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RESUMO 

 

SCARCELLA, ASA. Cultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei 

RP698 em resíduos agroindustriais: consórcio microbiano no desenvolvimento de um 

coquetel enzimático para sacarificação de cana-de-açúcar [doutorado]. Ribeirão 

Preto: Universidade de São Paulo Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto; 2020. 

 

O aumento da atividade agroindustrial levou ao acúmulo de grandes quantidades de 

biomassa lignocelulósica. Este tipo de material é a fonte mais abundante de carbono 

renovável da natureza, representando um valioso substrato industrial com potencial 

biotecnológico. O custo da produção de bioetanol a partir de resíduos agroindustriais 

depende, em grande parte, da biomassa recalcitrante e das enzimas envolvidas na 

sacarificação da parede celular, sendo necessária a otimização da produção 

enzimática para minimizar este fator. Assim sendo, este trabalho teve por objetivo a 

elaboração e otimização de um coquetel enzimático obtido a partir dos fungos 

Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698 visando a sacarificação de 

bagaço de cana-de-açúcar (SCB), cana-de-açúcar SP80-3280 e Cana Energia (EC). 

O cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 em palha de milho apresentou os 

melhores resultados de sacarificação, liberando 40,40 ± 2,81 µmol.mL-1 de açúcar 

redutor (AR) para SCB, 30,33 ± 1,39 µmol.mL-1 de AR para EC e 33,18 ± 1,04 

µmol.mL-1 de AR para SP80-3280, sendo os principais açúcares liberados glucose e 

xilose. Além disso, foi realizada uma investigação, por análise proteômica, das 

enzimas secretadas por estes microrganismos quando crescidos em cana-de-açúcar 

SP80-3280, Cana Energia e palha de milho como única fonte de carbono.  Como 

resultado do secretoma do cultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 crescidos em 

cana-de-açúcar SP80-3280 e Cana Energia foram identificadas 56 proteinas 

relacionadas à degradação da parede celular vegetal em todas as condições 

analisadas, entre elas glicosil hidrolases, carboidratos esterases e proteínas de 

atividades auxiliares. Já no cocultivo dos microrganismos crescidos em palha de milho 

durante 5 dias, foram identificadas 27 proteínas divididas entre celulases, 

hemicelulases, pectinases e proteínas de atividades auxiliares. Foram identificadas 

duas proteínas não descritas para estes fungos até o momento, sendo elas a ácido 

celobiônico fosforilase e a 4-O-metil glucurônico metil esterases. Ademais, estudou-

se o efeito de diferentes pré-tratamentos das biomassas, sendo que o pré-tratamento 



 

 

 

alcalino possibilitou melhor sacarificação das biomassas, mostrando um aumento na 

quantidade dos açúcares liberados e alcançando 215,01 ± 11,02 µmol.mL-1 de AR 

para a hidrólise de SCB, 177,16 ± 16,00 µmol.mL-1 de AR para EC e 220,64 ± 29,02 

µmol.mL-1 de AR para SP80-3280. Foram aplicados diferentes coquetéis na hidrólise 

de cana-de-açúcar comercial, Cana Energia tipo I e tipo II proveniente da GranBio, 

comprovando que os melhores resultados de liberação de AR foram gerados após o 

uso do coquetel obtido pelo cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 em palha 

de milho. Todos os resultados demonstraram que existe uma forte correlação entre a 

enzimas a serem utilizadas e a composição da biomassa. Foi observado ainda, os 

benefícios do cocultivo de microrganismos para a obtenção de um coquetel 

diversificado com elevado potencial de aplicação e de baixo custo. 

 

Palavras-chaves:  Mycothermus thermophilus. Trichoderma reesei RP698. Consórcio 

enzimático. Sacarificação de cana-de-açúcar. Sacarificação de Cana Energia. 

Secretoma.  



 

 

 

ABSTRACT 

 

SCARCELLA, ASA. Cultivation of Mycothermus thermophilus and Trichoderma reesei 

RP698 in agro-industrial residues: microbial consortium in the development of an 

enzymatic cocktail for saccharification of sugarcane [thesis]. Ribeirão Preto: 

Universidade de São Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto; 2020. 

 

The increase in agro-industrial activity led to the accumulation of large amounts of 

lignocellulosic biomass. This kind of material is the most abundant source of renewable 

carbon in nature, representing a valuable industrial substrate with biotechnological 

potential. The cost of bioethanol producing from agro-industrial residues depends, in 

large extend, on the recalcitrant biomass and the enzymes involved in the 

saccharification of the cell wall, what makes the optimization of the enzymatic 

production necessary in order to minimize this factor. Therefore, this work focused on 

the elaboration and optimization of an enzymatic cocktail obtained from the fungi 

Mycothermus thermophilus and Trichoderma reesei RP698 aiming at the 

saccharification of sugarcane bagasse (SCB), sugarcane SP80-3280 and energy cane 

(EC). The co-cultivation of M. thermophilus and T. reesei RP698 in corn straw showed 

the best saccharification results , releasing 40.40 ± 2.81 µmol.mL-1 of reducing sugar 

(RS) for SCB, 30.33 ± 1.39 µmol.mL-1 of RS for EC and 33.18 ± 1.04 µmol.mL-1 of RS 

for SP80-3280, the main sugars released were glucose and xylose. Also, an 

investigation by proteomic analysis of the enzymes secreted by these microorganisms, 

grown in sugarcane SP80-3280, energy cane and corn straw as the only carbon 

source, was carried out. As a result of the secretome of the cultivation of M. 

thermophilus and T. reesei RP698 grown in sugarcane SP80-3280 and energy cane, 

56 proteins related to the degradation of the plant cell wall, were identified in all 

conditions analyzed, including glycosyl hydrolases, carbohydrates esterases and 

auxiliary activity proteins. Twenty-seven proteins were identified in the cultivation of 

microorganisms grown in corn straw for 5 days. These proteins are divided into 

cellulases, hemicellulases, pectinases and proteins of auxiliary activities. Two proteins, 

which were not described for these fungi so far, have also been identified. They were 

named as cellobionic acid phosphorylase and 4-O-methyl glucuronic methyl esterases. 

In addition, the effect of different biomass pretreatments was studied, and the alkaline 

pretreatment enabled a better saccharification of the biomass, showing an increase in 



 

 

 

the amount of sugars released, reaching 215.01 ± 11.02 µmol.mL-1 of RS for SCB 

hydrolysis, 177.16 ± 16.00 µmol.mL-1 of RS for EC and 220.64 ± 29.02 µmol.mL-1 of 

RS for SP80-3280. Different cocktails were applied in the hydrolysis of commercial 

sugar cane, energy cane type I and type II from GranBio, proving that the best results 

of AR release were generated after the use of the cocktail obtained by the co-cultivation 

of M. thermophilus and T reesei RP698 grown in corn straw. All the results showed 

that there is a strong correlation between the enzymes to be used in the 

saccharification process and the composition of the biomass. The benefits of 

microorganism co-cultivation was also verified in obtaining a diversified cocktail with 

high application potential at low cost. 

 

Keywords:  Mycothermus thermophilus. Trichoderma reesei RP698. Enzymatic 

consortium. Sugarcane saccharification. Energy Cane saccharification. Secretome.
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A biodiversidade compreende a variabilidade de vida na Terra, porém, na 

maioria das vezes, é discutida somente em termos de grandes organismos. 

Entretanto, os microrganismos são os mais abundantes e diversos, dentro deste 

cenário convém salientar que foram as primeiras formas de vida celular e estavam 

ativos há mais de 3 bilhões de anos antes mesmo do aparecimento de 

macrorganismos (1,2).  

Desta forma, grande é o interesse sobre o conhecimento da biodiversidade 

microbiana que paralelamente contribui para a expansão do conhecimento biológico, 

sendo os fungos de grande interesse, uma vez que sabe-se que os fungos 

filamentosos são fontes promissoras de produção de enzimas e outros compostos de 

interesse industrial que podem vir a compor diferentes sistemas multi-enzimáticos. 

Dentre os fungos utilizados em processos industriais, os mais estudados são os 

pertencentes ao gênero Aspergillus (1), todavia os gêneros Humicola, Thichoderma e 

Mycothermus tem ganhado bastante visibilidade devido ao potencial de produção de 

enzimas envolvidas no processo de obtenção de bioenergia (3–5). 

O termo bioenergia refere-se à energia obtida através de biomassa 

lignocelulósica, como por exemplo o bioetanol, o qual pode contribuir para o 

desenvolvimento econômico e para o meio ambiente. Além disso, os biocombustíveis 

auxiliam na mitigação das mudanças climáticas, já que esses oferecem uma 

alternativa de carbono neutra (6).  

A crescente expansão da atividade agroindustrial levou ao acúmulo de uma 

grande quantidade de resíduos lignocelulósicos de diferentes origens, como madeira  

e diversos resíduos agroindustriais em todo o mundo (7,8). No mundo, cerca de 146 

bilhões de toneladas de resíduos são produzidas anualmente (9). Sendo assim, a 

produção de etanol por meio da bioconversão de biomassa lignocelulósica representa 

uma promissora fonte de bioenergia, visto que esta é em sua maioria um resíduo 

agroindustrial, sendo de fácil obtenção e grande abundância na natureza (8,10).  

À vista disso, o interesse econômico em cana-de-açúcar (Saccharum sp.) 

aumentou significativamente nos últimos anos devido ao aumento da demanda 

mundial para a produção de energia de maneira sustentável. A conversão da 

biomassa lignocelulósica em etanol e outros compostos químicos pode ser realizada 

utilizando um sistema multi-enzimático agindo em sinergismo (11), sendo de 

fundamental importância o estudo de diferentes microrganismos e a compreensão da 

secreção das enzimas de interesse que possam ser aplicadas nestes processos.   
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No Brasil, as empresas GranBio e Raízen são exemplos reais e bem-sucedidos 

da tecnologia de Etanol de Segunda Geração (2G), porém com processos diferentes. 

A GranBio possui uma biorrefinaria, a Bioflex 1, que opera a primeira planta em escala 

comercial de etanol 2G, do Hemisfério Sul. Nesta planta há a conversão de resíduos 

de cana-de-açúcar em etanol 2G e lignina (http://www.granbio.com.br/). A Raízen 

utiliza como matéria-prima para o Etanol 2G, a palha e bagaço de cana-de-açúcar que 

são submetidos à um processo altamente tecnológico de hidrólise e dupla 

fermentação, resultando em um produto com a mesma composição química do etanol 

comum (https://www.raizen.com.br/).  

 

 

1.1. Biodiversidade fúngica 

 

Os fungos são microrganismos eucarióticos, com uma parede celular rígida e 

quimiorganotróficos, isto é, nutrem-se através da secreção de enzimas que digerem 

compostos mais complexos (12), como por exemplo polissacarídeos da parede celular 

vegetal.  

Dentre os fatores que podem influenciar o crescimento dos microrganismos, a 

temperatura possui grande destaque, uma vez que eles podem ser divididos em 

diferentes classes térmicas de organismos, ou seja, apresentam diferentes 

temperaturas ótimas de crescimento. Entre os microrganismos estudados com 

potencial de aplicação industrial destacam-se os mesófilos e os termófilos. Os 

mesófilos são organismos que crescem melhor em temperaturas de 20 a 45 ºC, 

enquanto que os termófilos são os microrganismos que possuem temperatura ótima 

de crescimento entre 45 e 80 ºC (12). 

