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APRESENTAÇÃO

A coleção “Tópicos Multidisciplinares em Ciências Biológicas” é uma obra composta 
por estudos de diferentes áreas das ciências biológicas e da saúde. A obra foi ampliada e 
recebeu mais 47 capítulos distribuídos em três volumes. Os e-books foram organizados 
por trabalhos resultantes de pesquisas, ensaios teóricos e vivências dos autores.

As ciências biológicas englobam áreas do conhecimento relacionadas às ciências 
da vida e incluem a biologia, a saúde humana e a saúde animal. Nesta obra, apresento 
textos completos e atuais sobre estudos desenvolvidos durante a formação acadêmica 
ou na prática profissional. Os autores são filiados a diversos cursos de graduação e de 
pós-graduação em ciências biológicas, saúde, tecnologia e áreas afins. 

Em seus 15 capítulos o volume 3 aborda, de forma categorizada, os trabalhos de 
pesquisas e revisões narrativas ou ensaios teóricos que transitam nos vários caminhos 
da atuação em ciências biológicas e áreas correlatas. Neste volume você encontra textos 
sobre biologia celular e molecular, microbiologia, meio ambiente e muito mais. 

Espero que as experiências compartilhadas neste volume contribuam para o 
enriquecimento de novas práticas profissionais com olhares multidisciplinares para as 
ciências biológicas e suas áreas afins. Agradeço aos autores que tornaram essa edição 
possível e desejo uma ótima leitura a todos.

Edson da Silva
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RESUMO: Com a crescente busca por fontes 
alternativas de energia, o bagaço da cana, por 
ser um resíduo agroindustrial rico em celulose 
e hemicelulose, é apontado como uma fonte 
potencial para produção de bioetanol. Entretanto, 
a produção a níveis industriais de etanol de 
segunda geração ainda não é economicamente 

viável devido ao alto custo do processo. Nesse 
contexto, este trabalho teve como objetivo 
um aumento da eficiência de uma das etapas 
deste processo: a sacarificação do bagaço 
da cana realizada por enzimas originárias 
dos fungos filamentosos Trichoderma reesei 
RP98 e Mycothermus thermophilus. Foram 
analisadas a capacidade destes fungos de 
produzir as enzimas endoglucanase, xilanase, 
celobiohidrolase, β-glucosidase e pectinase a 
partir de dois substratos diferentes, sabugo e 
palha de milho. Para cada enzima produzida, 
foi feita a caracterização de temperatura e pH 
ótimos. Os dois fungos apresentaram resultados 
promissores, com destaque para a produção 
de enzimas por Trichoderma reesei em sabugo 
de milho e para a produção de enzima por 
Mycothermus thermophilus em palha de milho. 
Entretanto, a produção de enzimas ainda pode 
ser melhorada e estudada em função de outros 
fatores. O projeto foi realizado no Laboratório de 
Microbiologia e Biologia Celular da Faculdade 
de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto 
sob orientação da Profa. Dra. Maria de Lourdes 
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PRODUCTION OF A ENZIMATIC CONSORTIUM AIMING 2G ETHANOL OBTAINMENT 

FROM SUGARCANE BAGASSE

ABSTRACT: With the emerging search for alternative sources of energy, sugarcane 
bagasse, for being an agroindustrial residue rich in cellulose and hemicellulose, is pointed as 
a potential source for bioethanol production. However, second generation ethanol production 
at industrial levels is yet to become economically viable due to the high cost of the process. In 
this context, this work aimed to increase the efficiency of one of the steps in this process: the 
saccharification of sugarcane bagasse performed by enzymes originated from the filamentous 
fungi Trichoderma reesei RP98 and Mycothermus thermophilus. The capabilities of this fungi 
to produce the enzymes endoglucanase, xylanase, cellobiohydrolase, β-glucosidase and 
pectinase using two different kinds of substrate, corn cob and corn straw, were analyzed. 
For each enzyme produced,  the optimal temperature and pH were characterized. Both fungi 
presented promising results, highlighting the enzyme production from Trichoderma reesei 
cultivated in corn cob and the enzyme production from Mycothermus thermophilus cultivated 
in cron straw. Nonetheless, it is possible to increase and study furthermore the enzyme 
production considering other factors.
KEYWORDS: Trichoderma reesei RP98, Mycothermus thermophilus, Enzymatic Cocktail, 
Lignocellulosic Biomass and Characterization.

1 |  INTRODUÇÃO 

O predomínio de combustíveis fósseis na matriz energética mundial desde o início da 
era moderna é tido como responsável pelo aumento na concentração de CO₂ na atmosfera 
e, consequentemente, pelas mudanças climáticas ao redor do globo. Neste cenário, 
fontes de energia renováveis são vistas como alternativa aos derivados do petróleo. O 
bioetanol brasileiro produzido a partir da cana-de-açúcar é uma das opções consideradas 
viáveis, embora ainda não tenha atingido seu potencial máximo. Os abundantes resíduos 
lignocelulósicos, como o bagaço da cana-de-açúcar, são possíveis fontes para a produção 
de bioetanol e sua conversão em biocombustíveis tornaria a produção mais eficiente 
(SOCCOL et al., 2010; GRAY; ZHAO; EMPTAGE, 2006; SHIELDS; BOOPATHY, 2011).

