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RESUMO 

As celulases são enzimas hidrolíticas do complexo celulolítico que clivam as ligações O-

glicosídicas da celulose, sendo divididas em três grupos, de acordo com o seu local de ação no 

substrato celulósico: endoglucanases (EnG), que dão início a hidrólise e clivam ligações 

internas da fibra celulósica, na região amorfa; exoglucanases (ExG), que atuam na região 

externa da celulose; e β-glicosidases (BG), que hidrolisam oligossacarídeos solúveis em 

glicose. A agricultura brasileira tem se consolidado como o grande vetor de desenvolvimento 

do país. Essa grande produção em consequência gera um quantitativo de resíduos que por sua 

vez são responsáveis por uma parcela da poluição e degradação do meio ambiente. Nesse 

estudo, no primeiro artigo buscou-se através da cromatografia liquida de proteínas, o 

isolamento de uma nova endoglucanase do fungo filamentoso Botrytis ricini URM 5627, em 

seguida foi realizado a caracterização bioquímica, quanto temperatura ótima, 

termoestabilidade, pH ótimo, estabilidade ao pH, efeito de sais, halotolerância, constantes 

cinéticas, e a enzima pura foi aplicada na sacarificação de resíduos agroindustriais. No 

segundo artigo observou-se os efeitos do pré-tratamento ácido e biológico na obtenção de 

açúcares fermentáveis. No terceiro artigo observou-se os efeitos de um planejamento 

estatístico Box- Behnken na otimização da sacarificação enzimática do farelo de trigo. Foi 

isolada uma endoglucanase halotolerante com uma massa molecular de 39 kDa foi obtida a 

partir da fermentação sólida do bagaço de cana-de-açúcar pelo fungo Botrytis ricini URM 

5627. Após o isolamento procedeu-se as caracterizações bioquímicas, apresentando 

temperatura e pH ótimos de 50ºC e 5, respectivamente. A enzima apresentou-se estável em 

uma faixa de 39 a 60ºC por 60 min e entre os pHs 4 a 6. A atividade enzimática aumentou na 

presença de Na
+
, Mn

2+
, Mg

2+
,
 
Zn

2+
 e diminuiu quando na presença dos íons Ca

2+
, Cu

2+
 e Fe

2+
. 

A endoglucanase apresentou um perfil halotolerante, uma vez que sua atividade foi 

aumentada à medida que a concentração de NaCl ficava maior. A enzima foi capaz de 

sacarificar todos os resíduos testados. O pré-tratamento biológico utilizando o Botrytis ricini 

URM 5627 apresentou uma grande superioridade ao pré-tratamento ácido na exposição da 

celulose como visto nos resultados obtidos. O planejamento Box-Behnken permitiu 

determinar com êxito, as condições das variáveis: tempo de sacarificação, carga de substrato e 

carga enzimática, necessárias para a maximização da produção de açúcares redutores. Esse 

trabalho permitiu a obtenção de uma enzima altamente ativa e capaz de ser aplicada para 

obtenção de açúcares fermentáveis. 

 

Palavras- chave: Fermentação em estado sólido. Purificação. Aplicações biotecnológicas. 



 
 

ABSTRACT 

Cellulases are hydrolytic enzymes of the cellulolytic complex that cleave cellulose O-

glycosidic bonds, being divided into three groups, according to their site of action on the 

cellulosic substrate: endoglucanases (EnG), which initiate hydrolysis and cleave internal 

bonds cellulosic fiber, in the amorphous region; exoglucanases (ExG), which act on the outer 

region of the cellulose; and β-glycosidases (BG), which hydrolyze glucose-soluble 

oligosaccharides. Brazilian agriculture has consolidated itself as the major vector of 

development in the country. This large production consequently generates a quantity of 

residues that in turn are responsible for a portion of the pollution and degradation of the 

environment. In this study, in the first article we sought to isolate a new endoglucanase from 

the filamentous fungus Botrytis ricini URM 5627 using liquid protein chromatography, then 

biochemical characterization was carried out, regarding optimal temperature, thermostability, 

optimum pH, pH stability , salt effect, halotolerance, kinetic constants, and the pure enzyme 

was applied in the saccharification of agro-industrial residues. In the second article, the effects 

of acid and biological pretreatment were observed in obtaining fermentable sugars. In the 

third article, the effects of Box-Behnken statistical planning on the optimization of enzymatic 

saccharification of wheat bran were observed. A halotolerant endoglucanase with a molecular 

mass of 39 kDa was isolated. It was obtained from the solid fermentation of the sugarcane 

bagasse by the fungus Botrytis ricini URM 5627. After the isolation, the biochemical 

characterizations were performed, presenting optimum temperature and pH of 50ºC and 5, 

respectively. The enzyme was stable in a range of 39 to 60ºC for 60 min and between pHs 4 to 

6. The enzyme activity increased in the presence of Na +, Mn2 +, Mg2 +, Zn2 + and 

decreased when in the presence of Ca2 +, Cu2 + and Fe2 + ions . Endoglucanase showed a 

halotolerant profile, since its activity was increased as the NaCl concentration increased. The 

enzyme was able to saccharify all the tested residues. The biological pretreatment using 

Botrytis ricini URM 5627 showed a great superiority to the acid pretreatment in the cellulose 

exposure as seen in the results obtained. Box-Behnken planning successfully determined the 

conditions of the variables: saccharification time, substrate loading and enzymatic loading, 

necessary to maximize the production of reducing sugars. This work made it possible to 

obtain a highly active enzyme capable of being applied to obtain fermentable sugars. 

 

Keywords: Solid state fermentation. Purification. Biotechnological applications. 
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1 Introdução 

 

 

A agricultura brasileira tem se consolidado como o grande vetor de desenvolvimento 

do país. Essa grande produção em consequência gera um quantitativo de resíduos que por sua 

vez são responsáveis por uma parcela da poluição e degradação do meio ambiente. Nos 

últimos anos, tem crescido o interesse pela utilização de resíduos agrícolas. Estudos recentes 

mostram que anualmente, 180 bilhões de toneladas de celulose são sintetizadas por plantas 

superiores, sendo por isso responsável pelo maior reservatório de carbono orgânico do planeta 

(FESTUCCI-BUSELLI, 2007). Em países de cultura agrícola, como o Brasil, por exemplo, o 

conteúdo de biomassa gerado pode atingir de 10
7
 a 9x10

7
milhões de toneladas. Para a cana de 

açúcar, por exemplo, a cada tonelada moída, 280 Kg de bagaço são gerados, o que 

corresponde a aproximadamente 30% do peso líquido total (UDOP, 2015). 

Tendo em vista a redução do acúmulo destes rejeitos, processos biotecnológicos vêm 

sendo estudados na atualidade, a produção de enzimas com aplicação industrial, aproveita os 

rejeitos como fonte de matéria prima, na obtenção dessas biomoléculas. A fermentação em 

estado sólido (FES) surge como uma estratégia viável para reciclar os resíduos gerados pela 

agroindústria. A mesma tem sido definida como o processo de fermentação que envolve uma 

matriz sólida, que deve ser realizado em ausência ou quase ausência de água; porém o 

substrato deve possuir teores de umidade e atividade de água suficiente para o crescimento, 

desenvolvimento e metabolismo do microrganismo empregado (SINGHANIA, R et al., 

2009). 

Dentre essas enzimas destaca-se o estudo com a endoglucanase, que está classificada 

com o EC 3.2.1.4, possui como nome sistemático, segundo a IUBMB -International Union of 

Biochemistry and Molecular Biology, 1,4-β-D-glucana-4-glucano-hidrolase. É a enzima do 

complexo celulolítico responsável por iniciar a hidrólise de homopolissacarídeos de glicose. 

Tal enzima hidrolisa as regiões internas da estrutura amorfa da fibra celulósica, liberando 

oligossacarídeos de diversos graus de polimerização (GP) e, consequentemente, novos 

terminais, sendo um redutor e outro não redutor (ZANDONÁ, 2001). As celulases têm 

ganhado muito destaque devido sua versatilidade em aplicações na hidrólise de resíduos 

agrícolas visando à liberação da glicose contida na celulose (OLSSON et al., 2003). 

Atualmente, são disponibilizadas na indústria de papel e celulose para branqueamento da 

polpa de celulose, na indústria têxtil produzindo a aparência ―lavada‖ de jeans e tornando 

tecidos mais lisos e macios, e na indústria de alimentos, na produção de sucos de frutas, 
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liquefazendo o tecido vegetal e permitindo a extração de pigmentos do fruto, entre outros 

(MUSSATTO et al., 2010). Além disso, o interesse tem surgido no emprego dessas enzimas 

em processos de hidrólise de resíduos agroindustriais para produção de açúcares fermentáveis 

que podem ser convertidos em biocombustíveis.  

A maior dificuldade para o aproveitamento dos resíduos celulósicos está 

representada pela barreira física formada pela lignina, impedindo o acesso a celulose 

(Volynets et al., 2017). Vários tipos de pré-tratamentos podem ser aplicados com o objetivo 

de diminuir o teor de lignina e facilitar a posterior hidrólise enzimática por celulases 

(Volynets et al., 2017). Os pré-tratamentos podem ser realizados utilizando ácidos, bases, 

vapor, biológico ou até mesmo a combinação entre eles (Singh et al., 2015). 

Com relação à sacarificação enzimática, várias pesquisas se voltam ao descobrimento 

de novas celulases e hemicelulases com alta eficiência hidrolítica, estáveis e que tenham 

baixo custo. Para esta proposta várias estratégias podem ser utilizadas, como por exemplo, 

estudos com novos organismos produtores de enzimas lignocelulolíticas, avaliação de 

diferentes sistemas de cultivo, avaliação de coquetéis enzimáticos que contenham todas as 

atividades necessárias com uma composição de proteínas pré-definida, estudos com 

reciclagem de enzimas, utilização de resíduos agropecuários como fontes de carbono para a 

produção das enzimas, entre outras. Esta última estratégia pode reduzir e os custos de 

produção destas enzimas e, além disso, estudos recentes já demonstraram a importância da 

composição das biomassas residuais na indução das enzimas lignocelulolíticas pelos 

microrganismos. 

Diante do exposto é viável propor a utilização dos rejeitos agroindustriais como 

substrato para produção de endoglucanase por microrganismos, uma vez que o processo é 

atrativo por se tratar do uso de um material como um meio de cultivo alternativo, abundante e 

de baixo custo. Além disso, propor o estudo bioquímico de uma endoglucanase, é uma tarefa 

nobre, tanto no âmbito cientifico quanto técnico, uma vez que existe a descoberta de um  

potencial biocatalizador especifico com vistas a diversas aplicações biotecnológicas. 

 

1.1 Características gerais das endoglucanases 

 

Celulases são enzimas sintetizadas por uma grande diversidade de microrganismos, 

incluindo fungos e bactérias, durante seus crescimentos em materiais celulósicos. Estes 

microrganismos podem ser aeróbicos, anaeróbicos, mesofílicos ou termofílicos (SUN e 

CHENG, 2002). São enzimas hidrolíticas que compõem o grupo das celulases as endo-1,4-β-
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glucanases (EC 3.2.1.4), as exo-1,4-β- glucanases ou celobiohidrolases (EC 3.2.1.91) e as 1,4-

β-glucosidases (EC 3.2.1.21) atuam de forma sinérgica na degradação da celulose.  

A celulose é um polissacarídeo composto por unidades de glicose ligadas entre si 

através de ligações β-1,4, formando microfibras. Estas microfibras se entrelaçam, formando 

finos filamentos, denominados fibrilas. As moléculas de celulose possuem duas regiões, 

cristalina e amorfa, sendo a região cristalina impermeável à água e resistente à degradação 

química e biológica, pois apresenta um número elevado de interações moleculares intra e 

internamente, como ligações de hidrogênio e forças de Van der Waals. Já a região amorfa é 

facilmente hidrolisável, pois nesta região há menos interações de hidrogênio, sendo 

facilmente hidratada e mais acessível às enzimas (PERCIVAL et al, 2006) (Figura 1).  

 

Figura 1: Esquema representando fibrilas, microfibrilas e celulose na parede celular de 

vegetais. 

 
Fonte: Adaptado de Alexander Silberman Institute of Life Sciences, 2015. 

 

A hidrólise completa da biomassa celulolítica requer o sinergismo das três enzimas do 

complexo celulolítico: endoglucanases (EC 3.2.1.4), exoglucanases (EC 3.2.1.91) e β-

glicosidase (EC 3.2.1.21). Estruturalmente, as enzimas possuem dois domínios separados, o 

primeiro um domínio de ligação à celulose (CBM) e o segundo um domínio catalítico 

proeminente (CD) contendo resíduos ativos que formam uma fenda ou bolsa catalítica. 

Ambos os domínios de proteína modular são conectados por uma região de ligação flexível, 

rica em treonina e serina, e o CBM contém cerca de 35 resíduos de aminoácidos. As enzimas 

celulolíticas agem sinergicamente para converter a celulose em glicose, as endoglucanases 
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atuam em primeiro lugar, clivando a cadeia linear de celulose, atuando nas ligações β-1-4 

internas, posteriormente, as exoglucanases atuam em resíduos expostos pela ação da 

endoglucanase e liberam a celobiose que é convertido em glicose livre pela β-glicosidase 

(AKRAM et al., 2018; WATANABE and TOKUDA, 2010). 

As celulases são enzimas que desempenham um papel fundamental na hidrólise da 

ligação β-1,4-glicosídica da celulose, um componente dominante da parede celular das 

plantas. A produção de celulases é uma importante área de pesquisa. No mercado industrial, 

ocupa a terceira posição no ranking mundial, representando 20% do volume total de enzimas 

comercializadas (YOON et al., 2014). A celulose é clivada por endoglucanases, as quais 

promovem cortes no polímero de celulose, expondo as extremidades redutoras e não 

redutoras. Enquanto as celobiohidrolases agem nas extremidades redutoras e não redutoras 

deste polissacarídeo liberando oligossacarídeos, dentre estes, unidades de celobiose. As betas 

glicosidases clivam a celobiose, liberando duas unidades de glicose. Após a ação sinergética 

deste sistema celulolítico se tem a completa hidrólise da celulose (VARNAI et al., 2010; 

SIGHANIA et al., 2010). A Figura 2 é uma representação simplificada da ação enzimática de 

cada classe de enzimas. 

 

Figura 2: Ação das celulases sobre a molécula de celulose 

 
 

Fonte: elaborado pela autora, 2020. 
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 As Endo-1,4-β-glucanase (EG), conhecidas também como endoglucanase, estão 

classificadas com o EC 3.2.1.4, e possuem nome sistemático, segundo a International Union 

of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB), 1,4-β-D-glucana-4-glucanohidrolase. A 

carboximetilcelulose (CMC) é utilizado como substrato preferencial para a atividade dessas 

enzimas, devido ao seu alto grau de polimerização e baixa cristalinidade (CAO e TAN, 2002; 

ZHANG et al., 2006). Tais enzimas hidrolisam randomicamente as regiões internas da 

estrutura amorfa da fibra celulósica, clivando ligações β-1,4 na região central da molécula e 

liberando açúcares e oligossacarídeos e, consequentemente, novos terminais, sendo um 

redutor e um não redutor (LYND et al., 2002).  

 A maioria das endoglucanases não é glicosilada, porém algumas apresentam até 12% 

de glicosilação em sua cadeia (BALDRIAN; VALÁŠKOVÁ, 2008) e possuem tamanho 

médio de 22 a 45 kDa, podendo algumas apresentarem   90 kDa, como endoglucanases de 

alguns fungos (SADANA et al., 1984). A maioria delas apresenta maior atividade entre as 

temperaturas de 50 e 70ºC e valores entre 4 e 5 em relação ao pH (VALÁSKOVÁ; 

BALDRIAN, 2006; DING et al., 2006). 

  Possuem grande importância econômica, podendo ser aplicadas em uma ampla 

variedade de atividades industriais. As principais aplicações são nas indústrias alimentícias, 

ração animal, têxtil, detergente, e cervejarias. Outras áreas incluem a indústria de polpa e 

papel, gestão de resíduos e indústria médico-farmacêutica (BHAT e BHAT, 1997). O 

mercado dessas enzimas deverá expandir-se dramaticamente quando as celulases forem 

usadas para hidrolisar materiais lignocelulósicos pré-tratados em açúcares, que podem ser 

fermentados para commodities como o etanol de 2ª geração e produtos com base biológica em 

larga escala (CHERRY e FIDANTSEF, 2003; HIMMEL et al., 1999; VAN BEILEN e LI, 

2002). 

 

1.2 Fermentação em estado sólido para obtenção de enzimas 

A fermentação em estado sólido (FES) pode ser definida como um bioprocesso que 

consiste no cultivo de microrganismos na superfície de materiais sólidos que apresentam a 

propriedade de absorver ou de conter água, inertes ou em substratos insolúveis que podem ser 

utilizados como fonte de nutrientes e energia. Esta técnica é realizada na ausência ou quase 

ausência de água livre, simulando o habitat natural que muitos fungos, bactérias e leveduras. 

No entanto, é necessário que o substrato possua umidade suficiente para suportar o 
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crescimento e atividade metabólica dos microrganismos (Figura 1.3) (RAHARDJO et al., 

2006; PANDEY, 2003). A fermentação em estado sólido (FES) apresenta grandes vantagens 

como o grande rendimento produtivo, pouca produção de resíduos e exige equipamentos 

simples de fermentação. Para um bom aproveitamento, devem-se levar em conta vários 

fatores, dentre os quais: a seleção criteriosa do microrganismo e do substrato, além do 

controle dos parâmetros fermentativos (PANDEY, 2012). 

 

Figura 3: Fermentação em estado sólido por B.ricini URM 5627 realizada em frascos 

erlenmeyer utilizando resíduo de trigo, arroz e bagaço de cana e água como meio de 

cultivo. 

 

 Fonte: elaborado pela autora, 2020 

 

 

Com o avanço da biotecnologia, a fermentação em estado sólido vem ganhando cada 

vez mais interesse e destaque devido a suas potenciais aplicações como na produção de 

enzimas e demais compostos bioativos (THOMAS, et al., 2013; SANTOS et al, 2013). A FES 

é favorecida e potencialmente utilizada devido à possibilidade de utilização de resíduos de 

origem agroindustrial que muitas vezes são descartados na natureza causando problemas 

ambientais e os utilizando como suporte ricos em fonte de carbono, nitrogênio e nutrientes 

para crescimento de microrganimos (LI e ZONG, 2010; KIRAN et al., 2014). 

 Para determinar as melhores condições de fermentação para a obtenção de enzimas 

faz-se necessário identificar as variáveis do processo. Desta maneira vê-se que estes 

parâmetros são de suma importância. Entre todos os parâmetros que influenciam o processo 

fermentativo sólido, tem destaque a atividade de água (aw) ou umidade, que deve ser baixa, 
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para evitar a contaminação do meio. Na FES, o microrganismo possui um limite de água para 

suas atividades metabólicas e seu crescimento. Segundo Pelizer et al. (2003) a atividade de 

água influencia o crescimento microbiano e processos biológicos e enzimáticos. Cada 

microrganismo possui um limite mínimo de atividade de água para realizar suas atividades 

metabólicas. Portanto, a atividade de água (aw) mínima para o crescimento de fungos é em 

torno de 0,70; para leveduras 0,80 e, para bactérias, 0,90 (JAY, J. M., 2005). O tamanho das 

partículas (granulometria) do substrato, também é importante, para facilitar o crescimento dos 

microrganismos. Partículas pequenas favorecem a compactação do sólido em consequência, 

dificulta a circulação de gases no meio. Em conta partida, partículas grandes favorecem maior 

aeração, no entanto limitam a superfície de contato do substrato para o microrganismo (DEL 

BIANCHI et al,  2011). A temperatura é um parâmetro de suma importância no crescimento 

dos microrganismos envolvidos, estando relacionado com a transferência de calor que ocorre 

no processo (PANDEY, 2004), portanto pode-se inferir que as reações envolvidas no 

crescimento microbiano são exotérmicas. O pH é um fator crítico na FES, por conta da 

heterogeneidade e consistência do material, sendo difícil de ser controlado. Diante a adição de 

soluções-tampão durante a etapa de umidificação do substrato tem se tornado importante 

(SCHMIDELL et al., 2001). 

