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RESUMO 

A aplicação de enzimas como biocatalizadores industriais oferecem inúmeras vantagens 

sobre os processos químicos tradicionais, principalmente no que diz respeito à 

sustentabilidade e eficiência do processo. A aplicação de enzimas tem impulsionado 

diversos setores industriais. Há um foco crescente no uso de enzimas para a conversão de 

biomassa lignocelulósica em biocombustíveis e químicos diversos, além da aplicação 

para a alimentação animal. Em ambas aplicações, as enzimas produzidas por fungos 

filamentosos apresentam vantagens e os resíduos agroindustriais representam uma 

importante fonte de carbono alternativa para a produção de enzimas. Assim, o 

desenvolvimento de coquetéis envolvendo diferentes enzimas com proporções ótimas 

tornam promissoras as reações de hidrólise enzimática em processos industriais e 

agropecuários. O objetivo deste trabalho foi utilizar biomassa lignocelulósica para 

produção de enzimas holocelulolíticas de fungos filamentosos, para a produção e 

otimização de um consórcio enzimático que atuasse de forma eficiente na hidrólise da 

biomassa lignocelulósica e como aditivo fibrolítico exógeno a silagem de milho. No total 

foram produzidos 16 extratos brutos que foram avaliados por ensaios de atividade 

enzimática, efeito de pH, temperatura, termoestabilidade. Os extratos de Trichoderma 

reesei cultivado em Casca de Soja (CSTR), Aspergillus terreus em Bagaço de cana 

(BCAT) e Aspergillus terreus em Palha de cana (PCAT) foram os selecionados para a 

confecção de consórcios enzimáticos. Para isso, adotou-se um planejamento de misturas 

simplex. As misturas enzimáticas otimizadas 1 (33% de cada extrato bruto), 4 (45% de 

CSTR, 45% de BCAT e 10% de PCAT) e 6 (75% PCAT, 35% CSTR e 5% de BCAT) 

foram avaliadas na hidrólise de casca de soja, palha de cana, palha de milho e LCC, além 

de parâmetros físico-químicos de termoestabilidade, efeitos de íons e compostos 

fenólicos. O consórcio 4 foi aplicado como aditivo fibrolítico exógeno na silagem de 

milho. Afim de aprimorar o consórcio 4 na hidrólise enzimática de bagaço de cana-de-

açúcar pré-tratado hidrotermicamente, esse foi suplementando com a adição de enzimas, 

proteínas não hidrolíticas (β-glicosidase, lacase e expansina) e aditivos (surfactante e 

triptofano). A combinação consórcio 4 com tween e lacase apresentou uma liberação de 

açúcares redutores totais e glicose 123 e 136 %, respectivamente, superior a liberada pelo 

coquetel comercial Celluclast, sob as mesmas condições de operação com 48 horas de 

hidrólise.  

 

Palavras-chave: biomassa lignocelulósica, fungos filamentosos, coquetéis enzimáticos 
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ABSTRACT 

The application of enzymes as industrial biocatalysts offer numerous advantages over 

traditional chemical processes, especially with respect to the sustainability and efficiency 

of the process. The application of enzymes has boosted several industrial sectors. There 

is a growing focus on the use of enzymes for the conversion of lignocellulosic biomass 

to biofuels and various chemicals, as well as the application for animal feed. In both 

applications, the enzymes produced by filamentous fungi have advantages and the 

agroindustrial residues represent an important alternative carbon source for the 

production of enzymes. Thus, the development of cocktails involving different enzymes 

with optimal proportions promises the reactions of enzymatic hydrolysis in industrial and 

agricultural processes. The objective of this work was to use lignocellulosic biomass for 

the production of holocellulolytic enzymes of filamentous fungi for the production and 

optimization of an enzymatic consortium that acted efficiently in the hydrolysis of 

lignocellulosic biomass and as an exogenous fibrolytic additive to corn silage. In total, 16 

crude extracts were produced, which were evaluated by enzyme activity assays, pH, 

temperature and thermostability. The extracts of Trichoderma reesei cultivated in 

soybean hull (CSTR), Aspergillus terreus in sugarcane bagasse (BCAT) and Aspergillus 

terreus in sugarcane straw (PCAT) were selected for the preparation of enzyme consortia. 

For this, a planning of simplex mixtures was adopted. Optimized enzyme mixtures 1 (33% 

of each crude extract), 4 (45% CSTR, 45% BCAT and 10% PCAT) and 6 (75% PCAT, 

35% CSTR and 5% BCAT) were evaluated in the hydrolysis of soybean hulls, sugarcane 

straw, corn straw and LCC, as well as physical-chemical parameters of thermostability, 

ion effects and phenolic compounds. Consortium 4 was applied as an exogenous 

fibrolytic additive in corn silage. In order to improve the consortium 4 in the enzymatic 

hydrolysis of hydrothermally pretreated sugarcane bagasse, this was supplemented with 

the addition of enzymes, non-hydrolytic proteins (β-glucosidase, laccase and expansin) 

and additives (surfactant and tryptophan). The combination consortium 4 with tween and 

laccase showed a liberation of total reducing sugars and glucose 123 and 136%, 

respectively, higher than that released by the commercial Cocktail Celluclast under the 

same operating conditions with 48 hours of hydrolysis. 

 

Keywords: lignocellulosic biomass, filamentous fungi, enzymatic cocktails 

 



19 
 

CAPÍTULO I 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

As enzimas como biocatalizadores industriais oferecem inúmeras vantagens sobre 

os processos químicos tradicionais no que diz respeito à sustentabilidade e eficiência do 

processo (Chapman, Ismail e Dinu, 2018). A demanda de enzimas foi impulsionada pelas 

indústrias farmacêuticas, bebidas, têxteis, detergente, cosméticos, entre outros. Há um 

foco da aplicação de enzimas para produção de biocombustíveis e químicos diversos, 

além da aplicação para a alimentação animal (Sarrouh et al., 2014).  

No segmento dos biocombustíveis, o impulso se deu a partir do aumento do preço 

do petróleo e os efeitos negativos dos combustíveis fósseis nas mudanças climáticas,  

impulsionando o uso da biomassa vegetal como fonte energética renovável (Jung et al., 

2015). Dentro do contexto acima descrito, as biorrefinarias são plantas industriais 

adequadas para produzir uma variedade de produtos, tais como biocombustíveis e 

químicos de base a partir de insumos residuais agrícolas (Kamm e Kamm, 2004).  

Neste contexto de fontes alternativas de energia, os resíduos lignocelulósicos são 

destaque, por serem uma das matérias-primas mais abundantes do planeta. O Brasil 

produz inúmeros resíduos agrícolas que podem ser aplicados para o desenvolvimento de 

produtos pautados em uma economia verde e sustentável. Os resíduos agrícolas 

predominantemente gerados estão relacionados com os principais produtos agrícolas do 

Brasil, tais como café, soja, mandioca, milho e cana-de-açúcar (CONAB, 2018). 

Para que a parede celular da planta possa ser utilizada, a biomassa deve ser 

decomposta em seus monômeros constituintes. Na natureza, a parede celular vegetal é 

tipicamente degradada por um consórcio de micro-organismos, incluindo bactérias e 

fungos, que produzem uma ampla gama de proteínas, incluindo enzimas. Nas 

biorrefinarias a conversão pode ser feita por rota química ou biológica, sendo mais 

vantajosa quando realizada por enzimas (rota biológica), pois é um processo eficaz e 

ecologicamente correto, que utiliza condições mais brandas, acarretando, assim, uma 
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diminuição da formação de subprodutos poluentes e de compostos inibitórios (Gomes et 

al., 2017; Chundawat et al., 2011). Dentre os micro-organismos os fungos filamentosos 

são os produtores mais potentes de enzimas, e apresentam atividades necessárias para 

desmontar a estrutura complexa da parede celular vegetal (Peciulyte et al., 2017). 

Uma grande variedade de enzimas com diferentes especificidades é necessária 

para degradar a lignocelulose, devido à complexa organização e interação dos 

polissacarídeos, juntamente com a lignina na parede celular da planta. Isso torna a parede 

celular uma estrutura recalcitrante. Sendo assim, para a sua efetiva degradação, é 

necessário que, tanto as enzimas principais quanto as enzimas acessórias trabalhem de 

forma coordenada e sinérgica (Gomes et al., 2017, Van Dyk e Pletschke, 2012). 

A formação de coquetéis holocelulolíticos é uma das alternativas para melhorar a 

eficiência da hidrólise enzimática da biomassa lignocelulósica. Dessa forma, a montagem  

racional de coquetéis com elevada conversão pode impactar na redução dos custos do 

processo de hidrólise, uma vez que quantidades mínimas de enzimas seriam adicionadas 

à reação de hidrólise e, eventualmente, levariam a misturas enzimáticas mais eficientes 

(Bussamra, Freitas e Costa, 2015). 

Outra aplicação de enzimas holocelulolíticas, é no ramo da agropecuária para a 

preservação de alimento volumoso na forma de silagem, para a alimentação animal, neste 

caso, conhecida como enzimas fibrolíticas, aplicadas como aditivo exógeno. Nesse ramo, 

as enzimas produzidas por fungos também apresentam vantagens, ao apresentar rápido 

crescimento em meio de cultivo e alta produção enzimática (Lara, 2013).  

A silagem é uma técnica tradicional de conservação de forragens, preservando o 

valor nutritivo da planta para posterior utilização em períodos de escassez de alimento. 

Dentre as alternativas de conservação, a ensilagem é a mais utilizada em nosso país (Neto, 

2012). Para confecção de silagem pode-se utilizar grande variedade de gramíneas e 

leguminosas. A planta do milho é uma das forrageiras mais utilizadas para a produção de 

silagem, devido ao seu potencial nutricional e perfil de fermentação desejável (Figueiredo 

et al., 2018). 

A adição de enzimas fibrolíticas nas dietas de ruminantes tem como objetivo 

aumentar a digestibilidade da fração fibrosa dos alimentos. Enzimas como xilanases e 
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celulases aumentam a degradação da hemicelulose e celulose da forragem, 

respectivamente, proporcionando maior liberação de energia e melhor aproveitamento 

pelo animal (Muck et al., 2018). (Salem et al., 2015) relataram que as enzimas fibrolíticas 

melhoraram a degradação da fibra no rúmen, ao atuarem sinergicamente com a microflora 

ruminal, aumentando assim sua capacidade hidrolítica no rúmen.  

Assim, estratégias para melhorar os rendimentos da hidrólise de biomassa 

lignocelulósica e melhor a qualidade da silagem estão pautadas no desenvolvimento de 

combinações enzimáticas que incluem diferentes atividades, proporcionando uma 

conversão mais eficiente do que a aplicação individual destas enzimas.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e otimizar um consórcio enzimático 

microbiano que atuasse de forma eficiente na hidrólise de biomassa lignocelulósica e 

como aditivo fibrolítico exógeno a silagem. 

 

2.2 Objetivo específico 

 

• Selecionar diferentes substratos para atuasse como fonte de carbono para 

a produção de consórcio enzimático, a partir de diferentes espécies 

fúngicas. 

• Otimizar o consórcio 4 (0,45 CSTR: 0,1 PCAT: 0,45 BCAT) com 

proteínas acessórias, surfactantes e aditivos químicos para a hidrólise de 

bagaço de cana-de-açúcar.  

• Avaliar os efeitos da aplicação de coquetéis contendo enzimas fibrolíticas 

exógenas sobre a qualidade da silagem de milho. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA  

 

 

 

AN UPDATE ON ENZYMATIC COCKTAILS FOR LIGNOCELLULOSE 

BREAKDOWN 

 

Artigo de revisão publicado na revista Journal of Applied Microbiology 125, 632-645, 

2018.  

 

Esta revisão apresenta uma visão geral de coquetéis enzimáticos necessários para 

hidrólise de biomassa lignocelulósica, os últimos avanços relacionados, os principais 

resultados e as perspectivas futuras. Devido à heterogeneidade e complexidade da 

biomassa lignocelulósica, sua clivagem é efetuada por meio de múltiplas enzimas que 

convertem os carboidratos em açúcares monoméricos. Os altos custos das enzimas 

comerciais e a alta carga enzimática necessária para a hidrólise da biomassa motivam a 

busca por novas formulações enzimáticas que apresentem melhor rendimento de hidrólise 

do substrato.  
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CAPÍTULO 2 

 

CARACTERIZAÇÃO DE EXTRATOS BRUTOS PARA O 

ESTABELECIMENTO DE CONSÓRCIOS ENZIMÁTICOS PARA HIDRÓLISE 

DE BIOMASSA LIGNOCELULÓSICA 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

A segurança energética e ambiental são duas questões importantes que 

impulsionaram a demanda por fontes de energia alternativas e ecológicas (Zabed et al., 

2017).  Por essa questão, a biomassa lignocelulósica passou a ser alvo de pesquisas devido 

à sua  abundância, facilidade de acesso e baixo custo (Zhang et al., 2018) 

Nesse cenário, o Brasil apresenta vantagens devido às suas características 

favoráveis de solo, água, relevo e clima. Isso propicia o plantio de inúmeras culturas com 

alta produtividade, tais como a cana-de-açúcar, milho, soja (Pereira et al., 2012), 

consequentemente, gerando enormes quantidades de resíduos. A soja (Glycine max) e o 

milho (Zea mays) são os principais grãos produzidos no país. Os dois produtos 

correspondem a quase 90% do que é produzido em termos de grãos (CONAB: Companhia 

Nacional de Abastecimento, 2017). Além disso, o Brasil é o maior produtor de cana-de-

açúcar do mundo, com safra de 633,26 milhões de toneladas para 2017/2018 e safra 

estimada para 2018/2019 com redução de 2,8% (CONAB: Companhia Nacional de 

Abastecimento, 2018).   

Os resíduos lignocelulósicos são considerados uma grande fonte de carboidratos 

para a produção de biocombustíveis e químicos diversos (Manfredi et al., 2018). Além 

do mais, os resíduos lignocelulósicos também podem ser aplicados na produção de 

enzimas microbianas, sendo fonte de carbono para os cultivos. Esta é uma forma de 

minimizar os custos deste processo que ainda é bastante oneroso. A opção de integrar a 

fabricação de enzimas no processo de produção, utilizando biomassa lignocelulósica 

como fonte de carbono, é extremamente promissora. A principal vantagem é a diminuição 

do custo, visto que a fonte de carbono (por exemplo, glicose) será substituída por um 

substrato economicamente viável (biomassa) (Silva, Vaz e Filho, 2017).  
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Para a produção de biocombustíveis e químicos diversos, é necessário a 

desconstrução da biomassa lignocelulósica, que pode ocorrer através da hidrólise 

enzimática (Manfredi et al., 2018). As enzimas podem ser produzidas por micro-

organismos (bactérias anaeróbicas e aeróbicas, actinomicetos, fungos), plantas e animais. 

Dentre os citados acima, os fungos filamentosos são os preferidos na produção de 

enzimas, pois são capazes de produzir uma considerável diversidade de enzimas. 

Atualmente, a maioria dos coquetéis comerciais são produzidos por espécies de 

Trichoderma e Aspergillus. É incessante a busca por coquetéis enzimáticos capazes de 

atuar como biocatalisadores, desconstruindo a  biomassa lignocelulósica e 

transformando-a em produtos de maior valor agregado (Reyes-Sosa et al., 2017, 

Raghuwanshi et al., 2014). 

Diante desta necessidade de produção de enzimas, novas fontes têm sido 

prospectadas e estudadas (Maitan-Alfenas, Visser e Guimarães, 2015). Para isso, se faz 

necessário a realização de screening enzimático para testar a viabilidade de aplicação 

biotecnológica das enzimas prospectadas. 

Um coquetel enzimático deve ser predominantemente termoestável, visto que a 

falta de estabilidade térmica pode limitar a aplicação desses coquetéis. Além disso, este 

deve ter em sua composição um número mínimo de diferentes enzimas, nas menores 

concentrações possíveis e em proporções ótimas. Para isso, é necessário conhecimento 

detalhado da ação sinérgica de cada enzima que compõe o consórcio enzimático, para que 

a conversão da biomassa alvo seja mais eficiente do que a aplicação individual destas 

enzimas  (Pengilly et al., 2015, Silva, Vaz e Filho, 2017). Ademais, fatores físico-

químicos tais como temperatura, pH, presença de íons e compostos fenólicos podem 

afetar diretamente o desempenho do coquetel enzimático.  

O desenvolvimento de coquetéis a partir de fungos aplicados comercialmente ou 

não, como Aspergillus terreus, Acrophialophora nainiana, Aspergillus tamarii e 

Trichoderma reesei e o uso de biomassa lignocelulósica para a produção de enzimas e 

bioprodutos é uma estratégia econômica viável para a montagem racional de coquetéis 

enzimáticos com capacidade de degradar diferentes biomassas.  
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2. OBJETIVOS:  

 

2.1. Objetivo geral:  

 

O objetivo deste trabalho foi selecionar diferentes substratos para atuasse como 

fonte de carbono para a produção de consórcio enzimático, a partir de diferentes espécies 

fúngicas. 

 

2.2. Objetivos específicos:  

• Avaliar o efeito de pH, temperatura e termoestabilidade nas atividades 

enzimáticas dos extratos brutos; 

• Elaborar misturas racionais por meio de ferramentas estatísticas para o 

desenvolvimento de um coquetel enzimático para a degradação de bagaço 

de cana-de-açúcar; 

• Avaliar o efeito de íons e compostos fenólicos sobre os coquetéis 

enzimáticos;  

• Avaliar os coquetéis enzimáticos na hidrólise de outros substratos 

lignocelulósicos, além do bagaço de cana de açúcar. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Figura 2.1. Desenho experimental da metodologia utilizada para determinação dos 

consórcios enzimáticos 

Caracterização dos consórcios enzimáticos 

termoestabilidade íons 
hidrólise de 

biomassa 
compostos 
fenólicos 

Confecção dos consórcios enzimáticos

Planejamento de misturas simplex

Determinação da carga de proteína na hidrólise

Seleção de 3 extratos brutos

Caracterização bioquímica 

pH 4 - 9 temperatura 40 a 70 ºC termoestabilidade a 50 ºC

Screening  

CMC, xilana, pectina, manana, pNPG, pNPA, pNPM, pNPX, carga de proteína 

Fonte de carbono             Fermentação submersa             micro-organismos 

Palha de cana, Bagaço de cana, Palha 
de milho e Casca de soja

A. tamarri, A. terreus, A. nainiana e T. 
reesei
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3.1 Resíduos lignocelulósicos 

 

Os resíduos utilizados neste trabalho (palha de cana, bagaço de cana, casca de soja 

e palha de milho) fazem parte da coleção de biomassas do laboratório de Enzimologia da 

UnB e foram armazenados em caixas de isopor à temperatura ambiente. Os resíduos 

foram pré-tratados em autoclave por 2 horas a 121 °C, lavados, secos em estufa a 55 °C, 

triturados em moinho de facas e armazenados em sacos plásticos para estudos posteriores. 

 

3.2 Manutenção e cultivo dos micro-organismos 

 

Os micro-organismos utilizados foram Acrophialophora nainiana, Aspergillus 

terreus, Aspergillus tamarii e Trichoderma reesei. Estes micro-organismos pertencem à 

micoteca do laboratório de Enzimologia da UnB e foram mantidos em criotubos, 

contendo glicerol 18% (v/v) e armazenados em ultrafreezer a -80 °C. 

A micoteca tem autorização de acesso e de remessa de amostra de componente do 

patrimônio genético nº 010237/2015-1, além de estar depositada no banco de micro-

organismos para controle de patógenos e plantas daninhas da Empresa Brasileira de 

Pesquisa Agropecuária (Embrapa) e registrada no Centro Mundial de Dados para Micro-

organismos (WDCM), sob o código MCPPW 1128. 

Os fungos A. nainiana, A. tamarii e T. reesei foram mantidos em meio sólido de 

batata-dextrose-ágar (BDA), enquanto que A. terreus foi mantido em meio de aveia 1%. 

Os fungos foram crescidos por 7 dias a 28 °C, exceto A. nainiana que foi crescido a 40 

°C.  

A linhagem A. tamarii BLU37, utilizado neste trabalho, foi originalmente isolado 

da compostagem natural da indústria têxtil. Utilizaram-se regiões de DNA ribossomal de 

espaçador transcrito interno (rDNA ITS), juntamente com genes de β-tubulina e 

calmodulina, como marcadores moleculares conservados para identificar o fungo no nível 

da espécie (Monclaro et al., 2016).  

O fungo A. terreus foi isolado da compostagem natural de resíduos de uma 

indústria de beneficiamento de algodão, no pólo têxtil da região do Vale do Itajaí, Gaspar 

- SC. Sua identificação morfológica foi realizada pelo Prof. Dr. Luís Roberto Batista, do 

Laboratório de Microbiologia Agrícola da Universidade Federal de Lavras, Lavras - MG. 

A identificação molecular da cepa foi feita pela Profª. Dra. Nádia Skorupa Parachin, do 
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Laboratório de Biologia Molecular do Instituto de Ciências Biológicas, Universidade de 

Brasília (UnB) (Moreira, 2013).  

O T. reesei foi isolado de madeira em decomposição no cerrado brasileiro e 

identificado com base na subunidade ribossomal 18S rRNA, amplificando as regiões do 

ITS 1 e ITS 4, sendo todo o trabalho de identificação realizado pelo Fundação André 

Tosello – Campinas, São Paulo - Brasil. 

O fungo A. nainiana foi morfologicamente identificado pela Profa. Wilma Rose 

Coelho Ribeiro, do Departamento de Fitopatologia da Universidade de Brasília. 

 

3.3 Fermentação submersa 

 

Os fungos A. nainiana, A. terreus, A. tamarii e T. reesei foram submetidos, 

separadamente, à fermentação submersa, na qual foram utilizadas quatro fontes de 

carbono distintas: palha de cana, palha de milho, casca de soja e bagaço de cana.  

O cultivo em meio líquido foi feito em Erlenmeyer de 250 mL, com volume final 

de 75 mL, contendo 1% de fonte de carbono, 1% de solução de esporos (1 x 106 – 108) e 

meio líquido suplementado (m/v), conforme apresentado na tabela 2.1. Todos os meios 

foram autoclavados a 121 °C por 30 min. Os cultivos foram realizados em triplicatas.  

 

Tabela 2.1. Composição do meio de cultura mínimo usado para crescimento dos fungos 

KH2PO4 0,7%, 

K2HPO4 0,2% 

MgSO4 7H2O 0,05% 

(NH4)2SO4 0,1% 

Extrato de levedura 0,06% 

 

O inóculo foi obtido por meio da raspagem dos esporos das placas de Petri. Em 

seguida, foram dispersos em 50 mL de solução salina 0,9% com 3 mL de tween 80 a 1%, 

previamente autoclavados. A contagem de esporos foi realizada em câmara Neubauer ao 

microscópico óptico. 

Os cultivos em meio líquido de T. reesei, A. terreus e A. tamarii foram realizados 

a 28 °C sob agitação constante de 120 rpm em agitador rotatório por 7 dias. O cultivo de 

A. nainiana foi realizado a 40 °C, sob agitação constante de 120 rpm em agitador rotatório 

por 7 dias. Após o cultivo, o meio de cultura foi filtrado em funil do tipo Büchner com 
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papel de filtro, adicionado azida sódica (NaN3) a 1% e armazenado em câmara fria a 4 

°C. O filtrado foi denominado extrato bruto e usado como fonte de holocelulases. 

 

3.4 Ensaios enzimáticos  

 

3.4.1 Determinação das atividades de CMCase, xilanase, pectinase e 

mananase 

 

A determinação das atividades de CMCase, xilanase, pectinase e mananase foi 

feita pela incubação de 5 uL de extrato bruto com 10 uL de substratos 

(carboximetilcelulose, xilana de aveia, pectina de fruta cítrica e galactomanana, 

respectivamente na concentração de 1%) a 50 °C por 30 minutos. A reação foi 

interrompida com a adição de 30 µL ácido 3,5-dinitro-salicílico (DNS) na mistura de 

reação e posterior incubação a 97 °C por 10 minutos, seguido de diluição com 150 µL de 

água, conforme descrito por Miller (1959) e adaptado por Vale (2012). As leituras de 

absorbância foram realizadas a 540 nm.                  

 

3.4.2. Determinação da atividade de avicelase  

 

A determinação da atividade de avicelase foi realizada em tubos de ensaios, 

contendo 50 µL de extrato bruto e 50 µL de avicel (celulose microcristalina) a 1%, e 

incubados a 50 °C por 30 minutos em banho-maria sob agitação (Ghose, 1987). A reação 

foi interrompida com a adição de 30 µL ácido 3,5-dinitro-salicílico (DNS) na mistura de 

reação e posterior incubação a 97 °C por 10 minutos, seguido de diluição com 150 µL de 

água, conforme descrito Miller (1959). As leituras de absorbância foram realizadas a 540 

nm.                  

 

3.4.3. Determinação da atividade de FPase 

 

A determinação da atividade de Fpase foi realizada conforme Ghose (1987). 

Foram adicionados 250 µL de enzima, 25 mg de papel whatman nº 1, 500 µL de tampão 

acetato de sódio a 50 mM, pH 4,8, em tubos de ensaios e incubados a 50 °C por 30 min 

em banho-maria. A reação foi interrompida com a adição de 30 µL ácido 3,5-dinitro-

salicílico (DNS) na mistura de reação, seguido de incubação a 97 °C por 10 minutos, com 
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posterior diluição usando 150 µL de água, conforme descrito por Miller (1959). As 

leituras de absorbância foram realizadas a 540 nm.                  

 

 

3.4.4. Determinação das atividades de β-xilosidase, β-glicosidase, β-

manosidase e α-arabinofuranosidase 

 

As atividades de β-xilosidase, β-glicosidase, β-manosidase e α-

arabinofuranosidase foram determinadas empregando-se substratos sintéticos (pNPX 

pNPG, pNP-man e pNPA, respectivamente), conforme Wood e Bhat (1988). O ensaio foi 

realizado em microplaca com 5 µL de enzima, 25 µL de substrato (concentração final de 

5 mM preparado em tampão acetato de sódio pH 4,8) e 45 µL de tampão acetato de sódio 

pH 4,8 a 100 mM, incubados por 30 min a 50 °C. A reação foi interrompida pela adição 

de 100 µL carbonato de sódio. As leituras de absorbância foram realizadas a 430 nm. 

 

Uma unidade de enzima foi definido como sendo a quantidade de enzima que 

libera 1 mg de açúcar redutor por 1 minuto de reação. As atividades enzimáticas foram 

expressas como μmol de produto formado por minuto (UI) e por mL de solução 

enzimática. As curvas-padrões foram determinadas com seus respectivos padrões (D-

xilose, ácido D-galacturônico, D-glicose e D-manose no intervalo de concentração de 0,2 

- 1,2 mg/mL e pNP variando de 0,016 a 0,2 µmol/mL). Todos os ensaios foram realizados 

em triplicata. As leituras foram realizadas em leitor de placa SpectraMax M2e, Molecular 

DevicesCo., EUA.  

Para o branco da enzima, o substrato foi substituído por água destilada. Em 

contrapartida, para o branco do substrato a enzima foi substituída por água destilada. 

 

 

3.5. Dosagem de glicose  

 

A glicose liberada durante a hidrólise foi estimada pelo método da glicose-oxidase 

(Trinder, 1969), usando o kit da Doles reagente. O ensaio de determinação de glicose foi 

realizado em tubo de ensaio contendo 10 µL da amostra e 1 mL do reagente de cor, 

incubados por 5 min a 37 °C. As leituras de absorbância foram realizadas a 510 nm em 

leitor de placa (SpectraMax M2e, Molecular DevicesCo., EUA). 
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3.6. Dosagem de proteína  

 

A concentração de proteína foi determinada pelo método descrito por Bradford 

(1976), utilizando albumina de soro bovino (BSA-Sigma) como padrão. Um volume de 

160 μL de amostra foi adicionado a 40 µL do reagente de Bradford. Realizou-se a leitura 

de absorbância das amostras a 595 nm em leitor de placa (SpectraMax M2e, Molecular 

DevicesCo., EUA). 

 

 3.7. Efeito da temperatura e pH 

 

Para determinação dos efeitos de pH na atividade enzimática, os extratos brutos 

foram incubados a 50 °C, numa faixa de pH variando entre 3,0 – 9,0 com intervalo de pH 

de 0,5. Os seguintes tampões foram usados: acetato de sódio (pH 3,0 – 6,0), fosfato de 

sódio (6,0 – 7,0) e tris-HCl (7,0 – 9,0). Todos os tampões foram usados na concentração 

de 50 mM.  

O efeito da temperatura na atividade enzimática foi avaliado no intervalo de 

temperatura de 30 a 80 °C (Δ = 10 °C). A determinação das atividades enzimáticas foi 

realizada conforme descrito no item 3.4, deste capítulo.  

 

3.8. Determinação da Termoestabilidade 

 

Para avaliação da termoestabilidade das atividades enzimáticas dos extratos 

brutos, as amostras foram incubadas em banho-maria a 50 °C e alíquotas foram retiradas 

nos intervalos de tempo para quantificação da atividade residual. Os ensaios enzimáticos 

foram realizados conforme o item 3.4. 