O cultivo de cana-de-açúcar e a produção açucareira acompanham o desenvolvimento 
da história do Brasil desde meados do século XVI, representando, por muito tempo, o 
produto mais importante para a economia brasileira. Com a transição para uma economia 
mais complexa e diversificada, e também em função de situações do mercado internacional, 
a cana-de-açúcar perdeu espaço para outros produtos (FURTADO, 2005). Em 1973, 
a crise do petróleo fez surgir um interesse no desenvolvimento e produção de fontes 
alternativas de energia ao redor do globo. O governo brasileiro, então, lançou em 1975 
um programa chamado ProÁlcool, que visava aumentar a produção de etanol através de 
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diversos incentivos e subsídios. Nesta época o etanol era adicionado à gasolina em uma 
proporção de até 22%. Foi somente a partir de 1980 que foram desenvolvidos motores 
para automóveis que funcionavam inteiramente a base de etanol e por volta de 1991 já 
havia, aproximadamente, 3,5 milhões de automóveis movidos à álcool no Brasil, enquanto, 
na mesma época, havia por volta de 4,5 milhões de automóveis movidos à gasolina 
misturada com etanol (NITSCH, 1991). No cenário atual, o Brasil é o maior produtor de 
cana-de-açúcar no mundo e o segundo maior produtor de bioetanol, somente atrás dos 
Estados Unidos (SALES-FILHO et al., 2017), cultivando 620 milhões de toneladas de 
cana-de-açúcar na safra de 2018/2019 numa área de aproximadamente 10,2 milhões 
de hectares (2017), sendo 53.7% da produção vinda do Estado de São Paulo e 92.3% 
da Região Centro-Sul. No mesmo período a produção de etanol no Brasil atingiu 33 
milhões de m³, sendo 93.5% deste total produzido da Região Centro-Sul (MINISTÉRIO 
DA AGRICULTURA, 2019; UNICA, 2019).

1.1 Variedade de cana-de-açúcar

A cana-de-açúcar é uma gramínea do gênero Saccharum originária do sul e sudeste 
asiático que é utilizada e cultivada há milênios em regiões como a Índia e a China. As 
variedades de cana utilizadas comercialmente na atualidade são originárias de seleções, 
cruzamentos entre diversas espécies de Saccharum e de vários melhoramentos 
genéticos. Inicialmente foram cruzados indivíduos das espécies S. officinarum, já utilizada 
para cultivo, e a espécie selvagem S. spontaneum, com o objetivo de se conseguir uma 
planta que fosse resistente e com alta produção de açúcar. Essas variantes foram, em 
seguida, cruzadas entre si, o que levou a uma base genética relativamente pequena. 
Para resolver este problema, foram realizados diversos cruzamentos entre estas plantas 
com espécies selvagens como S. edule, S. barberi, S. sinese, S. robustum, S. officinarum 
e S. spontaneum, com a duas últimas ainda sendo mais dominantes, em especial a 
S. officinarum. As diversas variedades de cana-de-açúcar cultivadas atualmente são, 
portanto, chamadas de Saccharum spp. Estes cruzamentos e melhoramentos objetivavam 
maior produção de açúcar (OKUNO, 2016).

No contexto atual da produção de etanol surgiu a “cana energia”, oriunda de 
cruzamentos entre variedades comerciais e S. spontaneum. Esta nova variedade vai 
na contramão das outras variedades de cana cultivadas para fins alimentícios e tem 
potencial para dar um novo impulso à produção de biocombustíveis no Brasil. A cana 
energia produz uma quantidade maior de biomassa em detrimento da produção de açúcar. 
Produzindo cerca de 30% menos sacarose, ocorre um aumento de 100% na quantidade 
total de biomassa, resultando em um incremento significativo de eficiência na produção 
de etanol por hectare. Além disso, a cana energia é uma planta mais resistente do que as 
outras variedades, podendo ser cultivada em locais anteriormente inviáveis para a cultura 
(OKUNO, 2016; MATSUOKA et al., 2016).
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1.2 Produção de etanol 1g

Para se produzir etanol a partir da cana-de-açúcar, a cana deve passar pela moagem. 
Após a trituração, será extraído um caldo que representa 70% do volume inicial. O caldo 
em seguida é fermentado por leveduras para obtenção de etanol. A partir deste processo 
é obtido o etanol de primeira geração, oriundo dos açúcares previamente disponíveis. 
Os outros 30% do volume inicial compõem um resíduo lignocelulósico denominado 
bagaço, que é, atualmente, queimado para gerar energia elétrica para as usinas de etanol 
(NOVACANA, 2018). Portanto, a produção de etanol a partir do bagaço desfruta, em 
princípio, da disponibilidade de biomassa para ser transformada (SCARCELLA, 2016).

1.3 O bagaço da cana-de-açúcar

A cana-de-açúcar tem sua massa seca composta por, em média, 36% de celulose, 
28% de hemicelulose, 20% de lignina e 13% de outros compostos orgânicos (TEW; 
COBILL, 2008). A celulose é um composto polimérico linear formado por unidades de 
D-glicopiranoses unidas por ligações glicosídicas β-1,4, sendo a celobiose a sua menor 
unidade repetitiva. Este polímero apresenta uma conformação cristalina, o que torna a 
celulose resistente à ação de microrganismos. A hemicelulose é também um composto 
polimérico, porém heterogêneo e formado por unidades de D-xilose, L-arabinose, 
D-manose, D-glicose, D-galactose e açúcares ácidos, contendo ramificações saindo da 
cadeia principal de xilose, que também se mantém unida por ligações glicosídicas β-1,4. 
É potencialmente possível sacarificar tanto a celulose quanto a hemicelulose, obtendo-se 
açúcares que podem ser fermentados em etanol em larga escala. A lignina, entretanto, 
consiste em uma cadeia irregular de compostos fenólicos: álcool cumárico, álcool 
coniferílico e álcool sinapílico. Este polímero confere à parede celular vegetal resistência 
a ataques microbianos, representando um empecilho à sacarificação e à fermentação 
(KUMAR; SINGH; SINGH, 2008; SCARCELLA, 2016).