 O tempo de fermentação está relacionado com a presença de nutrientes dispersos ao 

longo da fermentação contribuindo para o crescimento do microrganismo. À medida que os 

microrganismos vão consumindo os nutrientes e ocorrendo o esgotamento destes, há 

consequentemente a diminuição da produção microbiana e por fim o declínio da produção de 

metabólitos (SANTOS et al., 2013). Portanto, o controle das variáveis se faz necessário para a 

obtenção de produtos com características uniformes e constantes (DEL BIANCHI et al., 2001; 

PANDEY et al., 2002). 

 Diferentes enzimas podem ser produzidas por FES, a produção de endoglucanase por 

FES vem sendo amplamente estudada. Alguns dos principais focos são a avaliação de 

diferentes microrganismos, substratos sólidos e condições de cultivo. A Tabela 1.1 apresenta 

alguns trabalhos utilizando a técnica de FES na obtenção de endoglucanases. 

Na Fermentação em Estado Sólido, os fungos filamentosos representam os 

microrganismos mais promissores, pela variedade de produtos de seu metabolismo e devido 

ao desenvolvimento das hifas que permite aos mesmos maiores penetrações no substrato e nas 

regiões porosas entre partículas da matéria-prima (Figura 1.4). Além disso, a maioria dos 

fungos possui capacidade de crescer em meios com baixa atividade de água (aw) ou umidade e 
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baixo pH, e produz enzimas extracelulares hidrolíticas  para degradar as macromoléculas 

presentes no substrato sólido, favorecendo assim o seu uso em FES (RAHARDJO  et al., 

2006). De acordo Hasan, et.al.,(2002), dentre os fungos filamentosos, as três classes mais 

usadas em FES são Phycomycetes (Mucor e Rhizopus), Ascomycetes (Aspergillus e 

Penicillium) e Basidomycetes (Polysporus). A produção das endoglucanases foi estudada em 

muitos fungos filamentosos, particularmente nos grupos Trichoderma, Aspergillus, 

Fusariumn e Penicillium (CHELLAPANDI, 2008) (tabela 1). 
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Microrganismos 

Tempo de 

Fermentação (horas) 

Temperatura de 

incubação (°C) 

Referências 

 

Farelo de Trigo 

 

Aspergillus niger 

 
72 32 

 
Pirota et al. 2013 

Pera espinhosa 
Rhizopus sp. 

 

68,12 

 

30,41 

 
Santos et al. 2016 

Palha de trigo cortada 

 

Aspergillus niger 

 

70,35 

 

29,56 

 

 

Saqib et al. 2010 

Casca de laranja, flor seca e 

bagaço de cana 

 

Aspergillus fumigatus 

 

168 

 

30 

 
Karmakar e Ray 2010 

Ervas Chinesas 

 

Rhizopus oryzae 

 

48 

 
37 

 

Longwei et al. 2014 

Grão de milho moído 

 

Trichoderma virride 

 
72 30 

 

Farinas et al. 2011 
 

Farelo de Trigo 

 

Aspergillus níger 

 
72 32 

 

Pirota et al. 2016 

 

Bagaço de cana de açúcar 

 

Aspergillus oryzae 

 

 

72 35 

 

Zanelato et al. 2012 

Farelo de trigo 

 

Myceliophtora sp. 

 
18 50 

 

Dave et al. 2013 

 

Palha de arroz e palha de 

trigo 

Thermoascus aurantiacus 
 

168 

30 

 

 
Deswal et al. 2011 

Farelo de trigo 

 

Fomitopsis sp. 

Aspergillus. niger 
72 32 Farinas et al. 2011 

http://ascidatabase.com/author.php?author=M.&amp;last=Karmakar
http://ascidatabase.com/author.php?author=R.R.&amp;last=Ray
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zanelato%20AI%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=24031985
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Figura 4: Representação do crescimento de fungos filamentosos em substratos sólidos. 

 

Fonte: HOLKER; LENZ, 2005. 

 

Os principais resíduos utilizados em fermentação em estado sólido são de origem 

vegetal e animal proveniente da indústria agrícola e alimentos, respectivamente. Dentre os 

resíduos de origem animal destacam-se esterco de vaca, resíduo sólido de curtume, pena de 

galinha e farinha de peixe. Dentre os de origem vegetal destacam-se os resíduos de arroz, 

trigo, soja, algodão, cascas e bagaços de vegetais e frutas e resíduo de grãos utilizados na 

fabricação de pães e bebidas fermentadas (El-Bakry et al., 2015). Nas pesquisas voltadas para 

aplicação da FES na produção de endoglucanase os resíduos mais investigados são os 

resíduos de trigo (farelo, palha), milho (sabugo, palha), cana-de-açucar (bagaço), soja, casca 

de arroz, pó de madeira, papel Kraft, entre outros (Tabela 1). 

 

1.3 O fungo Botrytis ricini 

 

O fungo Botrys ricini é um fungo endofítico, corresponde a sua forma teleomórfica e 

pertence à classe dos Ascomycetes (LIMA et al., 2001). O mofo cinzento foi  

isolado de cultivares de mamoneira (Ricinus communis) e pode infectar essa 

planta em qualquer estágio, sendo uma das doenças mais importantes para essa 

cultura (Documentos 137, Embrapa, 2005; Angelo et al., 2011).   

A doença vegetal foi relatada pela primeira vez nos EUA em meados de 

1918 (Godfrey, 1923) e no Brasil, em São Paulo, 1932 (Gonçalves, 1936), tendo 

documentadas ocorrências em outros países, bem como em outros tipos de 
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plantações (Amiri, Onofre and Peres, 2016; Yu et al., 2014). Embora A. ricini 

tenha nicho ecológico fitopatogênico, suas enzimas podem ser obtidas a partir 

de diferentes processos de extração e purificação a partir do crescimento 

saprofítico em resíduos vegetais ou resíduos agroindustriais, de forma que a 

possibilidade de disseminação do fungo no ambiente é nula ou muito baixa. 

As colônias de Botrys ricini são efusas, tornando-se branco acinzentado para castanho, 

com hifas hialinas, septadas e ramificadas. O conidióforo apresenta haste cilíndrica, de 

coloração marrom claro, septada, com ramificações quase simétricas, longas e cilíndricas 

(Figura 5). Algumas espécies podem apresentar impactos negativos tais como, o 

comportamento oportunista de plantas causando doenças de pré e pós-colheita em diversas 

culturas alimentares. Entretanto existem relatos que apresentam o alto desempenho desse 

gênero na produção de enzimas extracelulares de alto valor agregado, devido a sua alta 

capacidade em romper os tecidos vegetais, ligeiro crescimento e desenvolvimento (ABO-

ELMAGD, et al 2012). 

 

Figura 5: Ilustrações do fungo Botrys ricini; (a) Aspectos das colônias  crescidas em  

cultura no interior de placa de Petri em meio BDA. (b) Micrografia obtida por 

microscopia eletrônica de varredura sob aumento de 1000X; (c)  Imagem de  conidióforo 

e conídios sob microscopia óptica de 40x . 

 

 

Fonte: A e B elaborado pela autora, 2020 e C Silva, U. A., 2013. 

 

Existem poucos relatos na literatura voltados a purificação das enzimas produzidas por 

esse gênero, entretanto existem vários estudos que apresentam a atividade de diversas 

hidrolases, entre elas a endoglucanase por esses microrganismos, dessa maneira aumentando o 
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interesse por ele, uma vez que sua capacidade de penetração, crescimento em meios frente ao 

stress, chama a atenção para estudos mais profundos (RHA et al., 2001). 

 

1.4 Aspectos gerais dos resíduos agroindustriais 

Sabe-se que os processos biotecnológicos vêm recebendo cada vez mais destaque e se 

difundido em vários segmentos industriais e tem se mostrado promissores e com inúmeras 

vantagens em relação aos processos convencionais. Isto porque os resíduos agroindustriais 

devido ao baixo ou nenhum valor comercial é uma alternativa atrativa e promissora 

considerando o elevado teor de carboidratos dessa biomassa, atuando como fonte de 

nutrientes (CUNHA et al.,2005). Os resíduos resultantes das atividades agroindustriais são 

gerados no processamento de couro, fibras, alimentos, madeira, produção de açúcar e álcool, 

etc. Sua produção é geralmente, sazonal, condicionada pela maturidade da cultura ou oferta da 

matéria-prima (MATOS, 2005). O tipo e quantidade de resíduos agroindustriais produzidos 

são variáveis com o tempo (MATOS, 2014). 

As biomassas residuais de composição majoritária lignocelulósicas e são consideradas 

o recurso renovável mais abundante da terra, que consiste em cadeias de açúcares 

(polissacarídeos) fortemente associadas e ligadas covalentemente. Os componentes principais 

dos materiais lignocelulolíticos consistem de três grandes polímeros tais como celulose, 

hemicelulose e lignina (Figura 6), no qual as microfibrilas de celulose encontram-se 

incorporados dentro de uma matriz composta por hemicelulose e lignina, conferindo maior 

estabilidade e proteção à parede celular aos ataques microbianos e enzimáticos (LYND et al 

2008; PETERS, 2014). Vários resíduos agroindustriais podem ser utilizados como fonte de 

composto lignocelulolíticos, como o farelo de cevada, palha de milho, bagaço de cana, casca 

de arroz, palha de trigo, casca de aveia, palha de sorgo, casca de amendoim, etc. A biomassa é 

composta aproximadamente de 30 a 40% de celulose, 20 a 30% de hemicelulose, 5 a 20% de 

lignina (Tabela 1.1), além de pequenas quantidades de outros componentes em sua  

composição: cinzas, proteínas, pectinas, minerais, amido, dentre outros (BARR et al., 2012; 

SARKAR et al., 2012; BRAGATTO, 2010).  

 

Figura 6: Esquema representativo de materiais lignocelulolíticos (Santos et al.2012). 



29 
 

 

Fonte: Santos et al.2012. 

 

Tais resíduos podem ser utilizados como substrato em fermentação em estado sólido 

(FES), sendo necessária menor infraestrutura e equipamentos de fermentação mais simples, 

além de ser possível obter o produto de forma mais concentrada, o que representa grande 

vantagem econômica, em comparação com outras modalidades para a produção de enzimas 

(EL- BONDKLY; EL-GENDY, 2012; SUKUMARAN et al., 2009). O Brasil apresenta 

vantagens para o desenvolvimento de uma indústria baseada em matérias-primas renováveis 

devido à vasta biodiversidade existente em seu território, cultivos agrícolas em grande 

extensão, diversidade de clima, cujo bioprocessamento desperta grande interesse econômico e 

social (COUTINHO, BOMTEMPO, 2010). Diante disso torna-se viável os estudos 

envolvendo processos fermentativos e enzimáticos, uma vez que esses materiais estão 

amplamente disponíveis para uso, além disso, podendo trazer benefícios que vão além dos 

produtos obtidos que é o fortalecimento da química verde, e desta forma gerando menos 

impactos ambientais. 

 

1.5 Aspectos gerais do bagaço de cana 

A cultura da cana-de-açúcar (Saccharum officinarum L.) (figura 7) foi introduzida no 

Brasil durante o período colonial, e tornou-se a principal cultura brasileira, tornando o país 

maior produtor de cana-de-açúcar do mundo. Segundo o CONAB (2018) o Brasil produz mais 

de 633,26 milhões de toneladas de cana-de-açúcar por ano (safra 2017/2018), sendo também o 
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maior produtor mundial de açúcar, com 36 milhões de toneladas produzidas e 37,87 milhões 

de toneladas exportadas no ciclo 2017/2018 - quantias equivalentes a 20% da produção global 

e 40% da exportação mundial. No caso do etanol, o país é o segundo maior produtor mundial 

(ranking liderado pelos Estados Unidos).  

 

Figura 7: Cana-de-açúcar (Saccharum officinarum L.) 

 

Fonte: Portal Syngenta, 2020. 

 

O bagaço de cana juntamente com a palha (figura 8) são os resíduos remanescentes da 

indústria de cana. O bagaço é obtido após o esmagamento da cana e extração do seu caldo 

(SU et al., 2012). Ele é composto de feixes de fibras e outros elementos estruturais, tais como 

vasos, parênquima e células epiteliais. Sua composição predominante apresenta 32-44% de 

celulose, 27-32% de hemicelulose e 19-24% de lignina (SOCOOL et al., 2010). Com o 

aumento na demanda por cana-de-açúcar, a disponibilidade de bagaço também aumenta na 

mesma proporção (HOFSETZ; SILVA, 2012; WALTER et al., 2011). Para cada tonelada de 

cana processada, tem-se em média 0,3 toneladas de bagaço (HOFSETZ; SILVA, 2012), sendo 

gerados em torno de 195 milhões de toneladas deste resíduo por ano, no Brasil 

(GOTTSCHALK; OLIVEIRA; BON, 2010). 

O bagaço tem uma aplicação estabelecida no processo produtivo, direcionado à 

alimentação das caldeiras e na geração de energia elétrica e calor para manutenção do setor, 

no entanto esse aproveitamento não é suficiente para acabar com os problemas ambientais 

causados por esse rejeito. Diante disso tem-se buscado alternativas que além de aproveitar 

esse material, seja capaz de agregar valor ao mesmo. Dentre as alternativas o uso do mesmo 

na técnica de fermentação solida que valoriza esse resíduo dando ao mesmo certa nobreza. 
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Estudos têm direcionado o uso deste resíduo em uma ampla variedade de processos 

biotecnológicos e na obtenção de novos coprodutos como ração animal, biofertilizantes, 

biocombustíveis, carvão vegetal, biogás, como material alternativo na construção civil, na 

produção de biomassa microbiana, compósitos e polímeros, entre outros (BRAUNBECK & 

CORTEZ, 2005). 

 

Figura 8: Bagaço de cana.  

 

Fonte: Portal Syngenta, 2020. 

 

1.6 Pré-tratamentos de resíduos lignocelulolíticos 

No contexto do processo de conversão biológica da biomassa lignocelulósica em 

açucares possíveis de serem fermentados para produção de etanol e outros insumos, no 

entanto para tornar esse processo mais eficiente faz-se necessário um pré-tratamento desses 

materiais, a fim de aumentar a susceptibilidade de ataque das enzimas aos polissacarídeos (LI 

et al., 2009). Os métodos de pré-tratamento podem ser classificados em: físico, químico, 

biológico e combinados. Os pré-tratamentos podem ser realizados utilizando ácidos, bases, 

vapor, ou até mesmo a combinação entre eles, sabendo-se que o vapor de amônia é uma base. 

Dentre os vários métodos de pré-tratamento, os mais utilizados são Expansão da fibra em 

amônia (AFEX), hidrólise, Processo em Separado de Sacarificação (SHF) e Fermentação 

Simultâneas (SSF) (SUN e CHENG, 2005). Para ser considerado eficaz, o pré-tratamento 

deve diminuir o grau de polimerização das moléculas de celulose, de forma que se tornem 

acessíveis ao processo de hidrólise, evitar formação de subprodutos inibidores dos processos 
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de hidrólise e fermentação e, principalmente, ser economicamente viável. O pré- tratamento 

separa a lignina da celulose e hemicelulose, os deixando disponíveis como demonstrado na 

figura 9. 

 

Figura 9: Alterações estruturais do complexo celulose-hemicelulose-lignina 

determinadas pelo pré-tratamento. 

 

Fonte: Santos et al., 2012. 

 

 

 Pré-tratamentos físicos: 

 

Os pré-tratamentos físicos possuem como objetivo principal tornar a área superficial 

da celulose maior, reduzindo seu grau de cristalinidade, o que facilita a realização da etapa de 

hidrólise. Esse tipo de processo tem como característica, na maioria das vezes, alto consumo 

de energia (SANTOS et al., 2012). Dentre eles, destacamos a moagem e trituração (bola, 

energia vibratória, rolo duplo, pressão, martelo); radiação (raios de elélrons, raios gama, 

micro-ondas); altas temperaturas (pirólises, explosão a vapor). 

 

 Pré-tratamentos químicos: 
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Os tipos de pré-tratamentos químicos diferenciam-se pelos compostos utilizados, 

assim como pelos mecanismos responsáveis pelas modificações estruturais e químicas da 

parede celular. Os mesmos podem usar ácidos, bases ou solventes orgânicos (BRODEUR et 

al., 2011 apud CHEMMÉS et al., 2013). 

 

 Pré-tratamentos biológicos: 

Conforme mencionado anteriormente, enquanto os pré-tratamentos químicos baseiam-

se na aplicação de substâncias específicas, os processos de pré-tratamento biológico utilizam 

microrganismos, principalmente fungos, para tornarem a estrutura do material lignocelulósico 

mais acessível aos agentes promotores da hidrólise. Por tratar-se da aplicação de seres vivos, 

as condições de pressão e temperatura são brandas e a necessidade de energia é pequena 

(SÁNCHEZ; CARDONA, 2008 apud BERNARDO NETO, 2009). A atuação desses 

microrganismos dá-se a partir da secreção de enzimas extracelulares que permitem a remoção 

de grande parte da lignina da biomassa. Os principais agentes promotores de tal processo são 

os fungos de decomposição branca, que produzem enzimas como a lignina-peroxidase, 

manganês-peroxidase e a lacase (BONONI, 1997; CHAGAS; DURRANT, 2001; CLOETE; 

CELLIERS, 1999 apud BORTOLAZZO, 2011). 

 

 Pré-tratamentos combinados: 

 

Os processos de pré-tratamentos combinados são assim chamados por tratarem de 

combinações dos pré-tratamentos físicos, químicos e biológicos já desenvolvidos. Destes, o 

principal é a explosão a vapor catalisada. 

 

1.7 Técnicas de purificação de proteínas 

Sabe-se que o interesse por processos de purificação de biomoléculas está intimamente 

ligado ao desenvolvimento da biotecnologia e às demandas industriais de diferentes 

indústrias, tais como, alimentos, farmacêutica e química. Os processos de purificação são 

dados por etapas e isso por sua vez ao longo dos anos vem sendo discutidos por vários 

pesquisadores. Em 1986, Belter sugeriu que cada separação fosse considerada como quatro 

passos sequenciais, ou seja, clarificação ou remoção de compostos insolúveis, isolamento do 

produto ou concentração, purificação intermediária e polimento. Essa foi a melhor estratégia 
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para a purificação de biomoléculas, sendo utilizada em processos biotecnológicos como base 

para o desenvolvimento de processos de purificação de proteínas, enzimas, células e 

hormônios. Tal estratégia também se mostrou eficiente no desenvolvimento de novas rotas ou 

esquemas de purificação em nível de pesquisa de laboratório e industrial (NELSON e COX, 

2014; ZUÑIGA et al. 2003; CUSSLER et al. 1995).  

A escolha da técnica a ser utilizada na purificação das proteínas depende dos objetivos 

da separação. A purificação de uma única proteína de uma mistura complexa, que é conhecida 

como extrato bruto, exigirá uma técnica diferente àquela necessária para separar todos os 

componentes da mistura (NELSON e COX, 2014). As separações cromatográficas são as 

mais utilizadas na obtenção de proteínas puras e consistem na partição do soluto entre uma 

fase móvel e outra estacionária. Comumente, a fase estacionária é sólida, sendo formada por 

matriz de partículas empacotadas em coluna de forma tubular. A fase móvel que contém a 

mistura de componentes a serem separados passa através da coluna (ZUÑIGA et al. 2003). 

