiram 

esquematizar estruturas hipotéticas da pectina, com breves modificações de 
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acordo com novas evidências analíticas (CANTERI et al., 2012). A Figura 10 

representa a alternativa de Willats et al. (2006), a partir da representação 

convencional. 

 

Figura 10. Estrutura da pectina. Representação esquemática da convencional (A) 

e da alternativa recentemente proposta (B). 

 

 

Fonte: Adaptado de Willats et al. (2006). 

 

2.4 Enzimas pectinolíticas 

 

As enzimas pectinolíticas (pectinases) constituem um grupo de enzimas 

complexas que catalisam a degradação das substâncias pécticas, tanto por 

reações de despolimerização quanto de desesterificação (TARIQ; LATIF, 2012). A 

pectina presente na parede celular é envolvida em ligações com fibras de celulose 

e hemicelulose e, desse modo, a ação das pectinases, removendo essa pectina 

facilitam o acesso de celulases ao seu substrato (GIACOBBE et al., 2014). 

A) 

B) 



27 

 

As pectinases são classificadas de acordo com a preferência pelo 

substrato, pelo modo de ataque à cadeia de ácido galacturônico dos polímeros 

pécticos e pela preferência pelo tipo de clivagem, podendo, neste caso, atuar de 

forma randômica (atividade endo) ou a partir da extremidade não redutora da 

molécula (atividade exo) (PILNIK; ROMBOUTS, 1981; WHITAKER, 1990; SAKAI, 

1992; KASHYAP et al., 2001). 

 Com base nas classificações, são descritos três tipos de enzimas: as 

protopectinases (hidrólise ou transeliminação), as desesterificantes 

(pectinesterases) e as despolimerizantes (hidrolases e liases). 

 

1. Protopectinases: solubilizam a protopectina insolúvel, formando pectina 

polimerizada altamente solúvel (JAYANI et al., 2005). Estas podem ser divididas 

em tipo A, que atuam na região do ácido poligalacturônico da protopectina, e tipo 

B, que atuam nas cadeias de polissacarídeos que conectam as cadeias de ácido 

poligalacturônico aos demais constituintes da parede celular vegetal (KASHYAP 

et al., 2001). 

 

2. Enzimas desesterificantes (pectinesterases ou pectinametilhidrolases; EC 

3.1.1.11): catalisam a desesterificação do grupo metoxil da pectina, formando 

ácido péctico ou pectina de baixa metoxilação (KASHYAP et al., 2001). Agem 

preferencialmente nos grupos éster e metil do galacturonato até a próxima 

unidade de galacturonato não esterificado (COSGROVE, 1997; KASHYAP et al., 

2001). São as primeiras enzimas a atuar na degradação da pectina, liberando 

grupos carboxílicos livres e, permitem então que as demais enzimas atuem no 

produto (SAKAI et al., 1993). 

 

3. Enzimas despolimerizantes: rompem as ligações glicosídicas α (14) entre 

os monômeros de ácido galacturônico, podendo agir por dois mecanismos 

diferentes - hidrólise (poligalacturonases) ou transeliminação (liases) (JAYANI et 

al., 2005).  

São subdivididas da seguinte forma: 
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a) Hidrolases (poligalacturonases e polimetilgalacturonases): as 

poligalacturonases (PGs) catalisam a quebra da cadeia de ácido poligalacturônico 

por hidrólise, ou seja, pela introdução de molécula de água (JAYANI et al., 2005). 

Tais enzimas podem ser endo-PGs (EC 3.2.1.15), que hidrolisam de forma 

randômica as ligações entre os resíduos de ácido galacturônico (ácido péctico), 

liberando oligogalacturonatos, ou exo-PGs (EC 3.2.1.67), que catalisam a 

hidrólise das cadeias a partir da extremidade não redutora, liberando ácidos 

monogalacturônicos (JAYANI et al., 2005).  

As polimetilgalacturonases são também hidrolases que catalisam a quebra 

das ligações glicosídicas α (14), se diferenciando das poligalacturonases pela 

preferência por substratos altamente metoxilados (ácido pectínico) e podendo 

exibir atividades endo (clivagem randômica da cadeia), ou exo (clivagem 

sequencial a partir da extremidade não redutora da cadeia) (JAYANI et al., 2005; 

TAPRE; JAIN, 2014). 

 

b) Liases (pectina liases e pectato liases): clivam as ligações de 

pectatos ou pectinatos por transeliminação do hidrogênio, resultando em 

galacturonídeos com ligações insaturadas entre C4 e C5, sendo subdivididas de 

acordo com a especificidade pelo substrato (CODNER, 2001; KASHYAP et al., 

2001). Tais enzimas podem apresentar atividade endo, ou seja, quando clivam as 

ligações de forma randômica, ou exo, quando clivam as ligações da cadeia a 

partir da extremidade não redutora (ALKORTA et al., 1998; JAYANI et al., 2005).  

As liases ainda são subdividas em relação a preferência por substrato, 

sendo que as que têm preferência por ácido péctico (ácido galacturônico) são 

denominadas poligalacturonato liases (pectato liases), enquanto que as liases que 

atuam no ácido pectínico são as polimetilgalacturonato liases (pectina liases) 

(KASHYAP et al., 2001).  

 A Figura 11 e a Tabela 1 representam a composição da molécula de 

pectina e o mecanismo de ação de algumas das enzimas citadas:  
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Figura 11. Componentes da molécula de pectina, com associação de açúcares e 

atuação das pectinases. 

 

Fonte: Adaptado de Vincken et al., 2003. 

 

Tabela 1. Classificação das pectinases com base no modo de ação. 

ENZIMA EC SUBSTRATO 
MODO DE 

AÇÃO 
PRODUTO 

Esterases 

Pectinesterases 

 

3.1.1.11 

 

Pectina 

 

Hidrólise 

 

Ácido péctico + 

metanol 

Despolimerases 

(hidrolases) 

Protopectinases 

Endopoligalacturonases 

Exopoligalacturonases 

 

 

 

3.2.1.15 

3.2.1.67 

 

 

Protopectina 

Ácido péctico 

Ácido péctico 

 

 

Hidrólise 

Hidrólise 

Hidrólise 

 

 

Pectina 

Oligogalacturonatos 

Monogalacturonatos 

Despolimerases 

(liases) 

Endo pectato liases 

Exo pectato liases 

Pectina liase 

 

 

4.2.2.2 

4.2.2.9 

4.2.2.10 

 

 

Ácido péctico 

Ácido péctico 

Pectina 

 

 

Transeliminação 

Transeliminação 

Transeliminação 

 

Oligogalacturonatos 

insaturados 

Fonte: Adaptado de Venkatanagaraju; Divakar, 2017. 
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2.5 Aplicações das enzimas pectinolíticas 

 

As primeiras aplicações comerciais de pectinases foram observadas em 

1930 para o preparo de vinhos e sucos de frutas (OSLEN, 2000). Porém, foi na 

década de 60 que teve início o conhecimento da natureza de tecidos vegetais, e 

com isso, cientistas começaram a utilizar uma melhor extensão de enzimas mais 

eficientes (TAPRE; JAIN, 2014). Como resultado, as pectinases têm sido 

importantes enzimas do setor comercial, especialmente pelas indústrias de sucos 

de frutas, sendo usadas como pré-requisitos para a obtenção de maiores 

rendimentos na estabilidade e clarificação destes (SANDRI et al., 2013). As 

pectinases ácidas são usadas principalmente na indústria de bebidas, enquanto 

que as alcalinas, por exemplo, são usadas no processamento têxtil, na indústria 

de papel e na extração de óleos (REID; RICARD, 2000; BONNIN et al., 2003).  

As pectinases têm diversas aplicações, e são muito importantes 

principalmente na extração de sucos de frutas com alto teor de pectina, como 

manga, mamão, goiaba, maçã e banana, visto que essas enzimas removem a 

pectina e outras substâncias, conferindo menor turbidez, amargor e viscosidade 

aos sucos (SANDRI et al., 2013; TAPRE; JAIN, 2014). Também são importantes 

na clarificação destes e de vinhos, pois, além de resultar em melhores 

rendimentos de tal processo, ainda auxiliam a preservar nutrientes, cor e sabor 

originais (TAPRE; JAIN, 2014). Porém, apesar de serem extensamente aplicadas 

na indústria de sucos e vinhos, ainda apresentam outras aplicações excepcionais, 

como as citadas nos exemplos a seguir:  

- Fabricação de papel e celulose: atuam despolimerizando os resíduos de 

ácido galacturônico, resultando em um papel mais volumoso, com menor 

opacidade e melhor capacidade de impressão (BAJPAI, 2014; KOHLI; GUPTA, 

2015);  

- Fermentação de café e chá: pectinases alcalinas têm sido utilizadas na 

fermentação do chá para evitar a formação do pó instantâneo através da 

destruição da pectina, e para a remoção da camada mucilaginosa do grão do café 

(KOHLI; GUPTA, 2015);  

- Ração animal: as enzimas têm sido usadas recentemente na produção de 

oligossacarídeos pécticos como componentes funcionais da ração, visto que 
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diminuem a viscosidade, a fim de aumentar a liberação e absorção de nutrientes 

(UENOJO; PASTORE, 2007; COMBO et al., 2012; SABAJANES et al., 2012);  

- Extração de óleos: óleos cítricos podem ser extraídos com pectinases, 

uma vez que estas enzimas destroem as propriedades emulsionantes da pectina, 

que interferem na recuperação de óleos a partir de extratos de casca de frutas 

cítricas (KOHLI; GUPTA, 2015). As pectinases atuam hidrolisando os complexos 

de pectina-proteína, liberando o óleo, aumentando o rendimento, diminuindo o 

tempo de processo e melhorando a qualidade do produto final (KASHYAP et al., 

2001). 