A parede celular vegetal também é composta, em menores quantidades, pelo 
heteropolímero pectina. A cadeia principal da pectina é formada por unidades de ácido 
homogalacturônico, podendo apresentar ramificações de ramnose, arabinose, xilose e 
galactose. Além da pectina ser utilizada nas indústrias alimentícia e têxtil, este polímero 
pode ser hidrolisado e posteriormente fermentado, assim como a celulose e a hemicelulose 
(BRUMMELL, 2006; KUMAR; SINGH; SINGH, 2008).

1.4 Produção de etanol 2g

O etanol produzido a partir de resíduos lignocelulósicos é conhecido como etanol de 
segunda geração. Para obter etanol destes resíduos são necessárias as seguintes etapas: 
o pré-tratamento; a hidrólise; a fermentação dos açúcares derivados da sacarificação 
da biomassa; separação e tratamento do líquido. Entretanto, apesar dos métodos para 
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produção de etanol de segunda geração serem conhecidos, a tecnologia atual não permite 
que a produção de etanol a partir de resíduos lignocelulósicos seja economicamente viável 
(SOCCOL et al., 2010).

O pré-tratamento é fundamental para a conversão de biomassa em etanol. Seu 
objetivo é reduzir as interações entre os principais componentes da parede celular, 
liberando a celulose e a hemicelulose para serem hidrolisadas e fermentadas sem que 
substâncias inibidoras sejam formadas. Existem diversos tipos de pré-tratamentos como 
lavagem alcalina ou hidrólise ácida. Entretanto, o pré-tratamento mais utilizado para o 
bagaço da cana é a explosão com vapor, que consiste na exposição da biomassa ao 
vapor em alta pressão e alta temperatura, com isso o vapor adentra o material vegetal 
e se condensa, formando água líquida. Em seguida ocorre uma súbita descompressão, 
levando a água a rapidamente evaporar, desestruturando os componentes da parede 
celular e tornando-os mais acessíveis para a sacarificação (SOCCOL et al., 2010; TOMÉ, 
2014).

A hidrólise, ou sacarificação, consiste na quebra dos polímeros de celulose e 
hemicelulose em pentoses e hexoses que podem passar por fermentação alcoólica. A 
hidrólise pode ser química, sendo realizada por ácidos ou bases, ou enzimática, efetuada 
por diversas enzimas oriundas de fungos filamentosos que atuam de forma sinérgica. 
A hidrólise enzimática é considerada mais limpa, pois o surgimento de compostos 
inibidores do crescimento de leveduras é menor e, portanto, mais adequada à produção 
(SCARCELLA, 2016).

A fermentação alcoólica é o processo a partir do qual o etanol é obtido, sendo catalisada 
por leveduras. A fermentação pode ocorrer de duas diferentes formas: separada da hidrólise 
ou simultânea à hidrólise. A fermentação separada leva a um acúmulo de glicose, inibindo 
a posterior atividade enzimática, o que não ocorre na hidrólise e fermentação simultâneas, 
pois a glicose é prontamente convertida em etanol. Entretanto, na fermentação simultânea 
à hidrólise não é possível que as condições ótimas de temperatura sejam atingidas para a 
atividade enzimática (~50 °C) e para a fermentação (~30 °C). Portanto não há conclusões 
sobre qual método é mais eficiente (SOCCOL et al., 2010; SCARCELLA, 2016).

1.5 As enzimas fúngicas

Para que a produção de etanol de segunda geração torne-se economicamente 
viável e comece a ser realizada em escalas industriais, é necessário que um coquetel 
enzimático capaz de hidrolisar polímeros de celulose e hemicelulose de forma eficiente 
seja desenvolvido. Isto representa um dos grandes desafios frente à produção de etanol 
de segunda geração. Certos fungos filamentosos são capazes de produzir celulases e 
hemicelulases e por isso há uma grande quantidade de estudos relacionados à produção 
de enzimas a partir de fungos como os do gênero Aspergillus, Trichoderma, Mycothermus, 
entre outros (SCARCELLA, 2016; SHIELDS, BOOPATHY, 2010).



 
Tópicos Multidisciplinares em Ciências Biológicas 3 Capítulo 6 48

As enzimas catalizadoras da hidrólise da celulose, conhecidas como celulases, são 
divididas em três principais tipos: as β-glucosidases (EC 3.2.1.21), as endoglucanases 
(EC 3.2.1.4) e as celobiohidrolases (EC 3.2.1.176, CBHI; EC 3.2.1.91, CBHII). Cada 
uma dessas enzimas atua sobre uma área específica das moléculas de celulose. As 
endoglucanases, como o nome indica, clivam ligações glicosídicas β-1,4 aleatórias 
presentes no interior das cadeias de celulose. As celobiohidrolases, também conhecidas 
como exoglucanases, rompem as ligações glicosídicas β-1,4 presentes nas extremidades 
das cadeias de celulose, sendo que a CBHI atua em extremidades não redutoras, enquanto 
a CBHII atua em extremidades redutoras. A ação desta enzima libera celobioses que, por 
sua vez, sofrem a ação de β-glucosidases, liberando glicose. As β-glucosidases também 
são capazes de atuar sobre oligossacarídeos compostos por até seis monômeros de 
glicose (SCARCELLA, 2016; KUMAR; SINGH; SINGH, 2008).