 

 

3.9. Hidrólise enzimática 

 

Para os experimentos de hidrólise enzimática, as condições usadas foram: 

agitação de 120 rpm, 50 °C e tampão acetato de sódio, pH 5,0 a 50 mM. Foram usados 

Erlenmeyers de 125 mL, 1% de fonte de carbono (bagaço de cana, palha de cana, casca 

de soja, palha de milho ou LCC - Lignin carbohydrate Complex) e a carga de proteína foi 

de 2 mg por grama de biomassa. Todos os experimentos de hidrólise foram realizados em 
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triplicata. Alíquotas foram retiradas em intervalos regulares de tempo e analisadas com 

relação a liberação de açúcares redutores totais pelo método de DNS (Miller, 1959) e a 

glicose produzida conforme o item 3.5.  

 

3.10. Determinação da carga de proteína para hidrólise enzimática 

 

Foram realizadas hidrólises de bagaço de cana de açúcar (1%) com carga de 0,5; 

1; 2; 4 e 8 mg de proteína por grama de biomassa, com três extratos brutos selecionados. 

Alíquotas foram retiradas em intervalos regulares de tempo e analisadas com relação a 

liberação de açúcares redutores totais pelo método de DNS (Miller, 1959), e a glicose 

produzida conforme o item 3.5. 

 

3.11. Planejamento de mistura para hidrólise enzimática 

 

A tabela 2.2 descreve a estratégia de planejamento simplex das misturas para 

estabelecimento de consórcios enzimáticos.  

 

Tabela 2.2. Planejamento de misturas para a hidrólise enzimática.  

Mistura  CSTR PCAT BCAT 

1 100% - - 

2 - 100% - 

3 - - 100% 

4 50% 50% - 

5 - 50% 50% 

6 50% - 50% 

7 33,3% 33,3% 33,3% 

8 - - - 
CSTR: T. reesei cultivado em casca de soja, PCAT: A. terreus cultivado em palha de cana e BCAT: A. 

terreus cultivado em bagaço de cana.  

 

O programa Design Expert 10 foi utilizado para o planejamento de misturas e, 

mediante os resultados obtidos neste experimento, uma segunda rodada de planejamento 

simplex foi elaborada para novos pontos de misturas para a otimização da hidrólise 

enzimática. Os novos pontos são descritos na tabela 2.3.  
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Tabela 2.3. Planejamento de misturas para a segunda rodada de hidrólise enzimática.  

Mistura  CSTR PCAT BCAT 

1 33% 33% 33% 

2 50% 15% 35% 

3 65% 10% 25% 

4 45% 10% 45% 

5 60% 5% 35% 

6 20% 75% 5% 

7 30% 60% 10% 

8 50% ----- 50% 
CSTR: T. reesei cultivado em casca de soja, PCAT: A. terreus cultivado em palha de cana e BCAT: A. 

terreus cultivado em bagaço de cana.  

 

 3.12. Efeito dos compostos fenólicos 

 

O efeito dos compostos fenólicos nas atividades enzimáticas foi avaliado 

utilizando os seguintes reagentes: vanilina e ácido tânico (dissolvidos em água), ácido 4-

hidroxibenzóico, ácido ferúlico, ácido p-cumárico e ácido cinâmico (dissolvidos em 

etanol 50%). As amostras enzimáticas foram pré-incubadas com os compostos fenólicos 

na concentração de 1 mg/mL, em temperatura ambiente (± 28 °C) por 20 min e 48h a 50 

ºC. Em seguida, foram realizados microensaios enzimáticos para a determinação de 

atividade conforme descrito no item 3.4.1. Os resultados foram expressos em atividade 

relativa. Como controle, os fenóis foram substituídos por água ou etanol 50%. Os ensaios 

foram realizados em triplicata. 

 

3.13. Efeito de íons metálicos e EDTA 

 

A influência dos íons metálicos e EDTA na atividade enzimática foi avaliada pela 

pré-incubação das amostras enzimáticas por 20 min a temperatura ambiente (± 28 °C) na 

presença de diversos compostos em concentrações finais de 1 e 10 mM. Os íons utilizados 

foram: CaCl2, CoCl2, CuSO4, FeCl3, FeSO4, KCl, MgCl2, MgSO4, NaCl, ZnSO4 e EDTA. 

Foram realizados microensaios enzimáticos para a determinação da atividade enzimática 

conforme item 3.4.1. Os resultados foram expressos em atividade relativa. Como 

controle, os íons foram substituídos por água destilada 
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3.14. Verificação do efeito de sinergismo 

 

Os consórcios 1, 4 e 6 foram avaliados com relação ao seu efeito sinérgico. 

Portanto, a hidrólise foi realizada em bagaço de cana-de-açúcar seguindo as condições 

descritas no item 3.9, com dosagem final de 2 mg de proteína por grama de biomassa.  

O grau de sinergismo foi calculado de acordo com a equação 1 apresentada 

abaixo, para comparar a atividade do consórcio enzimático com a soma das atividades 

dos extratos brutos individualmente (Méndez Arias et al., 2016).  

 

Sinergismo:                     Rendimento (consórcio enzimático)                    ∑ 2 mg/g                 Eq. (1)                     

                           Rendimento dos extratos brutos (CSTR) + (PCAT) + (BCAT) ∑ 2 mg/g 

 

 

3.15. Hidrólise enzimática em diversos substratos com consórcios 

enzimáticos e extratos brutos 

 

Os substratos lignocelulósicos hidrolisados foram palha de cana, casca de soja, 

palha de milho e LCC (Lignin Carbohydrate Complex). Os extratos brutos utilizados na 

hidrólise foram CSTR – (T. reesei cultivado em casca de soja), PCAT – (A. terreus 

cultivado em palha de cana) e BCAT – (A. terreus cultivado em bagaço de cana). Os 

consórcios enzimáticos utilizados foram 1, 4 e 6. As hidrólises enzimáticas foram 

realizadas seguindo as condições descritas no item 3.9 com dosagem de 2 mg de proteína 

por grama de biomassa.  

 

 

3.16. Caracterização dos substratos lignocelulósicos 

 

3.16.1. Análise bromatológica 

 

Os substratos lignocelulósicos (bagaço de cana-de-açúcar, palha de cana, palha de 

milho e casca de soja) foram submetidos a processo de remoção de extrativos, utilizando 

o extrator de Soxhlet. As biomassas foram lavadas primeiro em água e depois em etanol 

95%, cada lavagem com duração de 24 h. Depois foram secas a 65 °C, e submetidas a 

hidrólise com ácido sulfúrico. Foram primeiramente hidrolisadas com ácido sulfúrico 
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72% (m/m) a 30 °C por 1 hora. Em seguida, o ácido foi diluído para concentração final 

de 4% (m/m) e todo o material foi autoclavado por 2 h a 121 °C. O material foi filtrado e 

a parte sólida foi utilizada para quantificação de lignina ácido-insolúvel (65 °C) e teor de 

cinzas (575 °C). A fração de lignina ácido-solúvel foi determinada por espectrofotometria 

(Sluiter, Amie et al., 2008). Os carboidratos solubilizados durante a hidrólise ácida foram 

quantificados por cromatografia líquida de troca aniônica de alto desempenho acoplada 

ao detector de pulso amperométrico (HPAEC-PAD) em um sistema de cromatografia 

Dionex ICS3000 Ion Chromatography DC System (Dionex Co., Sunnyvale, CA, EUA), 

utilizando coluna e pré-coluna CarboPac PA-1. As corridas cromatográficas foram 

realizadas a 20 °C com fluxo de 0,2 mL/min. As amostras foram eluídas com gradiente 

linear de 15 – 22 mM de NaOH (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA) durante 30 

minutos. A coluna foi lavada com 200 mM NaOH por 5 minutos seguido de uma etapa 

de reequilíbrio com 15 mM NaOH por 15 minutos durante as injeções sucessivas. Xilose, 

arabinose, glicose, galactose e manose (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), com 

concentração variando de 1.25 – 60.0 µg/mL, foram utilizados como padrões na 

construção da curva de calibração (Silva, 2018).  

 

3.16.2. Microscopia eletrônica de varredura 

 

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) foi utilizada com o objetivo de 

visualizar as estruturais das biomassas (palha de cana, bagaço de cana, casca de soja e 

palha de milho, preparadas conforme o item 3.1 deste capítulo). As amostras foram 

submetidas à secagem a 65 °C, metalizadas em equipamento Sputter Coater SCD 050 

(Balzers, Alemanha) e visualizadas em microscópio eletrônico de varredura modelo JMS 

7001F (JEOL, Japão) utilizando voltagem de 15 kV. 

 

3.17. Análise estatística  

 

As análises estatísticas utilizadas para se comprovar a diferença entre os pontos 

de hidrólise e os tratamentos foram feitas através do software Statistic 10, os dados foram 

submetidos à ANOVA com post-hoc teste LSD Fisher com nível de significância de 

0,05%.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Screening dos extratos brutos enzimáticos  

 

A primeira etapa deste trabalho consistiu em realizar um screening das atividades 

enzimáticas dos extratos brutos provenientes do cultivo em fermentação submersa por 7 

dias com os seguintes fungos: A. terreus, A. nainiana, T. reesei, A. tamarii, em diferentes 

substratos (Palha de cana, Bagaço de cana, Casca de soja e Palha de milho). Foram 

obtidos 16 extratos brutos, os quais foram denominados primeiramente pela fonte de 

carbono, PC - Palha de cana, BC - Bagaço de cana, CS - Casca de soja e PM - Palha de 

milho, seguido do fungo, AT – A. terreus, AN – A. nainiana, TR – T. reesei e AO – A. 

tamarii. 

Após o término do cultivo, os extratos brutos foram filtrados e quantificados com 

relação a proteínas e às seguintes atividades enzimáticas: CMCase, xilanase, pectinase, 

mananase, avicelase, Fpase, arabinofuranosidase, β-xilosidase, β-mananase e β-

glicosidase.  

Os resultados seguem expressos em atividade específica (UI/mg) e proteínas 

(ug/mL) (tabela 2.4 e 2.5).  

O screening enzimático foi realizado visando uma avaliação completa dos perfis 

enzimáticos dos extratos brutos. Ao usar diferentes biomassas lignocelulósicas como 

substratos foi possível induzir atividades holocelulolíticas distintas, pois cada fonte de 

carbono apresenta uma constituição bromatológica particular. Por exemplo, a palha de 

cana apresentou maior proporção de celobiose em relação aos demais substratos, 

enquanto que a maior proporção de glicose foi observada na palha de milho. O item 4.11 

discute a constituição bromatológica dos substratos lignocelulósicos usados nesse estudo. 

Estudos com T. reesei descrevem que o proteoma analisado sob diferentes condições, a 

quantidade e os tipos de proteínas secretadas são alterados devido a fonte de carbono para 

crescimento do fungo (Stappler et al., 2017).  

É necessário explorar substratos de baixo custo para a produção de enzimas e, os 

agro-resíduos representam uma opção para tal objetivo (Ahmed et al., 2016). Neste 

trabalho, optou-se por fazer a indução das enzimas com fontes de carbono 

lignocelulósicas, visando a produção de um coquetel enzimático de baixo custo. Além 

dos resíduos lignocelulósicos utilizados neste trabalho (bagaço e palha de cana, casca de 
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soja e palha milho), outros trabalhos testaram como fonte de carbono o farelo de arroz, 

palha de trigo, caule de banana, resíduos de eucalipto, casca de laranja, maçã, entre outros, 

e diferentes enzimas foram secretadas, demonstrando o potencial dos micro-organismos 

em secretar diferentes enzimas quando cultivados em diferentes fontes de carbono 

lignocelulósicas (Anwar, Gulfraz e Irshad, 2014). 

A atividade mais expressiva de pectinase ocorreu quando T. reesei foi cultivado 

em casca de soja (8,6 UI/mg). Para Gomes (2017), a maior atividade de pectinase foi 

observada quando Clonostachys byssicola foi cultivado em casca de soja, também foi 

utilizado sabugo de milho, engaço de bananeira e bagaço de cana-de-açúcar. Segundo 

Schirmer-Michel et al. (2008), 30% da casca de soja é constituída de pectina, o que induz 

a produção de pectinases. As outras fontes de carbono também induziram alta atividade 

de pectinase em T. reesei, demonstrando que este fungo apresenta potencial para 

produção desta enzima (7,9; 7,6 e 7,2 UI/mg em bagaço de cana, palha de milho e palha 

de cana, respectivamente), conforme dados mostrados na tabela 2.4.  

Dentre os quatro fungos avaliados, as maiores atividades de xilanase e CMCase 

foram observadas nos extratos brutos produzidos por A. terreus, em todos os substratos, 

conforme também demonstrado na tabela 2.4. Além disso, a maior produção das duas 

enzimas ocorreu quando o A. terreus foi cultivado em bagaço de cana (17,5 UI/mg para 

xilanase e 7,7 UI/mg para CMCase), seguido de palha de milho, palha de cana e casca de 

soja (13,5; 13,5 e 9,0 UI/mg para xilanase e para 6,7; 5,3 e 3,6 UI/mg para CMCase nesta 

ordem). A elevada produção de xilanases de A. terreus cultivado em casca de soja e 

bagaço de cana estão de acordo com os dados previamente descritos por Moreira (2013). 

No trabalho de Moreira (2013), A. terreus foi cultivado em bagaço de cana, casca de soja 

e “piolho de algodão” (resíduo proveniente do descaroçamento do algodão). A maior 

atividade volumétrica xilanolítica foi obtida quando o fungo foi cultivado em casca de 

soja e a maior atividade de CMCase foi obtida quando cultivado em bagaço de cana.  

No trabalho de Siqueira (2010), as atividades de CMCase e xilanase do A. terreus 

cultivado em bagaço de cana com as mesmas condições deste trabalho apresentaram 

atividade de CMCase 7,3 UI/mg levemente inferior ao encontrado neste trabalho e a 

atividade de xilanase foi de 55 UI/mg, superior ao encontrado nesta tese. 
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Tabela 2.4. Atividades enzimáticas específicas (UI/mg) dos extratos brutos.  

Fungos Fonte de carbono Pectinase Mananase Xilanase CMCase Avicelase FPase 

A. terreus Palha de cana 2,51 ± 004 1,25 ± 0,27 13,51 ± 0,29 5,25 ± 0,46 0,58 ± 0,06 1,67 ± 0,10 

Casca de soja 4,79 ± 0,19 2,01 ± 0,05 8,97 ± 0,37 3,56 ± 0,05 0,29 ± 0,06 1,09 ± 0,18 

Palha de milho 0,00 1,44 ± 0,21 13,54 ± 0,85 6,67 ± 0,10 1,10 ± 0,00 3,75 ± 0,16 

Bagaço de cana 0,00 0,00 17,51 ± 0,12 7,70 ± 0,33 0,61 ± 0,16 3,92 ± 0,16 

A. tamarii Palha de cana 2,34 ± 0,16 2,52 ± 0,33 7,43 ± 0,19 2,46 ± 0,58 0,26 ± 0,09 1,55 ± 0,39 

Casca de soja 2,88 ± 0,18 4,72 ± 0,06 4,50 ± 0,29 1,51 ± 0,04 0,18 ± 0,02 1,35 ± 0,14 

Palha de milho 1,30 ± 0,09 0,72 ± 0,16 4,45 ± 0,23 1,20 ± 0,16 0,10 ± 0,02 0,90 ± 0,13 

Bagaço de cana 0,88 ± 0,36 0,00 6,43 ± 0,09 2,12 ± 0,14 0,20 ± 0,08 1,29 ± 0,16 

A. nainiana Palha de cana 1,49 ± 0,37 1,06 ± 0,25 5,53 ± 0,39 2,12 ± 0,39 0,37 ± 0,06 1,33 ± 0,02 

Casca de soja 1,66 ± 0,09 3,41 ± 0,48 7,80 ± 0,42 3,33 ± 0,07 0,33 ± 0,08 1,89 ± 0,11 

Palha de milho 0,00 0,00 4,63 ± 0,30 2,02 ± 0,23 0,19 ± 0,06 0,97 ± 0,04 

Bagaço de cana 0,00 0,00 5,85 ± 0,17 2,78 ± 0,40 0,24 ± 0,02 1,42 ± 0,20 

T. reesei Palha de cana 7,16 ± 0,52 3,10 ± 0,04 3,89 ± 0,04 1,77 ± 0,01 0,38 ± 0,05 1,68 ± 0,06 

Casca de soja 8,58 ± 0,42 3,41 ± 0,11 4,12 ± 0,17 1,69 ± 0,13 0,47 ± 0,04 2,00 ± 0,09 

Palha de milho 7,58 ± 0,63 3,20 ± 0,28 4,13 ± 0,28 1,70 ± 0,01 0,48 ± 0,02 2,00 ± 0,15 

Bagaço de cana 7,91 ± 0,74 3,71 ± 0,26 6,13 ± 0,55 2,32 ± 0,11 0,40 ± 0,05 2,54 ± 0,09 
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A produção de celulases tem sido descrita em muitas espécies de Aspergillus.  A. 

terreus tem sido reportado como produtor de celulases (Sohail, Ahmad e Khan, 2016,  

Mirzaakhmedov et al., 2007, Gao et al., 2007). Assim, além de se destacar na atividade 

de CMCase, também se destacou nas atividades de avicelase, FPase (tabela 2.4) e β-

glicosidase (tabela 2.5). As atividades mais significativas de FPase e β-glicosidase foram 

produzidas por A. terreus quando cultivado em bagaço de cana (3,9 UI/mg) e palha de 

cana (3,6 UI/mg), respectivamente. No trabalho de Siqueira (2010), a atividade de Fpase 

e avicelase de A. terreus, quando cultivado em bagaço de cana, foi de 5,2 UI/mg e 0,16 

UI/mg, respectivamente.  

Apesar do bagaço e palha de cana conterem níveis significativos de lignina 

comparado com a casca de soja e palha de milho (item 4.11), esse fator parece não ter 

influenciado a produção de enzimas, uma vez que as maiores atividades de holocelulases 

foram encontradas no bagaço de cana.  

Sohail, Ahmad e Khan (2016) também exploram o potencial de A. terreus MS105 

na produção de celulases por meio do cultivo em bagaço de cana, sabugo de milho e 

grama, tanto por fermentação em estado sólido (SSF) quanto por fermentação submersa 

(Smf). Os meios de cultivo (SSF - SmF) influenciaram as respostas, assim como a fonte 

de carbono. A maior atividade de endoglicanase (±0,55 UI/mL) foi obtida quando A. 

terreus foi cultivado em bagaço de cana de açúcar (SSF), assim como observado neste 

trabalho e no trabalho de Moreira (2013). Para a atividade de β-glicosidase, os maiores 

resultados foram obtidos por fermentação submersa quando cultivado em sabugo de 

milho e grama (Sohail, Ahmad e Khan, 2016). Fica evidente que o A. terreus tem 

potencial em produzir celulases em diferentes substratos lignocelulósicos.  

A maior atividade de mananase foi obtida quando o fungo A. tamarii foi cultivado 

em casca de soja (4,7 UI/mg), seguido de T. reesei em bagaço de cana (3,7 UI/mg) (tabela 

2.4). Para Costa (2017), a casca de soja é uma fonte de carbono indutora de mananase, 

em virtude da grande quantidade de manana presente na estrutura do resíduo. Cabe 

ressaltar que dentre os resíduos analisados a casca de soja foi a única a apresentar manose 

em sua composição, resultado apresentado no item 4.11.  
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Tabela 2.5. Atividades enzimáticas específicas (UI/mg) dos extratos brutos e quantificação de proteínas totais.   

Fungos Fonte de carbono pNPGase pNPase pNPMase pNPXase Bradford 

A. terreus Palha de cana 3,64 ± 0,09 1,51 ± 0,12 0,00 0,83 ± 0,02 0,05 ± 0,00 

Casca de soja 1,94 ± 0,12 2,69 ± 0,04 0,00 0,76 ± 0,05 0,08 ± 0,00 

Palha de milho 1,85 ± 0,08 1,16 ± 0,04 0,00 0,41 ± 0,04 0,04 ± 0,00 

Bagaço de cana 1,51 ± 0,05 0,40 ± 0,09 0,00 0,33 ± 0,01 0,03 ± 0,00 

A. tamarii Palha de cana 0,73 ± 0,10 0,41 ± 0,01 0,00 0,20 ± 0,01 0,09 ± 0,00 

Casca de soja 1,65 ± 0,16 0,80 ± 0,01 0,00 0,10 ± 0,01 0,16 ± 0,00 

Palha de milho 0,44 ± 0,02 0,20 ±0,02 0,00 0,25 ± 0,01 0,16 ± 0,00 

Bagaço de cana 0,54 ± 0,02 0,12 ± 0,03 0,00 0,18 ± 0,01 0,09 ± 0,00 

A. nainiana Palha de cana 0,48 ± 0,03 0,04 ± 0,03 0,00 0,03 ± 0,03 0,08 ± 0,00 

Casca de soja 0,71 ± 0,05 0,03 ± 0,02 0,00 0,07 ± 0,02 0,07 ± 0,00 

Palha de milho 0,41 ± 0,03 0,12 ±0,01 0,00 0,09 ± 0,01 0,09 ± 0,00 

Bagaço de cana 0,83 ± 0,02 0,08 ± 0,02 0,00 0,12 ± 0,02 0,07 ± 0,00 

T. reesei Palha de cana 1,70 ± 0,06 3,00 ± 0,03 0,02 ± 0,01 0,23 ± 0,00 0,20 ± 0,01 

Casca de soja 1,73 ± 0,01 3,19 ± 0,07 0,20 ± 0,02 0,13 ± 001 0,20 ± 0,01 

Palha de milho 1,74 ± 0,09 3,34 ± 0,02 0,00 0,18 ± 0,02 0,21 ± 0,00 

Bagaço de cana 2,23 ± 0,13 2,54 ± 0,09 0,04 ± 0,02 0,28 ± 0,03 0,12 ± 0,00 
pNPGase: β-glicosidase; pNPase: arabinofuranosidase; pNPMase: β-manosidase; pNPXase: β-xilosidase  
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Com relação à atividade de β-xilosidase, a maior atividade foi também observada 

nos extratos brutos produzidos por A. terreus (tabela 2.5). Os substratos que induziram 

maiores atividades dessa enzima por A. terreus foram a palha de cana, seguido de casca 

de soja, palha de milho e, por último, bagaço de cana. Trabalho como o de Chakrabarti e 

Ranu (1995) relata o potencial do A. terreus em produzir β-xilosidase (12,9 UI/mg no 

extrato bruto). 

Pode-se observar na tabela 2.5 que o fungo T. reesei apresentou as maiores 

atividades de β-manosidase e arabinofuranosidase. Esses resultados, somados à alta 

atividade de pectinase, demonstra o potencial do T. reesei em secretar altos níveis de 

diferentes enzimas. Peciulyte et al. (2014), ao analisarem o sobrenadante do cultivo de T. 

reesei encontraram celulases, hemicelulases, outras glicosil hidrolases, ligninases, 

enzimas da família AA9, swolenina, entre outras.  

Cabe ressaltar que a produção industrial de enzimas celulolíticas é 

predominantemente realizada por T. reesei.  Olsson et al. (2003) usaram celulose e polpa 

de beterraba como fonte de carbono para a produção de enzimas e descreveram que a 

esporulação, a produção de proteínas e a atividade enzimática foram dependentes da 

natureza do substrato. Os autores verificaram ainda que as atividades de endoglicanase e 

endoxilanase foram produzidas ao longo do cultivo (141 h), enquanto a atividade de 

arabinosidase só pode ser mensurada a partir de 34 h de cultivo. Em contrapartida, a 

atividade de pectinase oscilou ao longo do cultivo.  

Avaliando-se as atividades específicas dos extratos brutos estatisticamente 

(ANOVA), cabe ressaltar que o extrato bruto de T. reesei cultivado em casca de soja 

apresentou as maiores atividades de pectinase e β-manosidase (p < 0,05). O extrato de A. 

terreus cultivado em bagaço de cana apresentou as maiores atividades de xilanase, 

CMCase e avicelase, exceto a atividade de FPase que não diferiu de A. terreus cultivado 

em palha de milho. A. terreus cultivado em palha de cana apresentou as maiores 

atividades de β-xilosidase e β-glicosidase apresentando p < 0,05.  

O intuito deste trabalho era produção de consórcio enzimático mediante 

combinação dos extratos brutos, assim, o screening serviu de ferramenta para escolher os 

extratos brutos que apresentavam melhor desempenho de atividade. Um exemplo 

conhecido da importância do screening enzimático está na formulação de coquetéis 

enzimáticos utilizando extratos brutos de T. reesei, um micro-organismo muito utilizado 

para a produção de enzimas hidrolíticas. Entretanto, T. reesei apresenta baixa atividade 

de β-glicosidase (Juhász, Egyházi e Réczey, 2005). A suplementação dessa enzima em 
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coquetéis enzimáticos é uma estratégia adotada para compensar a baixa atividade (Ma e 

Ruan, 2015; Xiao et al., 2004). Assim o que se almejou foi escolher extratos brutos que 

possam ser complementares entre si e capazes de atuar sinergicamente na hidrólise 

enzimática. 

Como demostrado pelos resultados, nota-se que o uso de resíduos agrícolas como 

fonte de carbono pode influenciar a produção de enzimas. Essa estratégia se mostrou 

eficaz para o estabelecimento de consórcios enzimáticos, uma vez que o perfil enzimático 

foi diferente entre os extratos brutos. Entretanto, para a produção de enzimas em larga 

escala, a compreensão e controle de parâmetros, como a natureza do substrato 

lignocelulósico, o pH do meio, a disponibilidade de nutrientes, a temperatura de 

fermentação, entre outras, são essenciais (Singhania et al., 2010). 

Aliados aos resíduos lignocelulósicos, esses parâmetros também são fontes para 

a prospecção de novas enzimas (Maitan-Alfenas, Visser e Guimarães, 2015). A 

prospecção de novas enzimas é extremamente importante, não somente para a busca por 

enzimas mais eficientes, como também para a melhor compreensão dos mecanismos 

envolvidos na degradação dos polímeros que constituem a parede celular vegetal (Gomes, 

2017). Nesse sentido, os micro-organismos utilizados (A. nainiana, A. terreus, A. tamarii 

e T. reesei) foram isolados de diferentes locais e resíduos.   

 

         4.2. Estudo do efeito do pH, temperatura e termoestabilidade na atividade 

enzimática dos extratos brutos.  

 

A temperatura, assim como o pH e a estabilidade térmica das enzimas são fatores 

importantes a serem caracterizados, uma vez que podem afetar positiva ou negativamente 

o desempenho das enzimas. Desta forma, visando a possível aplicação industrial dos 

extratos brutos, estes parâmetros também foram avaliados.   

As atividades de xilanase e CMCase dos extratos brutos provenientes dos cultivos 

em diferentes fontes de carbono foram testados quanto ao pH e à temperatura (tabela 2.6). 

A termoestabilidade de CMCase está demonstrada na tabela 2.7.    

Com relação à atividade de xilanase, observou-se maior atividade entre os pHs 

4,5 e 6,0, e 60 °C para todos os extratos brutos avaliados. O extrato bruto de T. reesei 

apresentou maior atividade no intervalo de 40-60 °C.  
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Tabela 2.6. Caracterização físico-química das atividades de CMCase e xilanase presentes 

nos extratos brutos avaliados.  
 

Xilanase CMCase 

Fungos Fonte de carbono pH  Temperatura 

(ºC) 

pH   Temperatura 

(ºC) 

 

A. terreus 

Palha de cana 4,5 60 4,0 40 – 50 

Casca de soja 4,5 60 4,0 - 4,5 40 – 60 

Palha de milho 5,5 60 4,0 40 – 60 

Bagaço de cana 4,5 60 4,0 - 4,5 40 – 50 

 

 

A. tamarii 

Palha de cana 4,5 50 4,0 40 – 50 

Casca de soja 4,5 60 4,0 40 

Palha de milho 5,5 60 4,0 40 – 50 

Bagaço de cana 4,5 60 4,0 50 

 

A. nainiana 

Palha de cana 5,5 60 4,0 50 

Casca de soja 5,5 60 4,0 50 – 60 

Palha de milho 5,0 60 5,5 50 

Bagaço de cana 6,0 60 4,5 - 5,5 50 

 

 

T. reesei 

Palha de cana 5,0 40 – 60 4,0 50 

Casca de soja 6,0 40 – 60 5,0 50 

Palha de milho 5,5/6,0 40 – 60 4,0 50 

Bagaço de cana 4,5 40 – 60 4,0 - 4,5 50 

 

 A atividade de CMCase variou de 40 a 60 °C em todos os extratos brutos 

avaliados, e o pH variou de 4,0 a 5,5. Grande parte das celulases apresentam atividade 

ótima com temperatura variando entre 45-55 °C e pH entre 4,0 - 5,0 (Galbe e Zacchi, 

2002; Talebnia, Karakashev e Angelidaki, 2010).  

Enzimas naturalmente termoestáveis são desejáveis do ponto de vista industrial, 

assim não há necessidade de investir no engenheiramento para estabilizar as enzimas em 

temperaturas mais altas (Asial et al., 2013). Todos os extratos brutos apresentaram 

termoestabilidade acima de 72 h para a atividade de CMCase a 50 °C, o que evidencia o 

potencial biotecnológico dos extratos brutos caracterizados neste trabalho. Com 72 h de 

incubação nenhum dos extratos brutos atingiu o tempo de meia vida (tabela 2.7). 
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Tabela 2.7 Termoestabilidade dos extratos brutos com relação a atividade de CMCase (UI/mL).  