- Controle de patogenicidade em plantas: a patogenicidade em plantas e 

frutos são sinais de ação de pectinases, que pode estimular a resistência da 

planta agindo como agente de controle biológico e evitando o uso de 

agroquímicos excessivos, como por exemplo, a pectina liase de Bacillus clausii 

(JAYANI et al., 2005; LI et al., 2012). 

- Indústria têxtil: as pectinases podem ser aplicadas para degradar a 

camada de pectina que recobre as fibras de celulose, liberando-as para posterior 

processamento, no tratamento do resíduo líquido e na degomagem das fibras 

naturais (KASHYAP et al., 2001; KAUR et al., 2004). 

 

2.6 Pectinases fúngicas e termoestáveis 

 

A fonte primária da produção de enzimas industriais são os 

microrganismos, dos quais 50% são produzidas por fungos e leveduras, 35% por 

bactérias e os 15% remanescentes são de origem vegetal (JAYANI et al., 2005). 

Recentemente, tem se aumentado o interesse em pectinases termofílicas e 

termoestáveis, visto que o uso de elevadas temperaturas é um importante fator 

durante o processamento de suco e outros produtos vegetais, que são etapas 

importantes dos processos industriais com diversas finalidades (GOMES et al., 

2007; ZHOU et al., 2017). Por exemplo, durante a maceração da uva o uso de 

temperaturas mais altas (entre 60 e 65°C) favorece o processamento do suco 

pela ruptura da membrana e da parede celular. Além disso, processamento em 

temperaturas mais elevadas diminuem os riscos de contaminação microbiana 

(GOMES et al., 2007).  
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Os fungos constituem um grupo morfológica e fisiologicamente diverso, 

com estimativa de espécies em torno de 1,5 milhão (HAWKSWORTH et al., 2001; 

MADIGAN et al., 2003). Cooney e Emerson (1964) classificaram como fungos 

termofílicos aqueles com temperatura máxima de crescimento a 50ºC ou acima e 

apresentam temperatura mínima a 20ºC ou acima. Há teorias que relatam o 

surgimento da termofilia em fungos como um mecanismo adaptativo às mudanças 

sazonais e às altas temperaturas diurnas, e tal mecanismo envolve aspectos 

como ajustamento da membrana citoplasmática, das proteínas e do DNA às altas 

temperaturas (GOMES et al., 2007; POWELL et al., 2012). Essa adaptação à 

termofilia tem despertado grande interesse principalmente na biotecnologia, visto 

que esses microrganismos apresentam, consequentemente, proteínas e enzimas 

resistentes às altas temperaturas e às condições drásticas utilizadas em 

bioprocessos (HAKI; RAKSHIT, 2003).  

Dado que a pectina é um constituinte importante da parede celular vegetal, 

espera-se que as pectinases sejam também comuns entre os termófilos 

decompositores de polímeros vegetais (GOMES et al., 2007). No entanto, poucos 

relatos são apresentados na literatura sobre a produção de pectinases por 

linhagens termofílicas (MAHESHWARI et al., 2000; GOMES et al., 2007).  

Inamdar (1987) estudou 40 linhagens termofílicas, das quais apenas 7 

gêneros foram capazes de crescer em meio líquido contendo pectina. Destes, 

somente a espécie Thermoascus aurantiacus produziu quantidades consideráveis 

de pectinase em meio à base de casca de citrus. A mesma linhagem foi também 

estudada por Martins et al. (2002), os quais relataram a produção de 

poligalacturonases em cultivo em estado sólido, contendo farelo de trigo e bagaço 

de laranja como substrato. 

Alves et al. (2002) isolaram 56 espécimes do gênero Mucor, totalizando 11 

táxons, a partir de fezes de herbívoros. Destes, 96% produziram 

poligalacturonases em meio contendo pectina cítrica como substrato. 

 Kaur et al. (2004) estudaram a produção de uma poligalacturonase 

termoestável por uma forma termofílica de Sporotrichum thermophile apinis em 

CSM. 
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 Sathish-Kumar e Palanivelu (1999) reportaram a produção de enzimas 

pectinolíticas pelo fungo termofílico Thermomyces lanuginosus por CSM em meio 

com 1% de pectina e sacarose.  

Phutela et al. (2005) reportaram a produção de poligalacturonases pelo 

fungo termofílico Aspergillus fumigatus em cultivo em estado sólido.  

As pectinases fúngicas são produzidas de forma promissora através do 

cultivo em estado sólido (CES), devido à semelhança com o ambiente natural 

destes microrganismos (CASTILHO et al., 2000). Dentre as vantagens do CES 

destacam-se: baixo custo, visto que os substratos utilizados são resíduos 

agroindustriais; melhor qualidade dos produtos finais quando comparados com o 

cultivo submerso; requer uma menor quantidade de energia; é uma prática 

sustentável; e proporciona uma hiperprodução de metabólitos microbianos 

(FAVELA-TORRES et al., 2006; JACOB, 2009; PEDROLLI; CARMONA, 2010). 

Recentemente, as pectinases têm sido selecionadas com o propósito de 

auxiliar na sacarificação de materiais lignocelulósicos visando à obtenção de 

açúcares fermentescíveis (MAITAN-ALFENAS et al., 2015). 

 

2.7 Sacarificação enzimática da biomassa lignocelulósica 

 

A produção de etanol a partir de material lignocelulósico envolve dois 

processos: a hidrólise da celulose presente na biomassa para produzir açúcares 

redutores, seguida da fermentação desses açúcares, convertendo-os em etanol 

(SUN; CHENG, 2002). A hidrólise enzimática é catalisada por um pool de enzimas 

descritas anteriormente, produzidas por diversos microrganismos, especialmente 

os fungos termofílicos (MAEDA et al., 2013). Isto ocorre porque, no geral, eles 

utilizam resíduos lignocelulósicos como substrato na produção de enzimas por 

cultivo em estado sólido (CES) e conseguem suportar aumentos de temperaturas 

– comuns durante o CES, produzindo enzimas mais estáveis nessas altas 

temperaturas, quando comparados a fungos mesofílicos (GOMES et al., 2007). 

Em função da complexidade da lignocelulose, faz-se necessário uma 

prévia desagregação da estrutura desse material antes da aplicação das enzimas, 

de modo a facilitar o acesso das mesmas aos seus respectivos substratos por 

meio de um tratamento químico e/ou físico (IBRAHIM, 2012). Esse pré-tratamento 
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do material lignocelulósico tem por objetivos a abertura da parede celular da 

biomassa para o ataque enzimático, o aumento da área de superfície e da 

porosidade do substrato, a redução da cristalinidade da celulose e a remoção da 

lignina e da hemicelulose, fatores que facilitam o acesso das enzimas ao material 

e aumentam o rendimento do processo, como mostra a Figura 12 (IBRAHIM, 

2012). 

 

Figura 12. Alterações estruturais do complexo celulose-hemicelulose-lignina 

decorrentes de técnicas de pré-tratamento. 

 

Fonte: Kondo, 1997. 

 

Na etapa da sacarificação vários obstáculos ainda podem surgir como 

ineficiência ou inativação das enzimas na condição de aplicação ou falta de algum 

tipo enzimático específico no coquetel (SUN; CHENG, 2002). A otimização das 

celulases e da carga enzimática utilizada também estão associadas a um 

melhoramento do processo (SUN; CHENG, 2002). Sendo assim, a hidrólise 

enzimática da biomassa depende não apenas do coquetel enzimático utilizado 

para a liberação de açúcares, mas também do pré-tratamento empregado e da 

eficiência das enzimas (MAITAN-ALFENAS et al., 2015).  