 O fungo mesofílico Trichoderma reesei é um dos principais microrganismos  de 

interesse industrial utilizado para a produção de holocelulases (13). Seu genoma e a 

maquinaria para a síntese de enzimas envolvidas na degradação da biomassa 

lignocelulósica já foram descritos (13,14) o que lhe confere tamanho destaque.  

Nos últimos anos, os fungos termofílicos, como o Mycothermus thermophilus 

(Scytalidium thermophilum), têm se destacado por sua capacidade de produzir 

enzimas como amilases, xilanases e celulases (3,15). 

Desta maneira, a análise do secretoma fúngico tem ganhado grande 

visibilidade, uma vez que através destes estudos é possível conhecer as proteínas 

http://www.granbio.com.br/
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secretadas por diferentes microrganismos cultivados em condições distintas (15–19). 

Estas análises possibilitam uma melhor compreensão da maneira ideal de cultivo para 

obtenção das proteínas de interesse industrial, além de possibilitar a descoberta de 

proteínas que ainda não foram descritas na literatura para os microrganismos 

estudados. 

Além do secretoma, outra estratégia que está sendo estudada para a 

elaboração de coquetéis enzimáticos de alta eficiência na hidrólise da biomassa, é o 

cocultivo de microrganismos, já que consiste na produção simultânea de enzimas de 

interesse entre dois ou mais organismos. Entretanto, devido as diferentes classes 

térmicas de fungos (3,12), faz-se necessário analisar o crescimento dos mesmos em 

distintas temperaturas. No âmbito das produção de bioenergia, essa abordagem 

permite a obtenção de um coquetel enzimático diverso e eficiente (20), uma vez que 

as enzimas podem atuar em maior sinergismo e minimizar o efeito dos inibidores 

enzimáticos devido à sacarificação da parede celular das biomassas lignocelulósicas.  

 

 

1.2. Biomassa lignocelulósica  

 

A biomassa lignocelulósica é a fonte mais abundante de carbono renovável da 

natureza, representando um valioso substrato industrial com potencial para diversas 

aplicações, tais como a produção de bioenergia, papel e celulose, tecnologia de 

alimentos, entre outras (21).  

A biomassa vegetal é constituída por materiais poliméricos densamente 

recalcitrantes como: proteínas, lignina, holocelulose (uma fração constituída de fibras 

de celulose envolto em hemicelulose-pectina), cinzas, sais e minerais (22,23). A rede 

de polissacarídeos na parede celular de plantas é uma das estruturas mais 

complexas, sendo que sua composição lignocelulósica depende da sua origem, seja 

derivado de madeira dura, madeira macia ou gramíneas (8,24,25). Os polissacarídeos 

da parede celular armazenam energia, a qual uma vez acessada de maneira eficiente 

pode ser utilizada para produção de etanol de segunda geração (26), sendo a cana-

de-açúcar um dos maiores exemplos.  
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1.2.1. Cana-de-açúcar 

 

A cana-de-açúcar (Saccharum sp.) é uma gramínea pertencente ao grupo das 

monocotiledôneas (27). Atualmente, o Brasil é o maior produtor de cana-de-açúcar do 

mundo, com uma produção de 391.767 mil toneladas na safra 2018/2019, na região 

centro-sul do país (28). O cultivo de cana-de-açúcar tem como um dos propósitos a 

produção de etanol de primeira geração, que é aquele obtido a partir da sacarose 

presente no colmo. Além disso, é uma cultura que tem sido utilizada há muito tempo 

na produção de açúcar, mas, recentemente, a bioeletricidade e o etanol tornaram-se 

os mais famosos produtos de valor agregado gerados através de sua queima e 

fermentação respectivamente (29).  

Os subprodutos gerados pelo setor sucro energético são a vinhaça, que 

consiste em uma suspensão de sólidos, substâncias orgânicas e minerais, e o bagaço, 

que é um resíduo lignocelulósico (30). Desta maneira, a cana-de-açúcar é um recurso 

interessante uma vez que é renovável e barato, possuindo potencial de produção e 

geração de produtos químicos e bioenergia (31). 

O bagaço de cana-de-açúcar é uma matéria-prima muito promissora para a 

produção de etanol de segunda geração na perspectiva do processo em grande 

escala. A cana-de-açúcar apresenta parede celular secundária, com composição em 

torno de 22 % de lignina, 8% de pectina, 43 % de celulose e 26 % de hemicelulose, 

porém os últimos dois componentes são mais predominantes (Figura 1) 

(26,27,32,33). 
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Figura 1. A unidade básica da arquitetura da parede celular da cana-de-açúcar. 

 

Fonte: Adaptado de Buckeridge, Grandis e Tavares (27). 

 

A produção de Bioetanol a partir de bagaço de cana pode compartilhar a 

infraestrutura em que o etanol convencional é produzido, tais como unidades de 

fermentação e destilação, o que diminui os custos em equipamentos (34). Desta 

forma, o sucesso do processo de produção de bioetanol a partir de bagaço depende 

em grande parte da própria biomassa e do repertório de enzimas envolvidas na 

despolimerização dos polissacarídeos constituintes na parede celular (6). 

Existem diferentes variedades comerciais de cana-de-açúcar no mundo, dentre 

elas a SP80-3280 é muito estudada, principalmente quanto à estrutura e composição 

de sua parede celular (26,27). Sendo assim, torna-se possível aumentar a eficiência 

da hidrólise, uma vez que esta variedade apresenta a estrutura da parede celular 

definida (26). Estudos recentes com esta variedade identificaram as ligações 

covalentes presentes nos polímeros da parede celular da cana-de-açúcar, sendo elas, 

glucosídicas e ésteres, que são as ligações que precisam ser clivadas para que ocorra 

a liberação dos monossacarídeos que serão posteriormente fermentados (26,27). 

Além das ligações covalentes, há outras classes de ligações que são caracterizadas 

dentro da parede, como as ligações: (i) iônicas, que ocorre entre pectinas e cálcio na 

lamela média; (ii) não covalentes específicas, como as ligações de hidrogênio que os 
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xiloglucanos produzem à superfície da celulose; e (iii) ligações polissacarídicas não 

específicas (ligações de hidrogênio) relacionadas com as interações polissacarídeo-

polissacarídeo que ocorrem devido à proximidade dos polímeros na parede (27). 

Com o conhecimento das ligações presentes nos polímeros da parede celular 

dessa biomassa, Buckeridge e De Souza (35) propuseram o código glicômico da 

cana-de-açúcar, que consiste na rede entrelaçada de polímeros formando uma 

estrutura altamente organizada (27). Com ele é possível determinar as estratégias que 

melhor funcionariam para a desmontagem da parede celular e a subsequente 

liberação de açúcares fermentescíveis.  

 

1.2.2. Cana Energia 

 

A geração de matéria-prima para a bioenergia depende de uma produção 

agrícola estável em termos de rendimentos de biomassa, que pode ser limitada por 

estresses abióticos (36). Sendo assim, nos últimos anos a Cana Energia ganhou 

visibilidade, pois advém do melhoramento genético da cana-de-açúcar S. 

spontaneum, para aumentara eficiência energética e a adaptabilidade em diferentes 

ambientes (36–39). Segundo Tew e Cobill (37), existem dois tipos de Cana Energia 

(Figura 2):  

• Cana Energia de tipo I: é uma cana selecionada e cultivada para 

maximizar seus componentes de açúcar e fibra. De modo geral, 

apresenta em torno de 70% de água, 13% de açúcar e 17% de fibra. 

• Cana Energia de tipo II: é a cana selecionada e cultivada principalmente 

para maximizar o teor de fibra, que é em torno de 30%, ou seja, quase 

duas vezes mais que a de tipo I e cana-de-açúcar comercial. Este tipo 

de cana apresenta baixo teor de açúcar (5%) e somente 65% de água.  

Espera-se que ela suporte ambientes mais temperados que as 

comerciais.  
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Figura 2. Esquema comparativo da cana-de-açúcar e Cana Energia tipo I e II. 

 

Fonte: Adaptado de Tew e Cobill (37). 

 

Portanto, a Cana Energia apresenta uma maior capacidade de acúmulo de 

biomassa, devido aos altos valores de fibra distribuídos nas frações de celulose, 

hemicelulose e lignina (38), quando comparada às as canas-de-açúcar comerciais 

(aproximadamente 12%). Por esta razão, a Cana Energia pode apresentar potencial 

como fonte de matéria-prima para a geração de eletricidade e, principalmente, para a 

produção de etanol celulósico. 

 

 

1.3. Parede celular das plantas 

 

1.3.1. Lignina e o complexo lignolítico 

 

A lignina faz parte da constituição da parede celular, apresenta natureza 
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polimérica e tridimensional, sendo extremamente complexa. É constituída de unidades 

de fenilpropano unidas por ligações C-O-C e C-C e com diferentes teores de grupos 

alcóolicos e metoxílicos dependendo da madeira (23,40). O acoplamento das 

unidades de fenilpropano não ocorre de forma regular e repetitiva, o que é atribuído 

ao mecanismo de biossíntese pela polimerização de três diferentes monômeros: o 

álcool cumárico, álcool coniferílico e álcool sinapílico (41,42). 

A deposição de lignina nas paredes celulares é considerada um marco da 

transição entre as paredes primárias e secundárias, uma vez que esta restringe a 

expansão como consequência da diferenciação dos tecidos. Desta maneira, as 

paredes celulares tornam-se recalcitrante e menos flexível, devido a uma maior 

proporção de domínios estruturais finos que dificultam o ataque enzimático (25,43). 

A lignina é responsável por proteger os polissacarídeos da parede celular da 

planta da degradação microbiana, conferindo assim resistência à deterioração. Além 

disso, também é um dos fatores mais importantes em relação à limitação na conversão 

de biomassa lignocelulósica a biocombustíveis, já que a remoção da lignina é um 

processo dispendioso (44).  

O processo de biodegradação da lignina é um evento oxidativo que demanda 

um complexo sistema enzimático de baixa especificidade (42). As principais enzimas 

envolvidas nesse processo estão representadas na Tabela 1.  

 

Tabela 1. Enzimas responsáveis pela degradação da lignina. 

Enzimas Função EC Referência 

Lignina 

peroxidase 

Apresenta alto potencial redox capaz de 

oxidar os compostos aromáticos não 

fenólicos; 

Requer peróxido de hidrogênio (H2O2) para a 

oxidação do álcool à veratraldeído 

1.11.1.14 (45) 

Manganês 

peroxidase 

Heme proteína extracelular e glicosilada; 

Assemelha-se à lignina peroxidase, 

entretanto, além de H2O2, requerem íons Mn2+ 

1.11.1.13 (45,46) 

Lacase Catalisa a oxidação de substratos fenólicos ou 

aminas aromáticas para formar produtos 

distintos através de diferentes vias 

1.10.3.2 (47) 
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1.3.2. Hemicelulose e o complexo hemicelulolítico 

 

A hemicelulose é um heteropolissacarídeo composto por diferentes proporções 

de subunidades de monossacarídeos de D-xilose, D-manose, D-galactose, L-

arabinose e açúcares ácidos (48–51). A hemicelulose tem peso molecular menor que 

a celulose, além da sua cadeia central, ela possui ramos de cadeias laterais que 

consistem em diferentes açúcares (52). A xilana, principal heteropolissacarídeo das 

hemiceluloses, é composta por resíduos de β-D-xilanopiranosil, unidos por ligações 

β-1,4 glucosídicas (53).  

 A hidrólise completa da hemicelulose requer a participação de enzimas 

responsáveis pelas clivagens das cadeias principais e laterais (Figura 3). Para a 

conversão enzimática da xilana a seus componentes poliméricos faz-se necessária a 

participação sinérgica de várias enzimas (1,54).  