Dentre as cromatografias mais utilizadas destaca-se a de troca-iônica, gel-filtração e 

afinidade.  

Na cromatografia de troca iônica, a separação ocorre de acordo com a carga das 

biomoléculas. A separação ocorre porque as interações eletrostáticas entre os grupos são 

reversíveis e dependentes da afinidade de cada substância pelo trocador. Esta afinidade é em 

função do pH do meio, da temperatura, da força iônica, do tampão, etc. As resinas utilizadas 

são obtidas pela introdução de grupamentos polares em matrizes insolúveis em água, tais 

como, celulose, poliacrilamida, géis de dextrana e copolímeros de estireno e divinilbenzeno. 

Na figura 10 pode ser observado um esquema ilustrativo da cromatografia de troca iônica. 

 

Figura 10: Esquema ilustrativo da cromatografia de troca-iônica 
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Fonte: Nelson e Cox, 2014. 

Outro tipo de cromatografia é a filtração em gel, também conhecida como 

cromatografia por exclusão de tamanho, em que as moléculas são separadas de acordo com 

sua massa molecular (COMINETTI; PONTES; SOUZA, 2007). A cromatografia por exclusão 

tem propriedades desejáveis, tais como simplicidade técnica, insensibilidade a solventes e 

temperatura, condições amenas e versatilidade. Assim, uma solução aquosa contendo 

proteínas de vários tamanhos passa por essa fase estacionária e as proteínas com maiores 

massas moleculares não conseguem entrar e passar pelos poros, sendo excluídas, e, portanto, 

saem anteriormente às proteínas com menores massas moleculares, como é apresentado no 

esquema ilustrativo da figura 11. 

 

Figura 11: Esquema ilustrativo da cromatografia de filtração em gel. 

 

Fonte: Nelson e Cox, 2014. 

 

Outra técnica utilizada é a cromatografia por afinidade onde o suporte apresenta 

afinidade específica com a substância a ser isolada. Ela é capaz de fornecer um alto grau de 

purificação, acopla-se covalentemente uma molécula ligante apropriada a uma matriz 

insolúvel. A molécula ligante adsorve da solução a substância a ser isolada, sendo eliminadas 
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as que não apresentam nenhuma afinidade com o suporte, como pode ser observado na figura 

12. 

Figura 12: Esquema ilustrativo da cromatografia de afinidade. 

 

 

Fonte: Nelson e Cox, 2014). 

 

1.8 Aplicações de endoglucanases 

As hidrolases compreendem, aproximadamente, 75% do total de enzimas 

comercializadas, incluindo celulases, amilases e hemicelulases, constituindo o segundo maior 

grupo, após as proteases. As celulases possuem um grande potencial biotecnológico, podendo 

ser empregadas nas indústrias alimentícias, de rações animais, têxtil e de detergentes, na 

reciclagem de papel, além da possibilidade de aplicação na sacarificação de resíduos 

agroindustriais para a produção de etanol (BHAT et al., 2000). Destaca-se outro distinto 

potencial biotecnológico das celulases consiste no processo de reciclagem de papel, onde 

conseguem remover, com eficácia, partículas de tinta aderidas à superfície das fibras e 

favorecendo o branqueamento total do papel (BHAT et al., 2000). 

A sacarificação de resíduos lignocelulósicos por celulases, com a posterior produção 

de etanol de segunda geração, também chamado de etanol celulósico, representa uma busca 

incessante por pesquisadores de vários países do mundo, no sentido de encontrar novas fontes 

alternativas aos combustíveis fósseis. A utilização ou reutilização da biomassa vegetal, além 
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de reduzir a emissão de CO2 na atmosfera, agrega valor à matéria e contribui para reduzir o 

impacto ambiental ocasionado pelo acúmulo de resíduos lignocelulósicos, gerados 

anualmente (PANDEY et al., 2000; LIN & TANAKA, 2006). A conversão de resíduos 

lignocelulósicos em açúcares fermentáveis é considerada uma etapa crítica para a produção de 

bioetanol (YU et al., 2013). Entre as tecnologias disponíveis pode-se destacar a hidrólise 

enzimática. Este método oferece diversas vantagens, como alta especificidade, condições de  

reação mais suave, alto rendimento, menor gasto de energia e menor formação de produtos 

indesejáveis (CHAPLA et al., 2010; SADAF e KHARE, 2014; VICUNA et al., 1995).   

A conversão da celulose a etanol compreende as etapas de sacarificação e fermentação 

dos açúcares liberados. Na sacarificação ocorre à hidrólise dos polissacarídeos que pode ser 

por via ácida ou enzimática e posteriormente os açúcares liberados são fermentados por 

leveduras. A hidrólise ácida é bem conhecida, porém apresenta muitas desvantagens, como a 

geração de inibidores da fermentação por leveduras e a difícil recuperação dos açúcares 

liberados. A hidrólise enzimática é o método mais eficiente e que não gera inibidores, sendo 

que seu processo está em pleno desenvolvimento e pode contribuir na utilização da biomassa 

(SANTOS, et al., 2012). 

 

2 Conclusão 

 

Conforme foi observado pelo referencial teórico apresentado neste capítulo, vários 

trabalhos abordam o grande interesse na obtenção e utilização das endoglucanases em 

aplicações industriais bem como biotecnológicas, tais como, indústrias alimentícias, têxtil, 

ração animal, farmacêuticos, produtos químicos, produção de biocombustíveis, entre outros.  

Mesmo em meio aos obstáculos, que estão intimamente ligados aos custos na 

produção, bem como na possível reutilização desse catalizador biológico muitos esforços pela 

redução de custos na produção de enzimas tem proporcionado o aumento  das pesquisas  na 

sua fabricação através da utilização de cepas microbianas associadas às técnicas de 

fermentação. O processo de fermentação em estado sólido vem abrindo novas oportunidades, 

pelo fato de utilizar uma matriz decorrente de rejeitos agroindustriais, que em consequência 

barateia os custos de produção que são explicitados nos variados estudos citados nesse 

trabalho. 

Portanto, o estudo da utilização empregando, pó de madeira, fibra de coco, bagaço de 

cana na fermentação em estado sólido como substrato para a cultivo do Botrytis ricini URM 
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5627 pode proporcionar a viabilidade em obter biomoléculas com alto valor agregado como 

uma endoglucanase de interesse industrial e biotecnológico. 

 

3 Capítulo de Livro aceito para publicação 
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4 Justificativa e Objetivos 

 

 Justificativa  

O aumento da conscientização ambiental e a busca por alternativas sustentáveis tem 

merecido atenção desde o final do século XX e em consequência vem desafiando a 

humanidade a equilibrar a produção de bens e serviços, o crescimento econômico, a 

igualdade social e a sustentabilidade ambiental. Com isso surgem soluções práticas, 

versáteis e viáveis economicamente para o aproveitamento de resíduos agroindustriais 

(destacando para os resíduos de maior abundância, os lignocelulósicos). Neste contexto, a 

seleção de microrganismos celulolíticos eficientes é estratégica, uma vez que o Brasil é 

um país rico em biodiversidade, o que corrobora para a produção econômica destas 

enzimas utilizando-se de meios de baixo custo, o que proporcionará a aplicação dessa 

enzima em diferentes processos. 

 

 Objetivo Geral 

 

Enzimas com novas características são constantemente requeridas nos processos 

industriais e biotecnológico, isso por sua vez estimula o estudo das mesmas, logo esse m 

trabalho tem como objetivo isolar, caracterizar e aplicar a endoglucanase produzida pelo 

fungo filamentoso Brotrytis ricini URM 5627 na sacarificação de resíduos agroindustriais. 

 

 Objetivos específicos 

 

 Analisar a produção de endoglucanase pelo fungo cultivado em meios de cultura 

alternativos por fermentação em estado sólido; 

 Isolar por cromatografia líquida a endoglucanase produzida; 

 Caracterização bioquímica da enzima isolada; 

 Aplicação biotecnológica da enzima na sacarificação de resíduos agroindustriais; 

 Produção de Etanol 2G. 
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2 Experimental 

 

2.1 Reagentes e Soluções 

 

Os reagentes utilizados nos ensaios são de grau analítico de pureza. As soluções foram 

preparadas com água destilada e água ultrapura com resistividade específica de 18,2 MΩ cm, 

a partir de um sistema de purificação Milli-Q® (Millipore, Bedford, MA, USA). 

 

2.2 Experimental artigo 1 

 

2.2.1 Preparo do inóculo 

O fungo filamentoso Botrytis ricini, foi adquirido da Micoteca da Universidade 

Federal de Pernambuco (URM-UFPE) sob o número de registo: 5627. A cultura foi 

previamente crescida em Potato-Dextrose Agar (VETEC®) a 27 °C por 72 h e mantida a 4°C 

para manutenção. A suspensão de conídios foi preparada a partir do fungo cultivado em ágar 

batata-dextrose (VETEC®) e ágar-ágar (VETEC®) em frascos Erlenmeyer de 250 mL, 

durante um período de 7 dias em estufa bacteriológica (SL 222, Solab) a 27 ° C; a coleta dos 

conídios  foi feita com a adição de esferas de vidro estéreis Tween 80 (VETEC®) (0,01% v / 

v) nos frascos de Erlenmeyer. Para a contagem do número de esporos em suspensão, utilizou-

se uma câmara de Neubauer duplamente espelhada e um microscópio binocular, lente de 40X 

(BIOVAL® L1000).  

 

2.2.2 Obtenção e preparo dos resíduos   

Neste estudo foram utilizados diferentes resíduos industriais, tais como: fibra de coco, 

bagaço de cana-de-açúcar e pó de madeira para a fermentação sólida. Os resíduos foram 

fornecidos por indústrias localizadas na cidade de Maceió-Alagoas (Brasil) e secas em estufa 

com circulação de ar (TECNAL) a 50° C por 24 h e trituradas em moinho de laminas do tipo 

Wiley (ACB LABOR®) até um tamanho de partícula de 2 mm sendo armazenado em 

recipiente de plástico até que estivesse pronto para uso. A composição físico-química foi 

realizada para o bagaço de cana-de-açúcar -de-açúcar uma vez que foi o meio que utilizado 

para a obtenção da endoglucanase nesse estudo. Determinou-se do bagaço de cana-de-açúcar 

a matéria seca (MS), proteína bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em 

detergente ácido (FDA), lignina (LIG), celulose (CEL), hemicellulose (HC) de acordo com a 
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metodologia da Associação de Químicos Analíticos Oficiais AOAC (1995); os valores 

obtidos foram expressos em ―g / 100 g de matéria seca‖. 

 

2.2.3 Perfil fermentativo 

O perfil fermentativo foi realizado a fim de encontrar a maior atividade de hidrólise e 

o melhor tempo de fermentação em cada um dos suportes utilizados. Para isso realizou-se a 

fermentação por 264 horas. A cada 24 horas uma fermentação foi retirada e determinada à 

atividade endoglucanásica. 

 

2.2.4 Fermentação em estado sólido 

Cada frasco Erlenmeyer de 150 mL contendo 5g de resíduos agroindustriais (bagaço 

de cana-de-açúcar , fibra de coco e pó de madeira) foi submetido à esterilização em autoclave 

vertical a 121ºC por 20 min. Foram adicionados ao meio a quantidade de  10
7
 conídios por 

grama  de substrato  e água destilada estéril até  atingir umidade desejada (50%) e incubados 

em câmara de germinação (SL 222, Solab) com temperatura controlada de 27ºC por 10 dias. 

 

2.2.5 Extração enzimática 

Após a etapa de fermentação, foram adicionados aos meios fermentados 5 mL de 

tampão acetato de sódio (100 mM / pH 5) para cada 1 g de resíduo. As misturas foram 

mantidas em incubadora com agitação orbital (Shaker) por 20 minutos a 170 rpm e 25°C. O 

conteúdo inteiro de cada frasco foi filtrado através de uma peneira, para separar o sólido do 

extrato enzimático, e o filtrado foi coletado em tubo Falcon e centrifugado a 4000 rpm por 10 

minutos sob refrigeração. Os ensaios enzimáticos foram ralizados utilizando-se a parte 

sobrenadante, a qual foi denominada extrato enzimático bruto.  

 

2.2.6 Determinação da atividade enzimática 

A atividade endoglucanásica (CMCase, endo-1,4-β-D-glucanase; EC 3.2.1.4) foi 

determinada em um meio reacional total de 1 ml contendo 10µL do extrato bruto, frações do 

isolamento ou enzima purificada, 100µL de solução de CMC (2%) e 190 µL do tampão 

acetato de sódio (0,1 M / pH 5). Esta mistura foi incubada a 50°C durante 60 min, em seguida 

foi adicionado 200 µL de DNS e submetido a 100 
0
C por 10 min, resfriamento e adição 500 
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µL de água destilada. A liberação de açúcares redutores foi determinada pelo método do ácido 

3,5-dinitrosalicílico (DNS) Miller (1959) em espectrofotômetro a 540 nm (VARIAN CARY 

50 BIO).  

 

2.2.7 Fracionamento salino 

O extrato enzimático bruto foi fracionado por precipitação com sulfato de amônio 

[(NH4) 2SO4] em: 20%, 40%, 60% e 80% (g / 100 mL) Englard e Seifter (1990). Para tal, o 

sulfato de amônio foi adicionado lentamente a 50 mL do extrato enzimático bruto, sob 

agitação em banho de gelo, até a obtenção das saturações pretendidas. Depois disso, as 

amostras foram mantidas na geladeira por 1 hora. Posteriormente, as amostras foram 

centrifugadas (HITACHI Rx II series) a 15.000g a 4 ° C por 15 min. O sobrenadante foi 

removido e o precipitado ressuspendido em 1,0 mL de tampão acetato de sódio (0,1 M / pH 

5). A eficiência do processo de precipitação com sulfato de amônio foi avaliada através da 

recuperação da atividade enzimática específica. 

 

2.2.8 Purificação da endoglucanase de Botrytis ricini URM 5627 

A fração com maior atividade endoglucanásica foi liofilizada e ressuspensa em 1,0 mL 

de tampão acetato de sódio (0,1 M / pH 5). Em seguida foi então aplicada no sistema ÄKTA 

Prime Plus (GE Healthcare, Uppsala) equipado com uma coluna de Gel filtração, Sephacryl 

S-100 (60 x 0,5cm), pré-equilibrada com acetato de sódio (0,1 M / pH 5). A cromatografia foi 

realizada com tampão idêntico ao de equilíbrio a um fluxo de 0,1 mL/min. Recolheram-se 

fracções de 2 ml e analisou-se a atividade enzimática individualmente. 

 

2.2.9 Determinação de proteína total 

A concentração de proteína foi determinada de acordo com Bradford (1976) usando 

albumina de soro de bovino como padrão. 

 

2.2.10 Eletroforese (SDS-PAGE) 

 

Para determinação do perfil proteico, bem como a estimativa do peso molecular da 

endoglucanase isolada foi realizado uma eletroforese com gel de poliacrilamida na presença 

de SDS como é descrito por Laemmli (1970), usando o sistema de eletroforese Mini-Protean 3 
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(Bio-Rad), com um marcador de peso molecular (Broad Range Protein Molecular Weight 

Markers, Promega -10 a 225 kDa). Os géis foram corados com nitrato de prata segundo 

(Santos et. al., 2016).  

 

2.2.11 Temperatura ótima e termoestabilidade  

A determinação da temperatura ótima de reação para a atividade de endoglucanase foi 

realizada em meio padrão para determinação da atividade de endoglucanase (secção 2.3.3). As 

reações ocorreram em diferentes temperaturas de incubação (20-80°C). 

A estabilidade térmica foi avaliada incubando-se 10 µL da fração pura de 

endoglucanase em tampão acetato de sódio (0,05 M, pH 5) sob diferentes temperaturas (20-

80ºC) por 1  h. Em seguida foi adicionado o substrato (CMC) e realizado os ensaios de 

atividade endoglucanásica nas condições ótimas de temperatura e pH.  Ambas as respostas 

foram expressas como atividade relativa (%), sendo o maior resultado obtido considerado 

como 100%.  

 

2.2.12 pH ótimo e estabilidade ao pH 

O efeito do pH de reação foi investigado na faixa de 2 a 13, sendo os tampões 

utilizados, (2-3 citrato de sódio 0,05 M), (4-6 Acetato de sódio 0,05 M), (7, 12, 13 Fosfato de 

sódio 0,05 M), (8 Tris-HCl 0,05 M), (9-11 Glicina 0,05 M).  

Para os ensaios de estabilidade ao pH, incubou-se 10 µL da fração pura de 

endoglucanase nos tampões com diferentes pHs (2-3 citrato de sódio 0,05 M), (4-6 Acetato de 

sódio 0,05 M), (7, 12, 13  Fosfato de sódio 0,05 M), (8 Tris-HCl 0,05 M), (9-11 Glicina 0,05 

M), por 1 h em banho a 50°C. Em seguida foi adicionado o substrato (CMC) e realizado os 

ensaios de atividade endoglucanásica nas condições ótimas de temperatura e pH. As respostas 

foram expressas como atividade relativa (%), sendo considerada como 100% a maior 

atividade enzimática. 

 

2.2.13 Efeito sob adição de sais  

Foram avaliados os efeitos dos sais metálicos MgCl2, MnCl2, CaCl2, CuSO4, ZnSO4, 

FeSO4, NaCl, sobre a atividade enzimática. Os ensaios consistiram em adicionar ao meio 

reacional os aditivos salinos na concentração de 10 mmol/L. A atividade enzimática foi 
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expressa como atividade relativa (%), sendo considerada como 100% a atividade 

endoglucanásica isolada. 

 

2.2.14 Halotolerância 

A tolerância ao sal da endoglucanase de Botrytis ricini URM 5627 foi investigada 

estimando-se a atividade de hidrólise na presença de diferentes concentrações de NaCl. Foi 

utilizado o tampão acetato de sódio 100 mM, pH 5, com variação na concentração de NaCl  

nas reações (0M, 0,01M, 0,05M, 0,1 M,  1M, 2M, 3M, 5M e 6M).  

 

2.2.15 Determinação das constantes cinéticas 

Os parâmetros cinéticos foram determinados em tampão acetato de sódio 100 mM, pH 

5, variando a concentração do substrato (CMC) 0,05 – 3,5 %  sob condições de ensaio 

otimizadas pelo método padrão mencionada na secção 2.3.3. A constante de Michaelis- 

Menten (Km, mg/mL) e a velocidade máxima de reação (VMax, mol/min/mL), foram 

calculados utilizando o programa GraphPad Prism 8.0. Os experimentos foram realizados em 

triplicata. 

 

2.2.16 Sacarificação de resíduos agroindustriais 

A endoglucanase pura de Botrytis ricini URM 5627 foi utilizada para sacarificar 

bagaço de cana, casca de arroz e farelo de trigo, cedidos por indústrias de Alagoas. O meio de 

reação foi constituído por 1 mL de tampão acetato de sódio (100 mM / pH 5/ 2M de NaCl), 

contendo 1% de resíduo que anteriormente foi seco em estufa com circulação de ar 

(TECNAL) a 50° C por 24 h e triturados em moinho de lâminas do tipo Wiley (ACB 

LABOR®) até um tamanho de partícula de 2 mm, e 2,5% da enzima pura (1062,32 U/mL). A 

sacarificação foi realizada em banho 50 ° C por 6, 12 e 24 h. O controle de cada mistura 

reacional foi realizado sem a utilização da endoglucanase pura. Após a sacarificação, os tubos 

foram centrifugados (HITACHI Rx II series) a 5.000g a 24°C por 3 min, a parte sobrenadante 

foi utilizada para estimar a quantidade de açúcares redutores liberados (Miller, 1959). 
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2.3 Experimental artigo 2 

 

2.3.1 Matéria prima  

Neste estudo foram utilizados diferentes resíduos industriais, tais como: bagaço de 

cana-de-açúcar, farelo de trigo e casca de arroz, para ambos os pré-tratamentos e sacarificação 

enzimática. Os resíduos foram fornecidos por agroindústrias  localizadas na cidade de Maceió 

(Brasil), os mesmos foram lavados para remover as impurezas e em seguida secas em estufa 

com circulação de ar (TECNAL) a 50° C por 24 h e trituradas em moinho de lâminas do tipo 

Wiley (ACB LABOR®) até um tamanho de partícula de 2 mm sendo armazenado em 

recipiente de plástico até que estivesse pronto para uso. 