O pré-tratamento hidrotérmico tem se destacado por promover o aumento 

da degradação enzimática da celulose e por produzir baixas quantidades de 

compostos inibitórios para as enzimas e para o processo de fermentação 
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alcoólica subsequente (LIMAYEM; RICKE, 2012). Tal processo é baseado na 

combinação do uso de água (ou vapor d’água) com altas temperaturas (120-

230°C) e elevadas pressões, atuando no rompimento das ligações lignina-

carboidrato (ROGALINSKI et al., 2008). Porém, ainda não é considerado 

suficiente na degradação da lignina, sendo assim combinado com a extração 

alcalina, um dos procedimentos mais utilizados na deslignificação, resultando 

numa remoção mais eficiente da lignina e contribuindo para uma hidrólise 

enzimática mais rápida e com um maior rendimento em açúcares (BOUSSARSAR 

et al., 2009; SILVA et al., 2011; ROCHA et al., 2012).  

A extração alcalina é eficaz na deslignificação porque atua tanto no 

rompimento das ligações entre lignina e carboidrato, quanto de suas ligações 

internas, consequentemente melhorando a reatividade dos polissacarídeos 

remanescentes, aumentando o entumecimento da biomassa e a área de 

superfície destes (CHEN et al., 2011; KARP et al., 2013). 

Na etapa de sacarificação enzimática sabe que, em termos de velocidade 

de conversão e de rendimento, o coquetel enzimático utilizado na hidrólise, 

quando suplementado com enzimas acessórias, como as pectinases, torna-se 

mais eficiente (BERLIN et al., 2007). Maitan-Alfenas et al. (2015) constataram que 

as pectinases favoreceram a sacarificação do bagaço de cana e contribuiram para 

uma melhor ação do coquetel enzimático do fungo Chrysoporthe cubensis e de 

um coquetel enzimático comercial, visto que estas são fundamentais dentro do 

efeito sinergístico entre as enzimas. Também tem sido constatado que a hidrólise 

da biomassa não depende unicamente da presença isolada da ação de celulases, 

mas a degradação eficiente é uma função da proporção balanceada de enzimas 

diferentes que agem sinergisticamente na quebra da estrutura complexa da 

lignocelulose (HU et al., 2011; VÁRNAI et al., 2011; VAN DYK; PLETSCHKE, 

2012; MAITAN-ALFENAS et al., 2015; ROBL et al., 2015). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Caracterizar pectinases produzidas pelo fungo termofílico Rasamsonia 

emersonii BC quanto às suas propriedades bioquímicas e físico-químicas, e 

mensurar o efeito de sua adição na formulação de coquetel enzimático composto 

por celulases e xilanases para sacarificação da palha da cana-de-açúcar. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

I. Produzir as pectinases em cultivo em estado sólido (CES) utilizando a mistura 

de bagaço de cana-de-açúcar e bagaço de laranja como substrato;  

 

II. Avaliar os efeitos das condições de reação como temperatura e pH sobre a 

atividade e sobre a estabilidade das pectinases;  

 
III. Produzir celulases e xilanases em cultivo do fungo Myceliophthora thermophila 

JCP 1-4 em estado sólido (CES) utilizando a mistura de farelo de soja e bagaço 

de cana-de-açúcar como substrato; 

 
IV. Avaliar o efeito da adição das poligalacturonases ao coquetel enzimático de 

hidrólise da palha de cana-de-açúcar. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Cultivo em estado sólido 

 

4.1.1 Microrganismos utilizados 

 

A linhagem fúngica utilizada para a produção das pectinases foi a cepa 

Rasamsonia emersonii BC, isolada de amostras de bagaço de cana em Adolfo - 

SP e faz parte da coleção de trabalho do Laboratório de Bioquímica e 

Microbiologia Aplicada (ROSA, 2014). 

A linhagem utilizada para a produção de enzimas celulolíticas e 

hemicelulolíticas foi a cepa Myceliophthora thermophila JCP 1-4, a qual faz parte 

da coleção de trabalho do Laboratório (CASSIA PEREIRA et al., 2015).  

Ambas as culturas puras foram mantidas em criotubos, sob solução de 

glicerol a 20% em freezer a -80°C. 

 

4.1.2 Substratos para os cultivos em estado sólido (CES) 

 

Para a condução dos CES foram utilizados 5,0 g de substrato, sendo estes 

compostos por: 

 a) para a produção de pectinases pelo fungo R. emersonii BC, conforme 

Silva et al. (2005) e Martins et al. (2002). 

- Bagaço de laranja;  

- Bagaço de cana-de-açúcar; 

- Mistura de bagaço de laranja e bagaço de cana-de-açúcar, na proporção 

de 90 para 10%, respectivamente. 

 b) para a produção de celulases e xilanases pelo fungo M. thermophila 

JCP 1-4, segundo descrito por Cassia Pereira et al. (2015). 

- Mistura de bagaço de cana-de-açúcar e farelo de trigo (1:1 p/p).  

Ambos os substratos foram lavados, secos a 65°C, triturados e separados 

em partículas de 1-5 mm utilizado-se uma peneira. 
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 4.1.3 Pré-inóculo e meio nutriente para os CES  

 

Os fungos foram inoculados na superfície de meio de cultura Sabouraud 

em placa de Petri e incubados até completo crescimento micelial (96 horas). O 

fungo R. emersonii BC foi incubado a 55°C, enquanto que o M. thermophila JCP 

1-4 foi incubado a 45°C. 

Após este período, discos obtidos das culturas miceliadas em meio de 

cultura sólido, com 8,0 mm de diâmetro, foram utilizados como inóculo (1 disco 

por g de substrato). Ao substrato sólido inoculado foram adicionados 20 mL de 

solução nutriente estéril para as CES do R. emersonii BC, e 11 mL para o M. 

thermophila JCP 1-4, de modo a proporcionar uma umidade inicial de 

aproximadamente 70%.  

A solução nutriente foi composta por (g L-1): (NH4)2SO4 (3,5); KH2PO4 (3,0); 

MgSO4.7H2O (0,5); CaCl2 (0,5); Tween 80 (10), a pH 5,0. 

 

4.1.4 CES para a produção de enzimas 

 

Os CES foram realizados em embalagens de polipropileno (12X20 cm), as 

quais foram incubadas após a adição da solução de inóculo (item 4.1.3).  

Apesar da cepa R. emersonii BC crescer a 60°C, a incubação foi feita a 

55°C para evitar o ressecamento excessivo do substrato, e, ainda, foi adicionado 

um recipiente contendo água destilada no interior da estufa para garantir umidade 

para o crescimento dos fungos. As amostras foram tomadas a cada 48 horas, 

retirando-se uma embalagem de cada um dos tipos de substrato, por um período 

de 14 dias. Ao material fermentado retirado foram adicionados 100 mL de água 

destilada e, após a homogeneização manual, foi mantido sob agitação em shaker 

a 100 rpm por 30 minutos. Posteriormente o material foi filtrado e centrifugado a 

10000 g por 15 minutos a 5°C, sendo o sobrenadante utilizado como solução 

enzimática bruta. 

A cepa M. thermophila JCP 1-4 foi incubada a 45°C por 96 horas, sendo 

que posteriormente foram adicionados 50 mL de água destilada ao material 

fermentado, o qual foi homogeneizado manualmente e mantido sob agitação em 

shaker a 100 rpm por 1 hora. O material foi filtrado e centrifugado a 10000 g por 
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15 minutos a 5°C, sendo o sobrenadante utilizado como solução enzimática bruta 

(CASSIA PEREIRA et al., 2015). 

 

4.2 Determinação da atividade enzimática 

  

Foram determinadas as atividades de pectinases, xilanases, 

endoglucanases e β-glicosidases das soluções produzidas pelos dois 

microrganismos utilizados – Rasamsonia emersonii BC e Myceliophthora 

thermophila JCP 1-4 –, e, devido ao fato de que apenas a solução do primeiro foi 

submetida ao processo de purificação parcial, esta teve suas atividades 

enzimáticas quantificadas antes e após o processo. As atividades de β-xilosidases 

e celulase em papel filtro (FPases) foram determinadas apenas pela solução 

produzida pelo M. thermophila JCP 1-4. 

 

4.2.1 Pectinases  

 
A atividade enzimática foi determinada através de uma mistura de reação 

contendo 0,1 mL da solução enzimática e 0,9 mL de solução tampão acetato-

NaOH a 0,1 M, pH 5,0, contendo 1% de pectina citrus. Tal mistura foi então 

incubada a 50 °C por 10 minutos, sendo a reação interrompida pela adição de 1,0 

mL do reagente DNS (ácido 3,5-dinitrossalicílico), para a quantificação de 

açúcares redutores, com base na curva padrão de ácido galacturônico 

(quantificação em espectrofotômetro a 540 nm). Uma unidade enzimática (U) foi 

definida como a quantidade de enzima necessária para liberar 1,0 μmol de açúcar 

redutor por minuto, nas condições de reação.  