Sendo a hemicelulose composta por uma cadeia principal de xilose contendo diversas 
ramificações com diferentes açúcares, é necessária a ação sinérgica de várias enzimas 
que clivam as diversas ligações presentes neste heteropolímero. A enzima endo-β-1,4-
xilanase (EC 3.2.1.8) realiza a quebra de ligações glicosídicas internas à cadeia principal, 
reduzindo o tamanho destes polímeros. A β-xilosidase (EC 3.2.1.37) cliva xilobiose, que, 
de forma análoga à celobiose, é a menor unidade repetitiva da xilana, liberando a pentose 
xilose. Outras enzimas como α-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) e α-glucuronidase (EC 
3.2.1.139) também atuam clivando as ligações entre as ramificações de L-arabinose e 
ácido glucurônico, respectivamente (SCARCELLA, 2016; KUMAR; SINGH; SINGH, 2008).

A hidrólise da pectina depende da ação sinérgica de enzimas como a pectinase, 
polimetil galacturonase, endo-poligalacturonase, exo-poligalacturonase e exo-
poligalacturanosidase. Essas enzimas são responsáveis pela quebra da cadeia principal 
da pectina. Já as ramificações são hidrolisadas pelas enzimas ɑ-L-ramnosidases e ɑ-L-
arabinofuranosidases (KUMAR; SINGH; SINGH, 2008).

Neste trabalho a produção de enzimas foi feita em meios de cultivo suplementados 
com outro resíduo agroindustrial relevante, o sabugo e a palha de milho. A produção 
de milho no Brasil vem crescendo aproximadamente 3% ao ano nas últimas décadas 
(EMBRAPA, 2015), com projeção de produção total de 95 milhões de toneladas no ano 
de 2019 (PORTAL DO GOVERNO DO BRASIL, 2019). O sabugo e a palha de milho são 
resíduos lignocelulósicos que apresentam grandes quantidades de celulose e hemicelulose, 
representando aproximadamente 35% e 39% de sua composição, respectivamente (LIU 
et al., 2010; IOANNIDOU et al., 2009). A composição e a disponibilidade destes resíduos 
segurem seu potencial para uso na produção de enzimas relacionadas à produção de 
etanol 2G.
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2 |  OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Elaboração de um coquetel enzimático capaz de hidrolisar resíduos lignocelulósicos 
desenvolvido a partir de fontes de indução de baixo custo visando à produção de etanol.

2.2 Objetivos específicos

- Produção de celulases, xilanases e pectinases pelos fungos Trichoderma reesei 
RP98 e Mycothermus thermophilus;

- Verificar a produção enzimática pelos fungos em função do tempo (dias) de cultivo;
- Caracterização bioquímica das enzimas;

3 |  MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Manutenção das cepas

Para realizar a manutenção das cepas de Trichoderma reesei RP98 e Mycothermus 
thermophilus foram feitos repiques periódicos em tubos de ensaio contendo 5 mL de 
meio batata-dextrose-ágar (BDA) e 5 mL de meio composto por 4 g de farinha de aveia, 
2 g de ágar e 1 g de glicose para 100 mL de água destilada, ambos esterilizados. Os 
tubos contendo Trichoderma reesei RP98 foram mantidos em estufas a 30° C e os 
tubos contendo Mycothermus thermophilus a 40°C durante sete dias. Passados estes 
dias, os tubos contendo T. reesei foram guardados na geladeira e os tubos contendo M. 
thermophilus em estufa a 25º C.

3.2 Produção enzimática

A produção enzimática foi realizada a partir de uma solução de 1 mL contendo 10⁷ 
esporos de T. reesei ou de M.thermophilus, sendo a contagem realizada em câmara de 
Neubauer. Este volume da solução foi adicionado a um Erlenmeyer de 250 mL contendo 
50 mL de meio mínimo (BARRATT et al., 1965) e suplementado com 1% de palha ou 
sabugo de milho.

Os frascos contendo T. reesei foram incubados a 30 ºC e os frascos contendo M. 
thermophilus foram incubados a 40 ºC, 120 rpm, durante 7 dias. Amostras de 1 mL foram 
retiradas a cada 24 horas para que a dosagem enzimática fosse realizada.

3.3 Dosagem enzimática

Foram dosadas as atividades de endoglucanases, xilanases e pectinase através da 
formação e detecção de açúcares redutores a partir de seus substratos pelo método do 
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ácido 3,5-dinitrosalicílico, DNS (MILLER, 1959).
Para a dosagem de endoglucanase, foram adicionados às microplacas 25 μL do 

substrato carboximetilcelulose 1% (CMC), 15 μL de tampão acetato de sódio 50 mM, 
pH 5,0 e 10μL do extrato enzimático. A reação ocorreu no termociclador a 50 ºC por 20 
minutos.

Para a dosagem de xilanase, foram adicionados às microplacas 25 μL do substrato 
Xilana beechwood 1%, 15 μL de tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5,0 e 10 μL de extrato 
enzimático diluído em dez vezes no mesmo tampão. A reação ocorreu no termociclador a 
50 ºC por 5 minutos.

Para a dosagem de pectinase, foram adicionados às microplacas 50 μL de tampão 
acetato de sódio 50mM, pH 5,0 contendo 1% de ácido poligalacturônico e 50 μL do extrato 
enzimático. A reação ocorreu no termociclador a 50 ºC por 10 minutos. Após o término 
do tempo de reação, foram adicionados 50 μL de DNS (ácido dinitrosalicílico), que indica 
presença de açúcares redutores, às microplacas que estavam contendo CMC e Xilana, 
que depois voltaram para o termociclador por 5 minutos a 98 ºC.

O conteúdo das microplacas que continham ácido poligalacturônico foi transferido 
para tubos de ensaio contendo 100 μL de DNS, que foram levados a banho-maria por 5 
minutos à 98 ºC. Após terminados os 5 minutos de fervura no banho-maria, foi adicionado 
1 mL de água a cada tubo. O conteúdo dos tubos foi centrifugado por 1,5 minutos a 10000 
g. Em seguida foram retirados 100 μL do sobrenadante para a leitura ser realizada

Para o branco o extrato enzimático foi adicionado somente após a adição de DNS e 
no mesmo mesmo volume adicionado às outras reações.