Fungos Fonte de carbono 1h DP 24h DP 72h DP 168h DP 

A. terreus 

Palha de cana 0,261 0,010 0,257 0,010 0,262 0,024 0,261 0,025 

Casca de soja 0,277 0,006 0,267 0,021 0,252 0,028 0,274 0,015 

Palha de milho 0,246 0,003 0,243 0,008 0,278 0,009 0,258 0,023 

Bagaço de cana 0,225 0,023 0,228 0,018 0,206 0,034 0,232 0,029 

A. tamarii 

Palha de cana 0,165 0,029 0,140 0,008 0,129 0,007 0,127 0,085 

Casca de soja 0,274 0,015 0,229 0,029 0,180 0,014 0,136 0,038 

Palha de milho 0,154 0,031 0,142 0,003 0,145 0,010 0,094 0,024 

Bagaço de cana 0,168 0,016 0,141 0,003 0,131 0,029 0,124 0,011 

A. nainiana 

Palha de cana 0,129 0,012 0,096 0,000 0,102 0,010 0,108 0,010 

Casca de soja 0,199 0,021 0,176 0,004 0,173 0,008 0,151 0,055 

Palha de milho 0,154 0,014 0,160 0,006 0,140 0,007 0,107 0,021 

Bagaço de cana 0,176 0,008 0,149 0,005 0,166 0,024 0,158 0,013 

T. reesei 

Palha de cana 0,348 0,002 0,281 0,045 0,280 0,010 0,227 0,024 

Casca de soja 0,345 0,027 0,311 0,012 0,319 0,014 0,216 0,025 

Palha de milho 0,354 0,001 0,348 0,027 0,253 0,020 0,286 0,013 

Bagaço de cana 0,284 0,014 0,256 0,012 0,189 0,028 0,221 0,011 

DP: desvio-padrão 
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Mediante os resultados apresentados anteriormente, relativos ao screening 

enzimático dos extratos brutos, bem como as caracterizações de pH, temperatura e 

termoestabilidade, dentre os 16 extratos brutos, 3 extratos brutos foram selecionados para 

a formulação do consórcio enzimático. Os extratos selecionados apresentaram 

características físico-químicas desejáveis para aplicações industriais, como elevada 

termoestabilidade (maior que 72 horas), atividade em altas temperaturas e pHs ácidos, 

além de apresentar as mais altas atividades avaliadas no screening enzimático. Os extratos 

brutos selecionados foram CSTR - T. reesei cultivado na casca de soja, PCAT - A. terreus 

cultivado na palha de cana e BCAT - A. terreus cultivado no bagaço de cana. As figuras 

2.2, 2.3 e 2.4 apresentam detalhadamente os parâmetros físico-químicos do efeito da 

temperatura e do pH, além da termoestabilidade dos extratos brutos selecionados.  

Conforme mostrado na figura 2.2 as maiores atividades de pectinase e de CMCase 

dos extratos brutos foram a 50 °C. Para Jaramillo (2014), a maior atividade para a 

pectinase do extrato bruto de A. oryzae foi a 40 °C.  

Com relação a atividade de xilanase, observa-se uma maior atividade a 60 °C para 

todos os extratos brutos, o que vem ao encontro do resultado obtido por Solórzano Lemos 

et al., (2000), no qual a máxima atividade de xilanase produzida pelo extrato bruto de A. 

awamori foi a 60 °C. Siqueira (2010) ressalta que os melhores resultados do efeito da 

temperatura para xilanase produzida por algumas espécies de fungos filamentosos estão 

na faixa entre 40 °C e 60 °C, o que condiz com os resultados deste trabalho.  
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Figura 2.2. Efeito da temperatura na atividade enzimática dos extratos brutos. A: 

atividade de pectinase, B: atividade de CMCase e C: atividade de xilanase CSTR (T. 

reesei em casca de soja), PCAT (A. terreus em palha de cana) e BCAT (A. 

terreus em bagaço de cana).  

 

O efeito do pH na atividade enzimática é uma importante ferramenta para avaliar 

os perfis de atuação dos extratos enzimáticos. Os extratos brutos selecionados mostraram-

se estáveis em uma ampla faixa de pHs, com maiores atividades em pHs ácidos (figura 
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2.3). Outros pesquisadores relataram atividade máxima de CMCase de extratos brutos em 

pH ácido, como, por exemplo, em Penicillium funiculosum e A. fumigatus (Castro et al., 

2010, Lima et al., 2005). Entretanto, Penicillum sp. TG2 apresentou maior atividade em 

pH 7,0. (Jung et al., 2015).  

Assim como descrito no trabalho de Meryandini (2017), a xilanase (do extrato 

bruto de Streptomyces) apresentou alta atividade entre os pH 5,0 e 6,0. Para Yopi e 

Meryandini (2017) o Paenibacillus sp. apresentou a maior atividade de xilanase em pH 

5,0. 

 

 

 

Figura 2.3. Efeito do pH na atividade dos extratos brutos. A: Atividade de CMCase e B: 

atividade de xilanase.  CSTR (T. reesei em casca de soja), PCAT (A. terreus 

em palha de cana) e BCAT (A. terreus em bagaço de cana). 
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As CMCases dos extratos brutos selecionados foram termoestáveis, com tempo 

de meia vida superior às 72 h (fig. 2.4). Com 72 h de incubação, os extratos brutos de 

CSTR e PCAT perderam 8% da atividade relativa, enquanto que o BCAT apresentou 

100% da atividade relativa. A termoestabilidade dos extratos brutos foi avaliada por mais 

tempo no item 4.6 e superou o tempo de meia vida encontrado por Sciuto (2015) de 7 dias 

para atividade de CMCase de Penicillium fellutanum cultivado em casca de soja.  

Ran et al., (2012) relatam o quanto a temperatura pode influenciar a eficiência 

enzimática. Nesse trabalho, quando aumentaram de 30 para 50 °C houve aumento da 

eficiência da hidrólise. No entanto, com o aumento para 60 °C, as enzimas apresentaram 

uma diminuição da atividade, seguido de desnaturação. 

 

 

Figura 2.4 Termoestabilidade da atividade de CMCase dos extratos brutos CSTR 

(T. reesei em casca de soja), PCAT (A. terreus em palha de cana) e BCAT (A. 

terreus em bagaço de cana). 

 

O foco deste trabalho era escolher extratos brutos que juntos pudessem estabelecer 

consórcios enzimáticos, com vista a aplicação na hidrólise enzimática de biomassa 

lignocelulósica. Os resultados obtidos pelas enzimas no efeito de pH e temperatura 

condizem com os parâmetros de pH e temperatura relatados na literatura para a hidrólise 

enzimática. Na literatura encontramos vários trabalhos como os de Bussamra, Freitas e 

Costa (2015) e Hu, Arantes e Saddler (2011) que realizaram a hidrólise a 50 °C, usando 

pH 4.8 e pH 5.0, respectivamente, assim como o de Ma e Ruan (2015), que atingiram 

maiores rendimentos de produção de glicose e xilose a 50 °C e pH 5,0 e ressaltam que 

determinados valores de pH e temperatura podem levar a inativação das enzimas.  
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Baseado nos resultados experimentais e na literatura, as condições de hidrólise 

foram definidas em pH 5,0 a 50 °C e ciente que o tempo de hidrólise pode ser superior a 

72 h.  

 

4.3. Determinação da carga de proteínas 

 

Normalmente as preparações enzimáticas são desenvolvidas com base em carga 

de proteína (mg/g de substrato) ou atividade de Fpase (Viikari, Vehmaanperä e Koivula, 

2012). Neste trabalho optou-se por adotar a carga de proteína (mg/g de biomassa), uma 

vez que uma grande variedade de enzimas é requerida para atuarem sinergicamente na 

desconstrução da biomassa lignocelulósica como um todo. 

Visando-se determinar a carga de proteína empregada na elaboração do consórcio 

enzimático, realizou-se uma hidrólise de bagaço de cana de açúcar com diferentes cargas 

de proteínas, conforme mostrado na figura 2.5.  

Conforme pode-se observar, quanto maior a carga de proteína, maior foi a 

liberação de açúcares redutores totais. Ao avaliar as hidrólises de todos os extratos brutos 

com 48 h, as cargas de 0,5 e 1 mg não diferem estatisticamente na hidrólise realizada pelo 

extrato bruto de A. terreus, cultivado em palha de cana. Por sua vez, na hidrólise realizada 

pelo extrato bruto de A. terreus cultivado em bagaço de cana, as dosagens de 1 e 2 mg 

não apresentam diferenças. Entretanto, na hidrólise realizada pelo T. reesei cultivado em 

casca de soja, todas as dosagens diferem entre si (ANOVA p < 0,05). 
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Figura 2.5. Liberação de açúcares redutores totais em função das diferentes cargas de 

proteínas ( mg/grama de biomassa) usadas durante 

hidrólise enzimática de bagaço de cana-de-açúcar com os extratos brutos. A: A. terreus 

cultivado em palha de cana, B: A. terreus cultivado em bagaço de cana e C: T. reesei 

cultivado em casca de soja.  

 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

0 12 24 36 48 60 72A
çú

ca
re

s 
re

d
u

to
re

s 
to

ta
is

 
(m

g/
m

L)

Horas

A

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

0 12 24 36 48 60 72A
çú

ca
re

s 
re

d
u

to
re

s 
to

ta
is

 
(m

g/
m

L)

Horas

B

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

0 12 24 36 48 60 72A
çú

ca
re

s 
re

d
u

to
re

s 
to

ta
is

 
(m

g/
m

L)

Horas

C



 
 

68 
 

Como já mencionado ao longo da tese, o T. reesei é utilizado como modelo de 

hidrólise enzimática em muitos trabalhos. Se avaliarmos a liberação de ART (açúcares 

redutores totais) pelo extrato bruto de T. reesei com relação a carga de enzima, notaremos 

que ao dobrar a carga de 2 mg para 4 mg a liberação de ART aumentou em 13% (48 h). 

Ao dobrar a carga de 4 mg para 8 mg o aumento da liberação de ART foi de 22%. Seria 

justificado o uso de uma carga enzimática maior se a liberação de ART fosse proporcional 

ao aumento da carga, o que não foi o perfil observado.  

Dessa forma, a carga de proteína padronizada para este trabalho foi de 2 mg de 

proteína/grama de biomassa. Por se tratarem de micro-organismos selvagens, estes 

apresentam uma baixa expressão de proteínas, o que limitaria uma produção em grande 

escala, e na literatura encontra-se trabalhos que aplicaram a mesma carga de proteína. E 

com 2 mg foi possível avaliar o desenvolvimento da hidrólise na presença dos extratos 

brutos. 

Jia et al. (2015) também utilizaram em seu trabalho a carga de 2 mg de proteína 

por grama de biomassa na hidrólise de bagaço de cana-de-açúcar com uma endoglicanase 

(Thermobifida fusca) e duas endoxilanases (Clostridium thermocellum e T. fusca). Por 

outro lado, Agrawal et al., (2015) observaram que o aumento da carga de proteínas 

aumentava o rendimento da hidrólise, até a carga de 15 mg/g de biomassa. A partir dessa 

concentração, o aumento da carga de proteína não refletiu em um aumento da taxa de 

hidrólise, mostrando uma saturação da reação. Foi constatado então que a sacarificação 

máxima (mais de 85%) foi conseguida com cargas variando entre 10-15 mg de proteína/g 

de biomassa.  

A adoção de teste de dosagem enzimática é extremamente importante para a 

indústria, pois é interessante a utilização de cargas de enzimas relativamente baixas, mas 

capazes de conseguir uma hidrólise rápida e com alto rendimento (Hu, Arantes e Saddler, 

2011).  

 

 

4.4. Planejamento do consórcio enzimático  

 

Após definidas as condições de hidrólise e a carga de proteína a ser utilizada, os 

três extratos brutos selecionados (CSTR, BCAT e PCAT) foram utilizados na produção 

do consórcio enzimático. Para isso, foi adotado o planejamento de misturas simplex. 
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Assim, os extratos brutos foram avaliados isoladamente (100%), em combinações 

binárias (50%) e misturando os 3 extratos brutos (33%). A figura 2.6 mostra a liberação 

de açúcares redutores totais e também a liberação de glicose, na hidrólise de bagaço de 

cana de açúcar pelos consórcios enzimáticos e pelos extratos brutos.   

Observa-se que ocorre uma tendência de estabilização na liberação de glicose a 

partir de 72 h, entretanto, com relação à liberação de ART, nota-se uma estabilização 

entre 48 e 72 h, depois a liberação de ART volta a aumentar. Na ausência de enzima, 

(linha 8 - branco), não há liberação de glicose ou açúcares redutores totais.  

A maior liberação de glicose foi obtida pelo extrato bruto de A. terreus cultivado 

em palha de cana (100% PCAT), seguido do consórcio 5 (50% PCAT, 50% BCAT) e do 

consórcio 4 (50% CSTR e 50% PCAT). Em ambos os consórcios, há presença do A. 

terreus cultivado em palha de cana que, no screening enzimático, foi o que apresentou 

atividade mais elevada de β-glicosidase (item 4.1). Em termos de liberação de açúcares 

redutores totais, as maiores liberações ocorreram usando o consórcio enzimático 4, 

seguido do extrato bruto de A. terreus cultivado em palha de cana (100% PCAT). 

O teste de ANOVA demonstrou que há diferença significativa entre os diferentes 

tempos analisados durante a hidrólise (P = 0,000). Pelo teste pareado de Fisher, nota-se 

que há diferença entre o tempo de 48 horas e os demais tempos avaliados. O tempo de 48 

horas foi definido como o tempo ideal para hidrólise. Dessa forma é possível obter uma 

elevada liberação de açúcares redutores totais com um tempo relativamente curto, o que 

acarretará em menores custos no processo total.  

O tempo usualmente descrito na literatura para a hidrólise enzimática varia entre 

48 a 72 horas. Normalmente, o tempo máximo é de 72 horas, pois os rendimentos 

subsequentes não compensam o maior tempo de hidrólise. Bussamra, Freitas e Costa 

(2015) e Buaban et al., (2010), na hidrólise de bagaço de cana, e Agrawal et al., (2015), 

na hidrólise de palha de trigo, executaram hidrólises enzimáticas por 72 horas. No 

trabalho de Pengilly et al., (2015), com de 72 h de hidrólise e carga enzimática mínima, 

foi possível converter 80% da biomassa em glicose.  
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Figura 2.6 Liberação de açúcares redutores totais (A) e glicose (B) dos consórcios 

enzimáticos durante a hidrólise de bagaço de cana-de-açúcar. (  100% de CSTR;  

100% de PCAT;  100% de BCAT;  50% de CSTR e 50% de PCAT;  50% 

de PCAT e 50% de BCAT;   50% de CSTR e 50% de BCAT;  0,33% de CSTR, 

0,33% de BCAT e 0,33% de PCAT e  controle).  
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A figura 2.7 mostra a superfície de resposta gerada pela hidrólise com 144 h de 

incubação. É possível observar uma coloração mais vermelha na parte inferior do lado 

esquerdo do triângulo, que demonstra maior liberação de glicose (fig. A), e na parte 

central, entre os pontos 4, 2, 7 e 6, para açúcares redutores totais (fig. B).    

 

 

 

 

 

  

 

Figura 2.7. Superfície de resposta do planejamento de misturas simplex referente ao 

resultado da hidrólise enzimática em bagaço de cana-de-açúcar após 48 horas de 

incubação. A – açúcares redutores totais e B - glicose.  

 

O desenvolvimento dos consórcios fora baseado nos resultados a partir da 

hidrólise de bagaço de cana-de-açúcar, substrato complexo, uma vez que ensaios 

Açúcares redutores totais (mg/mL) 

Glicose (mg/mL) 



 
 

72 
 

enzimáticos em substratos puros podem não correlacionar com o real potencial hidrolítico 

das enzimas. Assim, analisar o desempenho dos consórcios durante a hidrólise permite 

uma melhor compreensão da capacidade das enzimas em promover a hidrólise em 

substratos complexos (Banerjee et al., 2010, Chundawat, Balan e Dale, 2008). 

 

4.5. Novas combinações enzimáticas  

 

Baseado nos resultados observados na superfície de resposta gerada pela hidrólise 

do item 4.4 (Fig 2.7), novos pontos foram demarcados nas regiões que apresentaram as 

maiores liberações de açúcares redutores totais, afim de avaliar novas combinações que 

tivessem potencial para elevada liberação de açúcares na hidrólise do bagaço de cana de 

açúcar.  

Os pontos propostos para a obtenção de maior liberação de ART — utilizando a 

combinação dos extratos brutos de T. reesei cultivado em casca de soja, A. terreus 

cultivado em palha de cana e A. terreus cultivado em bagaço de cana — são demonstrados 

na figura 2.8.  
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Figura 2.8. Pontos propostos para a segunda rodada de hidrólise para definição dos 

melhores consórcios enzimáticos. (Ponto 1 – 33,3% de CSTR, 33,3% de PCAT e 33,3% 

de BCAT; Ponto 2 50% de CSTR, 15% de PCAT e 35% de BCAT; Ponto 3 – 65% de 

CSTR, 10% de PCAT e 25% de BCAT; Ponto 4 – 45% de CSTR, 10% de PCAT e 45% 

de BCAT; Ponto 5 – 60% de CSTR, 5% de PCAT e 35% de BCAT; Ponto 6 – 20% de 

CSTR, 75% de PCAT e 5% de BCAT; Ponto 7 – 30% de CSTR, 60% de PCAT e 10% 

de BCAT e Ponto 8 – 50% de CSTR e 50% de BCAT).  

 

Uma nova hidrólise foi realizada usando essas novas combinações entre os 

extratos brutos e os resultados estão demonstrados na figura 2.9.  
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Figura 2.9. Segunda rodada de hidrólise enzimática em bagaço de cana-de-açúcar. A: 

liberação de açúcares redutores totais e B: liberação de glicose (Ponto 1  33,3% de 

CSTR, 33,3% de PCAT e 33,3% de BCAT; Ponto 2  50% de CSTR, 15% de PCAT 

e 35% de BCAT; Ponto 3  65% de CSTR, 10% de PCAT e 25% de BCAT; Ponto 4 

 45% de CSTR, 10% de PCAT e 45% de BCAT; Ponto 5  60% de CSTR, 5% de 

PCAT e 35% de BCAT; Ponto 6  20% de CSTR, 75% de PCAT e 5% de BCAT; 

Ponto 7  30% de CSTR, 60% de PCAT e 10% de BCAT e Ponto 8  50% de 

CSTR e 50% de BCAT).  

 

Com 72 h o consórcio 4 diferiu de todos os demais (ANOVA p < 0,05) 

apresentando o maior pico de liberação de ART.  
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Para a liberação de glicose, os tempos de 48 e 72 h não diferem entre si, tanto que 

é notável a estabilização na liberação de glicose nesse período. A maior liberação de 

glicose foi obtida pelo consórcio 4 com 72 h de incubação. Assim, o consórcio 4 se 

destacou na liberação de ART e glicose na hidrólise de bagaço de cana.  

Três consórcios enzimáticos foram selecionados para uma posterior avaliação. 

Um consórcio eficiente precisa ser capaz de promover a hidrólise em diferentes resíduos 

lignocelulósicos e não apenas em bagaço de cana. Dessa forma, além do consórcio 4 (45% 

de CSTR e de BCAT e 10% de PCAT), outros dois consórcios foram selecionados. Esses 

foram selecionados baseados nas proporções que continham de cada extrato bruto 

apresentando proporções equidistantes, haja vista que não apresentavam diferença na 

liberação de ART e glicose na hidrólise de bagaço de cana-de-açúcar. Assim foi 

selecionado o consórcio 1 (33% de cada extrato bruto) e o consórcio 6 (75% do extrato 

bruto de A. terreus cultivado em palha de cana, 25% de T. reesei cultivado em casca de 

soja e 5% de A. terreus em bagaço de cana).  

 Diversos autores trabalham no desenvolvimento de coquetéis a partir de extratos 

brutos, cada um adotando uma metodologia diferente. Méndez Arias et al. (2016), com o 

planejamento de misturas, chegaram a proporção ótima de 15% de T. harzianum IOC 

3844, 50% de P. funiculosum ATCC 11797 e 35% de A. niger ATCC 1004 para a 

hidrólise de bagaço de cana-de-açúcar, atingindo um rendimento de 91% após 48 h de 

hidrólise. Já o coquetel de Shimokawa et al. (2013), para a hidrólise de polpa de madeira 

de coníferas da família Cupressaceae (sugi pulp), a proporção ótima foi de 25% de A. 

tubingenis e 75% de T. reesei e após fermentação e sacarificação simultânea o rendimento 

de etanol foi 76% após 72 h de hidrólise. Entretanto, os coquetéis estabelecidos pelos 

autores não foram avaliados na hidrólise de outras biomassas lignocelulósicas, diferente 

do proposto para os consórcios estabelecidos neste trabalho.  

Antes da aplicação dos consórcios selecionados na hidrólise de diferentes 

biomassas, tanto os extratos brutos quanto os consórcios foram avaliados quanto a 

termoestabilidade e efeito de íons e compostos fenólicos, além do grau de sinergismo.  

 

4.6. Termoestabilidade dos consórcios e extratos brutos  

 

A termoestabilidade dos extratos brutos e consórcios enzimáticos são 

apresentados na figura 2.10. 
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Figura 2.10. Termoestabilidade a 50 °C dos extratos brutos. Figura A: CSTR (T. reesei 

em casca de soja), figura B: PCAT (A. terreus em palha de cana) e figura C: BCAT (A. 

terreus em bagaço de cana) e consórcios enzimáticos obtidos da mistura de 

CSTR:PCAT:BCAT, sendo consórcio 1 (0,33:0,33:0,33) figura D; consórcio 4 (0,45: 0,1: 

0,45) figura E e consórcio 6 (0,2: 0,75: 0,05) figura F.  atividade de CMCase, 

Atividade de xilanase, atividade de pectinase e  atividade de mananase.  

 

Na avaliação da termoestabilidade, comparando os consórcios enzimáticos e os 

extratos brutos, os consórcios enzimáticos apresentaram termoestabilidade mais elevada 
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do que os extratos brutos isoladamente. Tal fato pode ser devido à uma maior estabilidade 

pelas interações entre os diferentes extratos brutos.  

Os consórcios demonstraram alta termoestabilidade (maior que 192 horas) para as 

atividades de CMCase, xilanase e mananase. A maior perda de atividade de CMCase e 

xilanase ocorreu no extrato bruto de T. reesei cultivado em casca de soja. Dentre as 

atividades avaliadas, a pectinase foi a menos termoestável (menor que 48 horas) (figura 

2.10). 

Enzimas termoestáveis têm sido identificadas a partir de cultivos de micro-

organismos em temperaturas mais baixas, o que vem ao encontro dos resultados obtidos, 

onde os cultivos foram realizados a ± 28 ºC e as enzimas secretadas pelos microrganimos 

apresentaram termoestabilidade a 50 ºC. Entre as razões fundamentais para escolher as 

enzimas termoestáveis estão a possibilidade do uso em processos que usam temperaturas 

mais elevadas, além de maior tolerância a solventes orgânicos e risco reduzido de 

contaminação (Turner, Mamo e Karlsson, 2007).  

 

4.7. Efeito dos compostos fenólicos 

 

Os métodos de pré-tratamento comumente geram inibidores que afetam a 

atividade enzimática devido à degradação da lignina. Entre os subprodutos de degradação 

da lignina, encontram-se furanos, furfurais, ácidos carboxílico, levulínico e acético, e 

compostos fenólicos (Canilha et al., 2012, Cunha et al., 2016; Palmqvist e Hahn-

Hagerdal, 2000). Estes mesmos inibidores podem também ser gerados pela hidrólise 

enzimática. Estes compostos fenólicos podem alterar a conformação da proteína, afetando 

a atividade enzimática, ou ainda o crescimento microbiano. Os ácidos ferúlico e ρ-

cumárico podem fazer parte da constituição da xilana, sugerindo que a hidrólise da xilana 

também libere compostos que afetem negativamente a atividade dessa enzima. Embora 

os mecanismos exatos de inibição não sejam totalmente compreendidos, é fato que a 

presença dos compostos fenólicos prejudica a atuação das enzimas (Ázar et al., 2018). 

Dessa maneira, é importante que consórcios enzimáticos sejam resistentes aos compostos 

fenólicos. 

As tabelas 2.8, 2.9, 2.10 e 2.11 mostram os efeitos de compostos fenólicos na 

atividade enzimática dos extratos brutos CSTR, PCAT e BCAT, e consórcios enzimáticos 

1, 4 e 6.  O efeito de inibição foi medido imediatamente após a incubação das enzimas 

com os compostos fenólicos (Ximenes et al., 2011). Quando não foi observada inibição 
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das enzimas dos extratos brutos e consórcios enzimáticos pelos compostos fenólicos, 

estes foram incubados novamente por um período de 48 horas para se observar o efeito 

de desativação ao longo do tempo.  
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Tabela 2.8. Efeito dos compostos fenólicos na atividade de CMCase dos extratos brutos e consórcios enzimáticos 

Atividade de CMCase (%) 
 

CSTR PCAT BCAT Consórcio 1 Consórcio 4 Consórcio 6  
 

20 min 48h 20 min 48h 20 min 48h 20 min 48h 20 min 48h 20 min 48h 

Controle 100±6,5   100±4,1   100±12   100±7,7   100±3,2   100±3,43   

Vanilina 71,7±14,3  Nr 92,4±6,1 78,8±4,6 90,09±1,8 85,3±4,4 80,4±1,0 72,6±7,3 90,5±1,6 81,0±3,17 86,3±0,9 66,2±7,9 

A. tânico 101,0±5,9 77,5±5,3 88,5±6,4 80,7±3,7 89,24±5,7 70,2±4,3 83,9±2,3 67,5±1,9 85,9±6,3 85,9±1,25 94,8±2,9 74,9±5,1 

A. cinâmico 84,6±3,9  Nr 95,7±1,7 33,3±6,0 96,69±8,7 34,6±2,7 85,2±6,0 17,0±4,5 77,7±5,6 26,1±6,34 92,4±0,5 36,5±4,2 

A. cumárico 87,8±4,4 22,4±4,7 106±5,0 38,8±0,7 92,84±1,0 41,7±4,4 79,8±2,3 18,7±3,0 78,2±2,0 27,3±2,89 93,5±3,7 57,9±19,3 

A. ferúlico 77,9±1,8  Nr 68,2±14 nr  84,89±7,8 29,5±4,0 70,6±2,1 16,0±0,8 72,8±0,8 23,3±5,21 75,0±2,5 26,4±3,8 

A. 4-hidroxi- 

benzoico 

75,8±1,0  Nr 69,0±5,2 Nr 88,69±6,9 31,9±1,3 68,4±3,9 22,9±3,3 81,5±1,8 33,8±4,25 84,2±4,1 26,9±1,4 

CSTR: T. reesei cultivado em casca de soja; PCAT: A. terreus cultivado em palha de cana; BCAT: A. terreus cultivado em bagaço de cana; consórcio 1 (0,33 CSTR:0,33 

PCAT:0,33 BCAT); consórcio 4 (0,45 CSTR: 0,1 PCAT: 0,45 BCAT); consórcio 6 (0,2 CSTR: 0,75 PCAT: 0,05 BCAT); NR: não-realizado. 
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Tabela 2.9. Efeito dos compostos fenólicos na atividade de xilanase dos extratos brutos e consórcios enzimáticos 

Atividade de xilanase (%) 
 

CSTR PCAT BCAT Consórcio 1 Consórcio 4 Consórcio 6 
 

0h 48h 0h 48h 0h 48h 0h 48h 0h 48h 0h 48h 

Controle 100±3,8   100±0,4   100±3,3   100±1,9   100±2,7   100±2,4   

Vanilina 78,2±3,0  Nr 86,0±1,8 87,4±3,1 90,7±0,9 103±6,0 86,5±1,6 93,8 ±4,4 83,6±3,4 nr  84,8±1,4 70,1±5,6 

A. Tânico 80,1±0,8 89,5±1,0 87,6±1,9 85,6±7,2 90,0±0,7 72,9±6,1 82,4±0,0  Nr 86,6±2,5 98,4±1,2 90,2±3,6 83,4±7,1 

A. Cinâmico 75,3±2,5 nr  79,1±0,6 26,2±1,7 84,9±1,6  Nr 82,6±0,9 14,8 ±2,5 78,9±1,0 17,2±6,8 73,8±5,2 25,1±2,1 

A. Cumárico 78,5±2,5 4,7±0,2 84,8±1,5 21,5±0,6 88,3±1,1 4,7±2,3 82,2±5,7  Nr 80,7±1,4 8,9±1,5 81,6±0,0 9,1±2,2 

A. Ferúlico 73,6±0,6  Nr 77,6±1,8 nr  75,6±2,2  Nr 77,6±0,2 7,0 ±2,9 75,3±2,7 15,2±2,0 67,2±4,1 25,6±5,8 

A. 4-hidroxi- 

benzóico 

75,8±1,7  Nr 84,8±2,6 19,8±5,9 86,1±1,3 14,5±3,1 80,6±2,3 16,2 ±2,2 78,4±2,3 25,4±12,7 79,8±0,1 28,8±4,4 

CSTR: T. reesei cultivado em casca de soja; PCAT: A. terreus cultivado em palha de cana; BCAT: A. terreus cultivado em bagaço de cana; consórcio 1 (0,33 CSTR:0,33 

PCAT:0,33 BCAT); consórcio 4 (0,45 CSTR: 0,1 PCAT: 0,45 BCAT); consórcio 6 (0,2 CSTR: 0,75 PCAT: 0,05 BCAT); NR: não-realizado. 
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Tabela 2.10. Efeito dos compostos fenólicos na atividade de pectinase dos extratos brutos e consórcios enzimáticos 

Atividade de pectinase (%) 
 

CSTR PCAT BCAT Consórcio 1 Consórcio 4 Consórcio 6 
 

0h 48h 0h 48h 0h 48h 0h 48h 0h 48h 0h 48h 

Controle 100 ± 1,5 
 

100 ± 2,3   100 ±34,53   100 ±1,3  100 ±1,1  100 ±5,98  

Vanilina 32,3 ± 0,7 Nr 87,25 ± 7,6  nr 288,8±35 56 ±7,0 43,72 ±1,7 nr 45,2 ±1,0 nr 47,60±1,46 Nr 

Ac. Tânico 34,6 ± 1,0 Nr 108,7 ± 0,8  nr 185,9±9,8 0 43,47 ±0,4 nr 44,6 ±0,2 nr 49,10±5,43 Nr 

Ac. Cinâmico 36,6 ± 0,7 Nr 178,1 ± 3,5 0 111±14,5 0 39,91 ±0,4 nr 39,4 ±0,5 nr 39,61±0,72 Nr 

Ac. Cumárico 36,4 ± 0,7 Nr 62,09 ± 11  nr 281,57±9,1 0 41,54 ±0,3 nr 38,6 ±1,9 nr 44,13±0,95 Nr 

Ac. Ferúlico 38,8 ± 1,0 Nr 64,09 ± 2,6  nr 213,5±8,43 0 39,46 ±0,9 nr 42,0 ±0,4 nr 44,54±0,41 Nr 

Ac. 4-hidroxi- 

benzóico 

36,6 ± 1,3 Nr 55,11 ± 9,8  nr 119,1±11,7 0 40,10 ±0,5 nr 36,7 ±0,2 nr 39,23±1,96 Nr 

CSTR: T. reesei cultivado em casca de soja; PCAT: A. terreus cultivado em palha de cana; BCAT: A. terreus cultivado em bagaço de cana; consórcio 1 (0,33 CSTR:0,33 

PCAT:0,33 BCAT); consórcio 4 (0,45 CSTR: 0,1 PCAT: 0,45 BCAT); consórcio 6 (0,2 CSTR: 0,75 PCAT: 0,05 BCAT); NR: não-realizado. 
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Tabela 2.11. Efeito dos compostos fenólicos na atividade de mananase dos extratos brutos e consórcios enzimáticos 

Atividade de mananase (%) 
 

CSTR PCAT BCAT Consórcio 1 Consórcio 4 Consórcio 6 
 

0h 48h 0h 48h 0h 48h 0h 48h 0h 48h 0h 48h 

Controle 100±0,4 
 

100±9,8   100±3,9   100±2,47   100±5,1   100±4,55  

Vanilina 49,0±3,1 Nr 97,02±5,9  nr 100,8±4,6 87±1,3 78,2±2,68  Nr 86,8±3,3 49,7±7,3 72,59±3,49 Nr 

A. Tânico 78,4±7,2 Nr 89,47±10  nr 96,47±8,5 0 100,09±3 94,8±7 80,2±3,0 nr  70,39±5,32 Nr 

A. Cinâmico 52,3±2,1 Nr 227,4±8,5 0 83,98±8,7  Nr 82,96±8,2 nr  78,6±1,1 nr  69,17±4,66 Nr 

A. Cumárico 58,9±1,6 Nr 91,30±6,1  nr 88,67±5,2 0 89,23±6,0 0 76,4±0,8 nr  68,18±3,38 Nr 

A. Ferúlico 53,6±1,0 Nr 76,60±8,2  nr 70,16±9,4 0 76,08±6,2 nr 78,4±1,2 nr  70,57±3,36 Nr 

A. 4-hidroxi- 

benzóico 

48,6±2,9 Nr 119,98±9,2 0 50,17±14 0 86,37±8,6 nr  71,6±3,6 nr  77,77±3,86 Nr 

CSTR: T. reesei cultivado em casca de soja; PCAT: A. terreus cultivado em palha de cana; BCAT: A. terreus cultivado em bagaço de cana; consórcio 1 (0,33 CSTR:0,33 

PCAT:0,33 BCAT); consórcio 4 (0,45 CSTR: 0,1 PCAT: 0,45 BCAT); consórcio 6 (0,2 CSTR: 0,75 PCAT: 0,05 BCAT); NR: não-realizado. 
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A tabela 2.8 mostra a atividade de CMCase na presença dos compostos fenólicos. 