 

Figura 3. Esquema da ação das enzimas hemicelulolíticas. 

 

Fonte: Adaptado de POLIZELI (1). 
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As principais enzimas xilanolíticas são a endo-β-1,4-xilanase (EC 3.2.1.8) e a 

β-D-xilosidade (EC 3.2.1.37) (Tabela 2).  

 

Tabela 2. Enzimas responsáveis pela degradação da cadeia principal da xilana. 

Enzimas Função CAZy Referência 

Endo-β-1,4-xilanases 

Clivam ligações glucosídicas 

internas da cadeia principal da 

xilana 

GH10; 

 GH11 

(1,53,54) 

 

β-D-xilosidades 
Clivam substratos sintéticos; 

Clivam a xilobiose em xilose 

GH3;  

GH43 

(23,55) 

 

 

Além destas enzimas, existem outras que participam do processo de 

degradação da xilana, como a: (i) α-glucuronidases (EC 3.2.1.139); (ii) acetilesterases 

(EC 3.1.1.6); (iii) acetil xilana esterases (EC 3.1.1.72); (iv) α-arabinofuranosidases (EC 

3.2.1.55); (v) arabinanases (EC 3.2.1.99); (vi) feruloil esterases (EC 3.1.1.73) e ácido 

p-cumárico esterases (EC 3.1.1). A função destas enzimas e sua classificação pelo 

CAZy estão descritas na Tabela 3. 

A parede celular da cana-de-açúcar consiste em três componentes de 

hemicelulose: glucuronoarabino xilana, β-glucano e xiloglucano (27).  Os 

arabinoxilanos podem ser ramificados (com arabinose, galactose, ésteres acetílicos e 

raramente com ácido glucurônico) ou não ramificados (27,56). A presença de xiloses 

unidas por ligações α-1,2-glucosídicas à L-galactose contribui para a recalcitrância da 

biomassa (56) (Tabela 3).   

O β-glucano é um grupo heterogêneo de polímeros de glucose, 

compreendendo resíduos β-D-glucosil unidos por ligações β-glucosídicas, sendo que 

podem ser divididos em quatro grupos: β-1,4-glucano (celulose), β-1,3-glucano 

(laminarina) e β-1,3(4)–glucano, β-1,3-1,4-glucano (liquenano), sendo que este último 

pode ser convertido em monossacarídeos para produção de etanol (57,58). Para 

degradação do liquenano é importante a utilização de liquenases (EC 3.2.1.73) (58)  

(Tabela 3). 
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Tabela 3. Enzimas responsáveis pela degradação da hemicelulose. 

Enzimas Função CAZy Referência 

α-glucuronidases Hidrolisam as ligações -1,2 entre 

ácido glucurônico e resíduos de 

xilose na glucuronoxilana 

GH67; 

GH115 

(1,23,59) 

 

Acetilesterases e 

acetil xilana esterases 

Removem os substituintes O-acetil a 

partir da posição C-2 ou C-3 dos 

resíduos de xilose na acetilxilana 

CE1; 

CE 3-5; 

CE 7; 

CE16 

α-

arabinofuranosidases 

Liberam monômeros terminais de 

arabinose a partir de oligo- e 

polissacarídeos  

GH3; 

GH51; 

GH54; 

GH62 

Arabinanases Hidrolisam cadeias L-

arabinofuranosil a partir de 

arabinanas de forma randômica, 

liberando arabino-oligossacarídeos 

GH43; 

GH93 

Feruloil esterases  

Ácido p-cumárico 

esterases 

Clivam ligações éster na xilana, 

respectivamente, entre as cadeias 

laterais de arabinose e do ácido 

ferúlico, e entre arabinose e ácido p-

cumárico 

CE1 

α-galactosidases Hidrolisam as ligações L-

galactosídeo em arabinoxilano 

GH95; 

GH97 
(56,60) 

Liquenases Clivam especificamente as ligações 

β-D-1,4-glucosídicas adjacentes às 

ligações β-1,3 em β-1,3-1,4-

glucanos. 

GH16 (57,58,61) 

Xiloglucanases Hidrolisam a cadeia principal de 

resíduos de glucose substituídos 

GH12; 

GH74 

(23,62) 

 

 

O xiloglucano está intercalado com as microfibrilas de celulose por meio da 

ligação de hidrogênio, fornecendo assim a rede de suporte da parede celular, 

protegendo-a de entrar em colapso devido ao estresse osmótico (63). Este polímero 
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é constituído por uma cadeia principal linear de ligações β-1,4-glucano, mas distingue-

se por ter até 75% de glucose ligado de forma covalente a resíduos de xilose na 

posição de O-6. Além disso, dependendo da fonte de xiloglucano, alguns resíduos de 

xilose podem ser ligados à galactose, e alguns resíduos de galactose podem ser 

ligados com fucose (35). A hidrólise de xiloglucano é catalisada por xiloglucanases 

específicas ou endoglucanases xiloglucano-específico (EC 3.2.1.151) que 

representam uma nova classe de enzimas degradantes de polissacarídeos (Tabela 

3).  

 

1.3.3. Celulose e complexo celulolítico 

 

A celulose, principal fonte de carbono renovável na natureza, é um polímero 

linear composto por subunidades de D-glucose unidos por ligações glucosídicas β-

1,4, formando dímeros de celobiose. Estes dímeros de celobiose formam longas 

cadeias ligadas entre si por pontes de hidrogênio e forças de van der Waals (7). Ela é 

um polissacarídeo estruturalmente simples, que é recalcitrante à degradação 

enzimática devido à sua cristalinidade e interligação com os outros polímeros da 

parede celular, tais como hemicelulose e lignina (23,64,65). 

As cadeias de celulose são orientadas em paralelo e formam domínios 

cristalinos altamente organizados, intercalados por regiões mais desorganizadas, as 

estruturas amorfas (Figura 4) (53).  

 

Figura 4. Estrutura da celulose e ação de enzimas na hidrólise da celulose.  

 

AA9 (em roxo) refere-se à monooxigenases; SWO (em rosa): Solenina; EG (em azul): 
endoglucanase; CBH (em laranja): celobiohidrolase e BG (em amarelo): β-glucosidase.  
Fonte: Adaptado de PASIN e colaboradores (9). 
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As microfibrilas celulósicas são cerca de 70% cristalinas, possuindo elevada 

resistência, além de serem impermeáveis à água, resistentes ao ataque químico e 

biológico, sendo tão estáveis que são muito difíceis de quebrar (23). Para melhorar 

ainda mais a recalcitrância da celulose, a repetição de unidade de glucose tem seis 

doadores de ligação de hidrogênio e nove receptores de hidrogênio, oferecendo 

inúmeras maneiras de estabilizar as ligações de hidrogênio inter e intramoleculares 

(23).  

O complexo celulolítico é composto por três tipos de enzimas e envolve a ação 

sinergética das mesmas: (i) as endoglucanases (EC 3.2.1.4); (ii) as exoglucanases ou 

celobiohidrolases (E.C. 3.2.1.176; EC 3.2.1.91) e (iii) as β-glucosidases (EC 3.2.1.21). 

A degradação da celulose ocorre por intermédio deste complexo, que promove a 

hidrólise desse polímero até glucose (Figura 4). A endoglucanase (EG) representada 

em azul na região amorfa, com um módulo de ligação ao carboidrato (“Carbohydrate 

Binding Module” – CBM) ligado à região cristalina, libera pequenas cadeias de 

celulose; celobiohidrolase (CBH) em laranja liga-se à terminação cristalina liberando 

celobiose; β-glicosidase (BG) em amarelo cliva a celobiose em glucose; AA9 em roxo 

atua na região cristalina deixando uma ruptura na cadeia de celulose; Swolenina em 

rosa atuando entre as cadeias de celulose, resultando em uma estrutura menos 

cristalina (9). A função destas enzimas e sua classificação pelo CAZy estão descritas 

na Tabela 4.  
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Tabela 4. Enzimas necessárias para hidrólise da celulose. 

Enzimas Função CAZy Referência 

Endo-β-1,4-

glucanases 

Clivam ligações β-1,4-

glucosídicas intramoleculares, e 

sua atividade é frequentemente 

determinada sob uma cadeia de 

celulose com alto grau de 

polimerização 

GH 5 a 9; GH 

12; GH 44-

45; GH 48; 

GH 51; GH 

61 e GH 124 

(1,23,66) 

 
Exoglucanases 

Celobiohidrolase I (CBHI), 

hidrólise das ligações β-1,4-

glucosídicas em celobiose e 

celotetraose a partir da 

extremidade não redutora da 

celulose; 

Celobiohidrolase II (CBHII) cliva a 

ligação β-1,4-glucosídicas a partir 

da extremidade redutora da 

celulose, liberando celobiose 

GH6;  

 

 

 

 

 

GH7 

β-D-glucosidades 

Hidrolisam celobiose e outras 

celodextrinas, com grau de 

polimerização de até 6, liberando 

glucose 

GH1; GH3 

Lítica 

polissacarídeo 

monooxigenase 

cobre dependente 

Cliva a cadeia de celulose por 

meio de um processo oxidativo de 

C-1, C-4 e C-6 

 

AA9 

(9,23) 

Celobiose 

desidrogenase 

Oxida a celobiose à 

celobiolactona na presença de um 

receptor de elétrons 

CDH 

 

Além do domínio catalítico, muitas glicosil hidrolases incluem um CBM adicional 

(Figura 4), capaz de auxiliar o reconhecimento e a ligação do polissacarídeo, 

aumentando a especificidade da enzima pelo substrato e, assim, melhoram a taxa de 
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hidrólise (67). 

Recentemente, alguns estudos propuseram a degradação oxidativa da celulose 

através da ação da ácido celobiônico fosforilase (GH94), que podem ser utilizada 

como alternativa para β-glucosidase (68–70). Neste modelo, o ácido celobiônico, a 

forma de ácido aldônico da celobiose, é um produto primário do sistema de 

degradação da celulose oxidativa (70).  

Nihira e colaboradores (69) propuseram um possível mecanismo do 

metabolismo oxidativo da celulose, em que, inicialmente, a celulose é degradada por 

endoglucanases e celobiohidrolases. A celobiose resultante como componente 

principal é oxidada pela celobiose desidrogenase para produzir celobiono-1,5-lactona, 

que reage espontaneamente com a água para formar o ácido celobiônico. Este ácido 

é liberado da celulose pela ação combinada de LPMO e celobiohidrolases. 

 O ácido celobiônico é transportado para o citoplasma, seguido de uma 

fosforólise pela ácido celobiônico fosforilase para produzir a glucose-1-fosfato e o 

ácido D-glucônico. Glucose-1-fosfato liberada é convertida em D-glicose-6-fosfato por 

a-fosfoglucomutase (EC 2.7.5.1) para entrar na glicólise. O ácido D-glucônico liberado 

é convertido em 5-fosfato de ribulose via 6-fosfogluconato pela reação sequencial de 

gluconocinase (EC 2.7.1.12) e 6-fosfogluconato desidrogenase (EC 1.1.1.44) para 

entrar na via da pentose fosfato (69). A Figura 5 apresenta um diagrama da via do 

consumo do ácido aldônico.  
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Figura 5. Diagrama esquemático da utilização do ácido aldônico em Neurospora 
crassa e Saccharomyces cerevisiae.  

 

As enzimas são abreviadas da seguinte forma: LPMOs: polissacarídeo lítico monooxigenases, 
CDHs: celobiose desidrogenases, BGs: β-glucosidases, CBT-1: transportador celobiônico, 
HXTs: transportadores hexóxicos, CAP: ácido celobiônico fosforilase, GnK: gluconocinase. 
Fonte: Adaptado de Li et al. (71). 