A absorbância foi determinada em leitor de microplacas para um comprimento de 
onda de 540 nm. Para o cálculo da atividade enzimática foi utilizada uma curva padrão de 
glicose (1 mg/mL), xilose (1 mg/mL) e ácido galacturônico (1 mg/mL). Uma unidade (U) de 
atividade enzimática fica definida como a quantidade de enzima necessária para liberar 1 
μmol de açúcar redutor por minuto, nas condições de ensaio.

As determinação das atividades de celobiohidrolases (CBH) e β-glucosidases foram 
feitas a partir da clivagem de substratos sintéticos, p-nitrofenilcelobiosídeo (pNPC) e 
p-nitrofenilglicopiranosídeo (pNPG), respectivamente. Para tanto, foram adicionados às 
microplacas 25 μL de substrato 2 mM, 15 μL de tampão de acetato de sódio 50 mM, pH 5,0 
e 10 μL do extrato enzimático. A reação ocorreu a 50 ºC por 10 minutos no termociclador. 
Em seguida foram adicionados 50 μL de carbonato de cálcio 0,2 M. O branco foi realizado 
com a incubação de substrato e tampão, sendo a enzima adicionada somente após a 
adição de carbonato de sódio.

A absorbância foi determinada em leitor de microplacas a 410 nm. Foi utilizado 
para cálculo uma curva padrão com p-nitrofenol. Uma unidade de atividade enzimática 
foi definida como a quantidade de enzima necessária para liberar 1 μmol de produto por 
minuto, nas condições de ensaio.
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3.4 Caracterização bioquímica

Foi realizada a caracterização de temperatura e pH ótimos na ação enzimática dos 
extratos de T. reesei e M. thermophilus obtidos após 5 dias de cultivo e dos extratos 
retirados nos dias em que maior atividade enzimática foi calculada.

Para isso, a dosagem enzimática foi realizada conforme descrito no item 3.3 porém 
as temperaturas de reação variaram entre 30 e 70 ºC, com intervalos de 5 ºC, e o pH 
variou entre 3 e 8 com intervalos de 0,5. Nessa etapa foram utilizadas soluções de tampão 
McIlvaine (VILLELA et al., 1973).

3.5 Dosagem de proteínas

A quantificação de proteínas foi feita utilizando o reagente de Bradford (BioRad) 
conforme descrito: 160 μL de extrato enzimático de meio de cultivo adicionados a 40 
μL do reagente. A reação ocorreu em temperatura ambiente durante cinco minutos e a 
absorbância foi lida em 595 nm.

4 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Produção de enzimas em função do tempo de cultivo

Foram determinados em quais dias as atividades de cada enzima atingiam seu valor 
máximo dentro de um período de 7 dias. As atividades enzimáticas dos extratos obtidos 
de T. reesei podem ser observadas juntamente com as atividades específicas na figura 1. 
Nos cultivos com Trichoderma reesei, foram constatadas maiores atividades de todas as 
enzimas após 6 dias de cultivo. Algumas exceções apresentaram atividade equivalente 
após 7 dias de cultivo, como a xilanase cultivada em palha de milho e a β-glucosidase 
produzida em sabugo de milho. A celobiohidrolase (CBH), entretanto, apresentou maior 
atividade após 7 dias de cultivo, tanto para sabugo como para a palha de milho.
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Figura 1. Produção enzimática do fungo Trichoderma reesei RP98: (A) endoglucanase; (B) xilanase; 
(C) celobiohidrolase e (D) β-glucosidase.

Quando comparadas as atividades verificadas entre os cultivos com sabugo e palha 
de milho observa-se, claramente, uma maior atividade com o implemento de sabugo de 
milho para todas as enzimas analisadas: para a endoglucanase (6 dias), 0,47 U/mL com 
sabugo e 0,31 U/mL com palha (figura 1.A); para a xilanase (6 dias), 70,1 U/mL com 
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sabugo e 36 U/mL com palha (figura 1.B); para a celobiohidrolase (7 dias), 0.072 U/mL 
com sabugo e 0,018 U/mL com palha (figura 1.C); e para a β-glucosidase (6 dias), 0,166 
com sabugo e 0,062 com palha (figura 1.D).

Também foi observada maior atividade específica para os extratos de cultivos sabugo 
de milho. Para a endoglucanase foi observado um valor máxima de 12.5 U/mg após 3 dias 
de cultivo com sabugo e 10.6 U/mg após dois dias de cultivo com palha (figura 1.A). Para 
a xilanase, o valor máximo atingido foi de 1560 U/mg após 6 dias de cultivo com sabugo e 
1212 U/mg após dois dias de cultivo com palha (figura 1.B). Os valores observados para 
a celobiohidrolase atingiram máximos de 1.47 U/ mg após 6 dias de cultivo com sabugo e 
0.42 U/mg após 6 dias com palha (figura 1.C). Para a endoglucanase, os valores máximos 
verificados ocorreram após 3 dias de cultivo, tanto para o sabugo com para a palha, com 
3.84 U/mg e 2 U/mg, respectivamente (figura 1.D).

O mesmo foi feito para os cultivos com Mycothermus thermophilus. As atividades 
enzimáticas dos extratos obtidos de M. thermophilus podem ser observadas juntamente 
com as atividades específicas na figura 2. Foi verificada maior atividade enzimática para as 
quatro enzimas após 7 dias de cultivo, embora atividades equivalentes foram constatadas 
para a endoglucanase obtida após 6 dias com sabugo de milho e para a xilanase obtida 
após 6 dias com palha de milho.