Os consórcios e extratos brutos mostraram-se altamente resistentes aos compostos 

avaliados. A maior perda de atividade, assim como a maior ativação, se deu pela 

incubação do extrato bruto de A. terreus cultivado em palha de cana na presença do ácido 

ferúlico e ácido cumárico, respectivamente (queda de atividade de 31,75% e aumento de 

6% na atividade relativa). No trabalho de Zheng et al., (2017), tanto o ácido ferúlico como 

o ácido cumárico inibiram a atividade de celulase total do extrato bruto de T. reesei. 

Dentre os fenóis testados, o ácido tânico foi o que causou maior inibição e até mesmo 

desativação nas atividades celulolíticas dos coquetéis Spezyme CP (celulases de T. reesei) 

e Novozyme 188 (β-glicosidase de A. niger), avaliados no trabalho de Ximenes et al., 

(2011). Ao contrário do que foi observado neste trabalho, no qual mesmo após 48 h de 

incubação na presença do ácido tânico, a atividade relativa de CMCase variou entre 67,5 

a 85,9% (consórcio 1 e 4 respectivamente).  

No trabalho de Ázar et al., (2018) foi avaliada a combinação dos extratos brutos 

de Chrysoporthe cubensis: P. pinophilum (1:1) comparado com T. reesei e A. niger na 

presença dos compostos fenólicos na atividade celulolítica. A combinação dos extratos 

brutos resultou em maior resistência aos compostos fenólicos do que as cepas de T. reesei 

e A. niger, utilizadas como controle (Ázar et al., 2018). Entretanto, não foram avaliados 

os extratos brutos de C. cubensis e P. pinophilum individualmente na presença dos 

compostos fenólicos como realizados neste trabalho. 

As atividades de xilanases também foram avaliadas na presença de compostos 

fenólicos (tabela 2.9). O extrato bruto de BCAT, mesmo após 48 h de incubação com 

vanilina, apresentou uma atividade relativa em torno de 100%. Observou-se um aumento 

na atividade relativa, comparando os tempos de 0 h e 48 h, quando o consórcio 4 foi 

incubado com ácido tânico (86% para 98%) e quando o consórcio 1 foi incubado com 

vanilina (86% para 93%). Em alguns trabalhos foi possível verificar o aumento da 

atividade enzimática na presença de compostos fenólicos. Tal fato ocorreu no trabalho de 

Monclaro et al., (2016) que revelou um aumento da atividade da xilanase purificada de 

A. tamarii quando incubada por 30 minutos com ácido ferúlico.  

Uma xilanase (Xyl T1) purificada de A. terreus foi inibida em maior ou menor 

grau por compostos fenólicos. O ácido cinâmico e a vanilina desativaram completamente 

a enzima após 72 h de incubação, enquanto que o ácido 4-hidroxibenzóico inibiu cerca 

de 40% da sua atividade inicial. Nesse mesmo trabalho, outra xilanase purificada (Xyl 
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T2) mostrou uma grande resistência aos compostos fenólicos (ácido cumárico, cinâmico, 

hidroxibenzóico, tânico e vanilina) (Moreira et al., 2013).  

A tabela 2.10 mostra a atividade de pectinase na presença dos compostos 

fenólicos. O extrato bruto de CSTR, assim como os consórcios enzimáticos 1, 4 e 6, 

tiveram suas atividades fortemente inibidas na presença de todos os compostos fenólicos 

avaliados (mais que 50%). Apenas os extratos brutos de BCAT e PCAT tiveram baixo 

grau de inibição pelos compostos fenólicos. Diferente do observado no trabalho de 

Jaramillo (2014), a atividade da pectinase parcialmente purificada de A. oryzae 

apresentou inibição  na presença de ácido tânico e vanilina. Entretanto, os ácidos 4-

Hidroxibenzóico, cinâmico e ferúlico ativaram a enzima.  

A tabela 2.11 mostra a atividade de mananase na presença dos compostos 

fenólicos. O ácido tânico não afetou a atividade de mananase do consórcio 1, enquanto 

que, no trabalho de Costa (2017), a presença do ácido tânico no extrato bruto concentrado 

de C. byssicola inibiu mais de 30% da atividade relativa. Nesse mesmo trabalho, as 

maiores inibições foram observadas quando o extrato bruto concentrado foi incubado com 

o ácido-p-cumário e o ácido cinânimo (com uma redução de 42 e 44% da atividade de 

mananase, respectivamente). Entre os extratos brutos e consórcios enzimáticos avaliados 

nesta tese, as maiores inibições na presença destes ácidos (ácido-p-cumário e o ácido 

cinânimo) se deram no extrato bruto de T. reesei cultivado em casca de soja.  

Nota-se que os compostos fenólicos podem ter diferentes efeitos na atividade 

enzimática, não apenas inibindo, mas também tendo um efeito ativador. Isso está 

condicionado à natureza dos compostos usados, na concentração desses e da estrutura da 

enzima. Os consórcios tiveram inibição máxima na presença de todos os compostos 

fenólicos de 31, 29 e 33% para as atividades de CMCase, xilanase e mananase, 

respectivamente. 

Alguns estudos têm mostrado uma diminuição dos efeitos negativos causados 

pelos compostos fenólicos com o uso de lacase (Schroyen et al., 2015). E polímeros, tais 

como polietilenoglicol 4000 e polivinilpirrolidona, podem prevenir esta inibição devido 

à sua capacidade de adsorverem quimicamente os compostos fenólicos (González-

bautista et al., 2017).  
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4.8. Efeito de íons e EDTA 

 

Na natureza, as enzimas que degradam a biomassa (por exemplo, celulases e 

hemicelulases) provavelmente estão em contato com vários íons metálicos. Alguns íons 

metálicos podem estar presentes nos processos enzimáticos, microbianos ou abióticos 

(Tejirian e Xu, 2010). 

A ativação e inibição de enzimas por íons e compostos químicos constitui uma 

ferramenta de grande importância para caracterização química e o entendimento do modo 

de ação das enzimas (Jaramillo, 2014).  

A figura 2.11 mostra a atividade de CMCase na presença de íons. A atividade de 

CMCase tolerou a presença dos íons em ambas concentrações, principalmente os 

consórcios enzimáticos. Dentre os íons, o cloreto de cobalto foi o que mais elevou a 

atividade das CMCases, especialmente a 10 mM.  

Para a endoglicanase GH12 de A. terreus (AtGH12), que foi clonada e expressa 

na linhagem A773 de A. nidulan,s, os íons Cu2+, Fe2+ Cd2+, Mn2+, Ca2+, Zn2+ e EDTA 

inibiram em maior e menor grau a atividade da enzima, enquanto K+, Cs+ e Mg2+ 

aumentam a atividade da enzima, todos na concentração a 10 mM, exceto o EDTA a 50 

mM (Segato et al., 2017). Nesta tese os íons Cu2+ e Fe2+ também foram os responsáveis 

por inibir CMCase, e o K+ não se destacou como um ativador. Entretanto, no trabalho de 

Sohail, Ahmad e Khan (2016) K+, assim como o Mg2+ e Ca2+,ativaram a endoglicanase 

do extrato bruto de A. terreus. 

A inibição gerada pelos íons Cu2+ e Fe2+ era esperada, uma vez que é relatado na 

literatura que íons metálicos divalentes, na maioria das vezes Cu2+ e Fe2+, exercem forte 

inibição em enzimas celulolíticas, como celobiohidrolases, endoglicanases e β-

glicosidases e afirmam que o efeito inibitório pode ser atribuído a mudança 

conformacional da proteína ou substituição de um cofator nativo (Tejirian e Xu, 2010).   

A figura 2.12 mostra o efeito dos íons na atividade de xilanase. As xilanases 

toleram a presença de íons em ambas as concentrações (1 e 10 Mm). O íon KCl a 10 mm 

foi o que mais afetou a atividade da xilanase, o que significou para os extratos brutos uma 

perda em mais que 50% da atividade, enquanto que para os consórcios a atividade relativa 

permaneceu acima de 50% na presença deste íon.  

No trabalho de Kamat et al. (2013), os íons metálicos (10 mM) Mn2+, Co2+, Ag2+ 

e Cu2+ aumentaram a atividade da xilanase do extrato bruto de A. terreus. Os íons Mn2+ 

e Ag2+ não foram avaliados nesta tese e os íons metálicos Cu2+ e Co2+ não alteraram a 



 
 

86 
 

atividade de xilanase dos extratos brutos e consórcio enzimáticos, ou seja, a atividade 

relativa foi mantida na faixa de 100%.  

Na presença de íons, as atividades de pectinase dos extratos brutos e consórcios 

enzimáticos foram negativamente afetadas principalmente a 10 mM, conforme figura 

2.13. A presença dos íons na concentração de 1 mM elevou a atividade de pectinase do 

consórcio 1 na presença de todos os íons.  

Os íons com concentração de 1 mM foram testados no trabalho de Mei et al. 

(2013), a atividade pectinase não foi alterada na presença de Ca2+, sendo parcialmente 

inibida por Mg2+, Mn2+, Cu2+, Ni2+, Mg2+, Ni2+ou Hg2+, e completamente inibida por Co2+. 

Segundo os autores, o Ca2+, na maioria das vezes, inibe a atividade de pectinase. Nesta 

tese a presença do Ca2+ inibiu, como também não alterou a atividade de pectinase. Essa 

diferença nos resultados pode ter sido causada pela diferença na sequência dos 

aminoácidos da pectinase.  

A figura 2.14 demostra o efeito na atividade de mananase dos extratos brutos e 

consórcios enzimáticos na presença dos íons. O consórcio enzimático 1 foi o que sofreu 

menor variação de atividade na presença de todos os íons e apresentou uma maior 

atividade na concentração de 10 mM dos íons. Na presença de CaCl2, a mananase do 

extrato bruto de PCAT chegou a 173% de atividade relativa.  

No trabalho de Costa (2017), na concentração de 10 mM os íons Fe2+, Fe3+, Zn2+ 

e o agente quelante EDTA inibiram fortemente a atividade mananase do extrato bruto 

concentrado e da fração semi-purificada de mananase. Na presença dos íons Fe2+ e Fe3+ 

(10 mM), o extrato bruto de T. reesei cultivado em casca de soja foi o mais afetado 

negativamente.  

Os cofatores são íons inorgânicos que podem estar firmemente ligados às 

proteínas, aumentando sua atividade (Jaramillo, 2014). Os íons metálicos podem ser 

ativadores ou inibidores, uma vez que existem universalmente nos hábitats da microbiota. 

Por exemplo, os íons Ag(I), Hg(II) e Pb(II) podem inibir enzimas, incluindo as celulases. 

Por sua vez, os íons Ca(II), Zn(II), Fe(II), Mn(II) e Cu(II) podem ser cofatores estruturais 

e funcionais (Tejirian e Xu, 2010).  

Uma forma de obter estes cofatores estruturais e funcionais consiste em utilizar 

substratos que possuam esses nutrientes, evitando, assim, a necessidade de adição. 

Ahmed et al. (2016) citam as vantagens de utilizar molokhia (Corchorus olitorius) como 

fonte de carbono para a produção de enzimas, pois é capaz de fornecer Fe2+, Ca2+, Na+, 

Mg2+ e K+ necessários sem adição externa.  
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Figura 2.11. Efeito de íons metálicos e EDTA na atividade de mananase. Figura A: CSTR 

(T. reesei em casca de soja), figura B: PCAT (A. terreus em palha de cana) e figura C: 

BCAT (A. terreus em bagaço de cana) e figura D: consórcio 1 (0,33:0,33:0,33 – 

CSTR:PCAT:BCAT); figura E: consórcio 4 (0,45:0,10: 0,45 – CSTR:PCAT:BCAT) e 

figura F: consórcio 6 (0,2:0,75:0,05 – CSTR:PCAT:BCAT).  1 mM e  10 mM. 
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Figura 2.12. Efeito de íons metálicos e EDTA na atividade de mananase. Figura A: CSTR 

(T. reesei em casca de soja), figura B: PCAT (A. terreus em palha de cana) e figura C: 

BCAT (A. terreus em bagaço de cana) e figura D: consórcio 1 (0,33:0,33:0,33 – 

CSTR:PCAT:BCAT); figura E: consórcio 4 (0,45:0,10: 0,45 – CSTR:PCAT:BCAT) e 

figura F: consórcio 6 (0,2:0,75:0,05 – CSTR:PCAT:BCAT).  1 mM e  10 mM. 
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Figura 2.13. Efeito de íons metálicos e EDTA na atividade de mananase. Figura A: CSTR 

(T. reesei em casca de soja), figura B: PCAT (A. terreus em palha de cana) e figura C: 

BCAT (A. terreus em bagaço de cana) e figura D: consórcio 1 (0,33:0,33:0,33 – 

CSTR:PCAT:BCAT); figura E: consórcio 4 (0,45:0,10: 0,45 – CSTR:PCAT:BCAT) e 

figura F: consórcio 6 (0,2:0,75:0,05 – CSTR:PCAT:BCAT).  1 mM e  10 mM. 
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Figura 2.14. Efeito de íons metálicos e EDTA na atividade de mananase. Figura A: CSTR 

(T. reesei em casca de soja), figura B: PCAT (A. terreus em palha de cana) e figura C: 

BCAT (A. terreus em bagaço de cana) e figura D: consórcio 1 (0,33:0,33:0,33 – 

CSTR:PCAT:BCAT); figura E: consórcio 4 (0,45:0,10: 0,45 – CSTR:PCAT:BCAT) e 

figura F: consórcio 6 (0,2:0,75:0,05 – CSTR:PCAT:BCAT).  1 mM e  10 mM.  
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4.9. Estudos de sinergismo dos consórcios e extratos brutos.  

 

Os três consórcios enzimáticos foram avaliados quanto ao grau de sinergismo, 

conforme descrito na equação do item 3.14. Não foi constatada a presença de sinergismo, 

conforme exposto na figura 2.15, a soma da liberação de açúcares redutores totais e 

glicose, quando cada extrato bruto atuou separadamente, todos na mesma quantidade que 

deram origem ao consórcio, foi inferior a obtida pelos consórcios enzimáticos.  

Todavia, em termos de liberação de glicose e ART, observa-se um efeito aditivo 

para ART com 1 h em todos os consórcios enzimáticos.  Para a glicose, este efeito foi 

observado apenas com 6 h no consórcio 6. Acredita-se que nos momentos iniciais o nível 

de cooperação entre as enzimas seja maior. Dessa forma, o grau de sinergia diminui nos 

estágios finais de hidrólise, devido ao fato de que os locais de ligações tornam-se mais 

disponíveis ao longo do tempo. Isso exige um menor grau de cooperação entre as enzimas 

e, portanto, um menor grau de sinergismo (Malgas et al., 2017).  

É importante avaliar o efeito sinergístico quando se trabalha com combinações e 

suplementações enzimáticas. Trabalhos em que se observa efeito sinérgico usualmente 

combinam enzimas puras ou suplementam coquetéis com enzimas purificadas. Ao 

trabalhar com extratos brutos existe uma maior dificuldade de atingir um efeito sinérgico. 

Muitos trabalhos descrevem o fato de não conseguirem sinergismo ou a dificuldade de 

atingir tal efeito. Por exemplo, Li et al., (2014) observaram que a adição de pectinase ao 

coquetel comercial (Celluclast 1.5 L e Novozym 188) não resultava em efeito sinérgico. 

Entretanto, com a adição de xilanase ao coquetel comercial, foi observado efeito 

sinergístico na hidrólise de bagaço de cana. Outro exemplo de combinação que não 

resultou em efeito sinergístico ocorreu no trabalho de Maeda et al. (2011). A combinação 

do coquetel comercial multifect com os extratos brutos de T. harzianum ou P. funiculosum 

não resultou em sinergismo.  

Fang et al. (2013) trabalharam com extrato bruto de T. reesei e A. niger, na 

combinação 5:1, que não apresentou vantagens sobre a monocultura de T. reesei com 24 

horas, tanto que não surgiu efeito sinergístico entre os dois micro-organismos. Muitos 

fatores afetam o sinergismo que ocorre entre as enzimas, tais como as proporções e cargas 

enzimáticas, as características do substrato, a quantidade de substrato, tempo de hidrólise, 

entre outros (Malgas et al., 2017).  
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Figura 2.15. Avaliação do sinergismo em termos de liberação de açúcares redutores totais 

(esquerda) e glicose (direita) na hidrólise de bagaço de cana-de-açúcar. Consórcios 

enzimáticos obtidos da mistura de CSTR:PCAT:BCAT, sendo consórcio 1 

(0,33:0,33:0,33) – figura A, consórcio 4 (0,45: 0,1: 0,45) – figura B, e consórcio 6 (0,2: 

0,75: 0,05) – figura C. 
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Entretanto, Visser et al. (2013) pontuam que a combinação de enzimas individuais 

e extratos brutos mostra-se como estratégia promissora que pode derivar em efeito 

sinérgico e melhorar a eficiência da hidrólise.  

Mesmo que os consórcios não tenham apresentado efeito sinérgico, cabe ressaltar 

que a maior liberação de ART pelos extratos brutos foi obtida pelo consórcio de A. terreus 

cultivado em palha de cana (1,27 mg/mL – hidrólise do planejamento de misturas 

simplex, item 4.4, hidrólise com 2 mg/g de proteína com 72 h), que é 33% inferior a maior 

liberação obtida pelo consórcio 4 nas mesmas condições de hidrólise (item 4.5 – Novas 

combinações enzimáticas). Além do mais, os consórcios enzimáticos foram mais 

termoestáveis e resistentes a compostos fenólicos do que os extratos brutos.  

 

4.10. Aplicação dos consórcios e extratos brutos na hidrólise de biomassas 

lignocelulósicas 

 

É importante que o consórcio enzimático seja capaz de hidrolisar diferentes 

biomassas. Para isso, foram realizadas hidrólises enzimáticas de diferentes materiais 

lignocelulósicos, que incluíram a casca de soja (figura 2.16), palha de cana (figura 2.17), 

palha de milho (figura 2.18) e  lignin carbohydrate content (LCC), um resíduo da 

indústria de papel e celulose, rico em compostos fenólicos (figura 2.19).   

 

Muitos trabalhos focam o uso da casca de soja para a produção de etanol e outros 

produtos como xilitol (Schirmer-Michel et al., 2008). Segundo Cassales et al. (2011), a 

soja é uma das principais culturas globais e a casca apresenta basicamente celulose, 

hemicelulose (xilose e arabinose) e uma pequena porção de lignina, além de apresentar 

uma estrutura porosa que favorece uma superfície de contato para a atuação enzimática 

(item 4.11), fatores que podem ter favorecido a hidrólise enzimática com relação ao 

bagaço e a palha de cana-de-açúcar.  

Na hidrólise da casca de soja, as maiores liberações de açúcares redutores totais 

(Fig 2.16) foram obtidos pelos consórcios 1, 4 e 6, e pelo extrato bruto do T. reesei 

cultivado em casca de soja. E, com relação à liberação de glicose, os melhores resultados 

foram obtidos pelo CSTR, seguido dos consórcios 1 (0,33:0,33:0,33 – 

CSTR:PCAT:BCAT), 4 (0,45:0,10: 0,45 – CSTR:PCAT:BCAT) e 6 (0,2:0,75:0,05 – 

CSTR:PCAT:BCAT).  
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Com 48 h de hidrólise não há diferença estatística na liberação de ART pelo 

consórcio 4 e o extrato bruto de T. reesei cultivado em casca de soja, entretanto, na 

liberação de glicose, o CSTR difere dos demais ao apresentar maior liberação (p < 0,05).  

O cultivo de micro-organismos num dado substrato lignocelulósico pode resultar 

em um arsenal enzimático especificamente adequado para a hidrólise desse material 

(Silva e Filho, 2017). Na hidrólise em casca de soja, foi possível observar esse 

comportamento, uma vez que as maiores liberações foram obtidas pelo T. reesei que foi 

cultivado em casca de soja e pelos consórcios enzimáticos 4, 1 e 6, que contém 45%; 33% 

e 20%, respectivamente, do extrato bruto de T. reesei cultivado em casca de soja.  

Lau et al., (2012) comprovam essa afinidade que o micro-organismo tem de 

produzir enzimas com potencial hidrolítico para degradar o substrato em que foi 

cultivada. As enzimas de T. reesei RUT-C30 cultivadas em palha de milho liberaram 2,5 

e 7 vezes mais glicose e xilose da palha de milho, respectivamente, do que quando o fungo 

foi cultivado em meio com lactose. 

Da mesma forma, o extrato bruto concentrado de C. byssicola cultivado em casca 

de soja foi capaz de liberar no mínimo 5 vezes mais ART na hidrólise de casca de soja do 

que na hidrólise de bagaço de cana (Sciuto, 2015). 
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Figura 2.16. Hidrólise de casca de soja. A – Açúcares redutores totais e B – glicose. 

Usando os extratos brutos (  T. reesei em casca de soja,  A. terreus em palha 

de cana e A. terreus em bagaço de cana) e os consórcios enzimáticos obtidos da 

mistura de CSTR:PCAT:BCAT ( consórcio 1 - 0,33:0,33:0,33; consórcio 4 - 

0,45: 0,1: 0,45 e  consórcio 6 - 0,2: 0,75: 0,05) e  branco. 

 

 

A palha de cana-de-açúcar foi hidrolisada por 72 horas e os resultados estão 

apresentados na figura 2.17.   
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Figura 2.17 Hidrólise de palha de cana. A – Açúcares redutores totais e B – glicose. 

Usando os extratos brutos (  T. reesei em casca de soja,  A. terreus em palha 

de cana e A. terreus em bagaço de cana) e os consórcios enzimáticos obtidos da 

mistura de CSTR:PCAT:BCAT ( consórcio 1 - 0,33:0,33:0,33; consórcio 4 - 

0,45: 0,1: 0,45 e  consórcio 6 - 0,2: 0,75: 0,05) e  branco. 

 

Na hidrólise da palha de cana (Fig. 2.17) as maiores liberações de glicose e 

açúcares redutores totais foram obtidas pelos consórcios 1, 6 e 4 com 72 horas de 

hidrólise, entretanto os consórcios 1 e 6 não apresentaram diferença estatística entre si (p 

< 0,05), tanto na liberação de ART (2,26 e 2,17 mg/mL, respectivamente), como de 
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glicose (1,7 e 1,6 mg/mL, nesta ordem). Com 72 h de hidrólise, a menor liberação de 

ART foi obtida pelo T. reesei cultivado em casca de soja (1,62 mg/mL). E em termos de 

liberação de glicose pelo A. terreus cultivado em bagaço de cana e T. reesei cultivado em 

casca de soja, ambos liberaram 1,3 mg/mL. Dessa forma, ficou claro que os consórcios 

apresentaram melhores resultados quando comparados aos extratos brutos.  

Dentre os substratos analisados, a palha de cana foi a que apresentou menor 

liberação de ART e glicose. Esse resultado pode estar associado ao fato de que o resíduo 

apresentou maior teor de lignina, conforme resultado apresentado no item 4.11. A 

presença da lignina pode afetar a hidrólise enzimática. A lignina pode afetar de duas 

formas: pela adsorção não produtiva e pela hidrofobicidade, reduzindo a superfície 

acessível às enzimas (Zheng et al., 2009).  

Outra questão é que, durante a hidrólise enzimática, os compostos fenólicos 

também são liberados, a partir da lignina presente na estrutura da biomassa 

lignocelulósica, o que limita a atuação enzimática (González-Bautista et al., 2017). Ou 

seja, além da presença da lignina dificultar a atuação das enzimas, a liberação dos 

compostos fenólicos pela presença da lignina pode inibir a ação das enzimas.  

Devido a presença de lignina (22%), os autores Oliveira et al. (2013) usaram 

explosão a vapor seguido de deslignificação alcalina como método de pré-tratamento da 

palha de cana e a 180 °C foi possível solubilizar 86,7% da lignina. Com a deslignificação 

foi possível aumentar a conversão de 58,8% para 85,1%. Investir em métodos de pré-

tratamento pode ser a solução para usar biomassas com alto teor de lignina, como a palha 

de cana, e, assim, aumentar a liberação de ART.   

 

Os resultados da hidrólise pelos consórcios e extratos brutos em palha de milho 

são apresentados na figura 2.18.  
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Figura 2.18. Hidrólise em palha de milho. A – Açúcares redutores totais e B – glicose. 

Usando os extratos brutos (  T. reesei em casca de soja,  A. terreus em palha 

de cana e A. terreus em bagaço de cana) e os consórcios enzimáticos obtidos da 

mistura de CSTR:PCAT:BCAT ( consórcio 1 - 0,33:0,33:0,33; consórcio 4 - 

0,45: 0,1: 0,45 e  consórcio 6 - 0,2: 0,75: 0,05) e  branco. 

 

Pelo teste estatístico, não há diferença estatística entre os tempos de 48 e 72 horas 

para a liberação de ART e glicose. Na hidrólise de palha de milho (Fig. 2.18), a maior 

liberação de açúcares redutores totais foi obtido pelo consórcio 1 (4,0 mg/mL), entretanto 

não apresenta diferença estatística do extrato bruto PCAT (3,7 mg/mL), para a liberação 

de glicose foi obtida pelos consórcios 1 (1,89 mg/mL), 6 (1,80 mg/mL) e 4 (1,79 mg/mL), 
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respectivamente, no entanto, não há diferença estatística entre eles. A menor liberação de 

glicose foi obtida pelo extrato bruto do A. terreus cultivado em bagaço de cana-de-açúcar 

(1,6 mg/mL), com 72 h de hidrólise. 