 

4.2.2 Xilanases  

 
A atividade de xilanase foi determinada por procedimento idêntico ao 

descrito no item anterior (4.2.1), porém utilizando-se xilana Birchwood (Sigma 

X0502) (10,0 g L-1) como substrato e curva padrão de xilose. Uma unidade de 

atividade enzimática (U) foi definida como a quantidade de enzima necessária 

para liberar 1,0 μmol de açúcar redutor (xilose) por minuto, nas condições de 

reação.  
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4.2.3 β-xilosidases  

 

Para determinar a atividade de β-xilosidases, 0,05 mL da solução 

enzimática foi adicionada à mistura de 0,25 mL de solução tampão acetato (0,1 M, 

pH 5,0) e 0,25 mL de 4-nitrofenol-β-D-xilopiranosídeo (PNPX, Sigma). A reação 

foi mantida a 50°C, por 10 minutos, e interrompida com a adição de 2,0 mL de 

solução de Na2CO3 (2 M). O p-nitrofenol liberado foi quantificado por 

espectrofotometria a 410 nm. Uma unidade de atividade enzimática (U) foi 

definida como a quantidade de enzima necessária para liberar 1,0 μmol de 

nitrofenol por minuto de reação utilizando curva padrão obtida com solução de 

nitrofenol em variadas concentrações.  

 

4.2.4 FPases  

 

A atividade de celulase em papel de filtro (FPase) foi avaliada como 

proposto por Ghose (1987) em mistura de reação composta por 1,0 mL de 

tampão acetato 0,05 M, pH 4,8, uma fita de papel de filtro Wahtman nº 1 de 1 x 

6,0 cm embebido no fundo do tubo, e 0,5 mL de solução enzimática. Após uma 

hora de reação, a 50ºC, a mesma foi paralisada em banho de gelo e quantidade 

de açúcares redutores liberados foi dosada pelo método DNS. Uma unidade de 

atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima necessária para 

liberar 1 μmol de açúcar redutor por minuto de reação, com base na curva 

analítica de glicose.  

 

4.2.5 Endoglucanases (CMCases)  

 

A atividade de endoglucanase (CMCase) foi determinada por procedimento 

idêntico ao descrito nos itens anteriores (4.2.1 e 4.2.2), porém utilizando-se 

carboximetilcelulose (CMC – Sigma C5768) (40,0 g L-1) como substrato e curva 

padrão de glicose. Uma unidade de atividade enzimática foi definida como a 

quantidade de enzima necessária para liberar 1,0 μmol de glicose por minuto de 

reação.  
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4.2.6 β-glicosidases 

  

A atividade de β-glicosidases foi avaliada por procedimento idêntico ao 

descrito para β-xilosidases (item 4.2.3), exceto pela substituição do substrato pelo 

4-nitrofenol-β-D-glicopiranosídeo (4 mM) – PNPG, Sigma). 

 

4.3 Caracterização físico-química das pectinases  

 

4.3.1 Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade das enzimas 

 

Para a determinação dos efeitos do pH e da temperatura sobre a atividade 

enzimática, a reação foi conduzida como descrito no item 4.2.1, porém em 

soluções-tampão com pH variando entre 3,0 e 10,0. As soluções-tampão 

utilizadas foram (0,1 M): citrato de N2 (pH 3,0); acetato-NaOH (pH 3,5-5,5); MES 

(pH 6,0-6,5); HEPES (pH 7,0-7,5); glicina (pH 8,0-9,5) e CAPS (pH 10,10-5).  

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimática foi determinado 

utilizando o tampão cujo pH foi determinado como melhor para atividade da 

enzima, variando-se a temperatura de incubação entre 30 e 85°C. 

 

4.3.2 Efeito do pH e da temperatura sobre a estabilidade das enzimas 

quando em ausência de substrato 

 

Para a avaliação da estabilidade das enzimas frente às variações de pH e 

temperatura (na ausência de substrato específico), um volume de 0,5 mL de 

solução enzimática foi misturado à solução tampão 0,05 M com pHs entre 3,0 e 

10,0, seguido de incubação por 24 horas a 25°C. A atividade enzimática foi 

realizada como descrito no item 4.2.1, no pH e temperatura que proporcionaram 

as maiores atividades.  

A termoestabilidade foi avaliada incubando-se a solução enzimática no pH 

de maior estabilidade em diferentes temperaturas (30-85 °C) por 1 hora. Após a 

incubação, a atividade enzimática foi determinada nas condições de pH e de 

temperatura ótimos. 
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4.3.3 Testes de especificidade pelo substrato 

 

Para testar a especificidade das pectinases, a atividade enzimática foi 

conduzida como no item 4.2.1, porém nas condições ótimas de pH e temperatura, 

variando-se os substratos, os quais constaram de pectina de baixa esterificação, 

pectina altamente esterificada e ácido poligalacturônico, obtidos da Sigma. 

 

4.4 Purificação parcial das poligalacturonases 

 

4.4.1 Precipitação de proteínas por saturação com sulfato de amônio  

 

A precipitação com (NH4)2SO4 ocorreu conforme o protocolo descrito por 

Scopes (1993): um volume de 40 mL da solução enzimática bruta foi precipitado 

com frações que variaram de 0-20, 20-40, 40-60, 60-80% de (NH4)2SO4, 

respectivamente, a 4°C e sob agitação, por 4 horas para cada fração. A amostra 

foi então centrifugada a 8000 rpm por 15 minutos, também a 4°C.  

 

4.4.2 Diálise 

 

Para o processo de dessalinização, foi utilizada uma membrana de acetato 

de celulose com 25 mm de diâmetro e corte de 6 a 8 kDa (Sigma-Aldrich), a qual 

foi adicionada a uma solução composta por bicarbonato de sódio e EDTA e 

colocada em banho de ebulição por 1 hora. Após a preparação da membrana, a 

amostra então foi dialisada com dois lotes de água Milli-Q por 1 hora em cada 

lote, e um lote de tampão acetato-NaOH a 50 mM e pH 5,0 overnight. 

 

4.4.3 Clarificação  

 

O material obtido foi filtrado em poros de 10 kDa durante a centrifugação a 

4°C e 10.000 xg, e em papel filtro contendo carvão ativado para a clarificação da 

amostra. 
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4.4.4 Avaliação das frações de proteína por eletroforese em SDS-PAGE 

 

Foi utilizado para eletroforese gel de separação a 10% e gel de 

empilhamento a 4%, em placa de 10x15 cm, conforme metodologia descrita por 

Laemmli (1970). 

O gel de separação foi composto por 1,38 mL de água deionizada, 1,67 mL 

de solução contendo 30% de acrilamida e 0,8% de NN-metileno-bisacrilamida, 

1,88 mL de tampão TRIS-HCl 1,5 M, pH 8,8, contendo 0,4% de SDS, 25 μL de 

solução de persulfato de amônio a 10% e 4 μL de TEMED. A mistura foi vertida na 

placa e após a polimerização, foi adicionada a mistura para o gel de 

empilhamento, constituída por 0,76 mL de água deionizada, 160 μL de solução 

contendo 30% de acrilamida e 0,8% de NN-metileno-bisacrilamida, 49,6 μL de 

tampão TRIS-HCL 1,5 M, pH 6,8 com 0,4% de SDS, 12,5 μl de solução de 

persulfato de amônio a 10% e 1 μL de TEMED.  

Cada amostra foi prepara utilizando um volume de 50 μL do sobrenadante, 

tanto da solução enzimática bruta, quanto da solução parcialmente purificada, e 

então foi adicionado o mesmo volume do tampão de amostra, sendo este 

composto por 950 μL de tampão Laemmli (Bio-rad) acrescidos de 50 μL de 

mercaptoetanol. As amostras foram então aquecidas em ebulição por 5 minutos e 

depois utilizadas na corrida. 

 Foi utilizado para a corrida tampão TRIS-Glicina 0,25 M, pH 8,3, com 0,1% 

de SDS. O gel foi submetido a corrente elétrica de 150 V e 30 mA, até o final da 

corrida (aproximadamente 1 hora e 30 minutos), a 25ºC. Após a corrida, o gel foi 

fixado com uma mistura de 12,0% de ácido acético, 50,0% de metanol e 0,05% de 

formaldeído por 20 minutos, seguindo-se a coloração com prata, a qual foi feita 

como descrito a seguir: o gel fixado foi submetido à redução com solução de 

tiossulfato de sódio a 0,02% por 1 minuto. 

Após 3 lavagens com água deionizada, o gel foi mantido em solução de 

nitrato de prata a 0,2% por 14 minutos. As bandas foram reveladas com solução 

de carbonato de sódio a 4,0%, contendo 0,05% de formaldeído. A reação com o 

revelador foi interrompida por adição da solução descorante. 
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4.4.5 Zimograma 

 

O zimograma para detecção de bandas com atividade de poligalacturonase 

na solução enzimática bruta seguiu o protocolo estabelecido por Sassi et al., 

(2016): a solução enzimática foi misturada com o tampão específico para 

zimograma (Bio-rad), porém sem aquecimento prévio. O gel foi preparado como 

no item 4.4.4 e, após a corrida, foi incubado à temperatura ambiente por 2 horas 

em tampão Tris-HCl 20 mM em pH 8,0 para retirar o SDS. O gel foi incubado 

sobre uma mistura de 1% de ágar e 1% de ácido poligalacturônico por 1 hora e a 

50°C, e posteriormente foi corado com uma solução de vermelho de rutênio a 

0,05%, e lavado com água Milli-Q para visualizar a atividade de PG.  