Quando comparados as atividades enzimáticas averiguadas entre os cultivos de M. 
thermophilus com sabugo e palha de milho, observou-se o oposto do que aconteceu 
com T. reesei. Os extratos obtidos dos cultivos com palha de milho apresentaram maior 
atividade enzimática: para a endoglucanase (7 dias), 0,29 U/mL com palha e 0,17 com 
sabugo (figura 2.A); para a CBH (7 dias), 0,17 U/mL com palha e 0,08 U/mL com sabugo 
(figura 2.C); e para a β-glucosidase (7 dias), 0,39 U/mL com palha e 0,26 U/mL com 
sabugo (figura 2.D). A exceção foi atividade verificada para a xilanase (7 dias), 19 U/mL 
com palha e 26,4 U/mL com sabugo (figura 2.B).
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Figura 2. Produção enzimática do fungo Mycothermus thermophilus: (A) endoglucanase; (B) xilanase; 
(C) celobiohidrolase e (D) β-glucosidase.

Foi observada também uma alta atividade enzimática de endoglucanase, CBH e 
β-glucosidase nos cultivos com palha de milho logo após 24 horas de cultivo, representando 
54,8%, 46,4% e 55,3% da atividade observada após 7 dias, respectivamente. Isso resultou 
em uma atividade específica dessas enzimas muito elevada nos primeiros dias de cultivo 
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com palha. O mesmo não foi observado nem na atividade da xilanase e nem nos cultivos 
com sabugo de milho.

Para os extratos de cultivos com palha de milho, foi observada maior atividade 
específica no primeiro dia e, posteriormente, um declínio (figura 2). O mesmo não ocorreu 
com os extratos de cultivos com sabugo de milho, nos quais os maiores valores foram 
obtidos nos últimos dias de cultivo. A xilanase entretanto apresentou comportamento 
diferente, com maior atividade específica nos últimos dias de cultivo tanto para os extratos 
de cultivo com palha como sabugo de milho. Para a endoglucanase foi observado um 
valor máximo de 19.7 U/mg após um dia de cultivo com palha e 4.3 U/mg após 7 dias 
de cultivo com sabugo. Para a xilanase o valor máximo atingido foi de 499 U/mg após 
6 dias de cultivo com palha e 568 U/ mg após 7 dias de cultivo com sabugo. Para a 
celobiohidrolase o valor máximo de atividade específica calculado foi de 9.6 U/mg após 
um dia de cultivo com palha de milho e 1.8 U/mg após 7 dias de cultivo com sabugo de 
milho. Para a β-glucosidase o valor máximo foi de 26.4 U/mg após um dia de cultivo com 
palha de milho e 5.8 U/mg após 6 dias de cultivo com sabugo de milho.

Quando comparadas as produções de enzimas entre T. reesei e M. thermophilus, 
verifica-se que T. reesei apontou maior produção de endoglucanase e de xilanase enquanto 
M. thermophilus apresentou maior produção de celobiohidrolase e de β-glucosidase. Na 
tabela 1 são comparados os valores máximos de atividade enzimática de cada fungo 
filamentoso para cada enzima. 

Os dados para a endoglucanase se mostram semelhantes aos publicados por 
METREVELI et al. (2017), porém baixos quando comparados com os resultados obtidos 
em SHARMA et al. (2017), tanto para os cultivos com Trichoderma reesei como para 
os cultivos com Mycothermus thermophilus. A xilanase, entretanto, apresentou valores 
superiores aos publicados por BHALLAS,, BISCHOFF e SANI (2015) e KSHIRSAGAR 
et al. (2015), especialmente para o cultivo de Trichoderma reesei com sabugo de milho. 
Os resultados para a celobiohidrolase se mostraram um pouco abaixo dos obtidos com 
Aspergillus niger por XUE et al. (2017), o mesmo aconteceu para a β-glucosidase, quando 
comparada com os dados de SHARMA et al. (2017).

Também foi tentado determinar os dias em que a atividade de pectinase era máxima 
para cada um dos cultivos feitos. Entretanto não foi verificada atividade enzimática 
em nenhum dos cultivos, tanto dos extratos obtidos a partir de T. reesei como de M. 
thermophilus. Pode-se observar as atividades enzimáticas registradas na tabela 2.
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Tabela 1: valores máximos atividade enzimática de T. reesei e M. thermophilus

Tabela 2: atividade enzimática de pectinase (U/mL) com desvio padrão em função do tempo de cultivo

Os altos valores dos coeficiente de variação, razão entre desvio padrão e média, 
frequentemente acima de 1, indicam que não houve atividade enzimática de pectinase 
considerável. Contudo, isso não indica que T. reesei e M. thermophilus não sejam capazes 
de produzir pectinase. A ausência de pectina nos substratos sabugo e palha de milho (LIU 
et al., 2010) pode ser um dos motivos para que a enzima não fosse produzida. Produção 
de pectinase foi verificada por T. reesei em substratos diferentes (OLSSON et al.,2003).

4.2 Caracterização bioquímica das enzimas

Com exceção da pectinase, que não apresentou atividade enzimática significativa, 
foi feita a caracterização bioquímica das enzimas analisadas, determinando temperatura 
e pH ótimos.

4.2.1 Temperatura ótima

Todas as enzimas tiveram a temperatura ótima determinada, tanto do fungo T. reesei 
(figura 3 e 4), quanto do M. thermophilus (figura 5 e 6). Para a determinação da temperatura 
ótima de ensaio enzimático, as enzimas foram incubadas com seus substratos específicos, 
em diferentes temperaturas que variaram de 30 ºC a 75 ºC, com variação de 5ºC.
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Figura 3. Atividade relativa em função da temperatura das enzimas endoglucanase (A), xilanase (B), 
CBH (C) e β-glucosidase (D) de Trichoderma reesei RP98 em meio suplementado com sabugo de 

milho.