Zhou et al. (2009) desenvolveram um coquetel enzimático com auxílio de um 

planejamento de misturas, similar ao modelo adotado neste trabalho, voltado somente 

para hidrólise de palha de milho pré-tratado por explosão a vapor. O coquetel final dos 

autores continha Cel7A (19.8%), Cel6A (37.5%), Cel6B (4.7%), Cel7B (17.7%), Cel12A 

(15.2%), Cel61A (2.3%) e β-glicosidase (2.8%) (enzima purificada de T. viride). O 

consórcio 1, desenvolvido neste trabalho, contém 33% de cada extrato bruto, sendo A. 

terreus o responsável pelas mais altas atividades celulolíticas. Cabe salientar que o 

principal componente da palha de milho é a celulose (Wang et al., 2014) o que corrobora 

com os resultados apresentados no item 4.11, a palha de milho foi dentre os resíduos 

avaliados o que apresentou maior quantidade de glicose.  

No trabalho de Gu e Bao (2015) os autores avaliaram se o tamanho das partículas 

moídas de palha de milho (1.42, 0.69, 0.34 e 0.21 mm) afetariam os rendimentos da 

hidrólise enzimática e observaram que o rendimento de hidrólise enzimática foi similar 

para todos os tamanhos de partículas (24.69, 23.96, 25.34 e 26.97 %, respectivamente) e 

acreditam, ainda, que esse fato pode ter relação com os poros presentes na palha de milho. 

Os poros na palha de milho utilizada neste trabalho podem ser visualizados no item 4.11.  

 

Na figura 2.19 é apresentado os resultados da hidrólise enzimática em LCC pelos 

consórcios e extratos brutos. São inúmeras as evidências de que o complexo lignina-

carboidrato (LCCs) consiste na união da lignina e polissacarídeo por ligações covalentes, 

sendo que mais de 50% da lignina está ligada covalentemente aos carboidratos. Esse 

complexo dificulta a completa deslignificação, o que por sua vez limita muitas aplicações 

industriais, como por exemplo, restringindo a separação da lignina do carboidrato durante 

a polpação química e dificultando a hidrólise enzimática eficiente da biomassa para a 

produção de bioetanol (Deshpande et al., 2018, You et al., 2015).  

O LCC utilizado neste trabalho é um resíduo da indústria de papel e celulose 

proveniente de eucalipto. Na hidrólise de LCC, o extrato bruto de T. reesei cultivado na 

casca de soja foi o que liberou mais açúcares redutores totais (3,49 mg/mL) e glicose 

(2,14 mg/mL) após 72h de hidrólise, diferindo dos demais. Com 72 h não há diferença 

estatística entre os consórcios 4 e 1 e para glicose entre os consórcios 4, 6 e 1 (p < 0,05).  
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Figura 2.19. Hidrólise em LCC – complexo lignina-carboidrato. A – Açúcares redutores 

totais e B – glicose. Usando os extratos brutos (  T. reesei em casca de soja,  

A. terreus em palha de cana e A. terreus em bagaço de cana) e os consórcios 

enzimáticos obtidos da mistura de CSTR:PCAT:BCAT ( consórcio 1 - 

0,33:0,33:0,33; consórcio 4 - 0,45: 0,1: 0,45 e  consórcio 6 - 0,2: 0,75: 0,05) 

e  branco. 

 

A figura 2.20 mostra a degradação dos LCCs pelo extrato bruto de T. reesei 

cultivado em casca de soja (A) e pelo consórcio 4 (B), comparados ao controle (C). Nota-

se a degradação do substrato por ambos os tratamentos enzimáticos. Como previamente 

discutido, os LCCs apresentam alto teor de compostos fenólicos, pela presença da lignina, 
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de forma que esse resultado evidencia o potencial biotecnológico dos extratos brutos e 

consórcios avaliados, uma vez que estes são capazes de resistir à inibição dos fenóis 

presentes no LCC.  

 

A B C 

   

Figura 2.20. Degradação do LCC após as 72h de hidrólise. A – Extrato bruto de T. reesei 

cultivado em casa de soja, B consórcio 4 e C controle – branco.  

 

 

4.11. Caracterização dos substratos lignocelulósicos 

 

 

A composição química dos resíduos lignocelulósicos deve ser analisada, uma vez 

que podem influenciar na produção de enzimas quando utilizadas como fonte de carbono 

e até mesmo na hidrólise enzimática.  

Diante disso, os resíduos lignocelulósicos utilizados neste trabalho foram 

analisados. A tabela 2.12 apresenta os resultados da análise bromatológica dos substratos 

lignocelulósicos.  

Elucidar a composição química das biomassas lignocelulósicas pode ser o fator 

chave para promover a produção de enzimas em agroresíduos a partir dos micro-

organismos e maximizar as taxas de hidrólise. Os fatores relacionados com o substrato, 

que podem afetar significativamente as taxas de hidrólise, incluem alterações na 

cristalinidade, grau de polimerização, alteração ou redução dos locais de ligação, estrutura 

heterogênea (Shi et al., 2017). 
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Tabela 2.12. Análise bromatológica das biomassas (%).  
 

umidade extraíveis cinzas lignina total Carboidratos 

Casca de soja 4,0% 15,30% 4,00% 4,59% 72,1% 

Palha de cana 6,0% 9,30% 1,83% 23,36% 59,5% 

Palha de milho 6,6% 5,30% 4,00% 8,44% 75,7% 

Bagaço de cana 5,3% 8,60% 6,33% 21,27% 58,5% 

 

A presença da lignina confere um caráter hidrofóbico à matriz da parede celular, 

reforçando a rigidez e a resistência mecânica da parede e dificultando consideravelmente 

sua degradação (Zhong e Ye, 2014). A palha de cana e bagaço de cana foram os resíduos 

que apresentaram maior quantidade de lignina (23,36 e 21,27%, respectivamente).  Isso 

vem ao encontro do resultado obtido na hidrólise de palha de cana (item 4.11), sendo que 

esse foi o resíduo que obteve menor liberação de ART. A palha e o bagaço continham 

59,5 e 58,5% de carboidratos, nessa sequência. No trabalho de Ávila, Forte e Goldbeck 

(2018), ao avaliarem a composição química do bagaço e da palha de cana, encontraram 

21,83% de lignina e 69,26% de carboidratos para a palha de cana e 23,85% e 74,6% de 

lignina e carboidrato, respectivamente, para o bagaço de cana.   

No trabalho de Méndez Arias et al. (2016) e Gomes (2017), o percentual de 

lignina foi de 19,2% e 23,03% e de carboidratos (celulose + hemicelulose) foi de 59,9% 

e 67,12%, respectivamente, no bagaço de cana, resultado similar ao encontro neste 

trabalho. Para Bussamra, Freitas e Costa (2015), o bagaço de cana pré-tratado 

hidrotermicamente apresentou uma maior quantidade de lignina (29,88% de lignina) e a 

quantidade de cinzas foi próxima ao resultado encontrado nesta pesquisa (6,2% ).  

A maior quantidade de extraíveis (15%) foi encontrado na casca de soja, em 

contrapartida foi a biomassa que apresentou menor quantidade de lignina (4,5%). A 

pequena quantidade de lignina encontrada na casca de soja torna esse substrato menos 

recalcitrante (Costa, 2017). No trabalho de Mielenz, Bardsley e Wyman (2009), o 

percentual de lignina relatado na casa de soja foi de 2,8%. O percentual de lignina para 

casca de soja relatado na literatura varia de 1 a 4% e de extraíveis de 9 a 11% (Liu e Li, 

2017).  

Segundo Mielenz, Bardsley e Wyman (2009), a composição da palha de milho 

pode variar de 51 a 75% para carboidrato e de 4 a 8% para cinzas. Esses valores coincidem 

com os valores encontrados neste trabalho.  

Os carboidratos foram analisados por HPLC e os açúcares são mostrados na figura 

2.21. 
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Figura 2.21. Caracterização da biomassa quanto a composição de açúcares estruturais 

por cromatografia líquida de alta eficiência  Palha de cana bagaço de cana  casca 

de soja  palha de milho 

 

Dentre os resíduos analisados, a palha de milho foi o resíduo que apresentou maior 

teor de glicose. A palha de milho é considerada um substrato que apresenta grande 

quantidade de celulose, por isso era esperado alta quantidade de glicose. Glicose, 

galactose, manose, xilose e arabinose são os principais monossacarídeos da palha de 

milho (Wang et al., 2014).  

A galactose estava presente em todas as biomassas, sendo que o bagaço de cana e 

palha de cana foram os que apresentaram maior quantidade de arabinose e a palha de cana 

a que mais apresentou celobiose. Segundo Sun et al. (2004), na hemicelulose do bagaço 

de cana de açúcar encontra-se arabinose, além de galactose, glicose, xilose e manose.  

A manose foi detectada apenas na casca de soja. Devido ao teor de manana 

encontrado na casca de soja, esse substrato mostrou-se ideal para indução de mananase 

(Costa, 2017). A maior atividade de mananase neste trabalho foi obtida quando o fungo 

A. tamarii foi cultivado em casca de soja (item 4.1). 

Nas figuras a seguir (figuras 2.22, 2.23, 2.24 e 2.25) são apresentados os 

cromatogramas de cada biomassa preparados de acrodo com o item 3.1 deste capítulo em 

conjunto com as micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura com 

ampliação de 50 X e 250 X.  
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1. Arabinose, 2. Galactose e 3. Glicose 

C 

 
Figura 2.22. A e B - Micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura de 

bagaço de cana. C - cromatograma de bagaço de cana-de-açúcar obtido por HPLC.  
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Figura 2.23. A e B - Micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura de 

casca de soja. C - cromatograma a de casca de soja obtido por HPLC.  
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1. Arabinose, 2. Galactose, 3. Glicose 
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Figura 2.24. A e B - Micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura de 

Palha de milho. C - Cromatograma de palha de milho obtido por HPLC. 
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Figura 2.25. A e B - Micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura de 

palha de cana-de-açúcar. C - Cromatograma de palha de cana-de-açúcar obtido por 

HPLC.  
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Os experimentos de análise bromatológica e microscopia eletrônica de varredura 

foram realizados com a mesma amostra, na qual apenas foi realizado um pré-tratamento 

em autoclave por 2 horas, seguido de secagem e moagem. Gnanasambandam e Proctor 

(1997) avaliaram por MEV se o aquecimento da casca de soja a 400 °C alteraria a 

morfologia e chegaram à conclusão que o aquecimento da casca de soja não é capaz de 

alterar a morfologia em relação à casca de soja não tratada. Assim, acredita-se que o pré-

tratamento utilizado neste trabalho não foi capaz de alterar a morfologia da biomassa.  

Pelas micrografias de MEV, é possível visualizar “poros” na casca de soja e palha 

de milho, o que, consequentemente, aumenta a superfície de contato para a atuação das 

enzimas, associado ao fato de a casca de soja apresentar o menor teor de lignina seguido 

da palha de milho, porque estes foram os dois substratos que tiveram maior liberação de 

ART durante a hidrólise enzimática apresentada no tópico 4.10.  

Gu e Bao (2014) ressaltam a presença de poros na palha de milho ao apresentarem 

uma micrografia similar à obtida neste trabalho, e discutem que isso fornece uma 

evidência de uma maior área de superfície interna do poro do que na superfície externa.  

A palha e bagaço de cana apresentam uma superfície com fissuras paralelas, 

extrativos e outros depósitos em sua superfície, assim como relatado por Chandel, Anjos 

e Singh (2015).  

Conforme Sperandio (2018), é importante ressaltar uma limitação da técnica de 

microscopia de varredura ao analisar materiais considerados de maiores dimensões para 

um microscópio de resolução tão poderosa. Cada suporte que é inserido no microscópio 

só pode ser carregado com uma pequena quantidade de material sólido (biomassa), devido 

ao grande tamanho deste. Devido a isso, as amostras analisadas não necessariamente são 

uma reflexão total do que está ocorrendo, pois, as mesmas representam uma minúscula 

fração do todo. 
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5. CONCLUSÃO  

 

 

Vários fatores foram analisados, e os extratos brutos que apresentaram os 

melhores desempenhos foram selecionados para a confecção de coquetel enzimático. 

 Trichoderma reesei cultivado em casca de soja (CSTR), Aspergillus terreus 

cultivado em palha (PCAT) e A. terreus cultivado em bagaço de cana (BCAT) foram 

selecionados para a produção de consórcios enzimáticos. Os melhores consórcios 

enzimáticos elaborados (CSTR:PCAT:BCAT) foram o consórcio 1 (0,33:0,33:0,33), o 

consórcio 4 (0,45:0,1:0,45) e o consórcio 6 (0,2:0,75:0,05). 

Os consórcios apresentaram maior termoestabilidade do que os extratos brutos, da 

mesma forma que hidrolisaram de forma eficiente as diferentes biomassas, quando 

comparadas com os extratos brutos.  

Os consórcios foram resistentes na presença de compostos fenólicos, e a vanilina 

e o ácido tânico foram os compostos fenólicos que menos afetaram a atividade 

enzimática, mesmo depois de 48 h de incubação. 

As enzimas dos consórcios apresentaram maior tolerância na presença de íons (1 

e 10 mM de concentração) do que os extratos brutos e, em alguns casos, houve um 

aumento da atividade enzimática quando comparado com os extratos brutos.  

O MEV serviu como um instrumento para visualizar as biomassas utilizadas no 

cultivo dos micro-organismos e hidrólise enzimática. Foi possível observar poros na palha 

de milho e casca de soja, o que aumenta a superfície de contato para as enzimas. E esses 

substratos foram os que apresentaram menor teor de lignina na composição 

bromatológica.  
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CAPÍTULO III 

 

SUPLEMENTAÇÃO E VALIDAÇÃO DO CONSÓRCIO ENZIMÁTICO PARA 

HIDRÓLISE DE BIOMASSA LIGNOCELULÓSICA 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

Nos últimos anos, o conceito de economia linear começou a entrar em declínio 

dando espaço para a economia circular (EC). O modelo linear de economia enérgica é 

baseado principalmente no uso de recursos fósseis, hoje considerado insustentável. Por 

outro lado, o modelo de economia circular dá ênfase à abordagem de “reduzir-reutilizar-

reciclar”, fechando o ciclo de vida do produto (Giacobbe et al., 2018), além de propor a 

mitigação dos impactos ambientais.  

Uma das matérias-primas empregadas na economia circular são os resíduos 

lignocelulósicos. A indústria baseada em lignocelulose − também conhecida como 

biorrefinaria lignocelulósica − tem potencial para tornar-se cada vez mais importante na 

sociedade como complemento e até mesmo como alternativa à atual indústria do petróleo 

(Fillat et al., 2017).  

A quebra eficiente dos polímeros da biomassa lignocelulósica em moléculas 

simples é a principal dificuldade tecnológica que limita a produção de biocombustíveis e 

produtos químicos derivados da biomassa. Na natureza, a degradação da biomassa vegetal 

é alcançada pela ação de uma ampla gama de enzimas microbianas (Davidi et al., 2016).  

Atuando individualmente são incapazes de degradar totalmente a biomassa, sendo 

necessária a ação simultânea e sinérgica de diferentes  enzimas especializadas (Santos et 

al., 2017, Reyes-Sosa et al., 2017). 

Dentre as principais enzimas relacionadas à degradação de biomassa, encontram-

se as celulases − endoglicanases e exoglicanases com ou sem módulo de ligação a 

carboidrato (CBM), várias hemicelulases e as ligninases. Um coquetel enzimático deve 

conter, além das enzimas citadas anteriormente, enzimas e proteínas acessórias, tais como 

as monoxigenases de polissacarídeos (LPMOs), glicosidases, swoleninas, lacases, 

peroxidases, galactanases, liases e pectinases (Gupta et al., 2016).  
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A formação de coquetel enzimático é um dos melhores métodos para melhorar a 

eficiência da conversão da biomassa em biocombustíveis e outros produtos (Thomas, 

Parameswaran e Pandey, 2016). As formas usadas para a otimização de coquetéis podem 

incluir suplementação com enzimas não hidrolíticas, surfactantes ou outros produtos 

químicos, ou mesmo suplementação com uma enzima específica, visando hidrolisar um 

determinado substrato. A obtenção de um coquetel otimizado por qualquer um dos 

métodos pontuados acima pode levar à redução dos custos da hidrólise enzimática da 

lignocelulose (Lopes, Filho e Moreira, 2018). 

Proteínas com atividades hidrolíticas e não hidrolíticas podem ser usadas na 

suplementação de coquetéis, como por exemplo β-glicosidase, lacase e expansina. A β-

glicosidase converte celobiose em glicose e a carência dessa enzima pode levar ao 

acúmulo de celobiose, o que pode causar inibição de outras enzimas do complexo 

celulolítico (Singhania et al., 2013). As lacases são enzimas ligninolíticas que podem 

oxidar compostos fenólicos com uma redução concomitante de oxigênio a água. 

Apresentam ampla especificidade de substrato e desempenham um papel importante nos 

processos de degradação e modificação de lignina. Desta forma, são capazes de 

possibilitar o aumento no rendimento da hidrólise (Giacobbe et al., 2018). 

As expansinas, inicialmente isoladas de plantas, são proteínas não catalíticas que, 

por meio de um mecanismo ainda pouco descrito, auxiliam na degradação da celulose. 

Elas são capazes de afrouxar a parede celular por meio do enfraquecimento da ligação de 

hidrogênio entre os polissacarídeos, e, assim, facilitar a quebra da celulose por enzimas 

específicas  (Gupta et al., 2016, Mcqueen-mason e Cosgrove, 1994).  

O emprego de surfactantes tem sido promissor, especialmente surfactantes não-

iônicos. Seu uso após o pré-tratamento da biomassa é necessário para melhorar a hidrólise 

enzimática e/ou reduzir a quantidade de enzima necessária para obter a mesma conversão 

(Qing, Yang e Wyman, 2010, Agrawal et al., 2016). A melhoria da conversão com o uso 

de surfactante pode ser explicada pela capacidade de prevenir a desnaturação, aumentar 

as interações entre substratos e enzimas, reduzir a adsorção não-produtiva das enzimas, 

além de alterar a estrutura do substrato tornando-o mais acessível às enzimas (Qing, Yang 

e Wyman, 2010, Chen et al., 2018).  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos gerais 

 

Otimização do consórcio 4 (0,45 CSTR: 0,1 PCAT: 0,45 BCAT) com proteínas 

acessórias, surfactantes e aditivos químicos para a hidrólise de bagaço de cana-de-açúcar.  

 

2.2. Objetivos específicos 

 

• Semi-purificar uma β-glicosidase de Humicola grisea para suplementação 

do consórcio 4; 

• Avaliar o efeito da adição de lacase, expansina, tween 80 e triptofano; 

• Combinar o consórcio 4 com os coquetéis comerciais – celluclast e cellic 

ctec2; 

• Comparar o consórcio otimizado com coquetéis comerciais – celluclast e 

cellic ctec 2. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

Tabela 3.1. Detalhamento dos experimentos  

 

 

 

 

 

 

CONSÓRCIO 4 

Suplementado Validado em micro-

escala 

 

β-glicosidase 

Tween 80 

Expansina 

Lacase 

Tween 80 e lacase 

Triptofano 

 

 

 

 

1 mL e 50 mL 

 

 

 

CONSÓRCIO 4 LT 

Suplementado Comparado 

 

Expansina 

Coquetéis comerciais  

 

Coquetéis comerciais  

Consórcio 4: 0,45 de T. reesei cultivado em casca de soja: 0,1 de A. terreus cultivado em palha de cana: 

0,45 de A. terreus cultivado em bagaço de cana; consórcio 4 LT: consórcio 4 suplementado com 0,5% de 

tween 80 e 8 mg/g de lacase. 

 

3.1 Semi purificação de β-glicosidase para suplementação do consórcio 

enzimático 

 

O fungo Humícola grisea var. thermoidea foi crescido em meio com aveia 2% a 

40ºC em estufa por 7 dias e, após esse período, foi cultivado em bagaço de cana em meio 

mínimo (item 3.3 do Capítulo 2) por mais 7 dias sob agitação. O extrato bruto foi filtrado 

em papel de filtro whatman nº 1 e caracterizado com relação à atividade enzimática de β-

glicosidase, conforme descrito no item 3.4.4 do Capítulo 2 desta tese.  

O extrato bruto foi submetido à ultrafiltração em membrana de 50 kDa e 

concentrado 10 vezes. A enzima de interesse ficou retida no concentrado, 2% de volume 

de coluna foi então aplicado na coluna de exclusão molecular Sephacryl S-100 (1,5 x 45 

cm). O conteúdo coletado em cada fração foi de 4,5 mL, com fluxo de 5 mL/15 min, 

sendo eluído em tampão acetato de sódio pH 5,0 a 50 mM. 

Nas frações coletadas além da atividade de β-glicosidase foram avaliadas as 

atividades de CMCase, xilanase, pectinase e mananase conforme o item 3.4.1 do Capítulo 

2. A detecção de proteína foi feita por leitura de absorbância a 280 nm.  
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As frações cromatográficas que apresentaram maior atividade de β-glicosidase 

foram reunidas, liofilizadas e ressuspendidas em tampão acetato pH 5,0 a 50 mM. 

A atividade de β-glicosidase (CBU) foi medida seguindo o protocolo de Ghose, 

(1987). O consórcio enzimático foi suplementado com a adição de 1 CBU, da fração 

semipurificada de β-glicosidase e a hidrólise foi realizada conforme descrita no item 3.9 

do Capítulo 2.  

A suplementação foi combinada de três formas: 1º) na forma simultânea, o 

consórcio e a β-glicosidase foram adicionados simultaneamente no tempo 0 h; 2º) na 

forma sequencial, as primeiras 48h ocorreram na presença do consórcio 4 e após esse 

tempo, a β-glicosidase foi adicionada; 3º) na forma consecutiva, a β-glicosidase foi 

adicionada no tempo de 48h, após desnaturação do consórcio enzimático. O tempo de 

hidrólise em todas as situações foi de 72 h.  

 

3.2. Validação da hidrólise enzimática em microescala    

     

Os microensaios de hidrólise em microtubos ocorreram de forma semelhante à 

descrita no item 3.9 do Capítulo 2, entretanto, com redução na proporção de 1:50. Desta 

forma, foram utilizados microtubos (Eppendorf) de 1,5 mL, com volume final de 1,0 mL. 

O experimento foi realizado em Vortemp a 50ºC e 950 rpm. As amostras foram retiradas 

por “sacrifícios” nos tempos de 1, 6, 24, 48 e 72 h.  

As análises estatísticas utilizadas para se comprovar a diferença na hidrólise entre 

os tempos avaliados foram realizadas por meio do software Minitab 18. Os dados foram 

submetidos à ANOVA One way e post-hoc teste LSD Fisher com 0,05% de intervalo de 

confiança. Os experimentos foram feitos em triplicatas.  

A partir da validação, todas as próximas hidrólises enzimáticas foram realizadas 

em microescala, a 50ºC, 950 rpm, pH 5,0 (tampão acetato de sódio a 50 mM), 2% de 

carga de proteína e 1% de fonte de carbono.   

 

3.3. Suplementação do consórcio 4 com adição de surfactante – tween 80 

 

Foi realizada a hidrólise do bagaço de cana com o consórcio 4 por meio da adição 

simultânea de tween 80 nas concentrações de 0,5, 1 e 2% v/v. A hidrólise foi realizada 

conforme o item 3.2. 
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3.4. Suplementação do consórcio 4 com expansina 

 

A expansina utilizada neste trabalho foi proveniente de bagaço de cana-de-açúcar 

e foi clonada em Komagataella phaffii (Pichia pastoris). A expansina foi gentilmente 

cedida pela profa. Dr. Fabrícia Paula de Faria da Universidade Federal de Goiás. 

Para a análise da atividade funcional da expansina, foi usado papel de filtro 

whatman nº 1 como substrato. Em um microtubo foi adicionado ± 25 mg de papel 

whatman nº 1, tampão acetato de sódio pH 5,0 a 50 mM e dosagens de 0,5, 1 e 2 mg de 

expansina por grama de substrato. A dosagem de proteína foi realizada conforme o item 

3.6 do Capítulo 2. O material foi mantido a 50 ºC, após o período de incubação (6, 24, 48 

e 72 horas), o sobrenadante foi descartado e na superfície do papel de filtro foi realizado 

ensaio de atividade de FPase usando o consórcio 4. O ensaio de FPase foi realizado 

conforme item 3.4.3 do Capítulo 2 e as atividades de CMCase, xilanase, pectinase e 

mananase, seguindo o item 3.4.1 do Capítulo 2.  

Uma hidrólise foi realizada em bagaço de cana-de-açúcar de maneira simultânea 

(consórcio mais expansina), usando diferentes cargas de expansina para avaliar o tempo 

e cargas ideais de incubação. Foi realizada hidrólise com cargas de 0,5, 1 e 2 mg de 

expansina por grama de biomassa por 24 e 48 h, além de 2, 4 e 8 mg por 72 h.  

Definida a dosagem de expansina, a hidrólise em bagaço de cana-de-açúcar foi 

realizada conforme o item 3.2 deste capítulo. Três estratégias de suplementação foram  

utilizadas: (1) de forma simultânea, o consórcio 4 e a expansina foram adicionados 

simultaneamente no tempo 0 h, esta hidrólise permaneceu por 72 h; (2) de forma 

sequencial, a expansina foi mantida com o substrato por 48 h e após este período o 

consórcio 4 foi adicionado (3) de forma consecutiva, após 48 h de hidrólise do substrato 

apenas na presença da expansina, o microtubo foi mantido a 97ºC por 5 minutos, para 

desnaturação da expansina e o consórcio 4 foi adicionado. No caso das hidrólises 

sequencial e consecutiva, estas permaneceram por 120 h de incubação.  

 

3.5. Suplementação do consórcio 4 com lacase 

 

A lacase utilizada neste trabalho foi gentilmente cedida pelo Dr. Felix Siqueira da 

Embrapa Agroenergia. O fungo Pleurotus ostreatus, código CC389 (Coleção de Micro-

organismos e Microalgas Aplicados à Agroenergia e Biorrefinarias da Embrapa 

Agroenergia) foi cultivado em fibra de coco verde e algodão por 30 dias a 28ºC por 
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fermentação em estado sólido com umidade de 65%. Para a extração das enzimas foi 

utilizado 30 g do material diluído em 100 mL de solução triton 0,1%, e mantidos em 

agitação por 24 h (250 rpm 5°C) e posteriormente filtrado e centrifugado (10600 g, 15 

minutos). Atividade (ABTS) foi de 783,7 UI/mL. 

Seguindo o item 3.4.1 do Capítulo 2, foram realizados ensaios de atividades de 

CMCase, xilanase, pectinase e mananase.   

Para a suplementação do consórcio com a lacase, foi realizada uma hidrólise 

prévia para determinar a carga ótima de enzima. Para isso, o consórcio foi incubado na 

presença da lacase (simultaneamente) com cargas de 2, 4 e 8 mg/g de biomassa por 24 h.  

Após a determinação da carga ótima de lacase, foi realizada a hidrólise de bagaço 

de cana-de-açúcar, na qual três estratégias de suplementação foram utilizadas: (1) de 

forma simultânea, o consórcio 4 e a lacase foram adicionadas simultaneamente no tempo 

0h, esta hidrólise permaneceu por 72 h; (2) de forma sequencial, a lacase foi mantida com 

o substrato por 24 h e após este período o consórcio 4 foi adicionado; (3) de forma 

consecutiva, após 24 h de hidrólise do substrato apenas na presença da lacase, o microtubo 

foi mantido a 97ºC por 5 minutos e o consórcio 4 foi adicionado. As hidrólises sequencial 

e consecutiva tiveram duração de 96 h. A hidrólise foi realizada conforme o item 3.2 deste 

capítulo. 

 

 

3.6. Suplementação concomitante do consórcio 4 com tween 80 e lacase 

 

O bagaço de cana-de-açúcar foi hidrolisado pelo consórcio 4, suplementado com 

lacase e tween. Foi adotado o modelo simultâneo de hidrólise. Esta hidrólise teve duração 

de 96 h e foi realizada conforme o item 3.2, deste capítulo. A combinação do consórcio 4 

com lacase e tween foi denominada consórcio 4 LT.  

 

3.7. Suplementação do consórcio 4 com triptofano 

 

O consórcio 4 foi suplementado simultaneamente com triptofano a 10 ou 20mM 

na hidrólise de bagaço de cana-de-açúcar. A hidrólise foi realizada conforme metodologia 

do item 3.2 e teve duração de 72 h.  
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3.8. Suplementação do consórcio com tween, lacase e expansina 

 

O bagaço de cana-de-açúcar foi hidrolisado por meio da combinação do consórcio 

4 LT com expansina. Três estratégias de suplementação foram utilizadas: (1) de forma 

simultânea, o consórcio 4 LT e a expansina foram adicionadas simultaneamente no tempo 

0 h, esta hidrólise teve duração de 72 h; (2) de forma sequencial, a expansina foi mantida 

com o substrato por 48 h e após este período o consórcio 4LT foi adicionado (3) de forma 

consecutiva, após 48 h de hidrólise do substrato apenas na presença da expansina, o 

microtubo foi mantido a 97ºC por 5 minutos, para desnaturação da expansina, e o 

consórcio 4LT foi adicionado. No caso das hidrólises sequencial e consecutiva estas 

tiveram duração de 120 h. A hidrólise foi realizada conforme o item 3.2. A combinação 

do consórcio 4 com expansina, lacase e tween foi denominada consórcio 4 ELT. 