2.3.2 Pré-tratamento ácido diluído 

Para a realização do pré-tratamento ácido, os resíduos foram pesados (5g) e 

adicionados em erlenmeyer de 250 mL na proporção de 1:10 (resíduo triturado e seco 

(g)/volume da solução ácido sulfúrico (0,5%, 1%, 1,5% (v/v)). Em seguida, os erlenmeyers 

foram fechados  e levados à autoclave por 20 min a 120°C. Após a descompressão da 

autoclave, os frascos foram retirados do equipamento e resfriados a  temperatura ambiente, 

sendo a fração sólida separada da líquida por filtração a vácuo em papel de filtro qualitativo.  

A fração líquida foi utilizada para realizar as análises posteriores de AR (açúcar redutor) pelo 

método do ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) Miller (1959), além da identificação de possíveis 

inibidores da enzima celulase por HPLC. As frações sólidas retidas no papel filtro  foram 

lavadas em abundância para remoção do ácido e acondicionadas em estufa a 50°C para 

secagem e posteriormente utilizados nas caracterizações e sacarificação. 

2.3.3  Pré-tratamento biológico 

Para a realização do pré-tratamento biológico, cada frasco erlenmeyer de 150 mL 

contendo 5g de resíduos agroindustriais  (bagaço de cana-de-açúcar, farelo de trigo e casca de 

arroz) foi submetido à esterilização em autoclave vertical a 121ºC por 20 min. Foram 
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adicionados ao meio a quantidade de  10
7
 conídios de Botritys ricini URM 5627 por grama  de 

substrato  e água destilada estéril até  atingir umidade desejada (50%) e incubados em câmara 

de germinação (SL 222, Solab) com temperatura controlada de 27ºC por  24, 48, 96 e 150 

horas. Após a fermentação, 50 mL de tampão acetato de sódio (100 mM / pH 5) foram 

adicionados ao substrato fermentado. A fase líquida foi separada por filtração, seguida de 

centrifugação (15000g) por 5 minutos para remoção de partículas. A fração líquida foi 

utilizada para realizar as análises posteriores de AR (açúcar redutor) pelo método do ácido 

3,5-dinitrosalicílico (DNS) Miller (1959) e dosagem de atividade enzimática de celulase e 

seus inibidores por HPLC. As frações sólidas foram novamente submetidas à esterilização em 

autoclave vertical, acondicionadas em estufa a 50°C para secagem e posteriormente 

utilizadas. As frações sólidas retidas no papel filtro foram lavadas em abundância e 

acondicionadas em estufa a 50°C para secagem e posteriormente utilizados nas 

caracterizações e sacarificação. 

2.3.4 Análise de composição 

A composição físico-química foi realizada para os resíduos ―in natura‖ e após o 

tratamento ácido diluído e biológico. Determinou-se a proteína bruta (PB), lignina (LIG), 

celulose (CEL), hemicellulose (HC) de acordo com a metodologia da Associação de 

Químicos Analíticos Oficiais AOAC (1995); os valores obtidos foram expressos em ―%, g / 

100 g de matéria seca‖. 

2.3.5 Determinação da atividade celulase  

Após o tratamento biológico dos resíduos, foi verificada na fração líquida obtida a 

atividade enzimática de Fpase, endoglucanase, celobiase, β-glicosidase, para observar suas 

funções na eficiência do tratamento biológico (Silva et al., 2018; Reis et al., 2018; Daroit et 

al.,2008). 
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2.3.6 Análise de FTIR  

Os espectros na região do infravermelho médio foram obtidos num espectrofotômetro 

de infravermelho modelo Nicole-IR, utilizando o brometo de potássio (KBr) como agente 

dispersante. Inicialmente as amostras e o KBr foram pesados, para a confecção das pastilhas. 

Foram utilizados os seguintes parâmetros operacionais: faixa espectral de 400-4000 cm
-1

, 60 

scans em modo transmitância, com resolução de 4 cm
-1

. 

 

2.3.6 Análise de Raio-X e Cristalinidade  

 

A difração de Raio-X foi realizada utilizando o equipamento modelo XRD-6000 da 

Shimadzu com uma fonte de radiação de CuK α com voltagem de 30 KV e corrente de 30 

mA, com filtro de Ni. Foi utilizado o método de pó para realização desse procedimento. Os 

dados foram selecionados na faixa de 2θ de 10º a 40º com velocidade de goniômetro de2 

°/min com um passo de 0,02 º. O índice de cristalinidade (CrI) das três amostras foi calculado 

pelo método (Segal et al., 1959). O índice de cristalinidade (IC) é determinado usando a 

(equação 2). 

   ( )  (  
   

   
)       (2) 

 

Onde hcrs é a altura do sinal mais intenso, e ham a intensidade da difração atribuída à 

celulose amorfa. A altura de intensidade do material amorfo é tomada perto de 18° para 

celulose e em torno de 16° para celulose II. Os valores de CI são calculados a partir dos dados 

originais sem subtrair o fundo (Segal et al., 1959).  

 

2.3.7 Microscopia eletrônica de varredura 

A análise de imagem das partículas dos resíduos antes e após os tratamentos foram 

realizados por microscopia eletrônica de varredura (MEV). Para a análise, foram retirados 
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fragmentos de aproximadamente 2 mm dos resíduos, estes fragmentos foram fixados a um 

suporte ―Stub‖ e as micrografias foram realizadas em modo ambiente em aumentos de 1000x. 

 

2.3.8 Sacarificação dos resíduos  

 

Pra o estudo de sacarificação dos resíduos após as melhores condições de tratamento 

ácido e biológico, foi utilizado a endoglucanase isolada de Botrytis ricini URM 5627 (736,59 

U/mL) (Silva et al., 2018). O meio de reação foi constituído por 1 mL de tampão acetato de 

sódio (100 mM / pH 5), contendo 1% de resíduo. A sacarificação foi realizada em banho 50°C 

por 6, 12 e 24 h. O controle de cada mistura reacional foi realizado sem a utilização da 

endoglucanase. Após a sacarificação, os tubos foram centrifugados (HITACHI Rx II series) a 

5.000g a 24°C por 3 min, a parte sobrenadante foi utilizada para dosagem dos açúcares 

redutores pelo método DNS Miller (1959) e identificação dos açúcares fermentáveis 

produzidos ao final do processo com maior produção de açúcares redutores por HPLC, com 

detecção por índice de refração (RI). O cromatógrafo em questão estava equipado com uma 

bomba modelo ProStar 210 (Varian), injetor manual modelo 80765 (HAMILTON) com loop 

de 20 μl, detector de índice de refração modelo 356 LC. A coluna cromatográfica empregada 

para determinação dos produtos foi a 87H (300 mm x 7,8 mm d.i.; MetaCarb), operando nas 

seguintes condições: temperatura da coluna: 55 °C; a fase móvel  foi uma solução de ácido 

sulfúrico (0,005 mol.L
-1

) com fluxo de 0,70 mL.min
-1

. 

 

2.3.9 Identificação dos inibidores formados após os pré-tratamentos 

Após os pré-tratamentos ácido e biológico, os tubos foram centrifugados (HITACHI 

Rx II series) a 5.000g a 24°C por 3 min, a parte sobrenadante foi utilizada a identificação dos 

inibidores produzidos ao final do processo por HPLC, com detecção por índice de refração 

(RI). O cromatógrafo em questão estava equipado com uma bomba modelo ProStar 210 

(Varian), injetor manual modelo 80765 (HAMILTON) com loop de 20 μl, detector de índice 
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de refração modelo 356 LC. A coluna cromatográfica empregada para determinação dos 

produtos foi a 87H (300 mm x 7,8 mm d.i.; MetaCarb), operando nas seguintes condições: 

temperatura da coluna: 55 °C; a fase móvel  foi uma solução de ácido sulfúrico (0,005 mol.L
-

1
) com fluxo de 0,70 mL.min

-1
. 

 

2.4 Experimental artigo 3 

2.4.1 Enzima  

A enzima utilizada nesse estudo foi uma endoglucanase pura  (CMCase, endo-1,4-β-

D-glucanase; EC 3.2.1.4) halotolerante e termoestável isolada do fungo filamentoso Botrytis 

ricini URM 5627. 

2.4.2 Determinação da atividade enzimática 

A atividade endoglucanásica (CMCase, endo-1,4-β-D-glucanase; EC 3.2.1.4) foi 

determinada em um meio reacional total de 1 ml contendo 10µL do extrato bruto, frações do 

isolamento ou enzima purificada, 100µL de solução de CMC (2%) e 190 µL do tampão 

acetato de sódio (0,1 M / pH 5). Esta mistura foi incubada a 50°C durante 60 min, em seguida 

foi adicionado 200 µL de DNS e submetido a 100 
0
C por 10 min, resfriamento e adição 500 

µL de água destilada. A liberação de açúcares redutores foi determinada pelo método do ácido 

3,5-dinitrosalicílico (DNS) Miller (1959) em espectrofotômetro a 540 nm (VARIAN CARY 

50 BIO).  

 

2.4.3 Matéria prima 

 

 

Neste estudo foi utilizado resíduo lignocelulósico, farelo de trigo, fornecido por uma 

indústria localizada na cidade de Maceió (Brasil). Ele passou por lavagem em água corrente 

por 30min para remover as impurezas e em seguida foi seco em estufa com circulação de ar 

(TECNAL) à 50° C por 24 h. O resíduo seco foi  triturado em moinho de lâminas do tipo 

Wiley (ACB LABOR®) até um tamanho de partícula de 2 mm e foi armazenado em 

recipiente plástico até sua utilização. 
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2.4.4 Zimografia 

 Para determinar a atividade e a estabilidade da enzima isolada do Botrytis ricini URM 

5627 em meio sólido foi feito uma zimografia em gel de poliacrilamida/CMC. Foram 

aplicados 20 µL da enzima pura com 5 µL de tampão de amostra composto por 0,5 M de Tris-

HCl pH 6.8; 2% SDS; 10% glicerol; 0.001% azul de bromofenol. As amostras sem 

aquecimento foram carregadas em gel de descontínuo com gel de empilhamento à 4 % 

(Acrilamida/Bis-acrilamida) e de separação à 10% (Acrilamida/Bis- acrilamida) contendo 0.1 

% de CMC (p/v). A corrida foi realizada a 50 V. Em seguida, o gel de poliacrilamida/CMC 

foi mergulhado em tampão acetato de sódio 0,1 M pH 5 por 1 hora. Transcorrido esse tempo, 

o gel foi corado com solução de vermelho do congo 0.2% (p/v) overnight. O gel foi descorado 

com solução de NaCl 2 M por 30 min. 

 

2.4.5 Estabilidade da enzima refrigerada e congelada 

A endoglucanase isolada de Botrytis ricini URM 5627 foi armazenada refrigerada e 

congelada à 6ºC e -20ºC, respectivamente, por 120 dias em tampão acetato de sódio 0,1 M pH 

5. A manutenção de sua atividade endoglucanásica foi avaliada ao longo do tempo, com 

intervalo de 30 dias. Os resultados foram expressos como atividade relativa (%), sendo 

considerada como 100% a atividade obtida antes da refrigeração (Uo) de 575 U/mL. Os 

experimentos foram realizados em triplicata. 

 

2.4.6 Sacarificação enzimática do farelo de trigo 

Pra o estudo de sacarificação do resíduo de trigo, foi utilizado a endoglucanase isolada 

de Botrytis ricini URM 5627 com atividade (497,3 U/mL) . O meio de reação foi constituído 

por 1 mL de tampão acetato de sódio 100 mM  pH 5, contendo carga do farelo de trigo (1, 2 e 

3% p/v) e carga da enzima (3, 4 e 5% v/v). A sacarificação foi realizada em banho à 50°C em 
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diferentes tempos (4, 8 e 12 horas). O controle de cada mistura reacional foi realizado sem a 

utilização da endoglucanase. Após a sacarificação, os tubos foram centrifugados (HITACHI 

Rx II series) à 5.000g à 24°C por 3 min. O sobrenadante foi utilizado para dosagem dos 

açúcares redutores pelo método DNS (Miller, 1959) a partir de uma curva padrão de glicose 

(0 a 1 μmol mL
-1

) em espectrofotômetro a 540 nm (VARIAN CARY 50 BIO). Os 

experimentos foram realizados em triplicata. 

 

2.4.7 Planejamento Box – Behnken para otimização da sacarificação do farelo de trigo 

Foi empregado o planejamento Box-Behnken para investigar a influência de diferentes 

fatores sobre a sacarificação enzimática do farelo de trigo, utilizando a enzima isolada do 

Botrytis ricini URM 5627, e para determinar os níveis mais adequados desses fatores na 

produção máxima de açúcares redutores. Uma matriz composta de 15 experimentos foi 

empregada para avaliar a utilização dessa celulase e sua capacidade de hidrolisar o farelo de 

trigo para a obtenção de açúcares fermentáveis. A matriz incluiu três réplicas no ponto central 

para estimar o erro experimental; avaliar efeitos quadráticos, lineares e de interação das 

variáveis; para ajustar um modelo de segunda ordem com termos quadráticos. A quantidade 

de açúcares redutores formados (mg/g de resíduo de trigo) foi escolhida como valor de 

resposta e os fatores: tempo (T), carga de substrato % [S] e carga enzimática % [E] foram 

selecionados como variáveis independentes. Os valores reais e codificados das variáveis 

independentes podem ser observados na Tabela 1. 
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Tabela 1: Variáveis e níveis do planejamento Box-Behnken para a otimização da 

sacarificação enzimática do farelo de trigo endoglucanase isolada de Botrytis ricini URM 

5627. 

Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

A partir dos valores experimentais obtidos como resposta foi construído um 

modelo polinomial, de segunda ordem, de acordo com a Equação 1 para avaliar os 

efeitos das variáveis independentes sobre a resposta, onde Y é a resposta, a0 é o termo 

independente e ai, aii e aij são os coeficientes de regressão linear, quadrático e de 

interação, respectivamente. 

        ∑       
 
   ∑       

    
   ∑   

   ∑     
 
                          (1) 

O nível de significância estatística do modelo gerado foi avaliado por análise de 

variância (ANOVA, p < 0,05). Os coeficientes de regressão foram avaliados a partir dos 

efeitos padronizados (com base em t-Student, p < 0,05). A qualidade do modelo foi avaliada 

pelo coeficiente de determinação (R
2
), coeficiente de determinação ajustado (R

2
-adj) e teste 

de falta de ajuste. Foi utilizado o software Statistica versão 10 (STATSOFT) para análise dos 

dados e elaboração dos gráficos. 

 

Variáveis 

 

Símbolo 

 

Níveis 

  -1 0 +1 

Tempo (h) T 4 8 12 

Carga de Substrato % [S] 1 2 3 

Carga enzimática % [E] 3 4 5 
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2.4.8 Análise de FTIR  

Foram analisadas amostras do farelo de trigo in natura e após a sacarificação 

enzimática. Os espectros na região do infravermelho médio foram obtidos num 

espectrofotômetro de infravermelho modelo Nicole-IR utilizando o brometo de potássio 

(KBr) como agente dispersante. Inicialmente as amostras e o KBr foram pesados para a 

confecção das pastilhas. Foram utilizados os seguintes parâmetros operacionais: faixa 

espectral de 400-4000 cm
-1

, 60 scans em modo transmitância, com resolução de 4 cm
-1

. 
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3 ARTIGO 1: PRODUÇÃO, PURIFICAÇÃO, CARACTERIZAÇÃO E APLICAÇÃO 

DE UMA NOVA ENDOGLUCANASE HALOTOLERANTE E TERMOESTÁVEL DE 

BOTRYTIS RICINI URM 5627 

 

RESUMO: Uma endoglucanase halotolerante com uma massa molecular de 39 kDa foi 

obtida a partir da fermentação sólida do bagaço de cana-de-açúcar pelo fungo Botrytis ricini 

URM 5627 e isolada utilizando apenas dois processos de purificação: fracionamento com 

sulfato de amônio e Cromatografia líquida de filtração em gel, resultando em uma atividade 

de (1289,83U/mL). Após o isolamento procedeu-se as caracterizações bioquímicas, 

apresentando temperatura e pH ótimos de 50ºC e 5, respectivamente. A enzima apresentou-se 

estável em uma faixa de 39 a 60ºC por 60 min e entre os pHs 4 a 6. A atividade enzimática 

aumentou na presença de Na
+
, Mn

2+
, Mg

2+
,
 
Zn

2+
 e diminuiu quando na presença dos íons 

Ca
2+

, Cu
2+

 e Fe
2+

. A endoglucanase apresentou um perfil halotolerante, uma vez que sua 

atividade foi aumentada à medida que a concentração de NaCl ficava maior. A máxima 

atividade foi alcançada em 2 M de NaCl com um incremento de 75% de atividade. A enzima 

tem Km de 0,1299 ± 0,0096 mg/ml e Vmax de  0,097 ± 0,00121 mol/min/mL. Durante a 

aplicação em ensaios de sacarificação a enzima foi capaz de hidrolisar, bagaço de cana, casca 

de arroz e farelo de trigo, apresentando a maior produção de açúcares redutores em 24 horas 

de sacarificação do farelo de trigo (137,21 mg/g). Portanto, todas estas propriedades 

combinadas fazem desta enzima purificada uma potencial candidata para diversas aplicações 

biotecnológicas e industriais. 

 

Palavras-chave: Endoglucanase. Botrytis ricini. Fermentação sólida. Purificação. 

Caracterização. Halotolerância. 

 

PRODUCTION, PURIFICATION, CHARACTERIZATION AND APPLICATION OF 

A NEW HALOTOLERANT AND THERMOSTABLE ENDOGLUCANASE OF 

BOTRYTIS RICINI URM 5627 

 

ABSTRACT: A halotolerant endoglucanase with a molecular mass of 39 kDa was obtained 

from the solid fermentation of sugarcane bagasse by the fungus Botrytis ricini URM 5627 and 

isolated using only two purification processes: fractionation with ammonium sulphate and 

size-exclusion chromatography resulting in an activity of 1289.83 U/mL. After the isolation, 

biochemical characterizations were performed, giving a temperature of 50ºC and optimum pH 
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of 5. The enzyme was stable at 39–60ºC for 60 min and at a pH of 4–6. The enzymatic 

activity increased in the presence of Na
+
, Mn

2+
, Mg

2+ 
and Zn

2+
 and decreased in the presence 

of Ca
2+

, Cu
2+

, and Fe
2+

. The endoglucanase revealed a halotolerant profile since its activity 

increased proportionally to an increase in NaCl concentration. The maximum activity was 

reached at 2 M NaCl with a 75% increase in activity. The enzyme had a Km of 0.1299 ± 

0.0096 mg/mL and a Vmax of 0.097 ± 0.00121 mol/min/mL. During application in 

saccharification tests, the enzyme was able to hydrolyse sugarcane bagasse, rice husk, and 

wheat bran, with the highest production of reducers/fermentable sugars within 24 h of 

saccharification for wheat bran (137.21 mg/g). Therefore, these properties combined make 

this isolated enzyme a potential candidate for biotechnological and industrial applications. 