 

1.3.4. Pectina e seu sistema de degradação enzimático 

 

As pectinas são polissacarídeos heterogêneos, que formam a lamela média, 

sendo o maior componente dentro dela. Estes polissacarídeos são materiais adesivos 

na porção extracelular, encontrados nas células vegetais superiores e localizadas nas 

paredes primárias (9). A estrutura consiste em ligações axiais com unidades ácidas 

de α-1,4-D-galacturônico e contém moléculas de galactose, arabinose, xilose e L-

ramnose como cadeias laterais (72). 

Os principais polissacarídeos da pectina detectados nas paredes celular da 

cana-de-açúcar são homogalacturonano e ramnogalacturonano I (27). O 

homogalacturonano é uma cadeia homopolimérica não ramificada de porções ligadas 

a α-1,4 de ácido D-galacturônico, já o ramnogalacturonano I exibe um alto grau de 

diversidade entre o tipo de célula e o número de açúcares, e é composto por unidades 

repetidas de um dissacarídeo constituído por L-ramnose e ácido D-galacturônico, 
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unidos por ligações α-1,4-glucosídicas (73). 

Para que ocorra total degradação da pectina na parede celular vegetal é preciso 

um conjunto de enzimas complexas, as pectinases (EC 3.2.1.15), que estão descritas 

na Tabela 5. 

 

Tabela 5. Enzimas envolvidas na degradação da pectina. 

Enzimas Função EC Referência 

Endopoligalacturonase Ataca aleatoriamente as ligações 

α-1,4-glucosídicas da cadeia 

polissacarídica, liberando 

oligômeros de ácido galacturônico. 

3.2.1.15 

(9) 

Exopoligalacturonase Tipo I: hidrolisa o ácido D-

galacturônico na extremidade não 

redutora; 

Tipo II: libera o di-galacturonato da 

extremidade não redutora do ácido 

poligalacturônico 

3.2.1.67 

 

 

3.2.1.82 

(9,74) 

 

Pectina esterase Catalisa o grupo metoxil da pectina 

formando ácido péctico  
3.1.1.11 

(75) 

Endopectina liase Realiza a reação de trans-

eliminação da pectina. 
4.2.2.10 

(76) 

Endopectato liase  

 

Cliva a região interna ácido α-1,4-

poligalacturônico por meio da 

reação de β-eliminação, formando 

molécula com dupla ligação  

4.2.2.2 

 

Exopectato liase Cliva a extremidade não redutora 

do ácido α-1,4-poligalacturônico 

por meio da reação de β -

eliminação, formando molécula 

com dupla ligação  

4.2.2.9 

β-galactosidase Hidrolisa resíduos de β-1,4-

galactosil ligados a L-ramnose do 

ramnogalacturonano de tipo I 

- (77) 
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1.4. Degradação da biomassa para produção de etanol 2G 

 

A conversão de biomassa lignocelulósica em combustíveis renováveis pode ser 

considerada uma promissora tecnologia para substituir os combustíveis fósseis, além 

de atender à necessidade global por combustíveis com menor teor de carbono, pois 

minimiza a produção líquida de gases do efeito estufa, mantendo a sustentabilidade 

ambiental e estimulando a economia global (8,24,32,78–81). A produção de etanol a 

partir da biomassa lignocelulósica consiste em algumas etapas como: pré-tratamento; 

hidrólise e fermentação (Figura 6). 

 

Figura 6. Esquema da bioconversão da biomassa lignocelulósica em etanol de 
segunda geração. 

 
Fonte: Adaptado de Pasin e colaboradores (9). 
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Segundo Buckeridge e colaboradores (82), quatro rotas podem ser estudadas 

para a produção de etanol celulósico: hidrólise química, que consiste em um ácido ou 

base que possibilita a produção de açúcares fermentescíveis livres e oligômeros; 

enzimática, associada com algum pré-tratamento químico ou mecânico; autohidrólise 

e fermentação de pentoses. 

O pré-tratamento da biomassa lignocelulósica é crucial para assegurar a 

conversão dos polissacarídeos em açúcares fermentescíveis para a produção de 

bioetanol, já que alterará a composição química e estrutura física dos substratos  

(83,84). A lignina é considerada um dos principais obstáculos para a sacarificação 

enzimática eficiente da biomassa lignocelulósica (85). Sendo assim, o processo de 

pré-tratamento tem por objetivo separar os carboidratos da matriz, da lignina, 

beneficiando o acesso enzimático aos polissacarídeos, visto que a presença de lignina 

acarreta na ligação inespecífica e inativação das celulases, impossibilitando o alto 

rendimento de etanol (86,87). Além disso, o pré-tratamento possibilita a remoção da 

hemicelulose que impede o acesso das celulases à celulose, além da redução da 

cristalinidade e do grau de polimerização da celulose; e aumento da porosidade do 

material (22,88). Segundo Buckeridge e colaboradores (27), essa etapa permite 

quebrar algumas ligações covalentes entre a lignina e a celulose ou a hemicelulose, 

tornando a biomassa lignocelulósica mais acessível ao ataque enzimático. 

Segundo Pasin e colaboradores (9), existem uma grande gama de pré-

tratamentos disponíveis, sejam eles químicos, físicos ou biológicos. Os tipos de pré-

tratamentos dependem do material utilizado e da finalidade do uso das frações 

lignocelulósicas. Desta maneira, o pré-tratamento utilizado deve ser energeticamente 

eficiente, sendo que vários critérios devem ser considerados, como: (i) evitar a 

redução do tamanho das partículas de biomassa; (ii) preservar a fração de 

hemicelulose, impedindo a degradação ou perda de carboidratos; (iii) reduzir a 

formação de compostos inibidores do crescimento de microrganismos durante a 

fermentação, minimizando os custos de produção (1). 

O pré-tratamento ácido consiste na utilização de ácidos concentrados ou 

diluídos, associados a temperaturas acima de 120 ºC, para diminuir a dureza da 

biomassa lignocelulósica, aumentando a acessibilidade à celulose. Neste tipo de pré-

tratamento, a lignina e a hemicelulose são removidas e os açúcares da hemicelulose 

são dissolvidos (9,89).  

Assim como o pré-tratamento ácido, o alcalino utiliza temperatura no processo, 
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além de uma base diluída. Entretanto, esse processo emprega temperaturas e 

pressões mais baixas em comparação com outras tecnologias de pré-tratamento, e 

pode ser realizado em condições ambientais (89). Ele é usado para deslignificar a 

biomassa, portanto, há menos danos aos açúcares presentes (90). O pré-tratamento 

alcalino com hidróxido de sódio pode efetivamente diminuir o conteúdo de lignina na 

maioria das biomassas lignocelulósicas e resultar em menor degradação de açúcar e 

formação de inibidores comparados aos os pré-tratamentos ácidos (88). 

O pré-tratamento térmico, também conhecido como autohidrólise, é um 

processo considerado amigável ambientalmente, uma vez que não requer a adição e 

recuperação de produtos químicos diferentes da água (9,90). Nesse método, a 

biomassa lignocelósica é tratada com água em altas temperaturas e pressão para 

quebrar a estrutura lignocelulósica (89,91). Desta maneira, este processo baseia-se 

na despolimerização seletiva da hemicelulose, que é catalisada por íons hidrônio 

gerados in situ pela autoionização da água e pelo ácido acético dos grupos acetil (90). 

O pré-tratamento baseado na explosão a vapor é um método físico-químico que 

utiliza vapor de alta pressão para romper a ligação entre os componentes poliméricos, 

e a descompressão, responsável pela quebra da estrutura da lignocelulose (27,92). A 

descompressão explosiva e a alta temperatura causam degradação da hemicelulose, 

que é extraída como fração solúvel em água (92). 

Além desses pré-tratamentos, existem processos que utilizam solventes 

orgânicos aquosos, conhecidos como organosolv, que consistem na deslignificação 

da biomassa lignocelulósica com solubilização simultânea da hemicelulose (89). 

Durante o processo de organosolv, a estrutura da lignina é hidrolisada em fragmentos 

de menor peso molecular que se dissolvem no solvente aquoso (89,90). 

Durante o pré-tratamento dos resíduos celulósicos, compostos inibidores 

podem ser formados, como furfural, hidroximetilfurfural (HMF), compostos fenólicos e 

ácidos orgânicos, que poderiam ter um impacto na ação das enzimas hidrolíticas, 

assim como nos microrganismos envolvidos no processo de fermentação dos 

açúcares em etanol (22,87).  

Com a obtenção de um coquetel enzimático de elevada eficiência hidrolítica, 

algumas análises podem ser empregadas para caracterização da biomassa 

lignocelulósica antes e após a aplicação do consórcio enzimático. Dentre as opções 

disponíveis, duas são utilizadas amplamente, a análise termogravimétrica (TGA) e a 

microscopia eletrônica de varredura (MEV) (20,91,93). A TGA é uma técnica analítica 
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que consiste em investigar as propriedades fundamentais da estrutura da 

lignocelulose (93). Já a MEV, que permite a análise de microestruturas,  propicia uma 

análise das características morfológicas do material lignocelulósico, podendo 

comparar as disposição das fibras antes e depois da aplicação do coquetel enzimático 

(20,93). 

 

 

1.5. Bioprocesso - fermentação para a produção de etanol 2G 

 

Segundo Shen e Agblevor (94), existem dois modos de operação para a 

produção de bioetanol de biomassa lignocelulósica: hidrólise e fermentação 

separadas ou  simultâneas. 

Os esforços na integração de processos ainda são limitados por obstáculos, 

tais como a temperatura de hidrólise e fermentação que são diferentes, a necessidade 

de microrganismos industriais capazes de fermentar pentoses e hexoses de maneira 

eficiente, o controle na formação e eliminação de compostos inibitórios correntes ao 

longo processo, além da padronização das condições ideais para a integração de dois 

ou mais processos a serem efetuados simultaneamente em um único biorreator (95). 

A fermentação alcoólica consiste na transformação dos açúcares do mosto ou 

do hidrolisado em etanol, gás carbônico e energia, devido à ação catalítica das 

leveduras ou bactérias. As pentoses são fermentadas por leveduras do gênero 

Candida, kKomagataella e Meyerozyma enquanto que as hexoses são assimiladas 

por leveduras como Saccharomyces cerevisiae (96). Outro importante produtor de 

bioetanol, a bactéria Zymomonas mobilis se mostrou um promissor organismo 

etanologênico para a produção em grande escala de bioetanol, visto que apresenta 

maior rendimento em relação às leveduras (97). 

 

 

1.6. Consórcios enzimáticos: solução versus problemática 

 

Para a produção de etanol de segunda geração, em que a hidrólise enzimática 

da biomassa lignocelulósica é necessária, a fim de produzir açúcares fermentescíveis, 

a chave para o aumento da eficiência da hidrólise pode ser a compreensão da 
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estrutura da parede celular das plantas (26). 

Segundo Buckeridge e colaboradores (35), as paredes das plantas apresentam 

regiões de polímeros que interagem com outras cadeias poliméricas, por exemplo, 

xiloglucano e celulose, de tal modo que endoglucanases não possam atacar as 

ligações glucosídicas. Sendo assim, há a necessidade de formulação de coquetéis 

enzimáticos eficientes, visto que a sinergia entre enzimas hidrolíticas leva em 

consideração que a estrutura dos polissacarídeos da parede celular pode 

desempenhar um papel importante nas propriedades cinéticas da reação de hidrólise 

(6,35,98). 