 

 

3.9. Suplementação do consórcio 4LT com coquetéis comerciais 

 

O bagaço de cana-de-açúcar foi hidrolisado a partir da combinação simultânea do 

consórcio 4 LT com os coquetéis comerciais (cellic ctec2 ou celluclast – novozymes) e 

da combinação entre os coquetéis comerciais  (cellic ctec2 e celluclast – novozymes).  

A hidrólise foi realizada com carga final de 4 mg/g, sendo 2 mg/g advindos de 

cada combinação. A hidrólise teve duração de 72 h e foi realizada conforme o item 3.2.  

 

 

3.10. Comparação dos consórcios com os coquetéis comerciais 

 

Os consórcios 4 LT (consórcio 4 com lacase e tween) e 4 ELT (consórcio 4 com 

lacase, tween e expansina) desenvolvidos durante o trabalho foram comparados com os 

coquetéis comerciais – celluclast e cellic ctec2 – na hidrólise enzimática de bagaço de 

cana-de-açúcar por 72 h conforme o item 3.2, deste capítulo.  
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3.11. Microscopia eletrônica de varredura 

 

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) foi utilizada com o objetivo de 

visualizar as mudanças estruturais na superfície das biomassas com 48 h de hidrólise. As 

amostras foram submetidas à secagem a 65°C, metalizadas em equipamento Sputter 

Coater SCD 050 (Balzers, Alemanha) e visualizadas em microscópio eletrônico de 

varredura modelo JMS 7001F (JEOL, Japão) utilizando-se voltagem de 15 kV, de acordo 

com protocolo adaptado de Li et al. (2014). 

 

3.12. Análise dos carboidratos das biomassas hidrolisadas via HPLC 

 

As amostras obtidas a partir dos experimentos de hidrólises foram analisadas por 

cromatografia líquida de alta eficiência de troca aniônica, acoplada a um detector de 

amperometria pulsada (HPAE-PAD), por meio do sistema Dionex ICS 3000 DC Ion 

Chromatography com utilização de pré-coluna CarboPac Guard e coluna CarboPac PA-

100 (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, EUA). Foram injetados 10 μL de amostra com 

o auto sampler AS40 (Dionex), com o fluxo de 15 mL/min. As amostras foram eluídas 

em solução de hidróxido de sódio (0,1 M) e solução de acetato de sódio (0,5 M). Os dados 

obtidos foram analisados pelo software Chromeleon 6.8 SR8 (Dionex). A curva de 

calibração para a quantificação dos oligossacarídeos foi feita a partir de várias soluções 

com os diferentes monossacarídeos e oligossacarídeos (glicose, celobiose, celotriose, 

celopentaose, celohexose, xilose, xilobiose, xilotriose, xilopentaose, xilohexaose, 

manose, manobiose, manotriose, manotetraose, manopentose e monohexose) com 

concentração final de 1 mg/mL. Posteriormente, foi feito um mix contendo todos 

monossacarídeos e oligossacarídeos com concentrações distintas (variando de 0,0025-

0,005 mg/mL). 

 

3.13. Análise estatística  

 

As análises estatísticas utilizadas para se comprovar a diferença entre os pontos 

de hidrólise e os tratamentos foram feitas com o software Statistic 10. Os dados foram 

submetidos à ANOVA com post-hoc teste LSD Fisher com nível de significância de 

0,05%.  
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4. RESULTADO E DISCUSSÕES 

 

4.1. Semi-purificação de β-glicosidase para suplementação do consórcio 

enzimático 

 

O fungo termofílico H. grisea var. thermoidea é caracterizado como um fungo 

aeróbico que sobrevive em temperaturas que variam de 20 a 50 °C, apresentando 

crescimento ótimo entre 40 e 42 °C. É capaz de secretar várias enzimas termoestáveis 

como celulases, β-glicosidases, xilanases, β-xilosidases e feroluil esterases (Cintra, 

2016). Dentre elas, este fungo é reconhecido por produzir altos índices de β-glicosidase 

(Polizeli, Jorge e Terenzi, 1996). No trabalho de Peralta et al., (1997), o H. grisea var. 

thermoidea também crescido em bagaço de cana produziu duas formas de β-glicosidase 

mais ativas a 50 e 60 ºC e pH 6,0.  

A carência de β-glicosidase em um coquetel enzimático pode levar ao acúmulo de 

celobiose, causando inibição de outras enzimas do complexo celulolítico, como 

endoglicanase e celobiohidrolase (Singhania et al., 2013). A eficiência da hidrólise 

enzimática depende tanto das características de enzimas individuais como da proporção 

dessas enzimas em um coquetel multienzimático. Assim foi avaliada a suplementação do 

consórcio com β-glicosidase proveniente de H. grisea. 

O H. grisea cultivado em bagaço de cana por 7 dias apresentou atividade 

volumétrica de β-glicosidase de 0,36 UI/mL e atividade específica de 3,63 mg/mL.  

A ultrafiltração foi realizada em membrana de corte de 50 kDa. Na literatura 

trabalhos relatam β-glicosidases purificadas com massa molecular acima de 50 kDa 

(Peralta et al., 1997; Filho, 1996). Após a ultrafiltração, o concentrado apresentou 

atividade de 1,11 UI/mL e não foi detectada atividade de β-glicosidase no ultrafiltrado. 

O concentrado foi aplicado na coluna Sephacryl S-100 que resultou no perfil 

cromatográfico, mostrados na Figura 3.1. As maiores atividades de β-glicosidase foram 

encontradas nas frações 38, 39 e 40 com atividade média de 0,61 UI/mL. Entretanto, 

nestas frações também foram encontradas atividades de CMCase, xilanase, pectinase e 

mananase.  
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Figura 3.1. Perfil cromatográfico da semi-purificação do extrato bruto de H. grisea 

cultivado em bagaço de cana-de-açúcar aplicado na coluna de exclusão molecular 

Sephacryl S-100. Foi aplicada amostra proteica com 2 % de volume de coluna eluído com 

tampão acetato de sódio pH 5,0 a 50 mM, e fluxo de 0,33 mL/min. CMCase,  

xilanase, pectinase,  mananase,  β-glicosidase   proteínas a 280 nm. 

 

 

Várias corridas cromatográficas foram realizadas e as frações com os maiores 

picos de atividade foram reunidas para a suplementação do consórcio 4 na hidrólise de 

bagaço de cana-de-açúcar. As frações quando reunidas apresentaram 0,13 CBU/mL, desta 

forma, foi necessária a liofilização das frações para que fosse possível realizar a hidrólise 

com suplementação de 1 CBU/mL.   

Os resultados da hidrólise de bagaço de cana na presença do consórcio 4 com a 

suplementação de β-glicosidase semi-purificada de H. grisea estão apresentados na 

Figura 3.2. 
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Figura 3.2. Hidrólise enzimática de bagaço de cana de açúcar na presença do consórcio 

4 (45% CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT) suplementado com 1 CBU de β-glicosidase semi 

purificado de H. grisea. A – açúcares redutores totais e B – glicose. consórcio 4, 

adição simultâneo,  adição sequencial e  adição consecutiva.  

 

Conforme podemos avaliar, a adição de 1 CBU/mL de β-glicosidase no consórcio 

4 não aumentou a liberação de açúcares redutores totais, nem a liberação de glicose. Duas 

hipóteses podem ser levantadas: a primeira é que o consórcio não carece de 

suplementação de atividade de β-glicosidase; a segunda é que a dosagem de 1 CBU/mL 

é uma carga relativamente baixa para elevar o desempenho do consórcio. Dos 16 extratos 

brutos caracterizados inicialmente (Capítulo 2) o que apresentou a maior atividade de β-

glicosidase foi o A. terreus quando cultivado em palha de cana. A atividade específica 
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apresentada por este extrato bruto é a mesma apresentada pelo H. grisea. Vale ressaltar 

que o consórcio 4 contém 10% de extrato bruto do A. terreus em palha de cana.  

Rabelo (2010) usou uma carga de 1,0 CBU/g combinado com 3,5 FPU/g para a 

hidrólise de bagaço pré-tratado. Shi, Xiang e Li (2015) usaram 10 CBU/g na hidrólise de 

palha de milho (Ruiyang, China) e afirmam que usaram em excesso com a intenção de 

evitar o acúmulo de celobiose. No trabalho de Rueda (2010), utilizando 30 FPU/g e 25 

CBU/g de celulose foi possível obter um rendimento de hidrólise de 97,1%. Mesmo 

quando baixaram a dose para 25,85 FPU/g e 7,33 CBU/g de celulose o rendimento 

manteve-se acima de 95%.  

Entretanto, a quantidade de β-glicosidade necessária tende a variar de acordo com 

o tipo de biomassa e pré-tratamento. No trabalho de Xiao et al., (2004) ao hidrolisar 

softwood usaram uma carga de 64 CBU/g de celulose de Novozyme 188. Por sua vez, na 

hidrólise enzimática de sorgo, Salvi et al., (2010) utilizaram uma carga de 80 CBU/g de 

celulose ao utilizar o também coquetel Novozyme 188.  

Vale salientar que o coquetel comercial novozymes 188 é o que apresenta maior 

atividade de β-glicosidase (Hu, Arantes e Saddler, 2011) sendo frequentemente utilizado 

em trabalhos. Segundo Shi et al., (2017) a atividade de β-glicosidade deste coquetel é de 

aproximadamente 665 CBU/mL, ou seja, muito superior a quantidade de CBU do extrato 

semi-purificado neste trabalho de H. grisea.  

 

 

4.2 Validação da hidrólise enzimática em microescala 

 

Para o estudo de aperfeiçoamento de coquetéis enzimáticos, é interessante 

trabalhar com microescala, pois assim menor quantidade de material é usado. O objetivo 

desse experimento foi validar a hidrólise em menor escala. Os resultados obtidos podem 

ser comparados na Figura 3.3. 
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Figura 3.3. Liberação de açúcares redutores totais na hidrólise de bagaço de cana-de-

açúcar realizada em duas escalas com o consórcio 4 (45% CSTR: 10% PCAT: 45% 

BCAT). Microescala – 1 mL e escala normal – 50 mL.  

 

As ferramentas estatísticas são importantes ferramentas  para projetar e validar 

coquetéis (Lopes, Filho e Moreira, 2018). Neste caso, a estatística foi aplicada para 

validar a utilização de um menor volume na hidrólise e reprodutibilidade. A hidrólise foi 

realizada com o consórcio 4 em duas escalas diferentes (microescala com volume final 

de 1,0 mL e escala normal com volume final de 50 mL). Pelo teste de ANOVA one way 

ficou evidente que não há diferença estatística nos tempos de 6, 24, 48 e 72 h, os valores 

de p ficaram acima de 0,05 (nível de significância de 0,053 para 6 h, 0,073 para 24 h, 

0,169 para 48 h e 0,416 para 72 h). No tempo de 1 h de hidrólise há diferença (p=0,001) 

entre os modelos adotados, a diferença pode ser explicada por uma falha de execução do 

experimento, pois o shaker (50 mL) levou mais tempo para atingir a temperatura de 50 

ºC do que o vortemp (1 mL), sendo que os experimentos foram preparados 

simultaneamente.  

Bussamra, Freitas e Costa (2015) realizaram estratégia equivalente à do presente 

trabalho. Reduziram a escala de hidrólise enzimática de 50 mL para 1,5mL e validaram 

o experimento por teste estatístico.  
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Berlin et al. (2005) realizaram a hidrólise enzimática de polpa e folhas de álamo 

amarelo em duas escalas (microplaca e balão volumétrico), usando dois tipos de extratos 

brutos (Penicillum sp. e Trichoderma sp.) e em ambas estratégias demonstraram 

resultados semelhantes. Os autores ressaltam a capacidade do microensaio em distinguir 

entre as preparações enzimáticas (Penicillum sp. e Trichoderma sp) que apresentam 

habilidades hidrolíticas diferentes.  

Suwannarangsee et al. (2012) realizaram experimento em microescala usando a 

mesma proporção e as mesmas condições aplicadas neste presente trabalho (tubos de 1,5 

ml, volume total de reação de 1 mL, contendo 1% (m/v) biomassa) mas neste caso o 

material hidrolisado foi palha de arroz.   

A microescala torna-se uma estratégia interessante para minimizar custos e 

maximizar os resultados. Esse tipo de experimento permite supor que em uma aplicação 

comercial (larga escala) os resultados tendem a se reproduzir. Assim, Souza (2016) 

verificou o aumento do volume, comparando a hidrólise em Erlenmeyer (50 mL) e reator 

(3 litros) notou-se claramente que ambos os ensaios de hidrólise apresentaram perfis 

similares, principalmente nas primeiras 48 h e com 72 h de hidrólise a diferença de 

conversão foi de no máximo 5%.  

Dessa forma, todas as hidrólises enzimáticas deste trabalho foram realizadas em 

microescala. 

 

 

4.3. Suplementação do consórcio com adição de surfactante – tween 80 

 

Surfactantes, tais como tween, tem propriedades hidrofóbicas e hidrofílicas que 

podem diminuir a tensão superficial e ajudar a remover compostos hidrofóbicos (Cao e 

Aita, 2013). Dessa forma, a conversão da biomassa na presença do surfactante pode ser 

explicada pela redução da adsorção não produtiva da enzima na lignina (Eriksson, 

Börjesson e Tjerneld 2002).  

Os resultados da suplementação com tween do consórcio 4 na hidrólise de bagaço 

de cana-de-açúcar são apresentados na Figura 3.4.  

Independente da concentração do tween 80 adicionada, foi possível elevar a 

liberação de açúcares redutores totais e glicose na faixa de 20 a 25% na hidrólise de 

bagaço de cana-de-açúcar. 
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Figura 3.4. Hidrólise enzimática de bagaço de cana-de-açúcar com o consórcio 4 (45% 

CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT) suplementando com tween 80.  consórcio 4, 

consórcio 4 + 0,5% de tween 80,  consórcio 4 + 1% de tween 80  consórcio 4 

+ 2% de tween 80. A – açúcares redutores totais, B- glicose. 

 

Com 72 horas o consórcio 4 difere do consórcio 4 suplementado com tween em 

todas as concentrações. Entretanto não há diferença estatística entre as dosagens 

utilizadas (0,5, 1 e 2%) tanto na liberação de açúcares redutores totais como de glicose. 

Desta forma, a adição de 0,5% de tween 80 na hidrólise se torna promissora, pois foi 

capaz de elevar a liberação de ART (± 22%) e glicose (± 34%) na hidrólise mesmo com 

uma baixa dosagem de tween. Os surfactantes podem auxiliar na redução da recalcitrância 
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da biomassa, pois são capazes de reduzir o teor de lignina, o que consequentemente leva 

a uma redução da carga de enzima e melhora a liberação de açúcares durante a etapa de 

hidrólise. Além de ser um composto não tóxico e de baixo custo (Li e Zheng, 2017). 

Dentre os principais surfactantes empregados na literatura, estão o tween 80, 

tween 20, PEG 600 e Triton X (Yu et al., 2013, Li et al., 2015, Zhang et al., 2018, Chen 

et al., 2018). Agrawal et al. (2016) listaram e testaram 21 tipos distintos de surfactantes, 

que incluíram tween, PEG, DEC, TEG, polialquileno glicol, entre outros. Quase todos os 

surfactantes utilizados melhoraram a sacarificação de palha de trigo, embora com níveis 

diferentes. O melhor resultado para os autores foi quando utilizado o UCON 50 HB 660 

(éter butílico de polialquileno glicol). A conclusão obtida Agrawal et al. (2016) foi que a 

suplementação com surfactante é uma estratégia eficaz para alcançar maior rendimento 

de sacarificação, o que corrobora com os resultados obtidos nesta tese. 

Para López et al. (2013), a adição de tween 80 a 1% ativou em até 50% as 

atividades de exoamilase e endoamilase. Zhang et al. (2018) mostraram que com a adição 

de tween 80 foi possível melhorar a hidrólise enzimática, reduzir o tempo e a dosagem de 

celulases na hidrólise. Segundo os autores, com a adição de tween 80 foi possível obter a 

mesma liberação de glicose, porém com redução de 50% da dosagem enzimática após 

24h de hidrólise. Assim como no trabalho citado, é possível reduzir a carga do consórcio 

4 ao adicionar o tween 80 na hidrólise enzimática e obter a mesma liberação de açúcares.  

É interessante avaliar a adição de tween para cada biomassa, uma vez que há 

relatos na literatura que, dependendo do tipo da biomassa, o aumento nos rendimentos de 

hidrólise não foram observados.  Para Yu et al. (2013), o tween 80 foi adicionado à 

hidrólise enzimática de avicel e polpas lignocelulósicas (Polpa de hardwood branqueada 

e liquor verde de hardwood pré-tratada). Na hidrólise de avicel houve um aumento da 

degradação com a adição de tween 80, o que não foi alcançado na hidrólise das polpas 

lignocelulósicas. 

 Li et al. (2015) investigaram a influência de aditivos, como BSA, PEG 6000 e 

Tween 80 na hidrólise enzimática de brotos de bambu e bambu maduros, indicando que 

os aditivos apresentaram capacidade em reduzir a dosagem de celulase. Mas ressaltam 

que a suplementação de xilanase (1 mg/g MS) na hidrólise de bambu foi mais eficiente 

que a adição dos referidos aditivos na produção de glicose e xilose. 

A hidrólise enzimática de celulose do tipo solka floc não tratada foi potencializada 

na presença de tween (20 ou 80) nas primeiras 24 h de hidrólise. Entretanto, após 48 h o 

rendimento de glicose foi similar ao controle (sem adição de tween 20 e 80). Neste mesmo 
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trabalho, houve um pequeno aumento no rendimento de glicose (5-10%) na hidrólise da 

palha de milho pré-tratada LHW (liquid hot water) e em switchgrass na presença de 

qualquer um desses surfactantes (Siqueira, 2010).  

Os surfactantes também podem ser utilizados no pré-tratamento da biomassa. O 

uso de tween-80, ácido dodecilbenzeno sulfônico e polietilenoglicol 4000 foi utilizado no 

pré-tratamento de milho. Dentre os surfactantes analisados, o tween 80 foi o mais 

promissor, conseguindo aumentar a remoção da lignina e reduzir as ligações não 

produtivas das enzimas na superfície da biomassa.  

 

4.4. Suplementação do consórcio com expansina 

 

A expansina atua de maneira não-hidrolítica na quebra da biomassa, podendo 

cooperar sinergicamente com as celulases e assim melhorar a eficiência da hidrólise  (Liu, 

Ma e Zhang, 2015). A expansina foi originalmente isolada de plantas, sendo responsável 

pelo afrouxamento e expansão da parede celular durante o crescimento da planta (Jin et 

al., 2013).  

Inicialmente, foi realizado um screening com o extrato da expansina, e nenhuma 

atividade de CMCase, xilanase, pectinase e mananase foi detectada. O efeito das 

diferentes cargas de expansina sobre papel de filtro apresenta-se na Figura 3.5. A partir 

de 24h de incubação foi possível observar a degradação do substrato (tempos adicionais 

não mostrados). Pode-se observar também que o efeito da degradação da fibra de papel 

foi proporcional à carga de expansina usada. A expansina pode romper a estrutura do 

papel de filtro e diminuir a cristalinidade da celulose (Kubicek e Kubicek, 2016). 

Entretanto, ao realizar ensaio similar com a incubação da expansina em papel de filtro, 

para detectar a atividade funcional da expansina, Costa (2016) em seu trabalho afirma 

que não foi possível observar diferença visual entre os testes, resultado diferente do 

observado neste trabalho.  
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Figura 3.5. Incubação por 24 h do extrato de expansina em diferentes dosagens com papel 

whatman nº1.  

 

Após a incubação da expansina com papel de filtro por 6, 24, 48 e 72 h, o 

sobrenadante foi descartado e realizou-se o protocolo para a determinação de atividade 

de FPase. Conforme pode ser observado na Figura 3.6, as maiores liberações de ART 

foram obtidas pela incubação do papel de filtro com expansina por 24 h com dosagens de 

2 mg e 0,5 mg por 72 h, respectivamente. Entretanto, a deterioração do papel gerou 

interferentes nas leituras de absorção óptica pelo método de DNS, o que pode ter causado 

um falso-positivo para a liberação de açúcares redutores totais.  

 

 

Figura 3.6. Ensaio de FPase após incubação do extrato de expansina com papel whatman 

nº 1. 0,5 mg 1 mg  2 mg  controle.  
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Segundo Sun et al., (2015), algumas atividades de enzimas/proteínas acessórias 

não podem ser medidas pelo ensaio de FPase. Essa afirmação vem de encontro com o 

resultado observado. Foi visualmente notado que a expansina consegue romper as fibras 

do papel, mas não foi observado um resultado de maior liberação de açúcares durante o 

ensaio de FPase. 

Como os resultados da expansina em papel de filtro mostraram-se inconclusivos, 

um novo teste foi realizado, desta vez utilizando bagaço de cana-de-açúcar. A hidrólise 

foi realizada de forma simultânea. Para 24 e 48 h de hidrólise, foram usadas dosagens de 

0,5, 1 e 2 mg/g. Estes resultados não foram satisfatórios, pois não foi possível verificar 

uma queda na liberação de ART com o aumento da dosagem, assim, realizou-se um novo 

teste, desta vez por 72 h com cargas de 2, 4 e 8 mg/g de expansina. A Figura 3.7 apresenta 

os resultados.   

 

 

Figura 3.7. Teste de dosagens de expansina na hidrólise de bagaço de cana-de-açúcar. 

24 horas, 48horas e  72 horas.  

 

 

Neste trabalho, cargas acima de 2 mg/g não resultaram em uma maior liberação 

de ART, desta forma, adotou-se como padrão 2 mg/g de expansina por 48 h. A próxima 

etapa consistiu em realizar uma hidrólise em bagaço de cana com suplementação do 

consórcio 4 com a expansina, adotando 3 estratégias (simultânea, sequencial e 

consecutiva), conforme apresentado na Figura 3.8. 
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Figura 3.8. Hidrólise em bagaço de cana de açúcar com o consórcio 4 (45% CSTR: 10% 

PCAT: 45% BCAT) suplementado com expansina consórcio 4,  adição 

simultâneo,  adição sequencial e  adição consecutiva. A: liberação de açúcares 

redutores, B: liberação de glicose. 

 

Yan et al. (2012) adotaram uma estratégia semelhante, adicionaram a expansina 

BsEXLX1 em concentrações de 100, 200, 300, 400 e 500 μg na hidrólise de forma 

simultânea e sequencial com 0,1 FPU/g de celulose. A atividade sinérgica aumentou até 

a carga 300 μg de BsEXLX1, porém, com concentrações maiores (400 e 500 μg), a 
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atividade diminuiu. A hidrólise também foi mantida por 48h, mas realizada em palha de 

milho.  

Como dito anteriormente, no modelo simultâneo, a expansina e o consórcio 4 

foram adicionados juntos, ou seja, no tempo de 0 h de hidrólise. Nas adições sequencial 

e consecutiva, a expansina ficou por 48 h nas condições da hidrólise apenas na presença 

do bagaço de cana-de-açúcar, atuando como um pré-tratamento, para posterior adição do 

consórcio 4, que atuou por 72 h. A diferença foi que no consecutivo após o tempo de 48h, 

a expansina foi desnaturada.  

Com 48 h de hidrólise, a adição consecutiva se diferencia das demais tanto em 

liberação de ART como de glicose. Vale ressaltar que com 48 h a adição consecutiva 

apresenta uma vantagem de 25% com relação ao consórcio 4 para a liberação de ART e 

glicose.   

Com 72 h de hidrólise não há diferença na liberação de açúcares redutores totais 

(p > 0,05) entre o consórcio 4 e os modelos adotados de suplementação com expansina. 

Na liberação de glicose há diferença estatística, entretanto não há diferença entre as 

adições consecutiva (0,62 mg/mL) e simultânea (0,61 mg/mL).  

Yan et al. (2012) relataram um aumento na liberação de glicose quando a celulose 

foi pré-tratada com uma expansina, BsXLX1, seguida de hidrólise com celulases, em 

comparação à quando as duas enzimas foram adicionadas simultaneamente. A adição 

inicial da expansina BsXLX1 foi capaz de romper a estrutura cristalina da celulose, 

aumentando assim a acessibilidade das celulases ao seu substrato, conduzindo a uma 

hidrólise mais eficiente. Segundo os autores, a adição simultânea de ambas as enzimas 

sugere uma competição por sítios de ligação. Algo similar pode ter acontecido neste 

trabalho, assim a adição consecutiva, onde a expansina foi desnaturada para a adição do 

consórcio 4, favoreceu a liberação de ART conseguindo se destacar entre os demais com 

48 h de hidrólise. Vale lembrar que na hidrólise em papel whatman foi nítida a capacidade 

da expansina em romper as fibras do papel, algo similar pode ter acontecido no bagaço 

de cana.  

Porém, neste experimento cabe avaliar a liberação de ART por hora de hidrólise, 

uma vez que nas adições consecutiva e sequencial houve uma pré-incubação da expansina 

por 48 h. A adição consecutiva apesar de ter liberado maior quantidade de ART em 48 h 

(1,40 mg/mL), o tempo total de toda a hidrólise foi de 96 h devido à pré-incubação com 

a expansina (48 h). Se calcularmos a liberação de açúcares redutores totais considerando 

o tempo de 96 h, a quantidade de ART liberada por hora foi de 0,014 mg/mL. Ao passo 
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que o consórcio 4 e adição simultânea liberam 1,12 e 1,14 mg/mL em 48 h, o que 

representa aproximadamente 0,023 mg/mL/h. Assim, levando em consideração o tempo 

de pré-incubação, não há vantagens da adição de expansina frente ao consórcio 4, nos 

moldes avaliados neste trabalho.   

Santos et al. (2017) em seu trabalho relatam que a combinação de enzimas com a 

expansina pode melhorar a degradação enzimática de substratos complexos. A 

combinação de 41,4% de Celluclast, 37% BCC 199 e 21,6% de expansina produziu 769 

mg de açúcar por grama de biomassa usando 2,82 FPU/g de enzimas 

   

 

4.5. Suplementação do consórcio com lacase 

 

Lacases são enzimas ligninolíticas que desempenham um papel importante nos 

processos de degradação e modificação da lignina, oferecendo a possibilidade de 

aumentar o rendimento da hidrólise e fermentação devido à alteração da hidrofobicidade 

e porosidade da lignina (Giacobbe et al., 2018).  Várias lacases fúngicas e bacterianas 

tem sido usadas na desintoxicação e/ou deslignificação de inúmeras biomassas 

lignocelulósicas, pré-tratadas ou não pré-tratadas, sozinhas ou na presença de um 

mediador (Fillat et al., 2017). 

Nos últimos anos, a aplicação de lacase na indústria ganhou considerável atenção. 

A lacase mostrou-se eficaz na degradação da lignina de fibras da indústria de papel e 

celulose, bem como em estudos laboratoriais de degradação de lignina sintetizada (Chen 

et al., 2012). 

O extrato bruto da lacase utilizada neste estudo apresentou atividades de 0,089, 

0,076 e 0,154 UI/mL para CMCase, xilanase e pectinase, respectivamente. Não foi 

detectada atividade de mananase. Inicialmente foi feito um teste para determinar a 

dosagem ótima de lacase a ser adicionada no consórcio 4 por um período de 24 h com 

dosagens de 2, 4 e 8 mg/g na hidrólise de bagaço de cana-de-açúcar. A adição da lacase 

ao consórcio 4 foi de forma simultânea (sim), conforme resultado apresentado na figura 

3.9. 
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Figura 3.9. Efeito da adição de lacase no consórcio 4 (45% CSTR: 10% PCAT: 

45% BCAT) na hidrólise de bagaço de cana-de-açúcar com dosagens de 2, 4 e 8 mg/g de 

biomassa. Sim: forma de adição simultânea.  

 

O consórcio sem adição de lacase liberou 0,95 mg/mL de ART, enquanto que 

quando consórcio 4 foi suplementado com 8 mg/g de lacase (sim 8) liberou 1,27 mg/mL, 

com um aumento de 33% na liberação de ART. Foi realizada uma ANOVA que 

demostrou que não há diferença estatística na adição de lacase ao consórcio quando 

adicionada uma carga de 2 e 4 mg (sim 2 e sim 4). O consórcio 4 com adição de 8 mg de 

lacase por grama de biomassa se difere do controle e dos demais tratamentos (p < 0,05 

por teste pareado de Fisher). Por isso optou-se em adicionar 8 mg/g de lacase ao consórcio 

4.  

É importante avaliar a carga de lacase a ser adicionada na hidrólise enzimática, 

uma vez que o excesso pode levar a um efeito de inibição. Assim como foi relatado no 

trabalho de Raj e Krishnan (2018), a adição de lacase a 50 U/g e 400 U/g não diferiu do 

controle (celulase sem adição de lacase), mas, quando usada a carga de 200 U/g 

simultaneamente com celulases, esta combinação apresentou diferença entre os demais, 

sendo considerada a carga ótima.  