 

Keywords: Endoglucanase, Botrytis ricini, Solid Fermentation, Purification, 

Characterization, Application, Halotolerant. 

 

3.1 Introdução 

 

A indústria e agroindústria anualmente geram toneladas de resíduos agrícolas, em sua 

maioria, constituídos de celulose, hemicelulose e lignina, advindos do processamento de 

diversas matérias-primas, e isso por sua vez, gera um enorme problema ambiental, devido à 

disposição e má utilização desses materiais (Pandey et al.,1999). Considerando esse fato, tem-

se pensado em diversas estratégias para o emprego destes resíduos e assim agregar valor a 

estes, de modo a serem reaproveitados na síntese de compostos químicos e produtos de alto 

valor como biocombustíveis, enzimas, ácidos orgânicos e aminoácidos (Couto & Sanromán, 

2006; Badhan et al., 2007; Pensupa et al., 2013; Kiran et al., 2014). Nesse cenário a 

fermentação em estado sólido (FES) se apresenta como uma técnica bastante promissora, 

sendo capaz de aproveitar esses subprodutos agrícolas e agroindustriais, como meio de cultivo 

para microrganismos, principalmente os fungos filamentosos, que se nutrem por meio de suas 

hifas e secretam enzimas extracelulares com alto valor agregado e possibilidade de emprego 

biotecnológicos (Pandey et al., 2000; Wang et al., 2008; Singhania,  et al., 2009; Orlandelli et 

al., 2012; Yoon et al., 2014; Kiran et al., 2014). 

As celulases estão entre as enzimas mais comercializadas, dentre elas a endoglucanase, 

que são enzimas responsáveis pela degradação da celulose, principal composto presente nas 

células vegetais (Castro et al., 2010). As endoglucanases são muito importantes para a 

conversão de biomassa e outras aplicações industriais quando iniciam a decomposição da 
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celulose atuando randomicamente nas regiões internas da fibra celulósica (Bhat, et al. 1997). 

Para a aplicação biotecnológica de endoglucanases buscam-se características relevantes, tais 

como estabilidade térmica, capacidade de hidrólise em uma ampla faixa de pH, tolerância a 

sais e líquidos iônicos. As endoglucanases com essas características podem ser aplicadas nos 

setores industriais, principalmente na produção de açucares fermentáveis para a conversão em 

biocombustíveis (Gao, et al., 2008; Tang, et al., 2012;  Ang et al., 2013;  Xu, et al., 2014; 

Kocabas et al., 2015; Akhtar, et al., 2016; Asha, et al., 2016; Hmad, et al., 2016; Ferraz et al., 

2017; Idris, et al., 2017). 

No presente estudo, relatamos a produção, purificação, caracterização e aplicação de 

uma nova endoglucanase halotolerante e termoestável produzida por Botrytis ricini URM 

5627, a partir da fermentação sólida de resíduos agrícolas como: bagaço de cana-de-açúcar, 

fibra de coco e pó de madeira.  

 

3.2 Resultados e discussão 

 

3.2.1 Perfil fermentativo 

 

Os resultados experimentais obtidos a partir das condições de cultivo em meio sólido 

do Botrytis ricini URM 5627 aplicados para otimização da produção da endoglucanase podem 

ser observados na Figura 1.  

Figura 1: Perfil da produção de endoglucanase (U/mL) em fermentações em estado 

sólido por Botrytis ricini URM 5627, (A) bagaço de cana-de-açicar, (B) fibra de coco, (C) 

pó de madeira a 27ºC e 50% de umidade. Barras representam o desvio das triplicatas e a 

figura foi obtida com o software OriginPro® v. 8.0. 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2020. 
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São apresentados os perfis de produção da enzima (U/mL) em função do tempo de 

incubação e os seguintes meios: Cana-de-açucar (Figura 1A), Fibra de coco Figura (1B) e Pó 

de madeira (Figura 1 C). A Figura 1 permitiu verificar que o fungo foi capaz de sintetizar a 

endoglucanase utilizando qualquer um dos meios de cultivo empregados nas condições: 

temperatura 27ºC, 50 % umidade e 10
7
/g de inoculo, durante as 264 horas sem nenhum tipo 

de suplementação dos meios sólidos produzidos a partir de resíduos agroindustriais. Esse fato 

se explica pela capacidade que esse microrganismo possui de desenvolver-se bem em 

diferentes meios e sob diferentes condições de temperatura (entre 14 a 28°C) e alta umidade 

relativa (Araújo et al., 2007; Sussel et al.; 2011; Dantas et al., 2012). 

Diferentes fontes de carbono foram testadas quanto ao seu efeito na produção da 

enzima. É possível observar que o Botrytis ricini URM 5627, apresentou seu máximo de 

produção de endoglucanase (extrato bruto), no meio contendo o bagaço de cana-de-açúcar em 

144 horas de fermentação sólida (1643,92 U/mL) Figura 1 A, seguido do meio contendo fibra 

de coco (139,80 U/mL) Figura 1 B em 72 horas e pó de madeira (61,28 U/mL) em 192 horas 

Figura 1 C. Todos os meios são de natureza celulósica, o que contribuiu para a indução da 

produção de endoglucanase  conferindo a esse fungo um grande potencial para a obtenção das 

enzimas do complexo celulolítico em baixo custo de produção. É importante ressaltar que o 

tempo de fermentação, no que diz respeito ao crescimento e decaimento da atividade 

enzimática ao longo do período está relacionado com a presença e disposição de nutrientes no 

meio (Santos et al., 2016), uma vez que nas primeiras horas a expressão da atividade da 

enzima é mais lenta, seguido de um máximo de atividade e posterior queda da mesma, é 

possível  esse comportamento na Figura 1. A produção de endoglucanase depende fortemente 

da natureza da fonte de carbono utilizada no meio de cultura (Gao et al., 2008). 

A obtenção de endoglucanase através da fermentação sólida de resíduos 

agroindustriais vem sendo cada vez mais difundida, uma vez que a técnica tem um apelo 

ambiental e tem sido muito eficiente para a nutrição de microrganismos e em consequência a 

produção de biomoléculas de grande interesse biotecnológico e com baixo custo. Gao e 

colaboradores (2008) investigaram a produção de endoglucanase, utilizando o Aspergillus 

terreus M11 em palha de milho (581U) e em papel de filtro (243U) umedecidos em meio 

mineral contendo extrato de levedura. Uma endoglucanase de Aspergillus niger foi produzida 

em bagaço de cana-de-açúcar com 57 U/L (Cunha et al., 2012). O Trichoderma reesei RUT 

C-3 produziu 959.53 IU/gDS de endoglucanase em farelo de trigo  (Idris et al., 2017). Diante 

dos estudos apresentados é possível observar atividades enzimáticas expressivas de 

endoglucanase, no entanto a maioria destes utilizaram meios suplementados, que deixam o 
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processo mais oneroso. Nesse estudo os resultados obtidos apresentam maior valor de 

atividade enzimática (1643,92 U/mL,) Figura 1 A, além disso destaca-se a ausência de 

suplementação no meio, já que a maior produção de endoglucanase foi em 144 horas, usando 

somente o bagaço de cana-de-açúcar , água e o microrganismo. 

 

3.2.2 Caracterização do resíduo agroindustrial 

 

Os melhores resultados para obtenção da endoglucanase foram utilizando o cultivo 

sólido do Botrytis ricini URM 5627 no bagaço de cana-de-açúcar e diante disso foi 

investigado através de análises físico-químicas o potencial nutritivo (in natura) e 

principalmente seu uso como fonte de carbono e nitrogênio além de meio de cultivo 

microbiano, ainda foi possível verificar o perfil do mesmo após 144 horas sob ação do 

microrganismo. As composições (%, g / 100 g de matéria seca) obtidas in natura foram: MS: 

75,87% ± 0,16, PB: 1,87% ± 0,21, FDN: 66,08% ± 0,29, FDA: 61,52% ± 0,35, LIG: 38,6% ± 

0,21, CEL: 29,88% ± 0,19, HC: 19,63% ± 0,81. O perfil do bagaço de cana-de-açúcar  vem 

sendo bastante estudado, uma vez que ele tem sido alvo de muitas pesquisas na área de 

alimentação animal, energias renováveis, produção de açucares fermentáveis, além de que 

muitos autores apresentaram perspectivas viáveis utilizando o mesmo como suporte para 

obtenção de enzimas (Pereira et al., 2009; Reis et al., 2001, Bocchini et al., 2005; Mazutti et 

al., 2006, Muthuvelayudham & Viruthagiri, 2006). Os resultados obtidos nesse trabalho para 

o bagaço in natura estão em concordância com outros apresentados na literatura (Murta et al., 

2011, Carvalho et al., 2006), e isso por sua vez o caracteriza como o um substrato promissor 

para a produção de enzimas celulolíticas, devido tanto ao seu perfil nutricional uniforme, 

quanto a uma série de fatores que incluem o custo e a viabilidade de obtenção do bagaço de 

cana-de-açúcar  em países como o Brasil com uma produção anual de 607,137 milhões de 

toneladas (safra 2016/2017) Unica (2018). 

No que diz respeito ao comportamento do microrganismo após as 144 horas de cultivo 

sólido podem ser observadas as composições (%, g / 100 g de matéria seca): MS: 32,52% ± 

0,26, PB: 3,38% ± 0,31, FDN: 28,89% ± 0,19, FDA: 25,58% ±0,42, LIG: 14,38% ± 0,29, 

CEL: 10,17% ± 0,23, HC: 9,52% ± 0,71. Esses resultados apresentam uma mudança no perfil 

do substrato, fruto da efetiva ação do microrganismo que foi capaz de degradar a matéria 

celulósica, hemicelulósica e ligninulósica, o que corrobora com os estudos que inferem sobre 

o grande potencial desse fungo em crescimento em vegetais (Jackson, R.S., 2014). Outro 

ponto interessante é a capacidade de enriquecimento proteico ocorrido nesse processo, uma 
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vez que o aumento foi de 90,38%, ratificando a nobreza do processo de fermentação em 

estado sólido e as possibilidades de aplicação biotecnológica desses produtos em diferentes 

áreas, seja na alimentação animal, humana, isolamento de enzimas etc. (Pandey, 2003). 

 

3.2.3 Purificação enzimática 

O resumo da purificação referente à endoglucanase de Botrytis ricini URM 5627, pode 

ser observada na tabela 1.  

 

Tabela 1: Resumo da purificação da endoglucanase de Botrytis ricini URM 5627. 

Etapas de 

purificação 

Atividade total 

(U/mL) 

Proteína Total 

(mg) 

Atividade 

Específica 

(U/mg) 

Recuperação 

(%) 

Extrato bruto 1643,92 178,33 9,22 100 

80-100% 

[(NH4)2 SO4 ] 
1328,61 111,6 11,91 65,46 

Sephacryl S-100 1289,83 22,27 57,92 48,22 

Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

O extrato bruto foi inicialmente submetido ao fracionamento salino com [(NH4)2 SO4 ] 

em diferentes proporções, (0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80%, 80-100%), a enzima de 

interesse manteve sua maior atividade (65,46% de recuperação) na última fração (80-100%), a 

qual foi utilizada para os posteriores ensaios de purificação. Esta fração seguiu para uma 

coluna de filtração em gel Sephacryl S-100 em tampão acetato de sódio (0,1 M / pH 5), fluxo 

de 0,1 mL/min, apresentando um único pico de atividade endoglucanásica, conforme 

apresentado na figura 2.  

 

Figura 2: Isolamento da endoglucanase de Botrytis ricini URM 5627 por cromatografia 

em gel filtração em Sephacryl S-100 (1cm × 60cm).  A cromatografia foi executada em 

tampão acetato de sódio (0,1 M / pH 5), fluxo de 0,1 mL/min. A amostra aplicada 

corresponde fração 80-100% da precipitação com sulfato de amônio. A concentração de 

proteínas foi estimada por absorbância a 280nm (círculo) e a atividade endoglucanásica 

pela hidrólise do substrato CMC U/mL (quadrado). 
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Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

A verificação da eficiência do método de purificação foi feita através de um SDS-

PAGE 12% (figura 3), que apresentou apenas uma banda proteica com aproximadamente 39 

kDa. As massas moleculares de endoglucanases de outros fungos têm sido relatadas na 

literatura na faixa de 27 a 70 kDa (Sadana et al., 1984; Almeida et al., 2013; Narra et al., 

2014). Ainda pode-se concluir que o processo de purificação foi bastante promissor, uma vez 

que se empregou apenas um método de cromatografia liquida.  

 

Figura 3: SDS-PAGE a 12% corado com prata da endoglucanase purificada de Botrytis 

ricini URM 5627. Linha 1: padrão de peso molecular (kDa); Linha 2: extrato bruto; 

Linha 3: precipitação salina (80–100%) [(NH4)2 SO4 ]; Linha 4: enzima purificada 

correspondente à fração da cromatografia de filtração em gel Sephacryl S-100. 
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Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

3.2.4 Temperatura ótima e termoestabilidade 

O efeito da temperatura foi avaliado frente na faixa de 20-80°C conforme a figura 4. 

Nota-se que a atividade relativa da endoglucanase de Botrytis ricini URM 5627 aumentou 

com o incremento da temperatura de reação alcançando seu máximo em 50ºC, e reteve 85% 

de sua atividade máxima a 60ºC demonstrando um grande potencial para aplicações 

industriais. Hmad e colaboradores demonstram o efeito da temperatura sobre a atividade da 

endoglucanase de Stachybotrys microspora encontrou como temperatura ótima 50ºC (Hmad 

et al.,2017). A endoglucanase de Aspergillus ochraceus MTCC 1810 apresentou uma 

temperatura ótima de 40°C (Asha et al.,2016). 

 

 

Figura 4: Temperatura ótima: Atividade de endoglucanase obtida em diferentes 

temperaturas (a atividade mais alta obtida em 50ºC foi tomada como 100%). Os 

experimentos foram realizados em triplicata e as barras de erro indicam o desvio padrão 

de cada grupo de dados.   
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Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

A termoestabilidade da endoglucanase pura de Botrytis ricini URM 5627 foi avaliada 

incubando-a na faixa de 20-80°C por 1h, como exposto na figura 5. Os resultados obtidos 

indicam que a enzima manteve 90% de sua atividade relativa na faixa de 39 a 60°C, 

demonstrando uma ampla estabilidade térmica, ressaltando que mesmo em 70°C a enzima 

conseguiu resistir com 75% de sua atividade. Narra e colaboradores observaram que a 

endoglucanase de Aspergillus terreus se mostrou estável durante 30 min a temperatura 30, 40 

e 50°C, mantendo 100% de atividade. A enzima foi inativada a 70ºC, mantendo 10% de 

atividade após 30 min de incubação (Narra et al., 2014).  

 

 

Figura 5: Perfil de termoestabilidade da endoglucanase purificada de Botrytis ricini 

URM 5627em FES cultivado em bagaço de cana (as reações foram realizadas em pH 

5,0). Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras de erro indicam o 

desvio padrão de cada grupo de dados.   
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Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

3.2.5 pH ótimo e estabilidade ao pH  

 

O efeito do pH foi avaliado frente na faixa de 2 a 13, como apresentado na figura 6. 

Observa-se que a atividade relativa da endoglucanase de Botrytis ricini URM foi em pH 5, 

apresentando 65% da sua atividade nos pHs de 4 a 7. A endoglucanase de Aspergillus niger 

apresentou pH ótimo em 5 (Xue et al., 2018) e infere-se que a maioria das endoglucanases 

fúngicas presentam as maiores atividades enzimáticas em pH entre 4 e 5 (Ding et al.,2006).  

 

Figura 6: pH ótimo: Atividade de endoglucanase obtida em diferentes pHs (a atividade 

mais alta obtida em pH 5 foi tomada como 100%).Os experimentos foram realizados em 

triplicata e as barras de erro indicam o desvio padrão de cada grupo de dados.   
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Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

 A estabilidade ao pH foi avaliada na faixa de 2 a 13 (Figura 7). Os resultados 

demonstraram que a enzima se manteve estável entre os pHs 4 a 6, mantendo 95% de sua 

atividade, ainda foi possível observar que em pH 7 a endoglucanase apresentou 75% de sua 

atividade enzimática relativa. Uma endoglucanase de Volvariella volvacea 1 expressa em 

Pichia pastoris mostrou-se relativamente estável na faixa de pH de 4,5 a 7,0, mas foi reduzido 

nas faixas de pH de 7,5 a 8,0 (Li et al., 2018). 

 

Figura 7: Perfil de estabilidade ao pH da endoglucanase purificada de Botrytis ricini 

URM 5627 em FES cultivado em bagaço de cana (as reações foram realizadas em 

temperatura de 50°C). Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras de 

erro indicam o desvio padrão de cada grupo de dados.  
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Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

3.2.6 Efeito sob a adição de sais  

 

O efeito de diferentes íons metálico sobre a atividade da endoglucanase pode ser observado na 

figura 8. 

 

Figura 8: Atividade da endoglucanase purificada de Botrytis ricini URM 5627 frente a 

diferentes sais metálicos (a atividade obtida utilizando a enzima purificada sem aditivos 

foi tomada como 100% - controle; condições de reação: concentração de aditivos: 10 

mM; temperatura: 50ºC; pH: 5; tempo: 60 min). Os experimentos foram realizados em 

triplicata e as barras de erro indicam o desvio padrão de cada grupo de dados.   
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Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

A presença do íon Na
+
 exerceu a maior influencia aumentando 51,5% da atividade 

enzimática, as demais espécies Mn
2+

, Mg
2+

, Zn
2+

 aumentaram 43, 25, 15 %, respectivamente. 

Os íons Ca
2+

, Cu
2+

, Fe
2+

, atuaram inibindo a atividade da endoglucanase, sendo que o íon 

Cu
2+ 

apresentou a maior influencia na perda de atividade enzimática, uma vez que, houve uma 

queda de 86,36% na atividade enzimática na presença desse ion metálico. Segundo Lin 

(2012), enzimas celulolíticas obtidas a partir de microrganismos, geralmente precisam de 

cátions divalentes para a estabilização da atividade (Lin et al., 2012). Íons bivalentes, 

principalmente o Mn
+2

, Zn
+2

 e Mg
+2

 usados em baixas concentrações podem estabilizar a 

estrutura terciária da proteína promovendo a formação de ligações cruzadas, que conferindo a 

ela uma maior estabilidade (Tomazic, 1991; Cordeiro & Martins, 2009). (Wang et al., 2009) 

reportaram que o íon Na
+
 aumentou em 57% da atividade enzimática. O efeito inibidor do íon 

Cu
2+

 vem sendo relatado para endoglucanase de vários microrganismos (Murashima, et al., 

2002; Huy et al., 2016; Phadtare et al., 2017). 

 

3.2.7 Halotolerância 

 

A atividade da endoglucanase de Botrytis ricini URM 5627 foi investigada na 

presença de diferentes concentrações de NaCl (1 a 6 M), comparando com um controle nas 

condições padrão. Observa-se que a enzima manteve sua atividade em todas as concentrações 
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de sal, e ainda verificou-se que à medida que a concentração ficava maior a atividade 

enzimática aumenta conforme figura 9.   

 

Figura 9: Efeito da concentração de NaCl na atividade de hidrólise da endoglucanase 

purificada de Botrytis ricini URM 5627. A atividade da CMCase foi determinada na 

presença de diferentes concentrações de NaCl variando de 0 a 6,0 M (a atividade obtida 

utilizando a enzima purificada sem NaCl foi tomada como 100% - controle). Os 

experimentos foram realizados em triplicata e as barras de erro indicam o desvio padrão 

de cada grupo de dados.  
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Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

A enzima apresenta seu máximo de atividade em 2M de NaCl com um incremento de 

75% de atividade, e só começa a apresentar perda de 22% de sua atividade em 5 M de NaCl. 