Os coquetéis enzimáticos comerciais disponíveis para a despolimerização de 

materiais lignocelulósicos são vagamente definidos pelos fabricantes como uma 

mistura complexa que contém cerca de 80 a 200 proteínas, incluindo hemicelulases, 

celulases e enzimas acessórias (6,84). A busca por coquetéis enzimáticos com melhor 

desempenho foi realizada com diversos anos de estudos de bioprospecção, 

otimização de cepas através de engenharia genética e desenvolvimento de 

estratégias de pré-tratamento afim de abrandar os efeitos inibitórios (9,51). 

O conhecimento adquirido recentemente através do código glicômico da parede 

da cana-de-açúcar possibilitou a compreensão das enzimas necessárias à sua 

degradação, sugerindo que o processo de sacarificação se inicie com a ação de 

liquenases e pectinases, seguidas de hemicelulases e celulases (Figura 7) (18,26,27). 
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Figura 7. Esquema hipotético para degradação da parede celular da cana-de-açúcar. 

 

Fonte: Adaptado de De Souza et al. (26). 

 

As enzimas atuam de uma maneira sinérgica para degradação do substrato, 

isto significa que quando as enzimas trabalham em conjunto apresentam atividade 

mais elevada do que quando adicionadas individualmente (22,99). Desta maneira, 

muitos estudos de sinergismo estão sendo realizados para elucidar o mecanismo de 

ação das enzimas isoladas, assim como da interação entre elas (22,51,100). 

A sacarificação enzimática é vantajosa quando comparada aos outros métodos 

químicos uma vez que é, por natureza, um processo mais específico e ecológico. 

Desta maneira, por apresentar condições de operação mais suaves, há a redução da 

formação de compostos biológicos inibitórios (101). Durante a hidrólise enzimática, 

oligossacarídeos, dissacarídeos e monômeros são formados o que pode causar uma 

inibição por feedback das enzimas envolvidas, e quando estes atingem concentrações 

elevadas, podem ter um impacto na eficiência da hidrólise da biomassa lignocelulósica 

(22). 

Todas as enzimas exercem um papel crucial na hidrólise enzimática, mas β-

glucosidases são as enzimas chaves para a hidrólise de lignocelulose e produção de 

biocombustíveis, uma vez que são as responsáveis pela liberação de glucose, 

principal açúcar fermentescível. Assim, torna-se necessário que estas enzimas sejam 
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ativas em um amplo intervalo de pH, estáveis a temperaturas elevadas, possuam uma 

elevada eficiência catalítica, além de serem tolerantes aos inibidores e à glucose 

(102).  

Fica claro portanto que a alta complexidade e associação do complexo de 

carboidratos-lignina na biomassa vegetal, é o principal obstáculo na bioconversão. 

Neste contexto, muito tem sido investido em tecnologia para tornar este processo 

economicamente viável, como o desenvolvimento de uma etapa de pré-tratamento 

eficiente e otimização de coquetéis enzimáticos para a desconstrução da parede 

celular (103), uma vez que a produção de enzimas hidrolíticas deve ser levada em 

consideração para minimizar os custos financeiros e tornar o processo industrial do 

etanol de segunda geração comercialmente viável (1). Desta maneira, o 

desenvolvimento de coquetéis enzimáticos para obter açúcares fermentáveis é 

crucial, e envolve a escolha de microrganismos eficientes na produção dessas 

enzimas, principalmente fungos, como os do gênero Aspergillus e Trichoderma 

(1,104). 

Sendo assim, para que ocorra a conversão de biomassa lignocelulósica em 

açúcares fermentescíveis de maneira viável é necessário não somente a redução no 

custo de produção de enzimas, como também a melhoraria da eficiência das mesmas 

presentes nos coquetéis de hidrólise (11). No que diz respeito ao primeiro aspecto, 

uma ferramenta alternativa e eficaz para combater a crise enfrentada devido ao alto 

custo das enzimas hidrolíticas, seria a imobilização das enzimas, já que a mesma 

possibilita a recuperação e reuso das mesmas, e portanto, resultaria em uma 

economia no processo de produção de biocombustíveis (43,105,106). Já para o 

segundo aspecto, os surfactantes vêm se destacando, um vez que são um dos 

aditivos mais comuns para evitar adsorção não produtiva (inespecífica) de enzimas 

ao seu substrato e, assim, levando à melhora da hidrólise. Os agentes tenso-ativos 

são utilizados de três maneiras na bioconversão: durante o pré-tratamento, durante a 

hidrólise enzimática e para a reciclagem de enzimas após hidrólise (22,107). 
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2.1. Objetivo geral 

 

Desenvolver um coquetel enzimático contendo uma gama de hemicelulases, 

celulases e enzimas acessórias, a partir do cocultivo de Trichoderma reesei RP698 e 

Mycothermus thermophilus, visando à degradação da parede celular de bagaço de 

cana-de-açúcar, colmo de Cana Energia e colmo de cana-de-açúcar da variedade 

SP80-3280 com potencial para produção de etanol de segunda geração. 

 

2.2. Objetivos específicos  

 

1. Screening de holocelulases produzidas por fungos filamentosos; 

2. Obtenção de coquetel enzimático produzido pelos fungos Trichoderma 

reesei RP698 e Mycothermus thermophilus, a partir de bagaço de cana-de-

açúcar, colmo de Cana Energia e de cana-de-açúcar da variedade SP80-

3280; 

3. Obtenção de coquetel enzimático produzido pelos fungos Trichoderma 

reesei RP698 e Mycothermus thermophilus crescidos em diferentes resíduos 

agroindustriais; 

4. Otimização das condições de sacarificação do coquetel enzimático; 

5. Teste do coquetel otimizado em canas submetidas a diferentes pré-

tratamentos; 

6. Aplicação do coquetel enzimático em outras canas-de-açúcar comerciais e 

canas energia da GranBio; 

7. Análise do secretoma obtido pelo cocultivo de Trichoderma reesei RP698 e 

Mycothermus thermophilus cultivado em palha de milho 

8. Análise comparativa do secretoma de Trichoderma reesei RP698 e 

Mycothermus thermophilus crescidos em Cana Energia e cana-de-açúcar 

variedade SP80-3280 
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3.1. Microrganismos e manutenção das cepas 

 

As espécies fúngicas utilizadas neste trabalho foram: Aspergillus awamori, 

Aspergillus brasiliensis, Aspergillus clavatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niveus, 

Aspergillus terreus, Humicola grisea, Humicola insolens, Mycothermus thermophilus e 

Trichoderma reesei RP698 (mutante obtido no laboratório pelo Prof. Dr. João Atílio 

Jorge (4)). Os fungos mesofílicos e termofílicos são mantidos na Micoteca do 

Laboratório de Microbiologia e Biologia Celular, do Departamento de Biologia, da 

Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto, da Universidade de São 

Paulo. A manutenção das cepas foi realizada em tubos de cultivo contendo meio de 

cultura Batata Dextrose Ágar (BDA) (Himedia®) ou meio de aveia (108). Foram 

realizados repiques periódicos cultivando as cepas em estufa a 30 ºC, para os 

mesofílicos, e a 40 ºC, para os termofílicos, durante 5 dias. 

 

 

3.2. Temperatura ótima de crescimento microbiano e ensaio de duplo-confronto 

 

Para testar a taxa de crescimento micelial em diferentes temperaturas (mm2 

dias-1), os fungos selecionados T. reesei RP698 e M. thermophilus foram inoculadas 

em placas de Petri contendo meio de Batata Dextrose Ágar (BDA) e incubadas a 30, 

35 e 40 ºC, por 7 dias em incubadora de Demanda Bioquímica de Oxigênio (DBO). O 

teste foi realizado em triplicatas e o crescimento radial (mm) das colônias foi medido 

diariamente. 

Para avaliar o potencial antagônico das cepas, foi realizado um ensaio de 

confronto. Cada cepa foi inoculada em lados opostos das placas de BDA, a 

aproximadamente 1,5 cm das bordas, e incubada a 30, 35 e 40 ºC, por até 15 dias. 

Após esse período, as placas foram verificadas quanto à presença de antagonismo. 

 

 

3.3. Material vegetal 

 

Os substratos lignocelulósicos utilizados para sacarificação enzimática estão 

apresentados na Tabela 6.  
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Tabela 6. Variedades e partes das canas-de-açúcar estudadas para produção de 
etanol de segunda geração. 

Variedade Amostra Local 

C
o
m

e
rc

ia
is

 

SCB Mix Bagaço Usina da Pedra 

SP80-
3280 

SP80-3280 Colmo 
Ridesa – 
UFSCar 

1A RB92579 Palha GranBio 

1B RB92579 Colmo desfibrado GranBio 

1C RB92579 Colmo desfibrado e prensado GranBio 

1D RB92579 
Colmo desfibrado, prensado e 

lavado 
GranBio 

2A RB867515 Palha GranBio 

2B RB867515 Colmo desfibrado GranBio 

2C RB867515 Colmo desfibrado e prensado GranBio 

2D RB867515 
Colmo desfibrado, prensado e 

lavado 
GranBio 

 EC 
Cana 

Energia 
Colmo 

Centro de 
Cana – IAC 

C
a
n

a
 E

n
e

rg
ia

 t
ip

o
 I

: 

m
a

io
r 

te
o

r 
d
e

 a
ç
ú

c
a

re
s
 3A Vertix 3 Palha GranBio 

3B Vertix 3 Colmo desfibrado GranBio 
3C Vertix 3 Colmo desfibrado e prensado GranBio 

3D Vertix 3 
Colmo desfibrado, prensado e 

lavado 
GranBio 

4A Vertix 4 Palha GranBio 
4B Vertix 4 Colmo desfibrado GranBio 
4C Vertix 4 Colmo desfibrado e prensado GranBio 

4D Vertix 4 
Colmo desfibrado, prensado e 

lavado 
GranBio 

C
a
n

a
 E

n
e

rg
ia

 t
ip

o
 I

I:
 m

a
io

r 
te

o
r 

d
e

 f
ib

ra
s
 

5E Vertix 2 Cana integral desfibrada GranBio 

5F Vertix 2 Cana integral desfibrada e prensada GranBio 

5G Vertix 2 
Cana integral desfibrada, prensada 

e lavada 
GranBio 

6E Vertix 7 Cana integral desfibrada GranBio 

6F Vertix 7 Cana integral desfibrada e prensada GranBio 

6G Vertix 7 
Cana integral desfibrada, prensada 

e lavada 
GranBio 

7E Vertix 9 Cana integral desfibrada GranBio 

7F Vertix 9 Cana integral desfibrada e prensada GranBio 

7G Vertix 9 
Cana integral desfibrada, prensada 

e lavada 
GranBio 

Fonte: Dados da autora. 

 

As amostras de cana-de-açúcar foram lavadas por imersão em etanol 92 ºGL 

por uma hora e depois com água da torneira até os açúcares no material fossem 

completamente removidos. A determinação de açúcares redutores (AR) foi realizada 
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pelo método de Miller (109). Todas as amostras foram secas em estufa a 50 ºC 

durante 3 dias e trituradas em um moinho de facas com peneira de malha de 25 mesh 

(SL-32 - SOLAB). As análises de composição foram determinadas como descrito por 

Van Soest (110). 