 

4.5 Sacarificação enzimática da palha de cana-de-açúcar 

 

4.5.1 Pré-tratamento hidrotérmico alcalino  

 

O pré-tratamento foi realizado em autoclave, segundo metodologia descrita 

por Zhuang et al. (2009). A palha de cana-de-açúcar previamente lavada, seca e 

triturada foi levada a autoclave (5% p/v em solução de NaOH 0,5 mol L-1), em 

frasco Erlenmeyer e vedada com papel alumínio, a 120°C, durante 1 hora, a 1 

atm. Após este período, o frasco foi levado a banho em água gelada e, 

posteriormente, mantido sob temperatura ambiente para a estabilização. Em 

seguida, o material foi filtrado em tecido de nylon e em filtros de 0,22 μm, sendo a 

fase líquida analisada quanto à presença de compostos fenólicos pelo método de 

Folin Ciocauteu (SINGLETON et al., 1999). A fase sólida foi seca a 40°C, sob 

circulação de ar, e armazenada a temperatura ambiente para posterior utilização 

nos experimentos de sacarificação. 

 

4.5.2 Análise das frações da lignocelulose da palha de cana-de-açúcar 

 
A caracterização da palha foi realizada segundo métodos desenvolvidos 

pelo pelo NREL (National Renewable Energy Laboratory – EUA) (HAMES et al., 

2008; SLUITER et al., 2008). Foram adicionados 3 mL de H2SO4 72% a uma 

alíquota de 300 mg da palha, a qual foi mantida em banho-maria a 30°C por 1 
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hora, com posterior adição de 84 mL de água destilada. As amostras foram então 

submetidas a autoclave (121ºC) por 1 hora para a hidrólise ácida. O sobrenadante 

foi filtrado em filtros previamente pesados e a fração líquida foi submetida a leitura 

espectrofotométrica em 240 nm para quantificar a lignina solúvel, enquanto que 

os teores de glicose e xilose foram quantificados através do cromatógrafo 

HPAEC-PAD (ICS 5000, Dionex Corporation – USA). O material sólido retido no 

filtro foi lavado com 150 mL de água quente, para retirada de todo ácido 

remanescente no conjunto amostra/filtro, secos em estufa a 60ºC por 24 horas e 

pesados para obtenção da lignina insolúvel. O material restante foi submetido à 

mufla à 575ºC para obtenção das cinzas ácidas de cada amostra. O experimento 

foi realizado em duplicata. 

 

4.5.3 Sacarificação enzimática da palha de cana-de-açúcar 

 

A fim de se testar a eficiência do coquetel, as hidrólises foram realizadas 

em quatro ensaios distintos: 

 

I. Utilizando-se apenas a solução enzimática bruta do fungo Myceliophthora 

thermophila JCP 1-4; 

II. Utilizando-se apenas a solução enzimática parcialmente purificada Rasamsonia 

emersonii BC; 

III. Utilizando-se uma mistura das duas soluções na proporção de 1:1; 

IV. Utilizando-se uma mistura das duas soluções I e II na proporção de 3:1, 

respectivamente. 

 

A hidrólise foi padronizada com uma concentração de 100 U mL-1 de 

CMCase em todos os ensaios, completando o volume reacional de 70 mL com 

tampão citrato (pH 5,0 e 0,1 M), com 5% de carga de palha de cana-de-açúcar, e 

a mistura de reação foi incubada a 50°C e 150 rpm por 48 horas. Todos os 

ensaios foram aplicados tanto para as amostras de palha tratadas quanto não-

tratadas, a fim de se averiguar a influência do pré-tratamento. 
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4.5.4 Análise comparativa de açúcares e álcoois por cromatografia iônica  

 

A quantificação de glicose e xilose foi realizada por meio da cromatografia 

de troca aniônica, utilizando o HPAEC-PAD (ICS 5000, Dionex Corporation – 

USA) com coluna de troca aniônica CarboPac® PA-1 a 25ºC e compartimento a 

30ºC, com diluentes preparados com água deionizada ultrapura 18 MΩ e 

desgaseificada com N2. O fluxo utilizado foi de 1 mL min-1 com os solventes, A 

(água ultrapura) e B (500 mM de NaOH), utilizando-se eluição isocrática de 0 a 12 

minutos com 4,8% de B, 95,2% de A, de 12 minutos a 16 minutos. Foi realizada 

uma rampa saindo de 4,8% de B até 100% de A para a limpeza da coluna, e por 

fim dos 16 minutos aos 30 minutos 4,8% de B e 95,2% de A. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
5.1 Avaliação quantitativa inicial da produção de pectinases 

 

O fungo termofílico Rasamsonia emersonii BC, quando cultivado em meio 

constituído por mistura de 90% de bagaço de laranja e 10% de bagaço de cana, 

produziu quantidades significativas de pectinases (225,54 U g-1), quando em 

comparação com as enzimas obtidas em cultivos usando os mesmos substratos 

isoladamente. A atividade máxima encontrada na solução enzimática obtida no 

cultivo em meio contendo bagaço de cana foi de 89,32 U g-1, e de 167,66 U g-1, 

em meio de bagaço de laranja. A produção da enzima por CES foi analisada por 

um período de 14 dias, sendo que o pico foi observado no sexto dia de cultivo, 

exceto para a produção de enzimas em bagaço de cana (pico observado no 

quarto dia de CES). O experimento foi realizado em duplicata, e os valores 

apresentados no gráfico foram obtidos a partir da média das atividades durante os 

dois ciclos de cultivo (Figura 13).  

 

Figura 13. Atividade de pectinases (U g-1) na solução enzimática bruta obtida pelo 

cultivo do fungo Rasamsonia emersonii BC em estado sólido (CES) em diferentes 

substratos. 
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As atividades de pectinases produzidas pelo fungo R. emersonii BC em 

substrato misto foram maiores do que algumas descritas na literatura. O estudo 

realizado por Martins et al. (2002) relatou a atividade de poligalacturonases 

produzidas pelo fungo Thermoascus aurantiacus de 32 U g-1, quando utilizado 

como fonte de carbono o bagaço de cana combinado com o bagaço de laranja 

(9:1 p/p). Silva et al. (2002), ao produzir PGs pelo fungo Penicillium viridicatum 

RFC3 utilizando como fonte de carbono a mesma mistura e na mesma proporção, 

obtiveram uma produção máxima de 9 U g-1. Silva et al. (2005) obtiveram 

atividade máxima de uma exo-PG de 71,2 U g-1, utilizando também o fungo P. 

viridicatum RFC3, porém tendo como substrato a mistura de farelo de trigo e 

bagaço de cana (1:1 p/p). O trabalho de Leh et al. (2017) obteve como atividade 

pectinolítica máxima o valor de 12,7 U g-1 ao utilizar como substrato casca de 

laranja e bagaço de cana nas proporções de 70 e 30%, respectivamente, e 

utilizando o fungo Aspergillus oryzae.  

Em relação ao tempo de cultivo, os resultados também são compatíveis 

com alguns descritos na literatura, visto que, no geral, os melhores tempos de 

cultivo foram entre 4 e 8 dias (96 e 192 horas). O trabalho de Fratebianchi et al. 

(2017) obteve como ótimo o tempo de 144 horas para as PGs produzidas pelo 

fungo Aspergillus sojae. Ahmed et al. (2016), ao utilizarem a espécie Aspergillus 

niger, obtiveram um ótimo de 120 horas. Silva et al. (2005) obtiveram um tempo 

ótimo variando entre 96 e 144 horas para uma endo-PG produzida pelo fungo P. 

viridicatum RFC3. 

Apesar da comparação dos resultados obtidos com os descritos na 

literatura ser importante para a avaliação, é importante ressaltar que contrapor 

níveis de enzimas produzidas por diferentes organismos não é simples, uma vez 

que foram utilizadas condições de cultura e de dosagem de atividades distintas 

(MARTINS et al., 2002). 

Ao analisar os dados apresentados na Figura 13, é possível inferir que a 

combinação do bagaço de laranja com o de cana favoreceu a produção das 

pectinases pois, além da laranja ser rica em pectina e, assim, atuar como indutora 

de pectinases, o uso do bagaço de cana favorece a aeração e a troca de calor do 

meio, por formar rede fibrosa que reduz a compactação do substrato (PANDEY et 

al., 2000; SILVA et al., 2005). O bagaço de cana também atua como fonte de 
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compostos indutores da expressão das enzimas, por conter celulose (50%), 

hemicelulose (25%) e lignina (25%) (PANDEY et al., 2000).  