A endoglucanase de T. reesei obtida do sabugo de milho apresentou elevada atividade 
enzimática de 55 a 65ºC, sendo a melhor temperatura 60ºC para o extrato de 5 dias de 
cultivo e 65 ºC para o de 6 dias (figura 3A). As outras duas celulase estudadas também 
apresentaram elevada nesta faixa de temperatura, a celobiohidrolase apresentou atividade 
máxima a 65 ºC para o extrato de 5 dias e 70 ºC para o extrato de 6 dias (figura 3C), e a 
B-glucosidase apresentou atividade máxima a 65 ºC para os dois extratos (figuras 3D). 
SILVA et al. (2013), YUAN et al. (2015) e PELLEGRINI et al. (2015) estudaram celulases 
com máxima atividade na faixa de 50 a 65ºC, dados que corroboram com os resultados 
obtidos. As temperaturas ótimas para a xilanase, curiosamente, também se encontram 
nessa faixa de temperatura, 60 ºC tanto para o extrato de 5 dias como para o de 6 dias 
(figuras 3B).
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Figura 4. Atividade relativa em função da temperatura das enzimas endoglucanase (A), xilanase (B), 
CBH (C) e β-glucosidase (D) de Trichoderma reesei RP98 em meio suplementado com sabugo de 

milho.

Para o cultivo em meio suplementado com palha de milho, também foi observada 
elevada atividade enzimática para temperaturas entre 60 ºC e 70 ºC (figura 4). A 
celobiohidrolase apresentou atividade máxima a 60 ºC (figura 4C) para os dois extratos 
e a β-glucosidaseapresentou atividade máxima a 60 ºC e 65 ºC para os extratos de 6 e 
5 dias de cultivo, respectivamente (figura 4D). Entretanto, houve divergência em alguns 
pontos quando comparados os cultivos com sabugo e palha de milho. Foi observada 
atividade máxima de xilanase a 40 ºC para o extrato de 5 dias e 45 ºC para o extrato de 6 
dias (figura 4B). Também foi verificada uma atividade máxima de endoglucanase a 40 ºC 
para o extrato de 6 dias, enquanto a temperatura ótima da endocelulase para o extrato de 
5 dias foi de 70 ºC (figura 4A).

Para as enzimas de Mycothermus thermophilus também foi observada uma 
predominância de temperaturas ótimas elevadas (figuras 5 e 6), embora estas tenham 
apresentado um padrão mais heterogêneo quando comparadas com as temperaturas 
ótimas das enzimas de Trichoderma reesei.
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Figura 5. Atividade relativa em função da temperatura das enzimas endoglucanase (A), xilanase (B), 
CBH (C) e β-glucosidase (D) de Mycothermus thermophilus em meio suplementado com sabugo de 

milho.

Nos cultivos com meio suplementado com sabugo de milho, as temperaturas ótimas 
verificadas para a endocelulase foram de 55 ºC para o extrato de 5 dias e 45 ºC para o 
extrato de 7 dias, com atividade relativa acima de 78% para o intervalo entre 60 ºC e 70 
ºC (Figura 5A). Para a xilanase, foram observadas temperaturas ótimas de 50 ºC para o 
extrato de 5 dias e 65 ºC para o de 7 dias (figura 5B). Foram constatadas temperaturas 
ótimas para a celobiohidrolase de 55 ºC e 70 ºC para os extratos de 5 e 7 dias de cultivo, 
respectivamente, também foram verificadas no extrato de 5 dias atividades relativas de 
99% e 98% em temperaturas de 50 ºC e 60 ºC, respectivamente (figura 5C). A β-glucosidase 
apresentou atividade máxima a 55 ºC para os dois extratos, embora possa ser vista uma 
grande diferença entre os extratos na atividade relativa em temperaturas acima de 60 ºC, 
com elevada atividade para o extrato de 7 dias e atividade praticamente nula a partir de 
65 ºC para o extrato de 5 dias (figura 5D).
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Figura 6. Atividade relativa em função da temperatura das enzimas endoglucanase (A), xilanase (B), 
CBH (C) e β-glucosidase (D) de Mycothermus thermophilus em meio suplementado com palha de 

milho.

A endoglucanase obtida do cultivo de Mycothermus thermophilus com palha de 
milho apresentou temperaturas ótimas de 45 ºC e 55 ºC para os extratos de 5 e 7 dias, 
respectivamente (figura 6A), comportamento oposto ao resultado obtido com sabugo de 
milho. O extrato de 5 dias também apresentou atividade relativa elevada para todas as 
outras temperaturas analisadas, atingindo 71% no ponto mais baixo a 60 ºC. As outras 
celulases apresentaram atividade elevada a temperaturas elevadas, com atividades 
máximas de celobiohidrolase a 70 ºC para os dois extratos (figura 6C) e com atividades 
máximas de B-glucosidase a 55 ºC e 70 ºC para os extratos de 5 e 7 dias, respectivamente 
(figura 6D). As curvas descritas para as atividades relativas da xilanase apresentam 
comportamentos opostos, com o extrato de 5 dias apresentando atividade elevada até 50 
ºC, com atividade máxima a 40 ºC, e o extrato de 7 dias apresentando atividade elevada 
acima de 50 ºC, com atividade máxima a 70 ºC.