É notória a importância de se investigar essa característica, uma vez que seu potencial 

biotecnológico aumenta e sobressai a outras endoglucanases, por se tratar de uma nova 

propriedade dessa classe (Liang et al., 2011; Xu, et al., 2014). Enzimas resistentes a grandes 

quantidades de sal são oriundas principalmente de microrganismos halofílicos, em suma as 

bactérias, no entanto são raras em fungos (Gunde-Cimerman, et al ., 2000; Gunde-Cimerman, 

et al., 2014).  
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Madern et al., 2000 infere que as enzimas halofilicas são inativadas em concentrações 

menores que 2M de NaCl no entanto, pode ser observado que a endoglucanase em estudo 

mantem sua atividade em ambas as situações, com e sem NaCl. Diante disso (Xu, et al., 

2014), propõe que enzimas que apresentem esse perfil sejam denominadas halotolerantes, por 

se tratarem de ser excretadas de microrganismos de habitats não-halofílicos. (Hmad, et al., 

2016) estudaram uma endoglucanase de Stachybotrys microspora, que foi resistente a NaCl, 

apresentando um máximo de incremento atividade (52%) em 5 M de NaCl. Uma celulase de 

Aspergillus fumigatus, foi reportada por (Xu, et al., 2014), que aumentou 18% de sua 

atividade em 2M de NaCl. A celulase de Aspergillus terreus UniMAP AA-6, que foi estudada 

por (Gunny, et al., 2014) apresentou características de tolerância a NaCl. 

 

3.2.8 Determinação das constantes cinéticas  

 

As constantes cinéticas Km e Vmax da endoglucanase purificada de Botrytis ricini 

URM 5627, foram determinadas pelo modelo cinético de Michaelis–Mentem. A enzima tem 

Km de 0,1299 ± 0,0096 mg/ml e Vmax de  0,097 ± 0,00121 mol/min/mL. A isoforma de 

endoglucanase de R. emersonii S10 exibiu um Km de 3,53 ±0,32 mg.mL-1 e um Vmax de 

2,86 ±0,04 µmol/min.mL-1 (Kaur et al. 2007). (Hua et al., 2018) estudando a endoglucanase 

de  Chaetomium, encontraram um  Km (mg/ml) 79.19 ± 5.76 e Vmax 

(μg/min/ml)59.64 ± 8.25. As constantes cinéticas Km e Vmax para Penicillium purpurogenum 

foram 1,15 mg.mL-1 e 225,6 U mg de proteína-1 respectivamente (Lee et al., 2010). Esses 

resultados ressaltam a eficiência da enzima isolada em comparação as enzimas citadas na 

literatura e a destacam para potencial uso na degradação de carboidratos não digeríveis para 

obtenção de carboidratos fermentáveis a partir de celulose. 

 

3.2.9 Sacarificação de resíduos agroindustriais 

 

A sacarificação da casca de arroz, bagaço de cana-de-açúcar e farelo de trigo 

empregando a endoglucanase pura de Botrytis ricini URM 5627, foi realizada em diferentes 

intervalos de tempo e os resultados podem ser observados na Figura 10.  Estes resultados 

indicaram que a enzima foi capaz de hidrolisar todos os resíduos utilizados, uma vez que estes 

são de natureza celulósica (Avci et al., 2013). A maior produção de açúcares redutores pode 

ser observada em 24 horas de hidrólise do farelo de trigo (137,21 mg/g), os demais resíduos 

utilizados foram sacarificados em média menos de 50% em relação ao farelo de trigo.  
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Figura 10: Sacarificação da casca de arroz, bagaço de cana-de-açúcar e farelo de trigo 

empregando a endoglucanase pura de Botrytis ricini URM 5627. A sacarificação foi 

realizada em banho 50°C por 6, 12 e 24 horas, utilizando uma carga de substrato de 1% 

e uma carga enzimática de 1062,32 U/mL. Os experimentos foram realizados em 

triplicata e as barras de erro indicam o desvio padrão de cada grupo de dados. 

 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

A sacarificação enzimática de resíduos agroindustriais para obtenção de açúcares 

surge como uma alternativa vantajosa em relação à sacarificação química, pois apresenta um 

alto rendimento em condições suaves, além de ser um processo menos oneroso. Essa técnica 

vem sendo utilizada principalmente para a produção de açucares fermentáveis para a de bio-

etanol (Ferraz et al., 2017; Sadaf e Khare, 2014; Vicuna et al., 1995). As celulases vêm 

recebendo destaque na hidrólise de agroresíduos, bem como a utilização das endoglucanases 

nesse processo tem sido relatado na literatura. Asha et al.,2016 apresentou uma eficiente 

sacarificação da polpa de coco pré-tratada pela endoglucanase de  Aspergillus ochraceus 

MTCC 1810, apresentando 801,25 mg de glicose/g.  Adıgüzel e Tunçer (2017) também 

relataram a sacarificação da palha de trigo pré-tratada com NaOH, pela endoglucanase de 

Actinomadura geliboluensis, apresentando uma produção e acurares redutores de  265,1 mg/g. 

Xu et al (2014), estudando a sacarificação da casca de arroz com líquidos iônicos relataram a 

obtenção de 0,87 mg/mL de açúcares redutores. Fazendo uma análise desses estudos 
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apresentados, vale ressaltar que os resíduos agroindustriais utilizados foram submetidos a 

processos de pré-tratamento físico-químicos antes do processo de sacarificação pelas 

endoglucanases.  Sabe-se que essas etapas de pré-tratamento conseguem facilitar acesso da 

enzima ao substrato, mas somam custos ao processo podendo torná-lo desvantajoso e oneroso 

(Ferraz et al., 2017; Pensupa et al.,  2013). Neste trabalho a aplicação da endoglucanase pura 

de Botrytis ricini URM 5627 resultou em eficiente sacarificação de agroresíduos sem a 

utilização de etapas de pré-tratamento (exceto a secagem e trituração do resíduo), tornando-se 

um processo biotecnológico promissor. 

 

3.3 Conclusão 

 

O Botrytis ricini URM 5627 apresentou um grande potencial para a produção de uma 

endoglucanase por fermentação em estado sólido utilizando o bagaço de cana-de-açúcar como 

única fonte de nutrientes e energia. A endoglucanase produzida apresenta características 

destacadas em relação a outras relatadas na literatura, destacando-se, uma alta estabilidade a 

temperatura e pH, ativação frente a muitos íons metálicos, e halotolerância, além da 

capacidade de sacarificar diferentes agroresíduos de natureza lignocelulosica sem a 

necessidade de pré-tratamento. Portanto, todas estas propriedades combinadas fazem desta 

enzima purificada uma candidata promissora a aplicações biotecnológicas e industriais, tais 

como, têxteis, sacarificação de lignoceluloses para obtenção de açúcares fermentáveis e 

produção de biocombustíveis renováveis de segunda geração. 

 

3.4 Artigo Publicado 
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4 ARTIGO 2: COMPARAÇÃO ENTRE O PRÉ-TRATAMENTO ÁCIDO E 

BIOLÓGICO PARA SACARIFICAÇÃO ENZIMÁTICA DE RESÍDUOS 

AGROINDUSTRIAIS E PRODUÇÃO DE AÇÚCARES FERMENTÁVEIS 

 

RESUMO: Neste trabalho foi realizada a comparação entre diferentes tipos de pré-

tratamentos de materiais lignocelulósicos (bagaço de cana, farelo de trigo e casca de arroz), o 

ácido diluído, utilizando o ácido sulfúrico em diferentes concentrações (0,5%, 1%, 1,5% 

(v/v)) e o biológico, utilizando o fungo endofítico Botritys ricini URM 5627 em diferentes 

tempos de fermentação sólida (24, 48, 96 e 150 horas). Na análise da composição dos 

resíduos, antes e após os tratamentos, foi possível observar o aumento da concentração de 

celulose e perda de hemicelulose e lignina, corroborados com resultados do FTIR e X-ray. O 

pré-tratamento ácido 1.5% do bagaço de cana apresentou a formação do inibidor, HMF (5-

hidroximetilfurfural) (148 mg/L), nos demais resíduos não houve formação de inibidores. No 

pré-tratamento biológico foi verificada a atividade de todas as enzimas do complexo 

celulolítico, cooperando para a eficiência do processo de desconstrução lignocelulósico, o 

mais eficiente nesse estudo. Após a sacarificação enzimática dos resíduos pré-tratados 

observou-se a formação de açúcares fermentáveis, para o pré-tratamento ácido dos Farelo de 

trigo (0.5% H2SO4 por 6h), Bagaço de cana (1.5% H2SO4 por 24h), Casca de arroz (1% H2SO4 

por 6h), foram produzidas 363,97±1,23; 395,54±1,70; 425,37±7,61 de glicose em mg/L,  

respectivamente,  e, 32,68 ±  0,35; 36,12 ± 0,74; 35,95 ± 0,80 de frutose em mg/L. Para o pré-

tratamento biológico dos Farelo de trigo (12h), Bagaço de cana (24h), Casca de arroz (6h), 

foram produzidos 2784,86 ± 3,02; 4357,74 ±7,4; 573,33 ± 3,91 de glicose em mg/L,  

respectivamente, e, 395,90 ±  3,93; 372,77 ±  2,98; 41,11 ±  3,81 de frutose em mg/L, 

respectivamente. Diante desses resultados o pré-tratamento biológico se apresenta como o 

mais promissor, por se tratar de um processo menos oneroso, sem formação de inibidores e 
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pode ser utilizado como etapa anterior a sacarificação enzimática para a obtenção de açúcares 

fermentáveis de resíduos agroindustriais.  

Palavras-chave: Celulase. Botrytis ricini. Biomassa lignocelulósica. Bagaço de cana. Farelo 

de trigo. Casca de arroz. 

 

 

COMPARISON BETWEEN THE ACID AND BIOLOGICAL PRE-TREATMENT 

FOR ENZYMATIC SACARIFICATION OF AGRO-INDUSTRIAL WASTE AND 

PRODUCTION OF FERMENTABLE SUGARS 

 

ABSTRACT: In this work, a comparison was made between different types of pre-treatments 

of lignocellulosic materials (sugarcane bagasse, wheat bran and rice husk), the diluted acid, 

using sulfuric acid in different concentrations (0.5%, 1%, 1.5% (v / v)) and biological, using 

the endophytic fungus Botritys ricini URM 5627 at different times of solid fermentation (24, 

48, 96 and 150 hours). In the analysis of the composition of the residues, before and after the 

treatments, it was possible to observe the increase in the concentration of cellulose and loss of 

hemicellulose and lignin, corroborated with FTIR and X-ray results. The 1.5% acid 

pretreatment of sugarcane bagasse showed the formation of the inhibitor, HMF (5-

hydroxymethylfurfural) (148 mg / L), in the other residues there was no inhibitor formation. 

In the biological pre-treatment, the activity of all enzymes of the cellulolytic complex was 

verified, cooperating for the efficiency of the lignocellulosic deconstruction process, the most 

efficient in this study. After the enzymatic saccharification of the pre-treated residues, the 

formation of fermentable sugars was observed, for the acid pretreatment of Wheat bran (0.5% 

H2SO4 for 6h), Cane bagasse (1.5% H2SO4 for 24h), Rice husk (1% H2SO4 for 6h), 363.97 

± 1.23 were produced; 395.54 ± 1.70; 425.37 ± 7.61 of glucose in mg / L, respectively, and, 

32.68 ± 0.35; 36.12 ± 0.74; 35.95 ± 0.80 fructose in mg / L. For the biological pretreatment of 
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wheat bran (12h), cane bagasse (24h), rice husk (6h), 2784.86 ± 3.02 were produced; 4357.74 

± 7.4; 573.33 ± 3.91 of glucose in mg / L, respectively, and, 395.90 ± 3.93; 372.77 ± 2.98; 

41.11 ± 3.81 of fructose in mg / L, respectively. In view of these results, biological pre-

treatment presents itself as the most promising, as it is a less costly process, without the 

formation of inhibitors, and enzymatic saccharification to obtain fermentable sugars from 

agro-industrial residues can be used as a previous step. 

Keywords: Cellulase. Botrytis ricini. Lignocellulosic biomass. Sugarcane bagasse. Wheat 

bran. Rice husk. 

 

4.1 Introdução  

As inúmeras discussões no que diz respeito à importância da sustentabilidade nas 

atividades produtivas e as preocupações com os problemas relacionados à geração de resíduos 

agroindustriais tem merecido destaque, uma vez que, se torna cada vez mais necessário o uso 

de alternativas que substituam o uso de combustíveis fósseis, recursos que são limitados e 

mostram muitos obstáculos, como emissões de gases de efeito estufa e preços elevados 

(Ferreira et al., 2016). Deste modo os materiais lignocelulósico, recurso bio-renovável mais 

abundante na natureza, de baixo custo, compostos principalmente por celulose, hemicelulose 

e lignina se apresentam como alternativa promissora na obtenção de açúcares fermentáveis 

para produção de biocombustíveis e outros compostos bioquímicos que podem ser utilizados 

como base para a produção de novos materiais (Singh et al., 2017 , Kassaye et al., 2017, Guo 

et al., 2018) . 

A maior dificuldade para o aproveitamento dos resíduos celulósicos está representada 

pela barreira física formada pela lignina, impedindo o acesso a celulose (Volynets et al., 

2017). Vários tipos de pré-tratamentos podem ser aplicados com o objetivo de diminuir o teor 

de lignina e facilitar a posterior hidrólise enzimática por celulases (Volynets et al., 2017). Os 

pré-tratamentos podem ser realizados utilizando ácidos, bases, vapor, ou até mesmo a 

combinação entre eles (Singh et al., 2015).  

O pré-tratamento ácido diluído é realizado com a finalidade de romper a estrutura 

lignocelulósica por meio da solubilização da hemicelulose no meio ácido, em consequência 

aumentando a digestibilidade da celulose nas etapas posteriores (Silva-Dernandes et al., 
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2017). O tratamento com ácido sulfúrico (H2SO4) permite uma elevada reatividade da fibra 

celulósica, apresentando cerca de 90% de digestibilidade da mesma ao ataque enzimático 

(Silva-Dernandes et al., 2017). Pré-tratamentos químicos são eficazes para liberar os açúcares 

e aumentar o processo de deslignificação, no entanto, é o  mais amplamente estudado por 

produzir inibidores para a fermentação (Masran et al., 2016). 

O pré-tratamento biológico utiliza microrganismos, principalmente fungos, para 

tornarem a estrutura do material lignocelulósico mais acessível aos agentes promotores da 

hidrólise. Ao contrário dos métodos de pré-tratamento físico e químico, os pré-tratamentos 

biológicos não envolvem alta temperatura e / ou pressão e não requerem ácidos, bases ou 

qualquer espécie reativa. Além disso, o processo não gera produtos indesejáveis, tais como os 

inibidores (Madhavan et al., 2017). A atuação desses microrganismos dá-se a partir da 

secreção de enzimas extracelulares que permitem a remoção de grande parte da lignina da 

biomassa (Madhavan et al., 2017; Rastogi e Shrivastava, 2017). 

O processo para obtenção dos açúcares fermentáveis a partir da biomassa 

lignocelulósica envolve a etapa de hidrólise ou sacarificação dos polissacarídeos, expostos 

após a etapa de pré-tratamento. Essa hidrólise pode ocorrer tanto pela ação de ácidos ou 

enzimas, no entanto o uso de enzimas mostra-se mais promissora devido à seletividade e 

eficiência das mesmas (Volynets et al., 2017). Nesse processo a celulose é convertida a 

glicose e as celulases são as enzimas mais especificas nessa reação (Silva et al., 2018). 

No presente estudo, comparamos o pré-tratamento ácido diluído (H2SO4) e o pré-

tratamento biológico utilizando o fungo endofítico Botritys ricini URM 5627, para a 

sacarificação enzimática e obtenção de açúcares fermentáveis. 

 

4.2 Resultados e discussão 

4.2.1 Pré-tratamento ácido diluído 

 O pré-tratamento ácido sulfúrico diluído foi realizado em diferentes concentrações 

(0.5%, 1%, 1.5% (v/v)), e foram verificados quais eram os maiores teores de açúcar redutor 

produzido (Figura 1) em cada uma delas. Desta forma, esse critério foi considerado para 

seguir as etapas de caracterização do resíduo e sacarificação. Nessa etapa de tratamento o 

ácido atua na estrutura hemicelulósica para liberar as pentoses como xilose e arabinose (Garai 

e Kumar et al., 2013; Liang et al., 2010). Diante dos resultados, pode-se concluir que a maior 

obtenção de açúcar redutor para bagaço de cana foi na concentração 1.5% (18,220 mg/L), 

farelo de trigo 0.5% (8,130 mg/L) e casca de arroz 1% (15,280 mg/L).  
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Figura 1: Perfil do pré-tratamento ácido em diferentes concentrações e a relação com a 

quantidade de açúcar redutor liberado. 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

  

Foram analisados a fração líquida do tratamento ácido do bagaço de cana 1.5%, farelo 

de trigo 0.5% e casca de arroz 1%, quanto a formação de inibidores. Observou-se a formação 

de 148 mg/L do inibidor HMF (5-hidroximetilfurfural) no bagaço de cana 1.5%. Os 

compostos formados durante o processo de pré-tratamento da lignocelulose podem revelar-se 

inibidores da atividade enzimática, crescimento microbiano e metabolismo. Substâncias 

químicas potencialmente inibidoras que podem ser liberadas da celulose, hemicelulose e 

lignina quando empregam tratamentos termoquímicos, como é o caso do ácido diluído sob 

aquecimento (Behera et al., 2014; Ravindran et al., 2016). 

 

4.2.2 Pré-tratamento biológico 

 O pré-tratamento biológico, utilizando o fungo Botrytis ricini URM 5627 foi realizado 

em diferentes tempos de cultivo sólido (24, 48, 96 e 150 horas) e foram verificados quais 

eram os maiores teores de açúcar redutor produzido (Figura 2) em cada uma deles. Desta 

forma, esse foi o critério considerado para seguir as etapas de caracterização do resíduo e 

sacarificação enzimática. Diante dos resultados, pode-se concluir que a maior obtenção de 
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açúcar redutor para bagaço de cana, farelo de trigo e casca de arroz foi em 48 horas de cultivo 

sólido (15.000 mg/L, 12.860 mg/L e 10.900 mg/L respectivamente). O pré-tratamento 

biológico destina-se a melhorar a formação de açúcares fermentáveis, além de prevenir a 

degradação ou perda de carboidratos e a formação de inibidores, bem como reduzir custo-

efetivos (Martín-Sampedro  et al., 2015; Alvira et al., 2010).  

 

Figura 2: Perfil do pré-tratamento bilógico em diferentes tempos e a relação com a 

quantidade de açúcar redutor liberado. 

 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

  

 O tratamento biológico é influenciado pelas enzimas produzidas pelo microrganismo 

empregado no processo, e foi possível observar que no extrato bruto (fração líquida do 

tratamento) apresenta atividade das enzimas (U/mL) que compõem o complexo celulolítico 

(fpase, endoglucanase, celobiase, β-glicosidase), demostrando que a presença dessas é 

importante para a desconstrução estrutural dos resíduos (tabela 1).   



97 
 

Tabela 1: Atividade enzimática verificada na fração líquida do pré-tratamento biológico 

de Fpase, endoglucanase, celobiase, β-glicosidase, para observar suas funções na 

eficiência do tratamento biológico. 