 

5.2 Caracterização físico-química das pectinases 

 

Os resultados apresentados mostram o desempenho das enzimas contidas 

na solução enzimática bruta, sem qualquer procedimento de purificação. Nessas 

condições, há possivelmente a influência de componentes do meio de cultivo 

sobre a atividade e estabilidade das enzimas, considerando a complexidade dos 

substratos utilizados para comporem o meio de cultivo. 

 

5.2.1 Avaliação do efeito da temperatura e do pH sobre a atividade 

enzimática 

 

Com relação à influência do pH na atividade enzimática frente a diferentes 

pHs, observa-se uma maior atividade na faixa de pHs entre 3,5 e 4,5, atingindo o 

pico em pH 4,5, decaindo em cerca de 50% em pH 5,0 e praticamente não tendo 

atividade em pHs acima de 5,5 (Figura 14). 

 

Figura 14. Efeito do pH sobre a atividade de pectinases (U g-1) da solução 

enzimática bruta obtida pelo cultivo do fungo Rasamsonia emersonii BC em CES.  
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Com relação à faixa ótima de pH, o resultado obtido é similar aos de 

literatura. Por exemplo, Saad et al. (2007) obtiveram atividade máxima da PG 

produzida por Mucor rouxii NRRL 1894 em pH 4,5. Amande et al. (2013) 

obtiveram, ao produzir pectinases a partir da casca de manga pelo fungo 

Aspergillus tamarii, uma faixa ótima de pH variando entre 3,5 e 6,0. O trabalho de 

Shanmugavel et al. (2018), que também utilizou o microrganismo A. tamarii 

obteve atividade máxima de exo-PG e de pectinesterase (PE) em pH 4,0. Ahmed 

et al. (2016) ao avaliar a atividade de pectinases produzidas por A. niger frente às 

variações de pH, também observaram uma diminuição das atividades a partir do 

pH 5,5.  

As variações de pH têm a capacidade de alterar o estado iônico das 

cadeias dos aminoácidos, de forma a alterar a distribuição de cargas e o 

requerimento de ligações de hidrogênio (VOET et al., 2014). Em condições 

extremas de pH, pelo menos algumas cargas das proteínas estarão faltando e, 

consequentemente, as interações eletrostáticas estabilizariam a forma funcional 

nativa da proteína estarão reduzidas, levando à sua desnaturação (CAMPBELL, 

2000).  

As enzimas hidrolíticas fúngicas geralmente apresentam valores de pH 

variando entre 3,0 e 7,0, e as curvas de variação das atividades refletem o pH 

onde grupos doadores ou receptores de prótons no sítio catalítico estão em seus 

estados de ionização adequados (SETHURAMAN et al., 1998; NELSON; COX, 

2002). Ou seja, atividade das enzimas pode ser regulada, ao menos em parte, por 

variações do pH do meio em que está inserida (HARPER et al., 1982). Devido à 

capacidade do pH de influenciar diretamente na desnaturação de proteínas e às 

variações entre as enzimas de diferentes microrganismos, é importante avaliar 

sob qual faixa de pH a enzima de interesse atua melhor, visando a otimização dos 

processos nos quais ela pode ser utilizada. 

Os ensaios para avaliação da temperatura ótima foram realizados 

utilizando-se pH 4,5, visto que foi o pH de maior atividade enzimática. 

Como ilustrado na Figura 15, pode-se observar que a enzima apresentou 

um perfil típico termofílico, com atividade máxima entre 65 e 70°C (471,05 U g-1 e 

459,08 U g-1, respectivamente). Apesar da faixa ótima ter sido entre 65 e 70°C, 
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nota-se que a 75ºC a enzima ainda mostra cerca de 50% de sua atividade 

máxima.  

 

Figura 15. Efeito da temperatura sobre a atividade de pectinases (U g-1) da 

solução enzimática bruta obtida pelo cultivo do fungo Rasamsonia emersonii BC 

em CES. 
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A 80°C a atividade cai acentuadamente, porém ainda existe considerável 

atividade, similar ao perfil da endoglucanase desse mesmo fungo (CHIEROTTI, 

2016). Rosa (2014) ao caracterizar as enzimas da mesma cepa obteve como 

temperaturas ótimas de xilanase, CMCase e β-glicosidase 80, 85 e 70°C, 

respectivamente.  

A termofilia das pectinases em estudo é maior que o descrito por Silva et 

al. (2007) que obtiveram atividade máxima de pectinases produzidas pelo fungo 

P. viridicatum RFC3 a 60°C. Martial-Didider et al. (2017) obtiveram como 

temperatura ótima 45 e 50°C para PG e PL isoladas de mamão, respectivamente. 

Nos trabalhos de Martins et al. (2002), Nighoskar et al. (2006) e Pedrolli et al. 

(2008), as pectinases apresentaram como ótimo temperaturas entre 60 e 65°C. 

Assim como o pH, a temperatura é também um fator imprescindível para 

que as proteínas estejam na sua forma funcional adequada, visto que, quando 

expostas a temperaturas altas, vibrações no interior da molécula e a energia 
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dessas vibrações podem desfazer a sua estrutura terciária e, consequentemente, 

desnaturá-la (CAMPBELL, 2000). Portanto, assim como para o pH, é importante 

selecionar a temperatura mais adequada para a atividade de uma enzima, 

principalmente do ponto de vista da sua aplicação.  

 

5.2.2 Avaliação do efeito da temperatura e do pH sobre a estabilidade 

enzimática em ausência de substrato 

 

Após a determinação do pH e temperatura ótimos, foram feitos testes para 

determinar a estabilidade das pectinases frente às variações de pH e 

temperatura, quando em ausência de substrato. A porcentagem de atividade 

residual foi calculada tomando-se como 100% o valor da atividade enzimática no 

tempo zero de incubação.  

A enzima manteve entre 90 e 100% de sua atividade entre os pHs 3,0 - 5,0, 

visto que a máxima estabilidade (99,73%) foi observada no pH 3,0. Em pH 5,5 a 

atividade diminuiu para 72,53% e decresceu continuamente, atingindo 42,13% de 

atividade a pH 10,0. Os dados estão representados na Figura 16.  

 

Figura 16. Efeito do pH sobre a estabilidade (%) de pectinases produzidas pelo 

fungo Rasamsonia emersonii BC em CES. A solução enzimática foi incubada nos 

diferentes pHs, em ausência de substrato, a 25 °C, por 24 horas. 
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Nota-se que o perfil da enzima em relação à estabilidade em diferentes 

pHs é similar com os dados publicados de diversos outros trabalhos, indicando o 

caráter acídico das enzimas. Martial-Didier et al. (2017) obtiveram uma faixa de 

estabilidade entre 4,5 e 5,5 para as PG isoladas de mamão. Silva et al. (2007) 

caracterizaram uma PG da cepa P. viridicatum RFC3 com estabilidade entre os 

pHs 3,5 e 4,5.  

Os perfis de estabilidade das enzimas em função da temperatura de 

incubação, em ausência do substrato, foram determinados diluindo-se as 

alíquotas em tampão de pH 3,0, visto que foi aquele em que as enzimas foram 

mais estáveis (Figura 16).  

Com relação à estabilidade nas diversas temperaturas de incubação, nota-

se que a enzima manteve valor próximo a 100% da sua atividade após ser 

mantida por 1 hora nas temperaturas entre 30 a 45°C. A 50°C a atividade 

preservada foi 84,40% com relação à atividade original e a 70ºC, 60% dessa 

atividade ainda foi observada. Houve uma queda acentuada a 75°C (75%), e a 

85°C sua atividade já era quase nula (8,33%) (Figura 17). 

 

Figura 17. Efeito da temperatura sobre a estabilidade (%) de pectinases 

produzidas pelo fungo Rasamsonia emersonii BC em CES. A solução enzimática 

foi incubada em diversas temperaturas e em ausência de substrato por 1 hora. 
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Resultados inferiores foram demonstrados por Silva et al. (2007), que 

obtiveram apenas 60-75% a 45°C, 18% de atividade a 60°C, e a 80°C a PG 

produzida por P. viridicatum RFC3 foi desnaturada. O trabalho de Martins et al. 

(2006) apontou resultados similares aos obtidos – a PG obtida por CES pelo 

fungo Thermoascus aurantiacus manteve 100% de sua atividade até 50°C, 

sofrendo uma queda brusca a 70 °C e com atividade detectada ainda a 85°C. 

 

5.2.3 Análise dos testes de especificidade pelo substrato 

 

Os testes de especificidade pelo substrato foram realizados nas condições 

de temperatura a 65°C e pH 4,5, condições que proporcionaram maior atividade 

da pectinase. O susbtratos foram escolhidos em função do grau de esterificação: 

ácido poligalacturônico, pectina de baixa esterificação e pectina altamente 

esterificada. Nota-se na Figura 18 uma maior atividade sobre o ácido 

poligalacturônico (385,22 U g-1), seguida de pectina de baixa esterificação (254,57 

U g-1), inferindo-se então que se trata de uma poligalacturonase (JAYANI et al., 

2005).  