4.2.2 pH ótimo

Todas as enzimas também tiveram o pH ótima determinado, tanto do fungo T. reesei 
(figura 7 e 8), quanto do M. thermophilus (figura 9 e 10). Para a determinação do pH ótimo 
de ensaio enzimático, as enzimas foram incubadas com seus substratos específicos, em 
diferentes pH que variaram de 3 a 8, com variação de 0.5
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Figura 7. Atividade relativa em função do pH das enzimas endoglucanase (A), xilanase (B), CBH (C) e 
B-glucosidase (D) de Trichoderma reesei RP98 em meio suplementado com sabugo de milho.

Para os extratos de Trichoderma reesei RP98 obtidos a partir do cultivo com sabugo 
de milho foi, de forma geral, observada uma homogeneidade nas curvas de atividade 
enzimática relativa em função do pH quando comparados os extratos de 5 e 6 dias 
de cultivo, com atividades ótimas em pH predominantemente baixo. A endoglucanase 
apresentou picos de atividade em pH 4 e pH 4,5 para os extratos de 5 e 6 dias de cultivo, 
respectivamente (figura 7A). A xilanase apresentou a picos em pH 5 e 5.5 para os extratos 
de 6 e 5 dias, respectivamente, com elevada atividade para o extrato de 5 dias em pH 5 
(figura 7B). A celobiohidrolase e a β-glucosidase apresentaram atividades máximas em 
pH 4,5 e 5, respectivamente, tanto para o extrato de 5 e como para o de 6 dias nos dois 
casos (figura 7C e 7D).
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Figura 8. Atividade relativa em função do pH das enzimas endoglucanase (A), xilanase (B), CBH (C) e 
β-glucosidase (D) de Trichoderma reesei RP98 em meio suplementado com palha de milho.

O mesmo grau de homogeneidade não foi observado para as curvas de atividade 
relativa referentes ao T. reesei cultivado em palha de milho (figura 8), embora os resultados 
dos cultivos de 5 e 6 dias ainda apresentam grande semelhança. Também pode-se notar a 
ocorrência de atividades máximas em pH relativamente mais altos, em especial a xilanase, 
com pH ótimo de 6 para o extrato de 5 dias de cultivo e 6.5 para os extratos de 6 dias. Os 
pH ótimos determinados para a endoglucanase foram de 3.5 e 5 para os extratos de 5 e 6 
dias, respectivamente. A celobiohidrolase apresentou valores máximos para o extrato de 
5 dias em pH 5.5 e para o extrato de 6 dias em pH neutro, embora possa ser observado 
um pico de 90% em pH 5.

Nas figuras 9 e 10 abaixo podem ser observados os valores de pH ótimos determinados 
para as atividades enzimáticas dos extratos de Mycothermus thermophilus. Nos extratos 
com sabugo de milho, a endoglucanase apresentou atividade alta em pH baixo para o 
extrato de 5 dias, com atividade máxima em pH 4, e atividade alta em pH mais alto para o 
extrato de 7 dias, com atividade máxima em pH 6,5 (figura 9A). Para a xilanase também 
foi verificada atividade máxima em pH 6,5 para o extrato de 7 dias, o extrato de 5 dias 
apresentou pH ótimo de 5,5 (figura 5B). Os extratos de 5 e 7 dias apresentaram curvas 
de atividade relativa semelhantes para a celobiohidrolase, com atividades máximas em 
pH 5 e 5,5, respectivamente (figura 9C). A β-glucosidase apresentou pH ótimo de 3 para 
o extrato de 5 dias e pH ótimo de 6.5 para o extrato de 7 dias (figura 9D).
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Figura 9. Atividade relativa em função do pH das enzimas endoglucanase (A), xilanase (B), CBH (C) e 
β-glucosidase (D) de Mycothermus thermophilus em meio suplementado com sabugo de milho.

Nos cultivos com palha de milho, a endoglucanase apresentou atividades elevadas 
em pH baixo, com atividades máximas em pH 5 e 3 para os extratos de 5 e 7 dias, 
respectivamente (figura 10A). A xilanase teve atividade máxima em pH 3,5 e 5 para 
os extratos de 5 e 7 dias, respectivamente (figura 10B). As atividades relativas de 
celobiohidrolase descrevem curvas muito semelhantes para os extratos de 5 e 7 dias, com 
atividade máxima em pH 5 para ambos extratos (figura 10C), parecido com o verificado 
para o cultivo com sabugo de milho. A atividade de β-glucosidase do extrato de palha de 
milho também apresentou semelhanças com o verificado no cultivo com sabugo de milho, 
atividade elevada em pH baixo para o extrato de 5 dias e atividade elevada em pH mais 
alto para o extrato de 7 dias, com atividades máximas em pH 3,5 e 5,5, respectivamente.
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Figura 10. Atividade relativa em função do pH das enzimas endoglucanase (A), xilanase (B), CBH (C) e 
β-glucosidase (D) de Mycothermus thermophilus em meio suplementado com palha de milho.

5 |  CONCLUSÃO 

Os fungos filamentosos Trichoderma reesei RP98 e Mycothermus thermophilus 
apresentaram resultados satisfatórios, apontando grande potencial para degradação de 
compostos lignocelulósicos. Entretanto, alguns pontos ainda devem ser mais estudados, 
visando um incremento de eficiência nas posteriores hidrólise e obtenção de etanol 2G. 
Visto que os dois fungos apresentam padrões e esforços diferentes de produção de 
enzimas, uma possível combinação dos extratos de cultivo destes fungos pode ser muito 
benéfica. Os efeitos de produtos e sais nas reações também podem ser caracterizados 
e posteriormente aplicados, assim como os efeitos da variação de pH e de temperatura 
estudados neste trabalho na hidrólise enzimática da biomassa.
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