 

Fpase (U/mL) 24 h 48h 96h 150h 

Bagaço de cana 50,712 ± 0,9 127,3 ± 1,1 78,971 ± 0,8 20,897 ± 0,91 

Farelo de Trigo 41,327 ± 0,67 116,714 ± 0,89 63,458 ± 1,02 25,296 ± 1,12 

Casca de arroz 20,135 ± 0,35 42,725 ± 0,93 28,353 ± 1,17 15,084 ± 1,13 

Endoglucanase(U/mL) 24 h 48h 96h 150h 

Bagaço de cana 70,158 ± 0,38 125,756 ± 0,27 385,471 ± 0,93 242,75 ± 0,97 

Farelo de Trigo 50,125 ± 1,05 80, 935 ± 0,83 182,75 ± 0,65 91,376 ± 0,78 

Casca de arroz 30,102 ± 0,9 50, 605 ± 0,8 21,605 ± 0,91 15,014 ± 0,87 

β- Glicosidase (U/mL) 24 h 48h 96h 150h 

Bagaço de cana 28,351 ± 0,28 34,139 ± 0,87 25,075 ± 0,67 22,342 ± 1,02 

Farelo de Trigo 20,021 ± 0,37 31,156 ± 0,71 27, 635 ± 0,89 18, 745 ± 0,97 

Casca de arroz 10, 575 ± 0,43 18,074 ± 0,78 9,015 ± 1,05 5,935 ± 0,75 

Celobiase(U/mL) 24 h 48h 96h 150h 

Bagaço de cana 40,135 ± 0,87 90,906 ± 0,13 49,976 ± 0,78 35,012 ± 0,32 

Farelo de Trigo 38,108 ± 0,78 75, 127 ± 1,01 35, 915 ± 0,56 29,457 ± 0,43 

Casca de arroz 18,945 ± 0,63 28,296 ± 1,25 20, 786 ± 0,78 17,415 ± 0,58  

Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

Foram analisados a fração líquida do tratamento biológico do bagaço de cana, farelo 

de trigo e casca de arroz (48h), quanto a formação de inibidores, no entanto não observou a 

formação de inibidores. Os sistemas de pré-tratamento biológico dependem de agentes 

biológicos para deslignificar e tornar o processo de hidrólise enzimática mais eficiente. Ao 

contrário dos métodos de pré-tratamento físico e químico, os pré-tratamentos biológicos não 

geram produtos indesejáveis, tais como os inibidores (Ravindran et al., 2016) e possuem 

menores custos operacionais e baixo consumo de reagentes (Alvira et al., 2010; Talebnia et 

al., 2010). 

 

4.2.3 Análise da composição dos resíduos antes e após os pré-tratamentos 
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A caracterização da composição química dos resíduos é uma etapa importante, pois 

colabora na detecção da sua viabilidade para o estudo, uma vez que se trata de uma 

exploração do potencial destes para os processos de obtenção de açúcares fermentáveis. A 

composição dos resíduos foi analisada para avaliar o teor de celulose (CEL), hemicelulose 

(HC), lignina (LIG) e proteína bruta (PB). A composição química do bagaço de cana, farelo 

de trigo e casca de arroz antes e após os pré-tratamentos ácido e biológico podem ser 

observadas na (tabela 2). Em ambos os tratamentos o teor de celulose foi aumentado, e 

diminuído a hemicelulose e lignina. A redução do teor de hemicelulose pode aumentar o 

acesso enzimático à celulose e reduzir a ligação não produtiva da celulase com açúcares 

hemicelulósicos (Chang et al., 2017). Além disso, é possível observar o enriquecimento 

proteico nas amostras tratadas biologicamente, e isso por sua vez ratifica o potencial da 

fermentação sólida nesse processo. A biomassa microbiana, considerada como um 

concentrado proteico natural contém proteínas de alto valor biológico, com aminoácidos 

essenciais (Parajó et al., 1995; Villas Bôas e Esposito, 2000). 

 

Tabela 2: Análise composicional dos resíduos, casca de arroz, bagaço de cana-de-açúcar 

e farelo de trigo “in natura” e após os pré-tratamento ácido e biológico. 

Pré-

tratamento 

acido 

Ligninina Celulose Hemicelulose 

Proteína 

bruta 

Farelo de trigo 

(in natura) 

7.27% ± 0.29 9.58% ± 0.71 8.75% ± 0.69 16.57%±0.96 

Farelo de trigo 

(0.5%) 

4.97% ± 0.81 12.98% ± 0.69 6.58% ± 0.71 19.87% ± 0.87 
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Bagaço de cana 

(in natura) 

38.6% ± 0.21 29.88% ± 0.19 19.63% ± 0.81 1.87% ± 0.21 

Bagaço de cana 

(1.5%) 

19.6% ± 0.11 31.76 % ± 0.25 10.7% ± 0.98 2.25% ± 0.35 

Casca de arroz  

(in natura) 

27.98% ± 1.2 37.9 ± 1.8 13.09 ± 0.98 1.68% ± 0.71 

Casca de arroz 

(1%) 

22.73% ± 0.98 39.75 ± 1.2 9.95 ± 1.35 2.05% ± 0.35 

Pré-tratamento 

biológico 

Ligninina Celulose Hemicelulose 

Proteína 

Bruta 

Farelo de trigo 

(in natura) 

7.27% ± 0.29 9.58% ± 0.71 8.75% ± 0.69 16.57%±0.96 

Farelo de trigo 

(48h) 

5.21% ± 0.62 11.58% ± 0.49 7.81% ± 0.35 25.49%±0.68 

Bagaço de Cana 

(in natura) 

38.6% ± 0.21 29.88% ± 0.19 19.63% ± 0.81 1.87% ± 0.21 

Bagaço de cana 

(48h) 

16.7% ± 0.78 30.76 % ± 0.19 9.75% ± 0.76 2.53% ± 0.97 

Casca de arroz  

(in natura) 

27.98% ± 1.2 37.9 ± 1.8 13.09 ± 0.98 1.68% ± 0.71 

Casca de arroz 

(48h) 

24.39% ± 1.3 40.94 ± 1.1 11.23 ± 1.2 2.05%±1.03 
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Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

4.2.4 Microscopia eletrônica de varredura 

O uso do microscópio eletrônico de varredura é útil na identificação das alterações 

morfologias dos resíduos quando submetido aos processos de pré-tratamentos citados. As 

micrografias apresentadas dos resíduos de bagaço de cana, farelo de trigo e casca de arroz, in 

natura e nelas verifica-se a existência de uma estrutura vegetal bem organizada com fibras 

lisas, compactas e com poucas rupturas. Essas características são atribuídas à presença da 

barreira vegetal, formada pela lignina e hemicelulose, que recobre toda a cadeia celulósica 

(figura 3).  

 

Figura 3: Imagens da microscopia eletrônica de varredura, referentes aos resíduos, A1 

(bagaço de cana), A2 (farelo de trigo) e A3(casca de arroz) in natura, B1 (bagaço de 

cana), B2 (farelo de trigo) e  B3 (casca de arroz) após o pré-tratamento ácido e C1 

(bagaço de cana),  C2 (farelo de trigo) e  C3 (casca de arroz) após o pré-tratamento 

biológico.  
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Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

Após ambos os tratamentos observa-se uma estrutura menos compacta, com fissuras 

nas fibras e aumento da área superficial, é possível visualizar uma relevante desestruturação 

da fibra in natura, e a perda da camada protetora com a solubilização / perda mássica, 

principalmente, da lignina e hemicelulose. Há predominantemente dois tipos de efeitos nas 

micrografias do tratamento ácido: a abertura de fendas ou canais, e formação de uma parede 

celular estratificada, ou seja, em várias camadas. Quando realizado o pré-tratamento biológico 

foram observadas a formação de agregados amorfos. Diante disso, é verificado que os pré-

tratamentos provocaram mudanças significativas na estrutura e morfologia dos resíduos, 

expondo a celulose e em consequência facilitando a acesso da enzima celulase isolada durante 

o processo de sacarificação.  
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4.2.5 FTIR 

A análise de espectroscopia na região do infravermelho foi realizada com intuito de 

obter informações sobre os grupos funcionais presentes nos sólidos antes do tratamento e após 

os tratamentos (figura 4). 

Figura 4: Espectros FTIR (A) pré-tratamento ácido (TA) e pré-tratamento biológico 

(TB) do farelo de trigo, (B) pré-tratamento ácido (TA) e pré-tratamento biológico (TB) 

do bagaço de cana, (C) pré-tratamento ácido (TA) e pré-tratamento biológico (TB) da 

casca de arroz. 

 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

 O sinal em 896 cm
-1

 corresponde a ligação glicosídeo β-(1→ 4) refente a celulose 

(Dissanayake et al., 2018). A vibração entre 1200 e 1100 cm
-1 

são atribuídas à hemicelulose e 

celulose. Em 1144 cm
-1

 corresponde ao alongamento assimétrico de C-O-C (Colom et al., 

2003). A região na faixa de 1450 a 1300 cm
-1

 são referentes a diversos acoplamentos 

moleculares, o que torna complexo o entendimento do espectro, esse superposição é devido a 

diversos modos vibracionais de lignina e carboidratos. O sinal em torno de 1458 cm
-1

 é 

relatado como deformação da lignina CH2 e CH3 em 1604 cm
-1

 podem ser atribuídas ao 

alongamento da lignina C=C e C=O referente ao anel aromático. A região em torno de 1515 
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cm
-1

 é devido ao alongamento C=C indicativo do anel aromático na lignina (Pandey e Pitman, 

2003). A absorção em 1733 cm
-1 

é característica da ligação C=O devido ao estiramento de 

hemicelulose não conjugada. Os sinais em 2850, 2918 são característicos da celulose, devido 

às ligações simétricas e assimétricas, respectivamente dos grupos CH e CH2. Os sinais entre 

3800 e 3000 cm
-1

 são relacionados às vibrações das ligações de hidrogênio e do grupo OH 

referentes celulose. Para todas as biomassas investigadas foi observada a diminuição de sinais 

referentes à hemicelulose e a celulose após o tratamento ácido e biológico, apontando um 

possível processo de deslignificação.  

 

4.2.6 Difração de Raio- X    
 

A celulose e hemicelulose presente nos materiais tratados apresentam regiões 

cristalinas (altamente ordenadas) e o tratamento aplicado resulta em propriedades diferentes 

para cada biomassa (figura 5). 

 

Figura 5: Espectros de DRX (A) pré-tratamento ácido e pré-tratamento biológico do 

farelo de trigo, (B) pré-tratamento ácido e pré-tratamento biológico do bagaço de cana, 

(C) pré-tratamento ácido e pré-tratamento biológico da casca de arroz. 

 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

 Os índices de cristalinidade para os sólidos não tratados foram de 53,8; 55,1 e 57,7 % 

para WB (farelo de trigo), SB (bagaço de cana) e RH (casaca de arroz), respectivamente. 
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Após o tratamento ácido foi observado, para WB e RH, a diminuição da cristalinidade que foi 

de 53,8% para 11,9 % (WB) e de 57,7% para 55,7 % (RH). Por outro lado, para o SB foi 

observado o aumento da cristalinidade após esse procedimento que passou de 55,1% para 

57,1%. Resultado similar foi observado para o tratamento biológico, no qual foi observada a 

diminuição da cristalinidade para WB e RH e aumento da cristalinidade para SB. Este efeito 

pode ser explicado pela remoção de lignina amorfa e hemicelulose que provoca aumento da 

exposição da celulose, enquanto o inchaço da celulose em tratamento ácido suavizou a 

estrutura lignocelulósica provocando a diminuição da cristalinidade (Wei e Cheng, 1985).  

 

4.2.7 Sacarificação dos resíduos  

 

 A sacarificação enzimática dos resíduos tratados quimicamente e biologicamente 

foram realizadas em diferentes tempos 6, 12 e 24 h  de reação enzimática (figura 6).  

 

Figura 5: (A) Sacarificação da casca de arroz, bagaço de cana-de-açúcar e farelo de trigo 

empregando, pré-tratados com ácido utilizando a endoglucanase pura de Botrytis ricini 

URM 5627. (B) Sacarificação da casca de arroz, bagaço de cana-de-açúcar e farelo de 

trigo empregando, pré-tratados biológicamente utilizando a endoglucanase pura de 

Botrytis ricini URM 5627. 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2020. 
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Os tempos com maior produção de açúcares redutores tiveram os açucares formados 

identificados por HPLC. Foi observado em ambos os tratamentos a formação de glicose e 

frutose, e que o tratamento biológico se mostrou superior ao ácido no que diz respeito à 

quantidade de açúcares formados (tabela 3). Os pré-tratamentos fúngicos apresentam várias 

vantagens, quais sejam, menos onerosos, menores gastos energéticos, dispensa o uso de 

aditivos químicos, realizado em condições ambientais moderadas e nenhuma emissão de 

inibidores para a fermentação (Martín-Sampedro et al., 2015). 

 

Tabela 3: Identificação e concentração dos açúcares redutores formados a partir da 

sacarificação dos resíduos de trigo, cana e arroz após o pré-tratamento ácido e biológico. 

 

Pré tratamento ácido Glicose (mg/L) Frutose (mg/L) Açúcar total (mg/L) 

Farelo de trigo (6h) 363,97 ±1,23 32,68 ±  0,35 396,65 ± 0,8 

Bagaço de cana (24h) 395,54±1,70 36,12 ± 0,74 431,66 ± 1,22 

Casca de arroz (6h) 425,37±7,61 35,95 ±   0,80 461,32 ± 4,02 

Pré tratamento biológico Glicose  (mg/L) Frutose (mg/L) Açúcar total (mg/L) 

Farelo de trigo (12h) 2784,86 ±  3,02 395,90 ±  3,93 3180,76 ± 3,4 

Bagaço de cana (24h) 4357,74 ±  7,4 372,77 ±  2,98 4730,51 ± 5,6 

Casca de arroz (6h) 573,33 ±  3,91 41,11 ±  3,81 466,48 ± 3,86 

Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

 Existem poucos estudos utilizando fungos endofíticos em pré-tratamento de material 

lignocelulósico, na maioria das vezes baseiam-se no uso de microrganismos (como fungos da 

podridão parda, branca e mole) capazes de degradar a lignina e hemicelulose (Alvira et 

al.,2010). Observa-se que os fungos endofíticos (principalmente ascomicetes) não foram 
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previamente utilizados para este fim. Esses fungos habitam tecidos vegetais assintomáticos, 

vivendo em simbiose com seus hospedeiros. A extensão da enorme diversidade desses fungos 

permanece desconhecida, tornando-os fontes potenciais de ferramentas biotecnológicas para 

usos múltiplos. A atividade altamente específica de fungos endofíticos como degradadores 

primários de substratos lignocelulósicos aos quais eles são adaptados por processos evolutivos 

provavelmente melhora a eficiência de pré-tratamentos biológicos (Martín-Sampedro et al., 

2015). Isso por sua vez caracteriza o Botrytis ricini URM 5627 como um fungo endofítico 

potencial para aplicações em pré-tratamentos biológicos. 

 

4.3 Conclusão 

 

O pré-tratamento biológico utilizando o Botrytis ricini URM 5627 apresentou uma 

grande superioridade ao pré-tratamento ácido na exposição da celulose como visto nos 

resultados obtidos na microscopia eletrônica de varredura, FTIR e DRX. A ruptura das fibras 

facilitou o acesso da celulase pura no processo de sacarificação dos resíduos pré-tratatos com 

a formação de açúcares redutores (glicose e frutose). Após a sacarificação enzimática dos 

resíduos pré-tratados observou-se a formação de açúcares fermentáveis, para o pré-tratamento 

ácido dos Farelo de trigo (0.5% H2SO4 por 6h), Bagaço de cana (1.5% H2SO4 por 24h), Casca 

de arroz (1% H2SO4 por 6h), foram produzidas 363,97±1,23; 395,54±1,70; 425,37±7,61 de 

glicose em mg/L,  respectivamente,  e, 32,68 ±  0,35; 36,12 ± 0,74; 35,95 ± 0,80 de frutose 

em mg/L. Para o pré-tratamento biológico dos Farelo de trigo (12h), Bagaço de cana (24h), 

Casca de arroz (6h), foram produzidos 2784,86 ± 3,02; 4357,74 ±7,4; 573,33 ± 3,91 de 

glicose em mg/L,  respectivamente, e, 395,90 ±  3,93; 372,77 ±  2,98; 41,11 ±  3,81 de frutose 

em mg/L, respectivamente.  
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Esses resultados representam um considerável avanço, uma vez que, se trata de 

processo menos oneroso, que não gera produtos indesejáveis, tais como os inibidores, e isso 

por sua vez possibilita a utilização desse método de pré-tratamento antes da sacarificação 

enzimática, para a obtenção de açúcares fermentáveis, que podem ser utilizados na produção 

de  biocombustíveis renováveis.  
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5 ARTIGO 3: UTILIZAÇÃO DO PLANEJAMENTO BOX-BEHNKEN E ANÁLISE 

POR METODOLOGIA DE SUPERFÍCIE DE RESPOSTA (RSM) PARA A 

OTIMIZAÇÃO DA SACARIFICAÇÃO ENZIMÁTICA DO FARELO DE TRIGO 

 

RESUMO: O potencial da matéria-prima lignocelulósica tem sido amplamente estudado, 

principalmente para a obtenção de bioprodutos. O presente estudo teve como objetivo 

promover, via planejamento Box-Behnken e análise por metodologia de superfície de resposta 

(RSM), a otimização da sacarificação enzimática do farelo de trigo para produzir açúcares 

fermentáveis. Verificou-se a atividade endoglucanásica em meio sólido através de ensaio 

zimográfico e a estabilidade enzimática em diferentes temperaturas e tempos de 

armazenamento. O farelo de trigo foi submetido à sacarificação pela endoglucanase isolada de 

Botrytis ricini que produziu açúcares redutores, nas condições, carga do farelo de trigo (1, 2 e 

3% p/v) e carga da enzima (3, 4 e 5% v/v) em banho à 50°C em diferentes tempos (4, 8 e 12 

horas). Os parâmetros: tempo de sacarificação, carga de substrato e carga enzimática foram 

otimizados utilizando o planejamento Box-Behnken e a análise por metodologia de superfície 

de resposta. O farelo de trigo foi caracterizado por FTIR, antes e após a sacarificação. A 

enzima apresentou atividade satisfatória em meio sólido e manteve-se estável mesmo após 

120 dias de refrigeração e congelamento. A atividade enzimática foi mantida em 86,08% e 

78,78% após o armazenamento por 120 dias em 6ºC e -20 ºC, respectivamente. As análises de 

FTIR demonstraram processo de deslignificação e afrouxamento da celulose.  A enzima foi 

capaz de sacarificar o farelo de trigo em todas as combinações das variáveis investigadas de 

acordo ao planejamento. A maior produção de açúcares redutores (116,93 mg/g) ocorreu 

quando as condições foram mantidas no ponto central do planejamento (tempo de 8 h, carga 

de substrato 2% e carga enzimática 4%). A enzima isolada de Botrytis ricini foi estável em 

meio sólido e capaz de sacarificar o farelo de trigo sem pré-tratamento. O alto rendimento na 

produção de açúcares redutores demonstra a eficácia da otimização da sacarificação como 

processo alternativo e promissor para obtenção de açúcares fermentáveis na sacarificação de 

farelo de trigo por endoglucanase de Botrytis ricini. 