 

Figura 18. Atividade da solução enzimática bruta (U g-1) produzida pelo fungo 

Rasamsonia emersonii BC em CES, sobre substâncias pécticas com diferentes 

níveis de esterificação. 
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Como foi detectada atividade tendo como substrato a pectina altamente 

esterificada, pode-se também considerar que outras pectinases, como uma 

pectinaliase (PL), estejam atuando na mistura reacional. A PL é capaz de 

despolimerizar pectinas diretamente, quebrando as ligações α (14) de pectina 

de alta esterificação, sem a ação prévia de outras enzimas, mecanismo diferente 

daquele visto nas PG (ALAFIA et al., 1991; BUSTO et al., 2006). 

   

5.3 Purificação parcial  

 

Com a finalidade de diminuir os contaminates presentes na solução 

enzimática bruta, foi feita a concentração da enzima por precipitação com 

saturação com sulfato de amônio, seguido de diálise e filtração. O método do 

salting-out com sulfato de amônio é comumente utilizado na literatura para a 

purificação de PG (POONDLA et al., 2015; AHMED et al., 2016; MARTIAL-

DIDIER et al., 2017; YU; XU, 2017). A Figura 19 representa as bandas em SDS-

PAGE em comparação com o zimograma de atividade para poligalacturonase e, 

ainda, com a eletroforese após os procedimentos de purificação. 

   

Figura 19. (A) SDS-PAGE da solução enzimática bruta; (B) Zimograma de 

atividade de poligalacturonase (PG); (C) SDS-PAGE da PG parcialmente 

purificada.  M: marcador. 
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A análise de zimograma foi realizada com o objetivo de estimar a massa 

molar aproximada da enzima. Foi possível observar a atividade de PG pela banda 

clara entre os marcadores de massa molar entre 45 e 66 kDa, sugerindo massa 

molar próxima a 60 kDa. As PGs purificadas de diversos fungos apresentam 

massas moleculares que variam entre 28 até 82 kDa (LANG; DÖRNENBURG, 

2000). 

Poondla et al. (2015) purificaram parcialmente duas isoformas de uma PG 

produzida pela levedura Saccharomyces cerevisae, as quais apresentaram 47 e 

50kDa, respectivamente. 

A Figura 19 também aponta o perfil proteico da solução enzimática bruta e 

da suspensão após a precipitação, mostrando que os procedimentos diminuíram 

o nível de proteínas das amostras. 

Ainda a fim de averiguar se o processo de purificação parcial foi eficaz na 

eliminação de componentes que não fossem poligalacturonases, foi avaliada 

quantitativamente a produção de xilanases, endoglucanases e β-glicosidases da 

solução, de forma a comparar a atividade enzimática da solução bruta e após os 

procedimentos de purificação, assegurando que, na medida do possível, apenas 

poligalacturonases fossem adicionadas ao coquetel de hidrólise. Os valores estão 

apresentados na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Atividade enzimática de pectinases, xilanases, endoglucanases 

(CMCases) e β-glicosidases (U g-1) produzidas pelo fungo Rasamsonia emersonii 

BC, quando comparadas as soluções enzimáticas bruta e parcialmente purificada. 

 Pectinases Xilanases CMCases β-glicosidases 

Solução enzimática 

bruta  
225,54 58 224,7 24,8 

Suspensão da enzima 

parcialmente purificada 
437,1 12 52,7 6,8 

 

Os dados apresentados indicam que o processo de fracionamento, 

desenvolvido com foco na pectinase, resultou na concentração dessa enzima. 

Entretanto, levou à perda das enzimas celulolíticas e hemicelulolíticas. 

 



57 

 

5.4 Avaliação da produção das enzimas celulolíticas e hemicelulolíticas pelo 

fungo Myceliophthora thermophila JCP 1-4 

 

A cepa do fungo Myceliophthora thermophila JCP 1-4 produziu todas as 

enzimas, destacando-se as xilanases e celulases. Importante ainda é destacar a 

produção de β-xilosidase, visto que é uma enzima pouco encontrada em meio 

extracelular (Tabela 3). Esses dados corroboram os de Cassia Pereira et al. 

(2015).  

 

Tabela 3. Atividade de xilanases, endoglucanases (CMCases), pectinases, 

FPases, β-glicosidases e β-xilosidases produzidas pelo fungo Myceliophthora 

thermophila JCP 1-4, em meio composto por bagaço de cana e farelo de trigo (1:1 

p/p), a 45ºC, em 96 horas. 

 

Enzima Atividade (U g-1) 

CMCases 295,8  

Xilanases 785,9  

Pectinases 12,4  

FPases 0,24 (FPU) 

β-glicosidases 50,8  

β-xilosidases 4,0  

 

Os dados alcançados, quando comparados com o trabalho de Cassia 

Pereira et al. (2015), são bem similares, exceto para as β-xilosidases. Os autores 

obtiveram a atividade máxima de 931,11 U g-1 de xilanases, 357,51 U g-1 de 

endoglucanases, 0,24 FPU de FPases, 45,42 U g-1 de β-glicosidases e 1,03 U g-1 

de β-xilosidases, porém, não houve referência à atividade de pectinases. 

Ang et al. (2013) obtiveram uma produção de 418,7 U g-1 de xilanases ao 

trabalharem com o fungo Aspergillus fumigatus.  

Jecu (2000), ao estudar as endoglucanases produzidas pelo fungo 

Aspergillus niger, obteve 99,3 U g-1, quando cultivado sob CES contendo farelo de 

trigo e palha de milho como substratos.  
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As atividades obtidas de FPases (celulases totais) obtidas nesse trabalho 

foram baixas quando comparadas com os dados de Delabona et al. (2012), os 

quais obtiveram um máximo de 1,21 FPU. Cabe, entretanto, destacar que a 

metodologia considerada padrão na dosagem enzimática (GHOSE, 1987) não 

tem fornecido bons resultados de atividade de FPases, mesmo para 

microrganismos que são considerados bons produtores das enzimas celulolíticas, 

como no caso do M. thermophila JCP 1-4.  

Em relação às β-glicosidases, Dhillon et al. (2011), ao trabalharem com os 

fungos A. niger e Trichoderma reseei, obtiveram produções de 21,69 e 13,58 U g-1 

no mesmo substrato.  

E, por fim, em relação às β-xilosidases, os resultados diferem em relação a 

alguns encontrados na literatura científica, como por exemplo o trabalho de Knob 

e Carmona (2009), o qual foram obtidos 1,47 U g-1 de enzima em farelo de trigo, 

porém a atividade não foi detectada tendo bagaço de cana como substrato. É 

importante ressaltar que, ainda em relação às β-xilosidases, há um predomínio do 

cultivo submerso para a produção enzimática nos trabalhos publicados, 

dificultanto assim a comparação dos dados.  

O farelo de trigo é uma excelente fonte de elementos como carbono e 

nitrogênio, o qual tem sido amplamente utilizado para produção de enzimas 

celulolíticas e hemicelulolíticas, visto que é composto por proteínas (14%), 

carboidratos (27%), minerais (5%), gorduras (6%), celulose (7,57%), hemicelulose 

(31,19%) e, ainda, apresenta baixo teor de lignina (4,06%) (HAQUE et al., 2002; 

BRIJWANI et al., 2010). Já o bagaço de cana é responsável por favorecer a 

aeração e a troca de calor do meio, uma vez que forma uma rede fibrosa que 

reduz a compactação do substrato (PANDEY et al., 2000). 

 

5.5 Sacarificação enzimática da palha da cana-de-açúcar 

 

5.5.1 Caracterização da palha in natura e pré-tratada por tratamento 

hidrotérmico alcalino 

 

Em relação à composição química da biomassa utilizada para a 

sacarificação enzimática, a palha da cana-de-açúcar, o pré-tratamento promoveu 
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um aumento da quantidade relativa de celulose de 61,89% (39,3% na palha in 

natura e 63,5% na pré-tratada), e um 60,87% de quantidade relativa de 

hemicelulose (14% na palha in natura e 23% na pré-tratada). Quanto ao processo 

de deslignificação, houve uma taxa de 41,67% de redução do teor de ligninas 

totais (24% na palha in natura e 10% na palha pré-tratada). Os dados obtidos 

estão resumidos na Tabela 4.   

 

Tabela 4. Análise de composição química (%) para amostras de palha de cana-

de-açúcar in natura e tratadas com pré-tratamento hidrotérmico alcalino. 