Além das biomassas lignocelulósicas obtidas para hidrólise foram utilizadas os 

seguintes materiais como fonte de carbono para a produção enzimática: bagaço de 

cevada (BC) fornecido pela indústria cervejeira “Cervejaria Invicta” (Ribeirão Preto - 

SP); palha de feijão (PF) da indústria de alimentos “Broto Legal” (Campinas - SP); 

casca de café (CC) do “Café Vicentini” (Altinópolis - SP); sabugo de milho (SM) da 

“Dow Agrosciences” (Jardinópolis - SP); palha de milho (PM) da “Dow Agrosciences” 

(Jardinópolis - SP); casca de eucalipto (CE) da International Paper (Luis Antônio - SP); 

palha de arroz (PA) da Broto Legal (Porto Ferreira - SP); bagaço de cana (SCB) (mix 

de variedades: CTC4, CTC 7, CTC20, IAC SP95500, RB 867515, RB 966928), da 

Pedra Agroindustrial (Serrana - SP); cana-de-energia (EC) do Centro de Cana do 

Instituto Agronômico de Campinas (Ribeirão Preto - SP); e colmo da cana SP80-3280 

da Ridesa (Centro de Ciências Agrárias da UFSCar, Araras - SP). 

 

 

3.4. Análise de monossacarídeos neutros 

 

A análise dos monossacarídeos neutros de SCB, EC e SP80-3280 in natura e 

pré-tratadas foi realizada no Laboratório de Fisiologia Ecológica de Plantas (Instituto 

de Biociências (IB) – USP, São Paulo – SP), do Prof. Dr. Marcos Buckeridge, pela 

Dra. Adriana Grandis. Açúcares solúveis (glucose, frutose, sacarose e rafinose) foram 

extraídos quatro vezes a partir de 20 mg de massa seca das biomassas 

lignocelulósicas utilizando 1,5 mL de etanol 80% a 80 ºC por 20 minutos. Foram 

hidrolisadas 2 mg de frações de resíduos insolúvel em álcool (AIR - Alcohol Insoluble 

Residue) com ácido trifluoroacético (TFA) 2 M a 100 ºC por uma hora. A solução de 

monossacarídeos foi seca a vácuo, ressuspendida em um mL de água deionizada, 

filtrada em membrana de 0,22 µm (Merk Millipore ®) e analisada por HPAEC-PAD em 

uma coluna CarboPac SA10 (Sistema ICS 5.000, Dionex-Thermo®). A solução foi 

eluída com 99,2 % de água e 0,8% (v/ v) de hidróxido de sódio (1 mL.min-1). Os 

monossacarídeos foram detectados usando uma adição pós-coluna de 500 mM de 

hidróxido de sódio (0,5 mL.min-1). Arabinose, fucose, galactose, glucose, manose, 
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ramnose e xilose foram utilizados como padrões a 200 mM para calibrar o 

equipamento (111). 

 

 

3.5. Produção do coquetel enzimático 

 

3.5.1. Produção enzimática a partir de diferentes canas-de-açúcar  

 

A produção enzimática foi realizada em frascos Erlenmeyer de 250 mL com 50 

mL de meio mínimo (112) suplementado com biomassa lignocelulósica 1%. As 

biomassas utilizadas para produção foram o bagaço de cana-de-açúcar (SCB) e a 

Cana Energia (EC). Os meios foram inoculados com 1 mL de uma solução com 107 

esporos de A. awamori, A. brasiliensis, A, clavatus, A. flavus, A. niveus, A. terreus, H. 

grisea, H. insolens, M. thermophilus e T. reesei RP698. Em seguida, foram incubados 

a 30 ºC (para os Aspergillus e T. reesei RP698) e 40 ºC (M. thermophilus, H. grisea e 

H. insolens), 120 rpm por 120 horas. Após este período, os meios foram filtrados a 

vácuo para obtenção do extrato enzimático. 

 

3.5.2. Produção enzimática a partir de resíduos agroindustriais 

 

A produção enzimática foi realizada em frascos Erlenmeyer de 250 mL 

contendo 50 mL de meio mínimo (112) suplementado com 1% de biomassa 

lignocelulósica. As biomassas utilizadas foram: bagaço de cevada (BC); casca de café 

(CC); casca de eucalipto (CE); palha de arroz (PA); palha de feijão (PF); palha de 

milho (PM); sabugo de milho (SM). Os meios foram inoculados com 1 mL de uma 

solução contendo 107 esporos de T. reesei RP698 ou M. thermophilus e mantidos a 

30 °C (para T. reesei RP698) e 40 °C (para M. thermophilus), sob agitação de 120 rpm 

por 120 horas. Em seguida, os meios foram filtrados a vácuo para obtenção do extrato 

bruto enzimático. 

 

3.5.3. Produção enzimática a partir do cocultivo de T. reesei RP698 e M. 

thermophilus 
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O cocultivo dos fungos para a produção enzimática foi realizado em frascos 

Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio mínimo (112) suplementado com 1 

% de palha de milho e sabugo de milho. Foram inoculados com 1 mL de uma solução 

contendo 107 esporos de T. reesei RP698 e M. thermophilus. As produções foram 

avaliadas a 35 e 40 ºC, 120 rpm por 120 horas. Em seguida, obteve-se o extrato 

enzimático por filtração a vácuo. 

 

3.5.4. Cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698 em 

biorreator 

 

Para o cultivo em biorreator (BioFlo 310 Benchtop BioReactor), primeiramente 

foi preparado um pré-inóculo do fungo T. reesei RP698 em frasco Erlenmeyer com 

250 mL de meio mínimo (112). Em seguida, foram inoculados 10 mL de uma solução 

de 107 esporos, sendo o mesmo incubado a 35 ºC, 120 rpm por 48 horas. Foi 

preparado um outro frasco contendo 250 mL de meio mínimo para M. thermophilus 

nas mesmas condições que o fungo T. reesei RP698, sendo o crescimento realizado 

durante 24 horas, tempo necessário para que ambos os fungos apresentassem a 

mesma massa para inóculo no biorreator, que foi previamente determinado pela 

massa seca dos microrganismos.  

O cocultivo foi realizado em biorreator do tipo tanque agitado contendo 4,5 L de 

MM suplementado com PM 1%, a 35 °C, pH inicial de 6,5, agitação de 275 rpm, vazão 

de ar 2 v.v.m. (volume de ar por volume de meio por minuto), durante 120 horas. A 

cada 24 horas foram retiradas amostras de 50 mL para análise de proteínas e 

sacarificação enzimática. 

 

 

3.6. Determinação das atividades enzimáticas 

  

 As atividades de endoglucanase (EG), xilanase (XYN), arabinanase (ARA), 

xiloglucanase (XEG), mananase (MAN) e poligalacturonase (PGase) foram 

mensuradas pela formação de açúcares redutores de acordo com o método de Miller 

(109). O branco foi realizado com a incubação do substrato e do tampão, sendo a 

enzima adicionada somente na fase de fervura do DNS. 
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 Para a endoglucanase, a mistura reacional foi constituída de 0,025 mL de 

carboximetilcelulose a 1 % (p/v) (Sigma-Aldrich®), 0,010 mL de acetato de sódio 50 

mM, pH 5,0 e 0,015 mL de solução enzimática. Em seguida, a mistura foi incubada a 

50 ºC, por 20 minutos. 

 Para xilanase, a mistura reacional foi constituída de 0,025 mL de xilana 

beechwood a 1 % (p/v) (Sigma -Aldrich®), 0,010 mL de acetato de sódio 50 mM, pH 

5,0 e 0,015 mL de solução enzimática. Em seguida, a mistura foi incubada a 50 ºC, 

por 5 minutos. 

 Para arabinanase, a mistura reacional foi constituída de 0,025 mL de arabinana 

desramificada a 1 % (p/v) (Megazyme®), 0,010 mL de acetato de sódio 50 mM, pH 

5,0 e 0,015 mL de solução enzimática. Em seguida, a mistura foi incubada a 50 ºC, 

por 20 minutos. 

 Para xiloglucanase, a mistura reacional foi constituída de 0,025 mL de 

xiloglucano de tamarindo a 1 % (p/v) (Megazyme®), 0,010 mL de acetato de sódio 50 

mM, pH 5,0 e 0,015 mL de solução enzimática. Em seguida, a mistura foi incubada a 

50 ºC, por 10 minutos. 

 Para mananase, a mistura reacional foi constituída de 0,025 mL de locust bean 

0,5 % (p/v) (Sigma-Aldrich®), 0,010 mL de acetato de sódio 50 mM, pH 5,0 e 0,015 

mL de solução enzimática. Em seguida, a mistura foi incubada a 50 ºC, por 5 minutos. 

 Para poligalacturonase, a mistura reacional foi constituída de 0,025 mL de ácido 

poligalacturônico sal sódico1% (p/v) (Sigma-Aldrich®), 0,010 mL de acetato de sódio 

50 mM, pH 5,0 e 0,015 mL de solução enzimática. Em seguida, a mistura foi incubada 

a 50 ºC, por 20 minutos. 

 Os ensaios foram interrompidos pela adição de 0,05 mL de DNS, e em seguida, 

fervidos por 5 minutos. A quantificação de açúcares redutores liberados foi estimada 

pela absorbância a 540 nm, utilizando-se para o cálculo uma curva padrão de 

celobiose, glucose, xilose, arabinose, manose e ácido galacturônico (1 mg/mL), 

correspondente aos substratos de cada atividade enzimática.  Uma unidade (U) foi 

definida como a quantidade de enzima que produz 1 µmol.min-1 de açúcares redutores 

(AR), nas condições do ensaio. 

 As atividades da celobiohidrolase (CBH), β-glucosidase (BGL), β-xilosidase 

(BXI), arabinofuranosidase (ARF), acetil xilano esterase (AXE) e β-galactosidase 

(BGAL) foram determinadas por clivagem de ρ-nitrofenil-celobiosídeo (Sigma-

Aldrich®), ρ-nitrofenil-β-D-glucopiranosideo (Sigma-Aldrich®), ρ-nitrofenil-β-D-
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xilanopiranosideo (Sigma-Aldrich®), ρ-nitrofenil-α-L-arabinofuranosideo (Sigma-

Aldrich®), ρ-nitrofenilacetato (Sigma-Aldrich®) e ρ-nitrofenil-β-D-galactopiranosídeo 

(Sigma-Aldrich®) respectivamente, seguida de revelação da reação por meio da 

adição de carbonato de cálcio 200 mM, como descrito a seguir. O branco foi obtido 

pela incubação do substrato e do tampão, sendo a enzima adicionada somente após 

a adição do carbonato de sódio. A mistura reacional (0,025 mL de substrato (2 mM), 

0,010 mL de acetato de sódio a 100 mM, pH 5,0 e 0,015 mL de solução de enzima) 

foi incubada a 50 ºC, durante 5 (BXI, ARF e AXE) ou 10 minutos (CBH, BGL e BGAL). 

Os ensaios foram interrompidos pela adição de 0,05 mL de carbonato de sódio 200 

mM. A quantificação do ρ-nitrofenol liberado foi estimada por absorbância a 410 nm. 

Uma unidade (U) foi definida como a quantidade de enzima que produz 1 µmol.min-1 

de ρ-nitrofenol, nas condições do ensaio. 

A atividade de feruloil esterase (FAE) foi determinada utilizando arabinoxilano 

de trigo insolúvel (Megazyme®), como substrato. O ensaio foi composto de 0,1 mL de 

substrato 1% (p/v), 0,04 mL de tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5,0 e 0,06 mL do 

extrato enzimático. A mistura foi incubada a 50 ºC, sob agitação de 300 rpm, por 30 

minutos. Em seguida a mistura foi centrifugada e o sobrenadante utilizado para as 

leituras. Para cada reação enzimática foi realizado um branco, em que a enzima foi 

previamente fervida. Além deste, foi feito um segundo branco somente com o 

substrato e tampão. As leituras espectrofotométricas foram realizadas a 310 nm, 

utilizando-se uma curva padrão de ácido ferúlico (1 mg/mL). A unidade de atividade 

enzimática foi definida como sendo a quantidade de enzima capaz de liberar 1g de 

produto por minuto, nas condições de ensaio. 