Todavia, no trabalho de Galbe e Zacchi (2002), a lacase foi usada para tratar o 

pré-hidrolisado após o pré-tratamento antes da hidrólise enzimática de spruce. Verificou-

se que esta forma de tratamento era um método muito específico de desintoxicação, uma 

vez que diminuía a quantidade de compostos polifenólicos em mais de 90%. Entretanto 

para Rocha-martín et al. (2018), o pré-tratamento com lacase na hidrólise da palha de 
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cana e palha de milho levou a uma redução da conversão da biomassa em glicose. Nesse 

caso, a glicose liberada foi de 67,7 para 39,2 g/Kg para palha de cana e de 69 para 53,5 

g/Kg para palha de milho. Mediante estes resultados os autores afirmam que uso de lacase 

na desintoxicação de materiais lignocelulósicos pré-tratados não foi viável, pois a 

aplicação de lacase antes e durante a hidrólise enzimática levou a uma menor conversão 

de glicose. Os autores visualizaram um efeito negativo tanto quando a lacase foi 

adicionada simultaneamente ao coquetel, como quando a lacase foi inativada para 

posterior adição do coquetel. 

Para testar o uso da lacase como pré-tratamento adotamos a estratégia de adicionar 

a lacase primeiro por 24 h a 50 ºC como forma de pré-tratamento antes da adição do 

consórcio 4. Desta forma, uma hidrólise foi realizada com adição de lacase por métodos 

simultâneo, sequencial e consecutivo na hidrólise de bagaço de cana-de-açúcar (Figura 

3.10).  

Percebe-se que a adição da lacase melhorou a liberação de açúcares redutores 

totais. A liberação de ART da adição consecutiva com 72h foi de 1,40 mg/mL, 

considerando as primeiras 24 h somente com lacase, seguido de desnaturação e adição do 

consórcio 4 mais 48h, o que representou um aumento de 53% na liberação de ART 

comparado com consórcio 4 com 72 h hidrólise (0,91 mg/mL).   

A lacase não foi capaz de liberar açúcares redutores, pois, ao longo das 96 h de 

hidrólise, o branco (bagaço + lacase) manteve-se constante (0,41 mg/mL). Verificou-se 

um efeito sinérgico ao adicionar a lacase ao consórcio enzimático, pois a soma da 

liberação de ART do consórcio 4 somado à liberação de ART do branco com 72h de 

hidrólise (0,91 + 0,41 = 1,32 mg/mL) é inferior ao encontrado na adição simultâneo (1,48 

mg/mL). Isso representa um aumento de 12 % na liberação de açúcares redutores totais.  

As análises estatísticas (ANOVA e post-hoc teste de Fisher) mostraram que após 

72h de hidrólise, os tratamentos com lacase, nas três modalidades de adição (simultâneo, 

sequencial e consecutivo) diferem do controle com relação à liberação de açúcares 

redutores totais (p<0,05).  
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Figura 3.10. Hidrólise em bagaço de cana de açúcar com o consórcio 4 (45% CSTR: 10% 

PCAT: 45% BCAT) com a adição de lacase.  A – açúcares redutores totais e B – glicose. 

 consórcio 4, adição simultâneo,  adição sequencial,  adição 

consecutivo e  lacase.  

 

No trabalho de Siqueira (2010), a suplementação com lacase (40 UI/g) em 

coquetéis comerciais  (Spezyme CP – 15 FPU/g e Novozymes 188 40 CBU/g) beneficiou 

a hidrólise de palha de milho na liberação de glicose em 20% com 48 h, porém não 

apresentou vantagem na liberação de glicose de solka floc e switsgrass.  

Foi avaliado o efeito da modificação da lignina pela lacase na hidrólise de spruce 

e cana do reino (Moilanen et al., 2011). As biomassas foram pré-tratadas com lacase e 
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depois hidrolisadas com celulases comerciais. A modificação causada pela lacase na 

lignina melhorou o rendimento da hidrólise de spruce em 12%. Mas surpreendentemente 

teve um efeito adverso sobre a cana do reino, reduzindo o rendimento da hidrólise em 

17%. Os autores estudaram as propriedades de ligação das celulases na lignina usando 

lignina isolada. O tratamento com lacase reduziu a ligação das enzimas na lignina de 

spruce, enquanto que com cana do reino, a quantidade de enzimas ligadas à lignina 

aumentou após o tratamento com lacase. Os autores concluíram que a compreensão das 

reações da lacase sobre a lignina ajudará a controlar a ligação inespecífica das celulases 

em substratos lignocelulósicos (Moilanen et al., 2011).  

Assim como na hidrólise de spruce, no trabalho de Moilanen et al. (2011), a 

presença da lacase proporcionou um aumento na liberação de ART e glicose na hidrólise 

de bagaço de cana-de-açúcar. Cabe ressaltar que foi independente da forma adicionada 

da lacase, o que torna o modelo simultâneo (consórcio mais lacase) interessante, pois é 

menos trabalhoso e consequentemente apresenta menor risco de contaminação.  

 

4.6. Suplementação do consórcio com lacase e tween 

 

Após os experimentos individuais de suplementação com lacase e tween, estes 

foram adicionados em conjunto ao consórcio. Foi comparada a performance do consórcio 

4, o consórcio 4 com lacase, o consórcio 4 com tween 80 e a combinação do consórcio 4 

com tween e lacase, este último denominado consórcio 4 LT, conforme Figura 3.11. Nota-

se que a combinação consórcio com lacase (consórcio + lacase) e consórcio com lacase e 

tween (consórcio 4LT) apresentaram os melhores desempenhos na liberação de glicose e 

ART na hidrólise de bagaço de cana-de-açúcar. 

Na liberação de ART com 72 h, todos os experimentos apresentaram diferenças 

entre si (p<0,05). O consórcio 4 LT elevou a liberação de açúcares redutores totais em 

46% com 72h e 56% com 96 h quando comparado com o consórcio 4.  

Em termos de liberação de glicose com 72 h, não houve diferença estatística entre 

o consórcio com lacase e o consórcio 4 LT. A liberação de glicose do consórcio 4 LT foi 

58% superior à liberação de glicose obtida pelo consórcio 4.  

No trabalho de Siqueira (2010), o uso de lacase e polietilenoglicol 4000 

(surfactante) juntamente com enzimas comerciais na hidrólise enzimática da palha de 

milho após o pré-tratamento (Liquid hot water - LHW) apresentou um aumento de 20% 

quando comparado com a mesma condição sem a presença destes aditivos.  
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Figura 3.11. Hidrólise em bagaço de cana-de-açúcar com a adição de lacase e tween ao 

consórcio 4 (45% CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT).  A – açúcares redutores totais e B – 

glicose.  consórcio 4, consórcio 4 + lacase,  consórcio 4 + tween,  

consórcio 4 LT.  

  

4.7. Suplementação do consórcio 4 LT com triptofano 

 

O triptofano é um aminoácido específico presente em domínios de CBMs, assim 

como a tirosina. São capazes de promover a adsorção de celulases na celulose, bem como 

na lignina. O aminoácido presente em um domínio é responsável pelo grau de 
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hidrofobicidade. O triptofano com seu anel indol é capaz de aumentar ainda mais a 

hidrofobicidade do domínio (Johan, Engqvist e Tjerneld, 2007).  

O consórcio 4 LT (consórcio 4 com lacase e tween) foi suplementado 

simultaneamente com triptofano a 10 e 20 mM, conforme apresentado na Figura 3.12. 

 

 

 

Figura 3.12. Hidrólise em bagaço de cana-de-açúcar com a adição de triptofano ao 

consórcio 4 LT (45% CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT com tween 80 e lacase). A – 

açúcares redutores totais e B – glicose.  consório 4 LT Consórcio 4 LT + 10 

mM de triptofano  Consórcio 4 LT + 20 mM de triptofano.  
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Podemos observar que, a combinação do triptofano ao consórcio 4 não apresentou 

vantagem na liberação de glicose, pois não houve diferenças estatísticas (p>0,05) com 

24, 48 e 72h de hidrólise para a liberação de glicose. Entretanto, com 48 e 72 h para 

liberação de ART houve diferença estatística entre o consórcio 4 LT e o consórcio 4 LT 

suplementado com triptofano a 20 mM. A presença do triptofano a 20 mM elevou a 

liberação de ART em 34 e 20% com relação ao consórcio 4 LT (sem adição de triptofano 

– controle) no tempo de 48 e 72 horas, respectivamente. Nestes tempos de 48 e 72 h o 

consórcio 4 LT 10 mM não apresentou diferença estatística entre os demais (consórcios 

4 LT e 4 LT a 20 mM). Cabe ressaltar que o triptofano é hidrofóbico (Pereira et al., 2012, 

Najmudin et al., 2006), o que faz acreditar que possa ter interferido nas leituras de 

absorbância dos ensaios de liberação de açúcares redutores, ocasionando um resultado 

falso-positivo.  No trabalho de Teixeira et al. (2012) foi descrito que misturas contendo 

20 mM de triptofano superestimou em 76% os resultados pelo ensaio de DNS. Portanto, 

não podemos afirmar se houve de fato um aumento da liberação de açúcares por causa do 

triptofano ou se os resultados foram fruto de uma interferência.  

 

4.8. Suplementação do consórcio 4 LT com expansina 

 

Nesta etapa, foi realizada uma combinação entre o consórcio 4 LT (consórcio 4 

com lacase e tween) e expansina na hidrólise de bagaço de cana-de-açúcar. Para isso três 

estratégias foram utilizadas. Na estratégia simultânea, a expansina foi adicionada com o 

consórcio 4 LT. Nas estratégias sequencial e consecutiva, a expansina foi adicionada 

primeiro, com a intenção de atuar como um pré-tratamento biológico por 48 h e após esse 

tempo, o consórcio 4 LT foi adicionado. Na estratégia consecutiva a expansina foi 

desnaturada para posterior adição do consórcio 4 LT. Os resultados estão na Figura 3.13.   
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Figura 3.13. Hidrólise enzimática em bagaço de cana-de-açúcar com o consórcio 4 LT 4 

LT (45% CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT com tween 80 e lacase) com suplementação de 

expansina. A – açúcares redutores totais e B – glicose.  adição simultâneo,  

adição sequencial,  adição consecutivo.  

 

 

O objetivo da adição da expansina era afrouxar as fibras da celulose e facilitar o 

acesso do consórcio 4 LT, por sua vez, a lacase atuaria sobre a lignina da biomassa e/ou 

na oxidação de compostos fenólicos (Galbe e Zacchi, 2002).  

O valor de p (>0,05) não foi significativo para liberação de açúcares redutores 

totais com 72 h de hidrólise entre as combinações, mas o valor de p (<0,05) foi 
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significativo para a liberação de glicose com 72h entre os tratamentos. Neste tempo a 

maior liberação de glicose ocorreu na adição simultânea (0,82 mg/mL). Cabe ressaltar 

que as adições consecutiva e sequencial não diferiram entre si. 

A suplementação de um coquetel enzimático com enzimas acessórias pode 

contribuir significativamente para sua eficácia e melhorar a liberação de açúcares (Sun et 

al., 2015). Entretanto, a presença da expansina não foi capaz de elevar a liberação de 

açúcares da hidrólise.  

 

 

4.9. Combinação do consócio 4 LT com coquetéis comerciais  

 

O consórcio 4 LT foi combinado com os coquetéis comerciais da Novozyme 

(celluclast e cellic ctec2), e também foi realizada uma combinação entre os coquetéis 

comerciais na hidrólise de bagaço de cana-de-açúcar (Fig. 3.14).  

Neste experimento o que mais chama a atenção é a menor liberação de glicose e 

ART observada a partir da combinação dos coquetéis comerciais cellic ctec2 com 

celluclast, principalmente se comparado à liberação de glicose e ART obtida pela 

suplementação do consórcio 4 LT com os coquetéis comerciais (cellic ctec2 e celluclast).  

A combinação do consorcio 4 LT com o cellic ctec 2 liberou aproximadamente 79 

e 70% mais ART e glicose do que a combinação cellic ctec2 com celluclast com 72h de 

hidrólise. E quando o consórcio 4 LT foi combinado com o celluclast, este liberou 35 e 

20% mais ART e glicose do que a combinação cellic ctec2 com celluclast com 72h. 

Houve um efeito aditivo na liberação de açúcares redutores totais na combinação 

do consórcio 4 LT com o celluclast com 72 h de hidrólise. Todas as combinações com 72 

h se diferem entre si em termos de liberação de açúcares redutores e glicose (p<0,05).  
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Figura 3.14. Hidrólise enzimática em bagaço de cana com suplementação de coquetéis 

comerciais. A – açúcares redutores totais e B – glicose.  consórcio 4 LT (45% CSTR: 

10% PCAT: 45% BCAT com tween 80 e lacase) + cellic ctec2,  consórcio 4 LT 

(45% CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT com tween 80 e lacase) + celluclast,  cellic 

ctec2 + celluclast.  

 

 

A combinação de coquetéis comerciais já foi estudada e apresentou resultados 

positivos. Trabalhos anteriores mostraram a forte cooperação sinérgica entre uma mistura 

comercial de celulase (Novozymes Celluclast 1,5 L) e uma mistura comercial de xilanase 

(Genencor Multifect Xylanase) durante a hidrólise de palha de milho. Este sinergismo 
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resultou em uma redução de 7 vezes na carga de celulase necessária para atingir um grau 

semelhante de hidrólise (Hu, Arantes e Saddler, 2011). Diferente do comportamento 

observado neste trabalho, cabe ressaltar que o cellic ctec2 e celluclast são coquetéis 

celulolíticos, a combinação entre eles pode ter causado um excesso de atividade 

celulolítica, o que pode resultar em um feedback negativo. Em altas cargas enzimáticas, 

as enzimas podem começar a competir pelos mesmos sítios de ligação, levando a uma 

redução na liberação de açúcares (Van Dyk e Pletschke, 2012).  

A suplementação de coquetéis comerciais  com enzimas de atividades hidrolíticas 

podem elevar a taxa de conversão da biomassa. No trabalho de Thomas, Parameswaran e 

Pandey (2016), a hidrólise enzimática em palha de arroz foi realizada com um coquetel 

comercial de celulases (Zytex, Índia) e β-glicosidase (previamente produzida), quando 

suplementado com xilanase (Aspergillus sp.), houve produção 574,8 mg/g de açúcares 

redutores totais em comparação aos 430,2 mg/g de açúcares pelo coquetel sem xilanase. 

No trabalho de Wang et al., (2012) a capacidade do coquetel comercial  

celulolítico Spezyme CP (Genencor) foi significativamente melhorada para degradar a 

palha de milho pré-tratada por explosão de vapor com a suplementação de 1,21 FPU/g de 

A. fumigatus (AFCel). A conversão de glicose foi aumentada em 25,6%.  

No caso de Vintilã et al. (2009), o melhor rendimento de hidrólise de celulose 

(79%) foi obtido com o coquetel formado por extrato bruto de celulases de T. viride 

CMIT3.5 combinado com Novozyme 188.  

 

4.10. Comparação do consórcio com coquetéis comerciais 

 

É de suma importância que o consórcio otimizado seja comparado com coquetéis 

comerciais. O consórcio 4 LT (consórcio 4 com lacase e tween) e o consórcio 4 ELT 

(consórcio, lacase, tween e expasina – modelo consecutivo) foram comparados com 

coquetéis comerciais (celluclast e cellic ctec2). Os resultados estão apresentados na 

Figura 3.15. 

Os consórcios 4 LT e 4 ELT foram melhores na liberação de glicose e ART do 

que o coquetel comercial celluclast. Os consórcios 4 ELT e 4 LT liberaram 211% e 123% 

mais ART do que o celluclast com 48 h de hidrólise. Na liberação de glicose com 48 

horas, os consórcios 4 ELT e 4 LT liberaram, respectivamente 76 e 136 % mais glicose 

do que celluclast. A maior liberação de ART e glicose pelos consórcios frente ao coquetel 

comercial celluclast pode ser também confirmada pelas micrografias expostas no item 
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4.11 onde as fibras do bagaço estão mais íntegras quando hidrolisado com o celluclast do 

que com os consórcios.  

 

 

 

Figura 3.15. Hidrólise enzimática de bagaço de cana-de-açúcar. A – açúcares redutores 

totais e B – glicose. consórcio 4 LT (45% CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT com 

tween 80 e lacase)  consórcio 4 ELT (45% CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT com 

tween 80 e lacase e adição consecutiva de expansina  Cellic ctec2,   

celluclast.  
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Apesar do consórcio 4 ELT liberar mais ART do que o coquetel comercial cellic 

ctec2, o mesmo apresentou uma liberação de glicose inferior ao cellic ctec2 e ao consórcio 

4 LT. É possível que a combinação lacase e expansina tenha inibido a atividade da β-

glicosidase. Fillat et al., (2017) descrevem em seu trabalho que a atividade de β-

glicosidase foi inibida pela atuação da lacase. Possivelmente a presença da lacase com a 

expansina pode ter inibido a atuação da β-glicosidase.  

O cellic ctec2 liberou em termos de açúcares redutores totais e glicose 

aproximadamente 20% e 10% mais que o consórcio 4 LT, respectivamente. O que não é 

uma diferença tão significativa quando comparado com o desempenho dos consórcios 

frente ao coquetel comercial celluclast. Vale considerar que o cellic ctec2 pertence a uma 

geração superior ao celluclast, assim é possível perceber pelos resultados da hidrólise 

neste trabalho o melhoramento dos coquetéis comerciais.  

Com 24h de hidrólise, não há diferença estatística (p<0,05) entre o consórcio 4 

ELT, consórcio 4 LT e cellic ctec2, mas, com 6, 48 e 72h todos são diferentes entre si.  

O rendimento da hidrólise (%) está relacionada com a eficiência enzimática, 

enquanto que a concentração de açúcares liberado ao longo do tempo de hidrólise 

determina quão viável é o processo (Bussamra, Freitas e Costa, 2015). Nesse sentido, se 

avaliarmos a liberação de ART por hora tomando como base o tempo de 6 h a liberação 

de ART alcançada pelos coquetéis comerciais  foram de 0,041 mg/mL/h para o celluclast 

e 0,145 mg/mL/h para o cellic ctec2, o consórcio 4 LT atingiu 0,161 mg/mL/h e o 

consórcio 4 ELT obteve 0,198 mg/mL/h, maior liberação entre os demais. A maior 

liberação de ART nas primeiras 6 h na hidrólise de bagaço de cana ocorreu na hidrólise 

realizada pelos consórcios 4 LT e 4 ELT. Entretanto, o consórcio 4 ELT atuou por 48 h 

antes da adição do consórcio 4 LT apenas na presença da expansina. 

Para Rodrigues et al. (2015), o maior rendimento da hidrólise em palha de trigo 

foi encontrado quando celluclast foi suplementado β-glicosidase. Desta forma, 

conseguiram elevar o rendimento da hidrólise em 29% (52% sem β-glicosidase e 81% 

com β-glicosidase). Entretanto, apesar da suplementação, o cellic foi capaz de promover 

uma hidrólise mais eficiente (>98%). Assim, já era esperado que o cellic ctec2 

apresentasse um resultado superior ao celluclast neste trabalho, uma vez que o cellic ctec2 

é considerado um coquetel de segunda geração comparado com o cellic.  

Em um trabalho realizado por Bussamra, Freitas e Costa (2015), o coquetel 

otimizado desenvolvido pelos pesquisadores conseguiu converter 72% da celulose 

presente em bagaço de cana-de-açúcar, enquanto que o celluclast converteu apenas 49%.  



 
 

152 
 

Para Sun et al. (2015) é evidente que a melhoria do Ctec (ctec1, 2 e 3) não foi 

alcançada apenas aumentando a expressão das proteínas, mas também pela mistura e 

combinação de várias enzimas, como enzimas acessórias, e, assim, foi capaz de fortalecer 

a cooperação sinérgica durante a hidrólise lignocelulósica. Estudos mostraram que 

proteínas não-hidrolíticas, tais como os como CBMs, expansinas e LPMOs aumentam 

significativamente a atividade de enzimas hidrolíticas (Malgas et al., 2017). A baixa 

atuação do celluclast, como podemos observar neste trabalho, segundo Hu, Arantes e 

Saddler (2011) e Siqueira (2015) é devido à falta de enzimas acessórias, como 

hemicelulases que pode comprometer a hidrólise de substratos ricos em xilana (Hu, 

Arantes e Saddler, 2011; Siqueira, 2015).  

O trabalho de Gomes, Gama e Domingues (2018) sugere que, quanto maior a 

concentração de substrato utilizado, maior o desempenho dos coquetéis comerciais como 

o celluclast, cellic e accelerase ao hidrolisar lodo de papel reciclado. Já é conhecido por 

Rodrigues et al. (2015) que as enzimas encontradas no Cellic e Celluclast apresentam um 

comportamento diferente com relação à distribuição sólido-líquido. Não foi o foco deste 

trabalho avaliar a concentração de substrato na hidrólise.  

 

 

4.11 Avaliação das hidrólises por MEV  

 

As biomassas após hidrólise foram avaliadas por MEV conforme as Figuras 3.16 

a 3.24. Foram analisados os bagaços hidrolisados apenas com tampão, expansina, lacase 

e lacase com tween. Além dos bagaços hidrolisados com o consórcio 4, o consórcio 4 

com expansina, o consórcio 4 LT e os coquetéis comerciais  cellic ctec2 e celluclast. 
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Figura 3.16. Micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura do bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado apenas com tampão – sem 

adição de enzimas – controle.  

   

Figura 3.17. Micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura do bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado apenas com lacase. 
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Figura 3.18. Micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura do bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado apenas com expansina.  

Figura 3.19. Micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura do bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado apenas com lacase e tween.   
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Embora estudos tenham sugerido que os surfactantes, assim como o uso de 

enzimas acessórias, aditivos químicos entre outros possam melhor a hidrólise enzimática, 

ainda são necessários mais esforços para entender o mecanismo de ação dos surfactantes 

durante a sacarificação. Imagens realizadas por MEV entre outras técnicas, como por 

exemplo, difração de raios X (DRX) e análise termogravimétrica (TG) poderão auxiliar 

na elucidação destes mecanismos (Zhang et al., 2018).  

As micrografias evidenciam uma mudança estrutural na superfície das fibras do 

bagaço de cana-de-açúcar pela atuação das enzimas (lacase e expansina) e surfactante 

(tween) (Figuras 3.17, 3.18, 3.19 e 3.20). O substrato apresenta aspecto irregular pela 

atuação da expansina, lacase, e lacase com tween no bagaço de cana-de-açúcar com 

relação ao bagaço sem adição de nenhuma fonte de enzima ou aditivo. É possível observar 

principalmente na presença da lacase com tween que as fibras da biomassa tornaram-se 

mais abertas e expostas (Fig. 3.19), o que favoreceu uma maior superfície de contato e 

possivelmente beneficiou a hidrólise do bagaço de cana-de-açúcar. Trabalhos como o de 

Qiu e Chen (2012), Kim et al. (2009) e Santos et al. (2017) exploram o uso microscopia 

eletrônica de varredura para avaliar os efeitos da lacase, expansina e swolleina.  

Para Qiu e Chen (2012), o uso da lacase (Sclerotium sp) em palha de trigo 

explodida a vapor foi avaliada pela associação de MEV e espectroscopia de infravermelho 

por transformada de Fourier (FTIR). Os resultados indicaram que a lignina foi oxidada 

pela lacase, contribuindo para o desprendimento do complexo lignina-carboidrato e, 

consequentemente, levando ao aumento da hidrólise da celulose. No trabalho de Kim et 

al. (2009), as micrografias da incubação de papel de filtro com expansina e com solução 

de ureia 8 M produziram o mesmo efeito, houve uma diminuição da resistência com 

relação ao controle, o qual apresentou estrutura mais densa, sobreposta e interligada. 

Santos et al. (2017) mostraram que a swollenina recombinante de T. harzianum foi capaz 

de criar uma superfície áspera e amorfa em avicel com relação ao controle, o qual manteve 

uma superfície lisa. Os autores reforçam que a disruptura da fibra é a principal 

característica que torna a swollenina como um aditivo para conversão de biomassa 

enzimática. Portanto, essa disruptura da fibra é possível ser observada neste trabalho com 

as imagens de MEV.  
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Figura 3.20. Micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura do bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado com o consórcio 4 (45% 

CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT) (48h).  
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Figura 3.21. Micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura do bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado com o consórcio 4 (45% 

CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT) suplementado com expansina (simultaneamente) (48h). 
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Figura 3.22. Micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura do bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado com o consórcio 4 LT (45% 

CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT com tween 80 e lacase) (48h). 
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Figura 3.23. Micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura do bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado com o coquetel comercial 

cellic ctec2 (48h).  
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Figura 3.24. Micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura do bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado com o coquetel comercial 

celluclast (48h).  
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Quando os consórcios/enzimas/coquetéis foram adicionados à biomassa foi 

possível avaliar, por meio de MEV, a ação sinérgica das enzimas hidrolíticas que faz com 

que partes da superfície da biomassa sejam removidas, formando fissuras e cavidades, 

aumentando a área de superfície total e a facilitando a acessibilidade das enzimas (Ang et 

al., 2015).  

As micrografias do bagaço quando hidrolisado com o consórcio 4 LT (Fig. 3.22) 

e com o coquetel comercial cellic ctec2 (Fig. 3.23) apresentaram uma superfície 

totalmente descontruída e fragmentada, diferente da micrografia quando bagaço foi 

hidrolisado na presença do celluclast (Figura 3.24). Vale lembrar que o celluclast 

apresentou um desempenho de hidrólise inferior ao consórcio 4 LT na liberação de 

açúcares redutores totais. Desta forma, era esperado que as fibras do bagaço hidrolisado 

com o celluclast apresentassem uma estrutura mais íntegra.  

As imagens de MEV no trabalho de Cripwell et al. (2015) permitiram avaliar 

mudanças significativas que ocorreram na estrutura do farelo de trigo ao longo do tempo 

da hidrólise enzimática. No início do experimento, a estrutura do farelo de trigo ainda 

estava intacta com uma superfície áspera, após 44 h era visível algumas alterações e no 

final do experimento com 72 horas os danos haviam aumentado, o que beneficiou a 

atuação das amilases.  

 

 

4.12 Análise dos carboidratos das biomassas hidrolisadas via HPLC 

 

Com o tempo de 48 h de hidrólise os consórcios 4, 4 com expansina (simultâneo), 

4 LT, cellic ctec2 e o celuclast foram avaliados por HPLC na hidrólise de bagaço de cana, 

conforme Figuras 3.25 a 3.29 
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Figura 3.25. Monossacarídeos e oligossacarídeos e respectivo cromatograma da hidrólise 

de bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado com o consórcio 4 (45% CSTR: 10% PCAT: 

45% BCAT).  

 

 
 

Figura 3.26. Monossacarídeos e oligossacarídeos e respectivo cromatograma da hidrólise 

de bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado com o consórcio 4 (45% CSTR: 10% PCAT: 

45% BCAT) suplementado com expansina (simultaneamente).  

 

  
Figura 3.27. Monossacarídeos e oligossacarídeos e respectivo cromatograma da hidrólise 

de bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado com o consórcio 4 LT (45% CSTR: 10% PCAT: 

45% BCAT com tween 80 e lacase). 
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Figura 3.28. Monossacarídeos e oligossacarídeos e respectivo cromatograma da hidrólise 

de bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado com o coquetel comercial cellic ctec2.  

 

  
Figura 3.29. Monossacarídeos e oligossacarídeos e respectivo cromatograma da hidrólise 

de bagaço de cana-de-açúcar hidrolisado com o coquetel comercial celluclast.  

 

 

As análises em HPLC foram feitas quando a hidrólise atingiu o tempo de 48 h. O 

consórcio 4 (sem nenhuma suplementação) liberou xilose, glicose, manobiose e xilobiose 

(Fig. 3.25). Quando o consórcio 4 foi suplementado simultaneamente com expansina, este 

liberou manose, xilose, glicose, manobiose, manotriose, xilobiose, manotetraose, 

manopentaose e celotriose (Fig. 3.26). Por sua vez quando o consórcio 4 foi suplementado 

com tween e lacase (consórcio 4 LT) foram liberados manose, xilose e glicose (Fig. 3.27). 

Por sua vez, o cellic ctec2 liberou glicose e manobiose e o celluclast liberou xilose e 

glicose (Figuras. 3.28 e 3.29).   

Ao comparar o consórcio 4 LT com o consórcio 4 é possível verificar que a adição 

de lacase e tween proporcionou a conversão de oligossacarídeos (manobiose e xilobiose) 

em monossacarídeos, desta forma, houve aumento da produção de glicose e xilose e 

quantificação de manose. A presença de monossacarídeos como produto final da hidrólise 
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comprova que o consórcio 4 LT é um consórcio enzimático holocelulolítico eficiente. O 

cellic ctec2 é uma mistura comercial de celulases (Jung et al., 2015), desta forma, como 

esperado o principal produto liberado foi glicose. Entretando, o cellic ctec2 liberou 

aproximadamente 11% mais glicose do que o consórcio 4 LT, valor compatível com o 

encontrado (10%) ao determinar a glicose com o kit de glicose oxidase.  
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5. CONCLUSÃO 

 

Diante dos resultados apresentados pode se concluir que a adição concomitante 

de lacase e tween ao consórcio 4 favoreceu maior liberação de glicose e açúcares 

redutores totais quando comparado com o consórcio 4 e entre as outras formas de adição 

avaliadas, que incluíram β-glicosidase, triptofano e expansina.  

A composição otimizada (consórcio 4 LT) apresentou uma liberação de ART e 

glicose próxima da obtida pela ação do coquetel comercial Cellic CTec2, e maior que a 

obtida pelo coquetel Celluclast.  

O microensaio foi reprodutível, tornando-se uma ferramenta para minimizar o 

volume de hidrólise e consequentemente a carga de enzima. Desta forma, apresentou 

resultados confiáveis.  