 

Palavras - Chave : Box- Behnken.  Endoglucanase. Botrytis ricini. Açúcar fermentável. 
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Box–Behnken experimental design for the optimization of enzymatic 

saccharification of wheat bran 

 

Abstract: The potential of lignocellulosic raw material has been widely studied, mainly for 

obtaining bioproducts. The aim of this study was to find out the optimum conditions to 

produce fermentable sugars using wheat bran, Botrytis ricini URM 5627 halotolerant and 

thermostable endoglucanase and Box–Behnken experimental design, one of the response 

surface methodologies. The zymographic assay in polyacrylamide gel was performed and 

stained with Congo red after hydrolysis. Enzymatic activity measurements were mad to 

determine enzyme stability at different temperatures (-20°C and 6°C) and periods (up to 

120 days).  Wheat bran characterization by the Fourier-transform infrared spectroscopy 

(FTIR) before and after the enzymatic saccharification was done. The saccharification time, 

substrate load, and enzyme load parameters were optimized using Box–Behnken design. The 

zymogram demonstrated a single activity band in the 39 kDa region indicating the molecular 

weight of the B.  ricini URM5627 endoglucanase. Enzyme activity was preserved at 78.78% 

and 86.08%   after storage for 120 days at -20°C and 6°C, respectively. The FTIR analyses 

showed cellulose delignification and loosening after enzymatic action. The highest production 

of reducing sugars (116.93 mg g
-1

) occurred when conditions were maintained at the central 

point of planning (8 h, 2% substrate load and 4% enzyme load), close to the actual value 

obtained (117.75 mg g
-1

). The enzyme isolated from B. ricini was stable in solid medium and 

storage, being able to saccharify wheat bran without pre-treatments. The high yield in the 

production of reducing sugars and the proximity between predicted and real values 

demonstrated the effectiveness of statistical optimization, which was shown to be an 

alternative and promising process for obtaining fermentable sugars. 

 

Keywords: Response surface methodology, endoglucanase, agro-industrial residue, 

fermentable sugar 
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5.1 Introdução 

 

Os resíduos lignocelulósicos são produzidos em grande quantidade pelas indústrias de 

alimentos, de móveis, de combustíveis, entre outras (Silva et al., 2018). O aproveitamento 

desses resíduos ocorre, principalmente, por incineração para fornecimento de energia na 

própria indústria e também para alimentação animal. Muitos deles são descartados como lixo, 

ampliando cada vez mais os problemas ambientais (Bilal et al., 2017). No entanto, esses 

resíduos apresentam diversos macro e micronutrientes que podem ser reutilizados e 

convertidos em diferentes produtos de alto valor agregado, como açúcares fermentáveis, 

biocombustíveis, produtos químicos, enzimas, entre outros (Anwar et al., 2014; Boonsombuti 

et al., 2013; Marques et al., 2017). 

As celulases são enzimas responsáveis pela degradação da celulose, principal 

composto presente nas células vegetais, e isso, por sua vez, as tornam muito importantes para 

a conversão de biomassa e outras aplicações industriais. A sacarificação enzimática de 

biomassa lignocelulósica é um processo eficaz e oferece diversas vantagens quando 

comparada aos métodos químicos tradicionais para produção de açúcares fermentáveis, 

podendo-se destacar a alta especificidade, condições de reação mais brandas, alto rendimento 

e menor formação de produtos indesejáveis (Sadaf et al., 2013; Govumoni et al., 2013; Yucel 

et al., 2015; Ferraz et al., 2018). 

A utilização de otimização estatística dos processos de sacarificação é mais vantajosa 

se comparada à prática clássica que altera uma variável de cada vez. As principais vantagens 

são: o menor número de experimentos executados e a possibilidade de avaliar os efeitos de 

interação entre as variáveis (Santos et al., 2013). A metodologia da superfície de resposta é 

um conjunto de ferramentas estatísticas para projetar e modelar o desenvolvimento de 

experimentos, avaliando os efeitos de fatores e buscando suas condições ótimas para obter 

respostas desejáveis, possibilitando prever a interação entre diferentes parâmetros do 

processo. Design Box–Behnken é uma técnica multivariada de segunda ordem baseada em 

desenhos fatoriais parciais de três níveis. Permite estimar parâmetros e detectar falta de ajuste 

no modelo quadrático (Narra et al., 2020). 

 

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a metodologia de superfície de 

resposta na otimização da sacarificação do farelo de trigo, via planejamento Box-Behnken e 

análise por metodologia de superfície de resposta (RSM), utilizando a celulase isolada do 

Botrytis ricini URM 5627. 
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5.2 Resultados e discussão 

 

5.2.1 Zimografia 

Para determinação da atividade e estabilidade da endoglucanase isolada do Botrytis 

ricini URM 5627 em meio sólido foi feito uma zimografia em gel de poliacrilamida com 

CMC (Figura 1). O zimograma apresenta a formação de um halo de hidrólise bem visível 

(canaleta 2, Fig. 1) com uma massa molecular de 39 kDa (canaleta 1, Figura 1), massa 

molecular da endoglucanase isolada e caracterizada do Botrytis ricini URM 5627 (Silva et al., 

2018). As massas moleculares de endoglucanases de outros fungos têm sido relatadas na 

literatura na faixa de 27 a 70 kDa (Narra et al., 2014; Sadana et al., 1984; Almeida et al., 

2013; Chen  et al., 2001). 

 

Figura 1: Eletroforese e zimograma da endoglucanase isolada de Botrytis ricini URM 

5627. 1: Eletroforese corada com nitrato de prata para amostra pura da endoglucanase. 

2: Zimograma 0.1 % de CMC (Carboximetil-celulose) corado com vermelho do congo 

0,2%. 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2020. 
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A capacidade da enzima se manter ativa em meio sólido, detectada pela zimografia, a 

caracteriza como uma enzima promissora para aplicação em processos sólidos, tais como, 

sacarificação de resíduos agroindustriais, panificação e indústria têxtil (Jayasekara et al., 

2019). 

 

5.2.2 Estabilidade da enzima refrigerada e congelada 

 

Buscando avaliar o efeito do armazenamento em baixas temperaturas na atividade 

enzimática da endoglucanase isolada de Botrytis ricini URM 5627, submeteu-se a enzima a 

estocagem à 6 e -20 ºC por 120 dias.  Foram feitas dosagens da atividade enzimática em 

intervalos de 30 dias para calcular a variação da atividade endoglucanásica ao longo da 

estocagem (Figura 2). Os resultados demonstraram que a endoglucanase se manteve estável 

em ambas as temperaturas investigadas após 120 dias de refrigeração e congelamento, 

apresentando atividade enzimática de 86,08 e 78,78% após o armazenamento em 6ºC e -20 

ºC, respectivamente.  

 

Figura 2: Efeito da refrigeração e congelamento da solução enzimática a -20ºC e 6ºC 

sobre atividade de endoglucanase de Botrytis ricini URM 5627 (a atividade obtida no 

tempo 0h foi tomada como 100% ). Os experimentos foram realizados em duplicata e as 

barras de erro indicam o desvio padrão de cada grupo de dados. 
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Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

Segundo Heller, et al 1997, o congelamento à baixas temperaturas é o 

método mais comum de armazenamento de proteínas. Em contrapartida, o congelamento de 

soluções enzimáticas pode causar modificações estruturais ocasionando a perda ou 

diminuição da atividade catalítica provocada pela formação de cristais de gelo. As celulases 

produzidas pelo fungo filamentoso Rhizopus sp cultivado em fermentação em estado sólido 

utilizando a palma forrageira (Nopalea cochenillifera) como substrato, demostraram 

estabilidade por até 144 horas quando armazenado a -18°C (Santos et al., 2016). A 

endoglucanase isolada de Aspergillus terreus foi mantida relativamente estável após 150 

meses de armazenamento à 4°C, havendo um decréscimo de até 5% de sua atividade 

enzimática inicial (Qi et al., 2019). Nesse estudo, a endoglucanase do Botrytis ricini URM 

5627 se mostrou estável frente ambas as temperaturas de armazenamento por 120 dias logo, 

apresenta possibilidade de aplicação, distribuição e uso. 
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5.2.3 Planejamento Box–Behnken para otimização da sacarificação do farelo de trigo 

 

Os resultados experimentais obtidos a partir das condições do planejamento 

Box-Behnken aplicados para otimização da sacarificação do farelo de trigo utilizando a 

endoglucanase (497,3 U/mL) isolada do Botrytis ricini URM 5627 podem ser observados na 

tabela 1. Tempo (T), carga de substrato (S) e carga enzimática (E) são variáveis que podem 

influenciar significativamente na catálise enzimática. Diante disso foi desenvolvido esse 

planejamento para avaliar a influência destas variáveis e otimizar o rendimento de açúcares 

redutores liberados durante a sacarificação. 

Uma análise preliminar da tabela 1 permitiu verificar que a enzima foi capaz de 

sacarificar o farelo de trigo em todas as combinações das variáveis investigadas, de 

acordo com o planejamento. A maior produção de açúcares redutores (116,93 mg/g) foi 

alcançada quando as condições foram mantidas no ponto central, neste caso, tempo de 8 h, 

carga de substrato 2% e carga enzimática 4%. Os dados disponíveis nesta tabela foram 

submetidos à análise de regressão para construção de um modelo matemático de previsão. 

 

Tabela 1: Matriz do tipo Box-Behnken para análise dos parâmetros tempo, carga de 

substrato e carga enzimática e otimização da enzimática do farelo de trigo 

endoglucanase isolada de Botrytis ricini URM 5627. 

Experimentos Tempo (T) [S] [E] Açúcares redutores (mg g
-1

) 

1 -1 (4h) -1 (1%) 0 (4%) 111,98 

2 +1 (12h) -1 (1%) 0 (4%) 114,56 

3 -1 (4h) +1 (3%) 0 (4%) 114,94 

4 +1 (12h) +1 (3%) 0 (4%) 114,82 

5 -1 (4h) 0 (2%) -1 (3%) 109,04 

6 +1 (12h) 0 (2%) -1 (3%) 110,56 

7 -1 (4h) 0 (2%) +1 (5%) 113,98 

8 +1 (12h) 0 (2%) +1 (5%) 116,80 

9 0 (8h) -1 (1%) -1 (3%) 112,98 
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10 0 (8h) +1 (3%) -1 (3%) 113,50 

11 0 (8h) -1 (1%) +1 (5%) 114,94 

12 0 (8h) +1 (3%) +1 (5%) 116,76 

13 0 (8h) 0 (2%) 0 (4%) 116,65 

14 0 (8h) 0 (2%) 0 (4%) 116,93 

15 0 (8h) 0 (2%) 0 (4%) 116,78 

Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

Observando o gráfico de Pareto (Figura 3), uma vez que os resultados apresentados 

pelo mesmo indica a significância dos efeitos padronizados dos termos de regressão, pôde-se 

observar que todos os termos lineares e quadráticos do modelo foram significativos a um 

nível de 95% de confiança. Das variáveis estudadas, três delas apresentaram maior influência 

na sacarificação: carga enzimática linear, carga enzimática quadrática e tempo quadrático.  O 

maior comprimento da barra que representa o efeito padronizado do termo linear [E] indica 

que a carga enzimática foi a variável que mais se destacou influenciando nessa aplicação.  

 

Figura 3: Gráfico de Pareto mostrando a significância dos termos das variáveis tempo 

(T), carga de substrato [S] e carga enzimática [E] no modelo ajustado para sacarificação 

de farelo de trigo utilizando endoglucanase isolada de Botrytis ricini URM 5627. 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2020. 
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Uma vez que os modelos apresentam somente termos significativos, os coeficientes de 

regressão destes termos reduzidos foram construídos por análise de regressão e submetidos à 

ANOVA (p < 0,05) (Tabela 2). 

 

Tabela 2: ANOVA para o modelo reduzido ajustado a partir dos resultados 

experimentais obtidos com o planejamento Box-Behnken.  

Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

Os resultados apresentados na tabela 2 indicam que o modelo matemático construído 

(p < 0,05) foi estatisticamente significativo. Para o presente modelo, os valores de R
2
 e R

2
-adj 

(0,9057 e 0,8350, respectivamente) indicam um bom ajuste aos resultados experimentais. A 

partir de um valor de R
2
 de 0,9057, conclui-se que 90,57% da variabilidade das respostas de 

produção de açúcares redutores podem ser explicadas pelo modelo reduzido ao passo que, um 

valor de R
2 

-adj de 0,8350 significa que 83,50% da variação das respostas de atividade de 

endoglucanase podem ser explicadas pelo modelo ajustado. O valor de falta de ajuste foi 

insignificante (p = 0,0152). Esta afirmação pôde ser ratificada a partir dos gráficos de valores 

reais e previstos (Figura 4), os quais evidenciaram que o modelo reduzido apresentou os 

valores das respostas previstas muito próximos aos das respostas experimentais reais . Além 

disso, os resíduos foram relativamente baixos e distribuídos de forma aleatória, tornando o 

modelo válido para construção da superfície de resposta e previsão das regiões desejadas. 

 

 SS FD MS F P 

Regressão 73,8508 6 12,3084 12,8120 0,0005 

Residual 7,6855 8 0,9606   

Falta de ajuste 7,6463 6 1,2743  0,0152 

Erro puro 0,0392 2 0,0196   

Total 81,5364 14    

R
2
 0,9057     

R
2 

-adj  0,8350     
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Figura 4: Gráfico de valores reais x previstos (a) e gráfico de distribuição de resíduos (b) 

para o modelo reduzido ajustado para explicar a variabilidade dos resultados da 

sacarificação farelo de trigo utilizando endoglucanase isolada de Botrytis ricini URM 

5627. 

 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2020. 

 

O modelo reduzido, ajustado a partir dos resultados experimentais obtidos para 

sacarificação do farelo de trigo pela endoglucanase de Botrytis ricini URM 5627, é 

representado pela equação 2.  Os termos codificados representados significam, Y a quantidade 

de açúcares redutores liberados (resposta), ao passo que T, S e E representam as variáveis 

independentes: tempo, carga de substrato e carga enzimática. 

                                                            ( )  
 

Os gráficos de superfície de resposta (Figura 5) construídos a partir da equação 2, 

ilustram o efeito das variáveis e suas interações. A partir destes gráficos ficou evidente que, 

dentro da região experimental estudada a variável carga enzimática [E] exerceu maior 

influencia sobre o processo de sacarificação. Os resultados foram validados com a repetição 
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em triplicata dos valores críticos apontados pelo modelo, através da Equação 2 gerada. A 

partir desses resultados foi possível prever um valor máximo de produção de açúcares 

redutores, equivalente a 117,75 mg/g sob as condições de tempo de 8,7 h, carga de substrato 

de 2,9 % e carga enzimática de 4,6%. Nestas condições, foi encontrado um valor médio real 

da análise feita em triplicata de 118,92 mg/g, que foi bastante próximo ao valor previsto. 

 

Figura 5: Gráficos de superfície de resposta e de contorno construídos com base no 

modelo Y representando as interações entre as variáveis tendo-se como resposta a 

quantidade de açúcares redutores formados. 

 

 

Fonte: elaborado pela autora, 2020. 
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O farelo de trigo produzido como subproduto agrícola pode servir como matéria-prima 

atraente de baixo custo para a produção de açúcares fermentáveis (Qi et al., 2019). De acordo 

com o estudo proposto por Sawisit  et al., 2018, utilizando várias cargas enzimáticas (1 a 6%) 

em casca de arroz pré-tratadas, verificou-se que a saturação ocorreu acima das cargas 

enzimáticas de 4%. Da mesma forma, a saturação observada no tempo de sacarificação de 18 

a 24 h de incubação, não houve melhora significativa no rendimento de açúcar redutores 

produzidos após 24 h de incubação (Narra et al., 2020). Wang et al. 2019,  demonstraram uma 

produção de 6,51 ± 0,39 g/L de açúcares redutores quando a carga de substrato de agave foi 

de 10% em um tempo de hidrólise de 72h, utilizando um coquetel enzimático celulolítico de 

Aspergillus niger. O resultado indicou que maior carga sólida de agave aumentou 

significativamente a concentração de açúcar no hidrolisado. 

Utilizando um extrato bruto produzido por Penicillium chrysogenum, aplicado a 

sacarificação de sabugo de milho pré-hidrolisado, obteve-se um rendimento de açúcares 

redutores (23,08 mg g 
-1

 com 24 h) (Zhang e Sang, 2015). Adıgüzel and Tunçer, 2017,  

também relataram a sacarificação de farelo de  trigo (2,5% de carga de substrato) pré-tratado 

com NaOH por 6h de hidrólise pela endoglucanase de Actinomadura geliboluensis, 

apresentando uma produção de açúcares redutores de  265,1 mg/g. Apesar de serem apontadas 

como promissoras, etapas de pré-tratamento podem encarecer o processo de sacarificação e 

produzir inibidores da fermentação (Masran et al., 2016). A sacarificação do farelo de trigo 

pela endoglucanase de Botrytis ricini URM 5627 foi realizada sem a utilização de etapas de 

pré-tratamento e, ainda assim, apresentou resultados satisfatórios, uma vez que, o tempo de 

hidrólise foi de 8h, caracterizando um menor gasto energético e financeiro.  

 

5.2.4 FTIR 
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O farelo de trigo antes e após o processo de sacarificação foi caracterizado por FTIR, e 

os espectros são apresentados na figura 6. Algumas diferenças foram observadas entre os 

espectros.  

Figura 6: Espectros FTIR para o farelo de trigo in natura e após a sacarificação 

utilizando endoglucanase isolada de Botrytis ricini URM 5627. 

 

Fonte: elaborada pela autora, 2020. 

 

A banda larga a ~ 3400 cm
-1

 foi associada à vibração de alongamento OH referentes a 

celulose, assim como as bandas em 2850 a 2918 cm
-1

. A absorção em 1733 cm
-1 

é 

característica da ligação C=O devido ao estiramento de hemicelulose não conjugada. O sinal 

em 896 cm
-1

 corresponde a ligação glicosídeo β-(1→ 4) referente a celulose (Dissanayake et 

al., 2018). A vibração entre 1200 e 1100 cm
-1 

são atribuídas à hemicelulose e celulose. Diante 

disso foi observada a diminuição de sinais referentes à hemicelulose e a celulose após o 
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processo de sacarificação, apontando um possível processo de deslignificação e afrouxamento 

da celulose facilitando assim, a ação da enzima na hidrólise e, em consequência, a produção 

de açúcares redutores. 

 

5.3 Conclusão 

Este estudo demonstrou o potencial de utilização e estocagem da endoglucanase de 

Botrytis ricini URM 5627 para sacarificação do farelo de trigo sem a necessidade de pré-

tratamento deste material.  Além disso, a aplicação da metodologia de superfície de resposta 

utilizando uma matriz de planejamento Box-Behnken permitiu determinar com êxito, as 

condições das variáveis: tempo de sacarificação, carga de substrato e carga enzimática, 

necessárias para a maximização da produção de açúcares redutores. Se  trata de um estudo 

que possibilitou a análise de diferentes combinações de variáveis com a realização de poucos 

pontos experimentais. A partir da utilização desse modelo estatístico após sua validação foi 

possível produzir 118,92 mg/g de açúcares redutores, utilizando uma carga de substrato de 2% 

(p/v), carga enzimática 4% (v/v) em 8 horas de sacarificação. Demonstrou-se aqui um 

resultado promissor, uma vez que, o processo apresentado é menos oneroso, com um menor 

gasto energético e otimizado, sem contar que o modelo matemático previsto foi verificado em 

condições reais sendo bastante próximo ao valor previsto. 
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perspectivas 
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6.1 Conclusão geral 

 

 O fungo filamentoso Botrytis ricini URM 5627 foi capaz de produzir a enzima 

endoglucanase em diferentes meios de cultivo; 

 A fermentação em estado sólido se mostrou como uma técnica promissora para reduzir 

os custos de produção da enzima; 

 O bagaço de cana foi o resíduo agroindustrial mais eficiente no processo de 

crescimento microbiano; 

 A enzima foi purificada utilizando apenas dois passos, tais como fracionamento salino 

e cromatografia líquida de proteínas; 

 A enzima pura apresentou características bioquímicas superiores a algumas 

endoglucanases relatadas na literatura, sendo halotolerante, termoestável, estável em 

diferentes pHs; 

 A enzima foi capaz de sacarificar diferentes resíduos industriais in natura e após pré-

tratamentos ácido e biológico, produzindo ácucares fermentáveis. 

 

6.2 Perspectivas 

 

 Utilizar os ácucares fermentáveis produzidos para a obtenção de etanol 2G. 