 

 

3.7. Quantificação de proteínas 

 

A análise de proteínas foi feita utilizando o reagente de Bradford (BioRad®), 

conforme as especificações do fabricante. Assim, um volume de 160 µL do extrato 

enzimático foi incubado a temperatura ambiente com 40 µL do reagente por 5 minutos. 

A absorbância foi lida em leitor de microplacas em comprimento de onda de 595 nm, 

utilizando-se uma curva padrão de albumina de soro bovino (1 mg/mL). 
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3.8. Sacarificação enzimática das canas-de-açúcar 

 

Os extratos enzimáticos contendo celulases e hemicelulases foram aplicados 

em ensaios com volume final de 1 mL contendo: 3% de bagaço (p/v), 0,1 mL de 

tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5,0 e 0,9 mL de extrato. Os experimentos foram 

conduzidos a 50 ºC, sob agitação de 200 rpm, por 24 horas. Após este período, o 

material foi centrifugado (4800 rpm) a 4 ºC e realizadas as análises de liberação de 

açúcar redutor pelo método de Miller (109). 

 

 

3.9. Caracterização bioquímica do coquetel enzimático 

 

 A caracterização bioquímica do coquetel enzimático foi realizada a partir do 

extrato obtido pelo cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 em palha de milho 

(PM) (item 3.5.4.). As condições de aplicação do mesmo foram caracterizadas para 

as seguintes biomassas lignocelulósicas: bagaço de cana-de-açúcar (SCB), Cana 

Energia (EC) e cana-de-açúcar variedade SP80-3280 (SP80). A quantificação dos 

açúcares redutores, em µmol/mL, ocorreu de acordo com o método de Miller (109). 

 

3.9.1. Efeito da temperatura 

 

As hidrólises enzimáticas de SCB, EC e SP80 foram realizadas conforme 

descrito anteriormente (item 3.8). O experimento foi conduzido em tampão acetato de 

sódio 50 mM, pH 5,0, com carga de 1% de proteína no coquetel. As temperaturas 

testadas para a performance do coquetel variaram de 45 a 70 ºC. 

 

3.9.2. Efeito do pH 

 

Após a seleção da temperatura do coquetel (50 ºC), foi testado o efeito do pH 

na sacarificação enzimática com a mesma carga de proteína do item anterior. Para 

estas análises foram utilizados: tampão acetato de sódio, 50 mM na faixa de pH de 

4,0 a 5,5 e tampão fosfato de sódio, 50 mM na faixa de pH de 6,0 a 7,0. 
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3.9.3. Concentração de proteína 

 

Após determinada as condições ótimas de temperatura (50 ºC) e pH (4,0 para 

SCB e SP80-3280 e 4,5 para EC) do coquetel enzimático para as diferentes canas-

de-açúcar, foram testadas também diferentes concentrações de proteínas. Os ensaios 

foram realizados da seguinte forma:  bagaço 3% (p/V), 0,1 mL de tampão acetato de 

sódio 50 mM, sendo pH 4,0 (para SCB e SP80) e pH 4,5 (para EC) e as diferentes 

concentrações de proteínas. O volume final de hidrólise foi mantido em 1 mL. Os 

experimentos foram conduzidos com as seguintes concentrações do coquetel: 1%, 

3%, 6%, 9%, 12% e 15% (mg de proteínas do coquetel / 100 mg de biomassa). Os 

experimentos foram conduzidos a 50 ºC, sob agitação de 200 rpm, por 24 horas. 

 

3.9.4. Tempo de hidrólise 

 

Com as condições de temperatura (50 ºC), pH (4,0 para SCB e SP80-3280 e 

4,5 para EC) e concentração de proteínas otimizados, foram analisados diferentes 

tempos de hidrólise. Os experimentos foram conduzidos de acordo o item 3.9.3., com 

0,12 mg de proteínas/mg de biomassa, sendo que as amostras foram retiradas a cada 

24 horas, durante 5 dias. 

 

3.9.5. Efeito da carga de sólidos  

 

Após selecionadas as melhores condições de hidrólise em relação a 

temperatura, pH, concentração de proteínas e tempo de 24, 48 e 96 horas (SCB, EC 

e SP80-3280, respectivamente), foi estudado o efeito da quantidade de biomassa em 

relação a sacarificação enzimática. A concentração de biomassa variou de 0,5 a 4 %.  

 

3.9.6. Influência de surfactantes  

 

Foram testados a influência dos seguintes surfactantes (0,15 g de surfactante/ 

g de biomassa): Tween –20, Tween –80 e Triton X-100 na liberação de açúcares 

redutores (107), nas condições ótimas de aplicação do coquetel enzimático para 
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degradação de cada biomassa.  

3.10. Aplicação do coquetel caracterizado na sacarificação enzimática de canas 

comerciais e energia 

 

O coquetel obtido em biorreator a partir do cocultivo de M. thermophilus e T. 

reesei RP698 em PM foi aplicado na hidrólise das canas SCB, EC e SP80-3280, após 

a otimização do coquetel para cada biomassa (item 3.9). O ensaio de sacarificação foi 

realizado, com volume final de reação de 1 mL, da seguinte maneira:  

1. Para SCB: 4% de biomassa, 0,12 mg de proteína por mg de biomassa, 0,1 

mL de tampão acetato de sódio 50 mM, pH 4,0 e, se necessário, água destilada para 

completar o volume da reação. O ensaio foi incubado a 50 ºC, sob agitação de 200 

rpm, durante 24 horas; 

2. Para EC: 3% de biomassa, 0,12 mg de proteína por mg de biomassa, 0,1 mL 

de tampão acetato de sódio 50 mM, pH 4,5 e, se necessário, água destilada para 

completar o volume da reação. O ensaio foi incubado a 50 ºC, sob agitação de 200 

rpm, durante 48 horas; 

3. Para SP80-3280: 3% de biomassa, 0,12 mg de proteína por mg de biomassa, 

0,1 mL de tampão acetato de sódio 50 mM, pH 4,0 e, se necessário, água destilada 

para completar o volume da reação. O ensaio foi incubado a 50 ºC, sob agitação de 

200 rpm, durante 96 horas; 

4. Foram realizadas as hidrólises do material da Granbio (Tabela 6), nas 

seguintes condições: para as canas comerciais, seguiu-se a aplicação conforme o 

otimizado para a cana SP80-3280; paras as canas energia, a aplicação deu-se igual 

para EC. 

Após o tempo de ação do coquetel enzimático, o material foi centrifugado 4800 

rpm (Centrífuga refrigerada Eppendorf 5810R), a 4 ºC e realizadas as análises de 

liberação de açúcar redutor de acordo com o método de Miller (109). 

 

 

3.11. Pré-tratamento da biomassa lignocelulósica 

 

3.11.1. Pré-tratamento enzimático 
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As canas SCB, EC e SP80-3280 foram tratadas com extrato bruto rico em 

lacase de Lentinus sajor caju. O pré-tratamento foi conduzido com a aplicação de 50 

U.g-1 de biomassa do extrato enzimático (113,114), cedido pela doutoranda Emanuelle 

Neiverth de Freitas do nosso laboratório, com carga de sólidos fixada em 5 %, tampão 

acetato de sódio na concentração final de 50 mM, pH 5,0, totalizando um volume final 

de 5 mL. Este foi incubado a 50 ºC durante 24 horas. Após o tratamento, as amostras 

foram filtradas e lavadas com 500 mL de água destilada. O material foi seco em estufa 

a 50 ºC. 

 

3.11.2. Autohidrólise 

 

 O pré-tratamento foi realizado em um reator cilíndrico de aço inoxidável (5,0 cm 

de diâmetro interno e 12,8 cm de altura interna) com volume de trabalho de 50 mL. As 

canas SCB, EC e SP80-3280 foram pré-tratadas a 190 ºC, durante 20 minutos, 

enquanto a carga de sólidos foi fixada a 10 % (p/v), conforme descrito por Michelin e 

Teixeira (91). O reator foi imerso em um banho de óleo, com um circulador de 

aquecimento aberto com controle de temperatura. Após, o reator foi imediatamente 

resfriado em um banho de gelo para extinguir a reação. O material resultante foi 

armazenado até o uso a 20 ºC. 

 

3.11.3. Organosolv com etanol 

  

 O pré-tratamento organosolv foi realizado no mesmo reator descrito no item 

3.11.2., com volume de trabalho de 50 mL. As canas SCB, EC e SP80-3280 foram 

pré-tratadas a 170 ºC, durante 60 minutos com uma solução de etanol 50 % (v/v), 

utilizando carga de sólidos de 10 % (p/v) (115). Após este tempo, esperou-se o reator 

atingir 60 ºC. Em seguida, o material foi filtrado a vácuo e a fração líquida recolhida e 

congelada. A fração sólida foi lavada com a mesma solução de etanol 50 %, seguida 

por lavagem abundante com água destilada. O material resultante foi seco a 50 ºC até 

peso constante. 

 

3.11.4. Organosolv com etanol e ácido sulfúrico 
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 O pré-tratamento organosolv com etanol e ácido sulfúrico (H2SO4) foi realizado 

no mesmo reator do item 3.11.2., com volume de trabalho de 50 mL. As canas SCB, 

EC e SP80-3280 foram tratadas a 170 ºC, durante 10 minutos com uma solução de 

etanol a 50 % (v/v) contendo 1 % (p/v) de ácido sulfúrico (116), sendo carga de sólidos 

fixada em 10 % (p/v). O reator foi aquecido até a temperatura desejada. Após a reação 

estar completa, o reator foi resfriado a 60 ºC usando um recipiente de gelo e a 

biomassa tratada foi separada da fração líquida. A fração sólida foi lavada 

abundantemente com água destilada e o material resultante foi seco a 50 ºC. 

 

3.11.5. Alcalino com Peróxido de Hidrogênio 

 

 O pré-tratamento alcalino com peróxido de hidrogênio foi modificado de Rico e 

colaboradores (114). O tratamento das biomassas foi conduzido em frascos 

Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de uma solução de 2 % (p/v) de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e 1 % (p/v) de NaOH com 6 % de carga de sólidos. Os materiais 

vegetais foram submetidos à extração de peróxido alcalino a 50 ºC durante 1 hora. 

Em seguida, o material foi lavado abundantemente com água destilada, e a biomassa 

resultante foi seca a 50 ºC. 

 

3.11.6. Alcalino  

 

O pré-tratamento alcalino foi conduzido em frascos Erlenmeyers de 125 mL 

contendo 50 mL de uma solução de 4 % (1M) de hidróxido de sódio (NaOH) e 10 % 

de carga de sólidos. Os frascos foram cobertos com papel alumínio e autoclavados a 

121 ºC, 1 atm durante 60 minutos. Em seguida, os materiais resultantes deste 

processo foram filtrados e a fração líquida foi recolhida para análises posteriores. Os 

sólidos resultantes foram lavados com água destilada a 60 ºC para remoção da 

hemicelulose e lignina presentes nas fibras (117). A biomassa foi seca a 50 ºC.  