A abordagem de otimização relatada neste estudo poderá ser aplicada para 

otimizar consórcios enzimáticos para degradação de substratos lignocelulósicos visando 

à indústria de bioprocessos. 
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CAPÍTULO IV 

 

EFEITO DE ENZIMAS FIBROLÍTICAS EXÓGENAS NA QUALIDADE DA 

SILAGEM DE MILHO 

  

 

1. INTRODUÇÃO 

 

A adoção da silagem como estratégia alimentar é cada vez mais empregada em 

sistemas intensivos de produção de carne e leite, uma vez que permite a armazenagem de 

grandes quantidades de alimento volumoso para fornecimento aos animais, sendo a 

silagem de milho um dos alimentos conservados mais utilizados na produção animal 

(Figueiredo et al., 2018). 

A silagem de milho fornece 50 a 100% a mais de energia digestível por hectare 

que qualquer outra forrageira. Entretanto, o valor nutritivo da silagem de milho pode 

variar conforme o híbrido, a densidade de cultivo, as condições de crescimento, a 

maturidade e a umidade no momento da colheita, o tamanho de partícula e as condições 

de ensilagem (Velho et al., 2007). Para melhorar a qualidade da silagem, aditivos e 

inoculantes veem sendo utilizados no processo. Os resultados obtidos nos estudos estão 

mais relacionados com a preservação e fermentação da silagem e as respostas no 

desempenho animal (Mazza Rodrigues et al., 2002).  

Os aditivos biológicos e inoculantes bacterianos são compostos por bactérias 

ácido-láticas, adicionados ou não de enzimas (celulases, amilases e hemicelulases) e, 

segundo Coan et al. (2005) o princípio básico de atuação destes produtos consiste no 

aumento da disponibilidade de açúcares simples, via complexo enzimático, para que as 

bactérias tenham acesso a esses açúcares, incrementando, dessa forma, a produção de 

ácido lático e promovendo a queda brusca do pH. 

De acordo com Beauchemin et al. (2003) apesar dos avanços da pesquisa, a 

digestibilidade das forragens continua a limitar a ingestão de energia disponível para os 

ruminantes. Desta forma, a adição de enzimas fibrolíticas exógenas tem sido alvo de 

estudos na nutrição de ruminantes. As enzimas fibrolíticas podem potencializar a 

degradação dos polissacarídeos estruturais juntamente com as enzimas produzidas pelos 

micro-organismos do rúmen.  
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O aproveitamento de alimentos fibrosos pelos ruminantes está relacionado à 

síntese e secreção de enzimas pelos micro-organismos do rúmen, os quais promovem a 

hidrólise da parede celular das plantas (Fagundes et al., 2008). Uma vez que esta 

conversão tem sido pouco eficiente, a adição de enzimas fibrolíticas é um caminho para 

promover a hidrólise parcial da parede celular da planta durante o processo de preservação 

da planta na forma de silagem (Lelis, 2012). A aplicação de enzimas fibrolíticas na 

forrageira no momento da ensilagem pode melhorar o valor nutricional, eliminar fatores 

antinutricionais, fornecer enzimas digestivas suplementares, como proteases, amilases e 

glicanases (Kuhad, Gupta e Singh, 2011). Adicionalmente, a ação das enzimas fibrolíticas 

favorece o crescimento das bactérias desejáveis, devido à maior liberação de carboidratos 

solúveis, resultando em melhoria no processo de fermentação e, consequentemente, na 

qualidade da silagem produzida. 

Dentre os efeitos da utilização de enzimas fibrolíticas, como as celulases e 

hemicelulases, em silagens Nadeau et al. (2000) citam a redução da concentração dos 

carboidratos estruturais. Outros autores também mencionam melhora na preservação do 

material ensilado e elevação na quantidade de açúcares solúveis e da degradabilidade 

ruminal (Hristov e McAllister, 2002). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da aplicação de coquetéis contendo 

enzimas fibrolíticas exógenas sobre a qualidade da silagem de milho. 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

• Avaliar os parâmetros de qualidade da silagem de milho pH e composição 

bromatológica, mediante inoculação com o coquetel (consórcio 4 

desenvolvido no capítulo 2 desta tese - 45% CSTR: 10% PCAT: 45% 

BCAT) ou com os coquetéis comerciais Celluclast® e Cellic® CTec2; 

• Determinar a população de bactérias ácido-láticas presentes nas silagens; 

• Visualizar as mudanças estruturais na superfície das fibras das silagens 

mediante utilização de microscopia eletrônica de varredura. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Matéria-prima  

 

A matéria-prima utilizada na ensilagem foi a cultura de milho, o qual foi colhido 

aos 120 dias, com 35% de matéria seca. O corte da planta inteira foi realizado 

manualmente a 20 cm da superfície do solo e o material picado para tamanho médio de 

partícula de 10 mm em ensiladeira acoplada ao trator. 

 

3.2. Inoculantes fibrolíticos 

 

Os aditivos utilizados foram o Coquetel Enzimático 4, descrito no capítulo II, e 

os coquetéis comerciais Celluclast® e Cellic® CTec2, ambos produzidos pela Novozymes. 

Os coquetéis enzimáticos foram aplicados na dosagem de 7,8 mg de proteína por 

kilograma de biomassa, exceto o coquetel Cellic® CTec2 que também foi utilizado na 

dosagem de 50x maior, ou seja, 390 mg de proteína por kilograma de material ensilado 

 

3.3. Ensilagem  

 

O material picado foi dividido em cinco partes, sendo que uma parte foi 

pulverizada com água destilada e as demais com os coquetéis avaliados, constituindo os 

tratamentos Controle, Coquetel 1x, Celluclast® 1x, Cellic® CTec2 1x e Cellic® CTec2 

50x. Logo após a aspersão o material foi ensilado em mini silos experimentais de PVC 

com diâmetro de 10cm, altura de 40 cm e capacidade de cerca de 2,3 kg. Com intuito de 

coletar o efluente produzido durante o processo de fermentação o cilindro foi preparado 

com uma tela plástica e recipiente coletor na parte inferior.  

Foram colhidas duas amostras da biomassa in natura para caracterizar o material 

no momento da ensilagem. Após serem numerados e pesados procedeu-se o enchimento 

dos mini silos de forma manual, com auxílio de bastão de madeira, até atingir densidade 

aproximada de 600 kg/m3. Em seguida os mesmos foram fechados com tampas contendo 

válvula tipo “Bunsen”, lacrados com cola quente e fita adesiva, pesados e armazenados 

em sala com temperatura ambiente (Figura 4.1). 
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Figura 4.1. Mini silos armazenados  

 

3.4. Coleta, processamento e análises laboratoriais 

 

Passados 120 dias do fechamento os mini silos foram pesados, abertos e, após 

eliminação de cerca de 5 cm da parte superior e da parte inferior, a parte central foi 

homogeneizada em saco plástico e foram coletadas amostras para posterior análise 

laboratorial.  

Na ocasião da abertura foi quantificado o volume de efluente produzido e uma 

amostra de 25 g da silagem foi processada, por um minuto, em liquidificador industrial 

juntamente com 225 mL de água destilada para determinação do pH, de acordo com 

método proposto por Kung Jr. (1996). 

O material foi seco até atingir peso constante em estufa de circulação forçada a 

65ºC e moído em moinho de facas em peneira com crivos de 1 mm. Posteriormente, foram 

realizadas as análises bromatológicas no Laboratório do Departamento de Zootecnia da 

ESALQ/USP usando o método NIRS – espectrofotometria de infravermelho proximal. 

Para contagem de bactérias ácido-láticas realizou-se diluição seriada usando o 

meio MRS (Man-Rogosa-Sharpe), com plaqueamento de 1mL em placas Petrifilm (AC, 

3M®) com diluições 10-1, 10-3 e 10-5 realizados em triplicata. Em seguida, as placas foram 
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alocadas em jarra de cultivo de micro-organismos contendo disco gerador de anaerobiose 

(Anaerobac, Probac). A jarra foi mantida em estufa a 30°C e a contagem da população 

foi realizada 48±4h após a incubação. Os resultados obtidos foram expressos em 

Unidades Formadoras de Colônias (UFC/mL).  

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) foi utilizada com o objetivo de 

visualizar as mudanças estruturais na superfície das fibras da silagem. As amostras de 

silagem foram secas a 65°C, metalizadas em equipamento Sputter Coater SCD 050 

(Balzers, Alemanha) e visualizadas em microscópio eletrônico de varredura modelo JMS 

7001F (JEOL, Japão) utilizando voltagem de 15 kV, de acordo com protocolo adaptado 

de Li et al. (2014).  

As silagens foram distribuídas em um delineamento inteiramente casualizado com 

cinco tratamentos e quatro repetições, sendo os dados médios apresentados de forma 

descritiva. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Durante o processo de ensilagem, grande quantidade de oxigênio é produzida 

dentro do silo, o que resulta no aumento da sobrevida de micro-organismos indesejáveis, 

como bactérias aeróbias e fungos, que competem com as bactérias ácido-láticas (BAL) 

pelos carboidratos solúveis, prejudicando a redução do pH e a preservação da silagem. 

Como o oxigênio é um fator indesejável para se obter silagem de alta qualidade, a 

compressão da forragem na ensilagem é necessária para reduzir a quantidade de oxigênio 

e, consequentemente, melhorar a qualidade final da silagem. A alta densidade de silagem 

promove a eliminação de oxigênio e assegura condições anaeróbicas dentro do silo 

(Anésio et al., 2017). 

Desta forma, quanto maior for a compactação, maior será a densidade (em kg de 

MS/m3) do silo, o que, além de melhor aproveitamento da capacidade do silo resultará 

em redução de perdas. No presente estudo a quantidade de material ensilado em cada mini 

silo apresentou pouca variação entre os tratamentos (Figura 4.2), sendo obtida média de 

2.180 g (± 54g), o que resultou em densidade média das silagens de 570 kg/m3, valor 

adequado e dentro da faixa de 550 a 650 kg/m3 recomendados por Paziani e Campos 

(2015) para silagem de milho. 

 

 

Figura 4.2. Peso médio dos mini silos logo após a ensilagem.  

Controle: silagem sem adição de enzimas fibrolíticas; coquetel: consórcio 4 (45% CSTR: 10% PCAT: 45% 

BCAT); cellic ctec2 e celluclast: coquetéis comerciais; 1x e 50x: dosagem de enzima fibrolítica.   
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Sucu et al., (2016) ressalta que as silagens mais compactadas (612 kg/m3) são 

mais estáveis do que as silagens menos compactadas (577 kg/m3). Estes resultados 

reconfirmam os achados por Velho et al., (2007) que realizaram um trabalho testando a 

densidade de 500 e 600 kg/m3 e chegaram à conclusão que quanto maior a densidade de 

compactação melhor a conservação dos glicídios solúveis e menor as alterações dos 

carboidratos estruturais e menor proteólise na silagem de milho.  

De acordo com França et al. (2011) silagens caracterizadas como de boa qualidade 

devem apresentar pH na faixa de 4,2, o que evita a proteólise e a consequente produção 

de ácido butírico. No presente trabalho os valores médios de pH das silagens foram de 

4,41; 4,37; 4,37; 4,34 e 4,37 para os tratamentos controle, coquetel 1x, Cellic® CTec2 1x, 

Cellic® CTec2 50x e Celluclast® 1x; respectivamente (Figura 4.3). Embora os valores de 

pH não tenham variado entre os tratamentos, esses estão acima do recomendado, 

provavelmente devido ao fato de que o material foi ensilado com elevado teor de matéria 

seca (MS=35%), mesmo este estando dentro da faixa 30 a 37% considerada por Nussio 

(1991) como ideal para obtenção de silagens de boa qualidade. Além do pH, o teor de 

matéria seca influencia a intensidade do processo de fermentação da silagem. O menor 

teor de umidade, associado à maior tensão osmótica, decorrente da concentração de 

nutrientes, inibe o surgimento de fermentações indesejáveis, causadas por bactérias 

clostrídicas, sem prejudicar a fermentação láctica. (Rodrigo et al., 2004). 

 

Figura 4.3. Valor do pH da silagem no momento da abertura dos mini silos. 

Controle: silagem sem adição de enzimas fibrolíticas; coquetel: consórcio 4 (45% CSTR: 10% PCAT: 45% 

BCAT); cellic ctec2 e celluclast: coquetéis comerciais; 1x e 50x: dosagem de enzima fibrolítica.   
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Segundo Cherney e Cherney (2003) o pH ainda permanece como um bom 

indicador da qualidade de fermentação em silagens com baixo teor de MS e não sendo 

adequado para silagens com alto teor de MS. Adicionalmente, Jobim et al. (2007) 

afirmam que silagens de materiais com baixo teor de umidade invariavelmente 

apresentam valores de pH elevados, acima de 4,2.  

Apesar de ser um importante parâmetro para inferir a qualidade do processo de 

ensilagem, Yasuoka et al. (2015) apontam que o pH não deve ser utilizado como critério 

exclusivo na avaliação da fermentação, pois seu efeito inibidor de micro-organismos 

depende da velocidade de declínio da concentração iônica e do teor de umidade do 

material ensilado. De acordo com Valeriano et al. (2009), a rápida redução no pH da 

silagem diminui a degradação de proteínas no silo por inativação de proteases das plantas, 

explicando a baixa redução de proteína bruta da silagem, como também inibe o 

desenvolvimento de micro-organismos anaeróbios indesejáveis, tais como 

enterobactérias e clostrídios. 

A produção de efluente também é influenciada por fatores como teor de MS da 

cultura ensilada, além do tipo de silo, grau de compactação e processamento físico da 

forragem (Haigh, 1999). O efluente (ou lixiviado) pode ser produzido tipicamente quando 

a cultura ensilada possui um alto teor de umidade. A umidade excessiva representa risco 

de perda de nutrientes e pode gerar dano ao meio ambiente, pois o efluente apresenta alta 

demanda bioquímica de oxigênio (DBO), é rico em nutrientes solúveis, nitrogênio (N), 

fósforo (P) e apresenta pH baixo, variando de 3,5 a 5 (Gebrehanna et al., 2014). No 

presente estudo não foi verificada produção de efluente nas silagens do tratamento 

controle. Já o material tratado com os coquetéis enzimáticos apresentaram produção de 

efluente nas quantidades médias de 36,5 mL; 122 mL; 94 mL e 224 mL para os 

tratamentos coquetel 1x (n=2), Cellic® CTec2 1x (n=4), Cellic® CTec2 50x (n=4) e 

Celluclast® 1x (n=3); respectivamente. Nota-se aumento na produção de efluente dos 

tratamentos contendo os coquetéis comerciais  em relação ao coquetel 4. Além disso, o 

aumento da dosagem do coquetel Cellic® CTec2 em 50 vezes aumentou 2,38 vezes a 

produção de efluente em relação ao tratamento Cellic® CTec2 1x. 

Os resultados da composição bromatológica das silagens são apresentados na 

Tabela 4.1. Em relação ao tratamento controle verifica-se a manutenção do teor de matéria 

seca e elevação no teor de proteína bruta, sendo esta última para a silagem tratada com o 

coquetel Celluclast®.  
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A manutenção do teor de matéria seca em relação ao tratamento controle é um 

indicativo de que não ocorreram perdas durante o processo de fermentação. Em relação 

ao teor de proteína das silagens os valores observados no presente estudo são ótimos, pois 

estão próximos ao limite superior esperado, uma vez que valores aceitáveis estão abaixo 

de 10% da proteína bruta total (Pereira, 2013).  No trabalho de Rodrigues et al. (2002) o 

teor de proteína bruta foi de 9,4% para o tratamento controle e 9,8 para o tratamento 

contendo adição de inoculante.  

O aumento no teor de proteína em relação ao controle, fato também verificado por 

Lara (2013) em silagens de milho que receberam enzimas fibrolíticas, indica que houve 

redução da proteólise na fase fermentativa no material ensilado que recebeu os coquetéis 

enzimáticos. No presente estudo este fato é evidenciado no tratamento Celluclast® 1x, o 

qual apresentou o maior teor de proteína bruta (10%) e o menor valor de N-NH3, 

composto produzido a partir da degradação da proteína verdadeira pela ação enzimática. 

Em relação à fração fibrosa, verifica-se aumento nos teores de fibra em detergente 

neutro (FDN), fibra em detergente ácido (FDA) e lignina e redução na concentração de 

carboidratos não fibrosos (Tabela 4.1) quando se avalia as silagens que receberam 

coquetel enzimático em relação ao tratamento controle. 

 

 

Tabela 4.1 – Teor de matéria seca e composição bromatológica (%/MS) da silagem de 

milho tratada com enzima fibrolítica exógena por NIRS. 

Item1 

Tratamento 

Controle Coquetel 1x 
Cellic® 

CTec2 1x 

Cellic® 

CTec2 50x 
Celluclast® 1x 

Matéria seca 90,2 90,6 90,4 89,9 89,5 

Proteína bruta 9,1 9,3 9,5 9,3 10,0 

FDN 40,8 41,5 44,2 43,3 44,7 

FDA 25,8 26,8 27,8 26,8 27,0 

Lignina 3,5 4,0 4,1 4,5 4,0 

CHO´s 1,3 1,8 1,0 0,9 1,9 

NDT 65 64 63 63 64 

N-NH3 0,51 0,54 0,57 0,56 0,47 

Ácido lático 6,64 7,23 6,93 6,77 6,71 

Ácido acético 1,79 0,76 1,41 1,32 1,90 
1FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente ácido; CHO´s: carboidratos solúveis em água; 

NDT: nutrientes digestíveis total; N-NH3: nitrogênio amoniacal. Controle: silagem sem adição de enzimas 

fibrolíticas; coquetel: consórcio 4 (45% CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT); cellic ctec2 e celluclast: 

coquetéis comerciais; 1x e 50x: dosagem de enzima fibrolítica.   
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Os valores considerados ideais para FDN devem ficar entre 45 e 52% da MS. 

Neste trabalho a FDN variou entre 40,8 do controle a 44,7% do tratamento com 

Celluclast® 1x, sendo que os maiores valores são observados nos tratamentos que 

receberam os coquetéis comerciais (Tabela 4.1). Valores abaixo de 45% podem estar 

relacionado a quantidade de grãos presentes. Como os grãos têm pouca fibra, valores 

baixos de FDN indicam, geralmente, silagens com maior quantidade de grãos, enquanto 

que valores maiores de FDN indicam menores quantidades de grãos e/ou que a silagem 

pode ter sido colhida acima do ponto ideal (Valadares Filho et al., 2002). 

Segundo Valadares Filho et al. (2002) a concentração de FDA na silagem de 

milho deve estar em torno de 30%, valores acima do citado podem ser considerados altos, 

podendo prejudicar a digestibilidade da silagem produzida. As percentagens de FDA 

obtidas no presente ensaio variaram de 25,8 (controle) a 27,8% (Cellic® CTec2 1x).  

O aumento observado na fração fibrosa e no teor de lignina é apontado por Lara 

(2013) como decorrente do efeito de diluição, uma vez que essas frações são expressas 

em termos percentuais.  

Neste trabalho os valores de nutrientes digestíveis totais (NDT), que indicam a 

soma das frações digestíveis do alimento, variaram de 63 a 65% e, estão dentro do 

esperado para silagens de milho encontrados na literatura. No trabalho de  Rodrigues et 

al. (2002) os valores de NDT variaram de 65,07 a 65,14%.  

Quando a concentração de carboidratos solúveis em água (CHO´s) é adequada 

que a umidade não seja excessiva, as bactérias produtoras de ácido láctico 

(homofermentativas) proliferam ao invés das bactérias heterofermentantes e clostrídios, 

de modo que o ácido lático se acumula em vez de ácido butírico (Dean et al., 2005). As 

maiores concentrações de CHO´S foram observadas nos tratamentos Celluclast® 1x 

(1,9% MS) e coquetel 1x (1,8% MS), o que representa aumento de 46 e 38% com relação 

ao tratamento controle (1,3% MS).  

A elevada produção de ácido acético é indício da atuação de enterobactérias, que 

ocorrem durante os estágios iniciais da fermentação da silagem, competindo com as 

bactérias ácido-láticas por nutrientes (Coan et al., 2005). O menor índice de ácido acético 

foi observado na silagem que foi tratada com o coquetel 1x (0,76%). O maior nível de 

ácido acético foi encontrado no tratamento com Celluclast® 1x (1,9%). No trabalho de Li 

et al. (2016) o nível de ácido acético variou entre 1,13 a 2,31% entre os tratamentos.  

Segundo Li et al. (2016) uma ensilagem de boa qualidade deve apresentar taxas 

de N-NH3 inferior a 10% do N total. No trabalho de Domingues et al. (2012) a taxa de N-
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NH3 variaram entre 0,14 e 0,21% ao analisarem 23 tratamentos. Neste trabalho dentre os 

tratamentos com coquetéis enzimáticos a variação foi de 0,47 (Celluclast® 1x) a 0,57% 

(Cellic® CTec2 1x) de N-NH3. 

A presença de bactérias ácido-láticas (BAL) é de suma importância para a 

silagem, pois, são responsáveis pelo processo fermentativo, pois quanto mais rápido for 

a produção de ácido lático, mais rápida será a queda do pH e menores os riscos de 

contaminação causada pelo crescimento de micro-organismos deterioradores (Li et al., 

2016). No presente estudo a contagem de bactérias ácido-láticas na silagem, feita na 

diluição de 10-5, demonstrou que o tratamento Cellic® CTec2 1x apresentou maior 

quantidade de bactérias ácido-láticas e que o tratamento Celluclast® 1x apresentou a 

menor quantidade (figura 4.4). 

Variação na contagem de bactérias ácido-láticas tem sido reportada no limite de 

detecção de 101 a 105 UFG g-1 para alfafa, até 106 em gramíneas e 107 em milho e sorgo 

(Silva et al., 2011; Pahlow et al., 2003).  

 

 

Figura 4.4. Contagem de bactérias ácido láticas na silagem de milho. 

Controle: silagem sem adição de enzimas fibrolíticas; coquetel: consórcio 4 (45% CSTR: 10% PCAT: 45% 

BCAT); cellic ctec2 e celluclast: coquetéis comerciais; 1x e 50x: dosagem de enzima fibrolítica.   

 

As BAL podem ser classificadas em homofermentativas e heterofermentativas 

(Bruno e Carvalho, 2009). As BAL homofermentativas são utilizadas no intuito de 

melhorar o processo fermentativo da silagem por meio do aumento na concentração de 

ácido lático, o que diminui o nitrogênio amoniacal e as perdas de MS. Já as BAL 
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heterofermentativas promovem melhorias principalmente após a abertura do silo, 

aumentando a estabilidade aeróbica da silagem, pela inibição do crescimento de fungos e 

leveduras. Assim, muitos dos trabalhos recomendam, quando inoculados BAL, que seja 

feita a combinação entre os dois grupos (Silva et al., 2011).   

Como afirmam Martins, Vieira e Teresinha (2008) a microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) constitui um complemento nos estudos de nutrição animal, pois, 

permite visualizar a degradação da biomassa durante e após o ensilamento (Muck et al., 

2018) ou a degradação do volumoso no rúmem do animal (Grenet e Barry, 1991; José et 

al., 1999). Segundo Cysneiros et al. (2006) a adição de enzimas fibrolíticas degradariam 

parcialmente os componentes da parede celular, fornecendo às bactérias maior quantidade 

de substrato fermentável.  

No trabalho de Harbers e Thouvenelle (1980) a microscopia eletrônica de 

varredura permitiu avaliar os efeitos da ensilagem e da degradação ruminal em silagem 

de folhas e caules de milho e sorgo. Os autores perceberam que as bactérias foram mais 

ativas na superfície adaxial do que na abaxial de milho e sorgo durante a ensilagem.  

Ao se analisar as imagens da microscopia eletrônica de varredura (Figuras 4.5 a 

4.10) observa-se que o material in natura e o tratamento controle foram os que 

apresentaram porções mais íntegras. Por sua vez a silagem que recebeu o coquetel 

comercial Cellic® CTec2 1x apresentou porções mais danificadas.   

Moon e Henk (1980) e Martins, Vieira e Teresinha (2008) avaliaram o efeito do 

tempo ao longo do ensilamento por MEV. Para Moon e Henk (1980) com 4 dias de 

fermentação foi possível observar bactérias ácido-láticas na superfície e em altas 

concentrações, próximas aos estômatos e ao longo do interior do mesófilo. Para Martins, 

Vieira e Teresinha (2008) com 12 h de fermentação foi possível visualizar a colonização 

da parede celular e ausência de digestão dos tecidos, e não foi verificado alteração entre 

a adição e não adição de enzimas fibrolíticas na silagem de palha de arroz, entretanto, 

com 24 horas foi possível verificar maior população bacteriana associada ao tecido e há 

indícios da remoção da parede primária com digestão da parede secundária.  

Para que fosse observada ruptura e digestão da parede celular de palha de cevada 

pela adição de enzimas fibrolíticas por MEV se fizeram necessárias altas concentrações 

de enzimas fibrolíticas (McAllister et al., 2001).  
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Figura 4.5. Micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura do milho in 

natura triturado e não ensilado. 

 

  
Figura 4.6. Micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura da silagem de 

milho do tratamento controle (sem aditivo enzimático) após 120 dias ensilado.  

 

  
Figura 4.7. Micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura da silagem de 

milho tratada com o Coquetel 1x (consórcio 4 - 45% CSTR: 10% PCAT: 45% BCAT) 

após 120 dias ensilado.  
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Figura 4.8. Micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura da silagem de 

milho tradada com Cellic® CTec2 1x após 120 dias ensilado.  

 

  
Figura 4.9. Micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura da silagem de 

milho tradada com Cellic® CTec2 50x após 120 dias ensilado.  

 

  
Figura 4.10. Micrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura da silagem de 

milho tradada com Celluclast® 1x após 120 dias ensilado.  
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5. CONCLUSÃO 

 

O uso de aditivos enzimáticos na silagem de milho resultou em aumento da fração 

proteica e fibrosa. A silagem que recebeu o coquetel 1 x apresentou a maior produção de 

ácido-lático, maior teor de carboidratos solúveis em água e menor concentração de ácido 

acético com relação ao controle.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

O objeto de estudo principal dessa tese foi o desenvolvimento de um consórcio 

enzimático otimizado para a degradação de biomassa lignocelulósica e de baixo custo ao 

utilizar micro-organismos selvagens cultivados em fontes de carbono lignocelulósica 

No capítulo 1 foi apresentada uma revisão bibliográfica atualizada sobre coquetéis 

enzimáticos.  

No capítulo 2, de 16 extratos brutos obtidos a partir de fungos filamentosos 

cultivados em diferentes fontes de carbono, 3 extratos brutos apresentaram potencial em 

produtor enzimas holocelulolíticas com características físico-químicas desejáveis para o 

desenvolvimento de consórcios enzimáticos. Os extratos brutos de T. reesei cultivado em 

casca de soja, A. terreus cultivado em bagaço de cana e o A. terreus cultivado em palha 

de cana, foram combinados com apoio de um planejamento de misturas. Os consórcios 

(CSTR:PCAT:BCAT); 1 (0,33:0,33:0,33), 4 (0,45:0,1:0,45) e 6 (0,2:0,75:0,05) foram 

caracterizados e avaliados. A partir desta avaliação o consórcio 4 foi selecionado para as 

etapas seguintes de suplementação e aplicação.  

No capítulo 3, consistiu em otimizar o consórcio enzimático 4 com o emprego de 

surfactantes, aditivos químicos, enzimas hidrolíticas e acessórias. Obteve maiores 

resultados de liberação de ART e glicose na hidrólise de bagaço de cana de açúcar quando 

foi adicionado tween 80 e lacase, apresentado maior liberação de açúcares que o coquetel 

comercial celluclast. Tanto as enzimas principais quanto os aditivos trabalharam de forma 

coordenada e sinérgica para obter tal efeito. Nesta etapa a redução de escala e 

reprodutibilidade do experimento de hidrólise foi validada.  

No capítulo 4, o consórcio 4 foi aplicado silagem de milho como um aditivo 

fibrolítico exógeno. A aplicação de aditivos enzimáticos na silagem representa um ramo 

em potencial crescimento. As enzimas são vantajosas na conservação de forragens 

melhorando os padrões de fermentação, e apresenta vantagens principalmente em 

silagens de gramíneas onde o teor de carboidratos solúveis é limitado.  

Este trabalho mostrou o potencial para desenvolver consórcios enzimáticos 

eficiente. Demonstrou-se então que, o consórcio enzimático pode ser aproveitado no 

contexto de conversão enzimática em uma biorrefinaria e em processos agropecuários.  
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PERSPECTIVAS 

 

• Avaliar o efeito da lacase nas atividades enzimáticas do consórcio 4; 

• Avaliar o efeito da expansina nas atividades enzimáticas do consórcio 4; 

• Aplicar o consórcio 4 LT na hidrólise de diferentes biomassas; 

• Utilizar técnicas de pré-tratamento nas biomassas a serem hidrolisadas; 

• Aplicar o consórcio 4 LT na silagem de capim; 

• Patentear o consórcio 4 LT; 

• Identificar as proteínas do consórcio 4 LT a partir da excisão das bandas dos géis 

e identificá-las por espectrometria de massas (LC-MS/MS); 

• Realizar MEV dos substratos em diferentes tempos de hidrólise para visualizar as 

mudanças que ocorrem na estrutura da biomassa ao longo do tempo de hidrólise 

enzimática. 

 

 