 Palha de cana-de-açúcar 

in natura (%) 

Palha de cana-de-açúcar 

pré-tratada (%) 

Celulose 39.3±1.3 63.5±0.15 

Hemicelulose 14.0±0.9 23.0±0.2 

Lignina 24.0±2.0 10.0±0.55 

Extrativos 12.5±1.5  - 

Cinzas 5.5±1.1 4.5±0.75 

 

De maneira geral, os ganhos relativos de celulose e a redução da lignina 

demonstraram que a combinação de processos foi efetiva. Tais características da 

palha pré-tratada, como o alto teor de celulose e baixo teor de lignina, 

demonstram alta compatibilidade química com as características imprescindíveis 

ao processo de hidrólise. A combinação dos processos de pré-tratamento 

hidrotérmico acrescido de NaOH é importante, pois o primeiro não é sucificiente 

para a deslignificação devido à barreira física contra a ação enzimática decorrente 

de sua estrutura (ROCHA et al., 2012). A extração alcalina contribui para uma 

hidrólise enzimática mais rápida e com um maior rendimento em açúcares, 

atuando na separação das ligações estruturais entre a lignina e os demais 

carboidratos, assim como na estrutura da própria lignina (KARP et al., 2013). 

Guilherme et al. (2019), ao utilizarem a mesma combinação de pré-

tratamentos no bagaço de cana-de-açúcar, obtiveram um aumento relativo de 

62,1% do teor de celulose, uma redução de 41,3% do teor de hemicelulose e uma 

redução de 44,2% do teor de lignina. No que diz respeito às frações de celulose e 

lignina, os dados obtidos no presente trabalho são bem similares aos publicados 
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pelos autores (61,89 e 41,67%, respectivamente). Porém, é importante ressaltar 

que substratos e metodologias diferentes resultam em uma ampla gama de 

resultados e, no caso dos dados publicados na literatura, além do pré-tratamento 

hidrotérmico ter sido realizado isoladamente e em reator, a temperatura e a 

pressão utilizadas foram diferentes das utilizadas no presente trabalho 

(GUILHERME et al., 2015). 

 

5.5.1.1 Solubilização de compostos fenólicos totais (CFT) 

 

Os processos de degradação e solubilização da lignina presente na 

biomassa, promovidos pela adição de NaOH ao pré-tratamento hidrotérmico, 

resultam na geração de fragmentos residuários, dentre os quais se destacam os 

compostos fenólicos de baixa massa molecular (JÖNSSON; MARTÍN, 2015). 

O pré-tratamento hidrotérmico combinado com o alcalino liberou uma 

concentração de 2496,6 mg L-1 de compostos fenólicos totais no líquor obtido 

(49,93 mg g-1 de palha pré-tratada), demonstrando uma intensa deslignificação.  

Bordignon Júnior (2017) obteve uma concentração de 2320 e 3000 mg L-1 

de CFT a partir do bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado pelo processo 

hidrotérmico e pelo processo combinado com ozonólise, respectivamente. 

Perrone (2015), ao testar diferentes combinações de processos para a remoção 

da lignina, obteve uma concentração de 6,7 mg g-1 de bagaço pré-tratado por 

ozonólise seguida de lavagem alcalina. 

Apesar de tais compostos serem indesejáveis por sua ação inibidora de 

enzimas, durante o processo hidrotérmico estes são separados da fração sólida 

(palha) por filtração e, consequentemente, a maior parte dos compostos são 

carregados pelo líquor. Assim, obtém-se um substrado pré-tratado com uma 

menor quantidade de fenólicos para a posterior sacarificação. 

 

5.5.2 Análise comparativa de glicose por cromatografia iônica (HPAEC-PAD) 

 

Os resultados obtidos na sacarificação estão mostrados na Tabela 5. Nota-

se um maior rendimento alcançado pela combinação das soluções enzimáticas 

dos fungos M. thermophila e R. emersonii, na proporção de 3:1 e utilizando a 
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palha pré-tratada (73,15 mg g-1 de palha ou 11,4% de rendimento), seguido do 

coquetel de proporção de 1:1 (59,75 mg g-1 de palha ou 9,37% de rendimento). 

Os dados apresentados na tabela apontam, além da eficácia da adição de 

pectinases, a importância da deslignificação promovida pelo pré-tratamento, 

demonstrando resultados positivos obtidos pelo processo. 

 

Tabela 5. Liberação de glicose durante a sacarificação enzimática da palha da 

cana-de-açúcar in natura e após tratamento hidrotérmico alcalino. Foram 

utilizadas as soluções produzidas pelos fungos Myceliophthora thermophila JCP 

1-4 e Rasamsonia emersonii BC isoladamente, assim como nas proporções de 

1:1 e 3:1, respectivamente. PC = palha de cana-de-açúcar. 

Solução 

enzimática 
Amostra PC 

Glicose 

(g L-1) 

Glicose 

(mg g-1 PC) 

Glicose 

(mg g-1 

celulose) 

Rendimento 

(%) 

M. 

thermophila  

In natura 1,3 26,1 40,9 4 

Pré-tratada 2,9 58,0 91,0 9,1 

R. emersonii  
In natura 0,3 6,1 9,51 0,9 

Pré-tratada 0,6 11,72 18,4 1,8 

Coquetel 1:1  
In natura 0,71 14,3 22,5 2,3 

Pré-tratada 3,0 59,8 93,7 9,4 

Coquetel 3:1 
In natura 1,5 29,8 46,7 4,6 

Pré-tratada 3,7 73,2 114,8 11,4 

 

Em todos os tratamentos, a concentração de endoglucanases (CMCases) 

foi de 100 U (unidades totais), o que determinou o volume de solução enzimática 

utilizado. A fim de testar o efeito da adição das pectinases, foram testadas as 

atividades no volume utilizado, e os dados obtidos foram de 6,5 U na solução 

enzimática do M. thermophila JCP 1-4, 1532 U na solução enzimática do R. 

emersonii BC, 54,4 U no coquetel de proporção de 1:1 e 42,29 U no coquetel de 

proporção de 3:1. 

Os dados demonstram que a adição da poligalacturonase ao coquetel 

obtido pelo cultivo de um fungo tipicamente celululolítico, na proporção 3:1 foi o 
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tratamento mais eficiente, indicando que a presença das pectinases afeta 

positivamente a sacarificação quando em presença de maiores quantidades de 

celulases e hemicelulases, confirmando sua função de enzima acessória. 

Diversos estudos têm demonstrado o efeito positivo da adição de enzimas 

acessórias como as pectinases em sistemas celulolíticos. Delabona et al. (2013) 

testaram a sacarificação enzimática do bagaço de cana-de-açúcar, 

suplementando as celulases do fungo Trichoderma harzinum P49P11 com 

pectinases e α-L-arabinofuranosidase, e obtiveram resultados positivos quanto à 

adição das duas enzimas acessórias, apesar de testarem métodos de hidrólise e 

quantificação de açúcares diferentes. Maitan-Alfenas et al. (2015), visando avaliar 

a influência de métodos de pré-tratamento na sacarificação do bagaço a partir da 

comparação entre o perfil enzimático do fungo Chrysoporthe cubensis e de um 

coquetel enzimático comercial, também obtiveram resultados positivos em relação 

à adição das pectinases. 

 As pectinases, apesar de não atuarem na degradação da celulose em si, 

favorecem a hidrólise da biomassa e contribuem para uma melhor ação do 

coquetel enzimático, visto que elas atuam na remoção da pectina, uma barreira 

para o acesso das celulases, sendo assim fundamentais dentro do efeito 

sinergístico (BERLIN et al., 2007; DELABONA et al., 2013). 

Os resultados obtidos apontam também um maior rendimento na 

sacarificação da palha pré-tratada. O processo de sacarificação da biomassa 

depende, além da carga enzimática utilizada e da composição do coquetel, do 

método de pré-tratamento empregado, o qual tem por objetivo a desestruturação 

do arranjo cristalino da celulose e da proteção conferida pela hemicelulose e pela 

lignina, facilitando o acesso das enzimas às ligações glicosídicas dos carboidratos 

(CARRASCO et al., 2010; MAITAN-ALFENAS et al., 2015).  
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6. CONCLUSÕES 
 

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento do presente trabalho 

permitem concluir que: 

- O fungo termofílico Rasamsonia emersonii BC foi capaz de produzir 

pectinases com elevada termofilia e termoestabilidade, quando cultivado em 

substrato sólido composto por bagaço de laranja e bagaço de cana; 

- A pectinase produzida demonstrou ser uma poligalacturonase, com maior 

atividade em pH 4,5 e a 65-70ºC e massa molar estimada em 60 kDa; 

- O fungo Myceliophthora thermophila JCP 1-4 produziu quantidades 

significativas de CMCases, β-glicosidases, xilanases e β-xilosidases quando 

cultivado em substrato composto por bagaço de cana-de-açúcar e farelo de trigo; 

- Quando adicionada à solução enzimática bruta obtida por cultivo de 

Myceliophthora thermophila JCP 1-4, a pectinase promoveu um aumento 

significativo do rendimento em glicose na sacarificação de palha de cana 

previamente submetida a tratamento hidrotérmico alcalino. 
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