Após o resultado da sacarificação enzimática das biomassas, foram estudados 

o efeito de diferentes tempos de autoclavagem e concentrações de NaOH nas canas 

SCB, EC e SP80-3280. Inicialmente, os pré-tratamentos foram conduzidos com 25 mL 

de uma solução de 4% de NaOH e 10 % de carga de sólidos. Os frascos foram 

cobertos com papel alumínio e autoclavados a 121 ºC, 1 atm durante 15, 30, 45 e 75 
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minutos. Com o tempo de pré-tratamento fixado em 60 minutos, foram então testadas 

as seguintes concentrações de NaOH: 1%, 2%, 8% e 16%. 

 

 

3.12. Análises das canas-de-açúcar 

 

3.12.1. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

 As canas SCB, EC e SP80-3280 foram analisadas, antes e após a 

sacarificação, por meio de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV). As amostras 

foram fixadas em suporte de amostra de alumínio através de adesivos de carbono 

condutivo (Electron Microscopy Sciences - EMS). Sequencialmente, as amostras 

foram inseridas em um sistema Bal-Tec (SCD-050 Sputter Coater) para sobreposições 

de carbono e ouro (sputtering catódico / tempo de 120 segundos) sob uma pressão 

de 0,1 mbar. A caracterização morfológica das amostras foi realizada em microscópio 

eletrônico de varredura Carl Zeiss (EVO 50) sob vácuo de 10-5 Torr e tensão de 

aceleração de 20 kV. Micrografias foram gravadas no modo de contraste SE (elétron 

secundário). As análises foram realizadas no Departamento de Química, da 

Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto, da Universidade de São 

Paulo.  

 

3.12.2. Análises termogravimétricas 

 

 Análises termogravimétricas (TGA) foram realizadas em SCB, EC e SP80-

3280, antes e após a sacarificação, utilizando o Analisador Térmico Simultâneo - DSC 

/ TGA (Discovery SDT Q600). Em um cadinho de alumínio, 10 mg de amostra foram 

pesados e depois aquecidos a 800 ºC a uma taxa de aquecimento de 10 ºC.min-1. Os 

experimentos foram conduzidos sob atmosfera de ar com vazão de 100 mL.min-1 (20). 

As análises foram realizadas no laboratório do Prof. Dr. José Mauricio Cauit, do 

Departamento de Química, da Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão 

Preto, da Universidade de São Paulo. 
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3.13. Determinação dos açúcares por Cromatografia de Camada Delgada 

 

Os produtos formados pela hidrólise enzimática de SCB, EC e SP80-3280 in 

natura e pré-tratados foram analisados em cromatografia de camada delgada (TLC 

(Thin Layer Chromatography) –Merck 25 folhas de alumínio 20x20 cm sílica gel 60). 

Foram aplicados 5 μL de cada hidrolisado e 10 μL de padrão contendo: glucose e 

celobiose, e xilose e xilobiose (0,1 % m/v). A placa foi colocada em uma cuba de vidro 

contendo solução n-butanol, etanol e água destilada, na proporção de 5:3:2. A corrida 

foi realizada duas vezes e a revelação da placa foi realizada borrifando uma solução 

com 18 mL de metanol, 2 mL de ácido sulfúrico (H2SO4) e 0,04 g de orcinol, e revelada 

em estufa a 100°C por aproximadamente 5 minutos até o aparecimento das bandas. 

 

 

3.14. Cultivo de Trichoderma reesei RP698 e Mycothermus thermophilus 

crescidos em Cana Energia e Cana-de-açúcar SP80-3280 

 

3.14.1. Obtenção do extrato para análise da secreção de enzimas pelos fungos 

filamentosos 

 

Inicialmente, foi testada a produção de proteínas pelos fungos T. reesei RP698 

e M. thermophilus crescidos em meio mínimo líquido (112), suplementado com Cana 

Energia (1 % p/v) e cana-de-açúcar SP80-3280 (1 % p/v) conforme padronizado (item 

3.5.1) como única fonte de carbono, durante 10 dias. Além do cultivo individual dos 

fungos nessas biomassas, foi realizado o cocultivo dos mesmos a 35 ºC. Também 

foram realizados os crescimentos dos fungos em glicerol, frutose e glucose, como 

controle do experimento. A cada 24 horas foram retiradas amostras de cada um destes 

cultivos para dosagem de proteínas (item 3.7).  

Após quantificação das proteínas, o cultivo dos fungos foi conduzido em 

Elernmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio mínimo líquido (112), 

suplementados com 1 % de fonte de carbono, sob agitação de 120 rpm, nas condições 

descritas na Tabela 7. Todo o experimento foi realizado em triplicata, totalizando 135 

amostras. Os cultivos foram filtrados em malha de nylon, para evitar a perda de 

proteínas durante o processo de filtração, especialmente as celulases. A biomassa 
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resultante foi guardada para a desorção enzimática das mesmas. Foram dosadas as 

atividades de endoglucanase, celobiohidrolase, β-glucosidase e xilanase dos extratos 

obtidos conforme descrito no item 3.6.  

 

Tabela 7. Desenho experimental para análise do secretoma de Trichoderma reesei 
RP698 e Mycothermus thermophilus. 

Fungo / Tº de cultivo Fonte de carbono 
Tempo de 

cultivo (dias) 

T. reesei RP698 (30 ºC) Glucose (controle) 

1  

2 

5 

7 

8 

 Cana Energia (EC) 

 Cana SP80-3280 

M. thermophilus (40 ºC) Glucose (controle) 

 Cana Energia (EC) 

 Cana SP80-3280 

T. reesei RP698 + M. thermophilus (35 ºC) Glucose (controle) 

 Cana Energia (EC) 

 Cana SP80-3280 

 Palha de milho (PM) 5 

Fonte: Dados da autora. 

 

Para a análise do secretoma dos fungos, o extrato do 1º e 2º dias de cada 

condição foram associados. O tempo de cultivo de 5 dias foi utilizado individualmente, 

enquanto os experimentos de 7 e 8 dias também foram reunidos. Além disso, todas 

as triplicatas de cada condição também foram somadas. Desta forma, ao final foram 

obtidas 27 amostras, divididas da seguinte maneira para cada fungo e para o cocultivo: 

1. Controle, tempo inicial (1º + 2º dias de cultivo) e suas triplicatas; 

2. Controle com 5 dias de cultivo e suas triplicatas; 

3. Controle, tempo final (7º + 8º dias de cultivo) e suas triplicatas; 

4. Cultivo em Cana Energia, tempo inicial (1º + 2º dias de cultivo) e suas 

triplicatas; 

5. Cultivo em Cana Energia com 5 dias de cultivo e suas triplicatas; 

6. Cultivo em Cana Energia, final (7º + 8º dias de cultivo) e suas triplicatas; 

7. Cultivo em cana-de-açúcar variedade SP80, tempo inicial (1º + 2º dias de 
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cultivo) e suas triplicatas; 

8.  Cultivo em cana-de-açúcar variedade SP80 com 5 dias de cultivo e suas 

triplicatas; 

9.  Cultivo em cana-de-açúcar variedade SP80, tempo final (7º + 8º dias de 

cultivo) e suas triplicatas; 

Além da análise do secretoma dos fungos crescidos em cana-de-açúcar SP80-

3280 e Cana Energia, foi analisado também o secretoma do cocultivo de M. 

thermophilus e T. reesei RP696 crescido em palha de milho durante 5 dias em 

biorreator (ver item 3.5.4). 

 

3.14.2. Precipitação de proteínas com Ácido Tricloro Acético  

 

Após a concentração de proteínas das amostras ser determinada (item 3.6), foi 

realizada a precipitação das mesmas. Para a sequência dos procedimentos foi 

utilizado aproximadamente 250 µg de proteínas totais. Em seguida, foi adicionado o 

ácido tricloro acético (TCA) 20% gelado e misturado gentilmente, na proporção de 1:1 

(Vextrato:VTCA). Esta mistura foi incubada a –20 ºC durante 72 horas. Após este período, 

os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm (Centrífuga refrigerada Eppendorf 5810R,) 

durante 30 minutos a 4 ºC. O sobrenadante foi descartado e o pellet recuperado. 

 

3.14.3. Desnaturação, redução e digestão proteica: FASP 

 

O pellet recuperado na etapa de precipitação de proteínas com TCA (item 

3.14.2) foi ressuspendido em 250 µL de uma solução A (ureia 8 M, Ditiotreitol (DTT) 

7,5 mM e bicarbonato de amônio 100 mM). A mistura foi incubada em banho seco a 

37 ºC por 1 hora. Em seguida, foi adicionado, na proporção V:V, uma solução B (ureia 

8 M, Iodoacetamida 50 mM e bicarbonato de amônio 100 mM). A mistura foi incubada 

em temperatura ambiente ao abrigo da luz durante 30 minutos. Em seguida, foram 

adicionados 50 µL de DTT 50 mM. Após esta etapa, foi realizada uma nova 

precipitação com TCA 20% (V:V) a –20 ºC durante 30 minutos. Posteriormente, os 

tubos contendo as amostras foram centrifugados a 15.000 rpm (Centrífuga refrigerada 

Eppendorf 5810R) por 30 minutos e o sobrenadante descartado. O pellet foi lavado 

com 500 µL de acetona gelada e centrifugado a 15.000 rpm por 10 minutos, sendo o 
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sobrenadante descartado. Esta etapa foi realizada duas vezes. Após a lavagem do 

pellet, o mesmo foi ressuspendido com 250 µL no tampão bicarbonato de amônio 10 

mM. Foi adicionado tripsina na proporção de 1:50 (µg de tripsina para µg de proteína) 

e a mistura foi incubada a 37 ºC, por 16 horas. Para interromper a atividade da tripsina, 

foi adicionado 1 µL de ácido fórmico em cada tudo (118). 

 

3.14.4. Preparo das amostras em coluna C18 para espectrometria de massas  

 

 Em princípio as amostras foram acidificadas para a concentração de 0.1% com 

ácido trifluoroacético (TFA). Em seguida as colunas C18 (Waters®) foram lavadas 

com 2 mL de metanol 100 %, seguido por 2 mL de acetonitrila 100 %. Para o equilíbrio 

das colunas foi utilizado primeiramente 5 mL do Tampão A (TFA 0,1% em água). Em 

seguida foram adicionadas as amostras na coluna C18 e coletado o flowtrough em 

tubos Eppendorf limpos. Depois desta etapa a coluna foi lavada com 3 mL do tampão 

A, seguida da lavagem com 5 mL do tampão B (0.1 % de TFA em 10% de acetonitrila 

e 90 % de água). Por fim, as amostras foram eluídas com 1,5 mL do tampão C (0.1 % 

de TFA em 70 % de acetonitrila e 30 % de água) e armazenadas em tubos Eppendorfs 

limpos.  

 Para a conservação das amostras proteicas, as mesmas foram liofilizadas e 

armazenadas em freezer -80 ºC. 

 

3.14.5. Identificação das proteínas 

 

As análises para identificação das proteínas foram realizadas na facility 

Biomass – Mass Spectrometry e Proteome Research do Centro de Facilidades para a 

Pesquisa (CEFAP) da Universidade de São Paulo (São Paulo – SP). As análises foram 

realizadas no LTQ-Orbitrap Velos ETD (Thermo Scientific®) acoplado ao Easy 

nanoLC II (Thermo). Os peptídeos foram separados em uma coluna C18RP em um 

gradiente de 115 min. As condições instrumentais foram verificadas usando 100 fmol 

de uma digestão tríptica de BSA como padrão. Para a identificação de proteínas foi 

realizada a busca em bancos de dados de proteínas (NCBInr -

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ e Uniprot – http://www.uniprot.org/) através do 

software Proteome Discovery versão 1.4 (Thermo Scientific) utilizando a ferramenta 
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de busca SEQUEST (http://fields.scripps.edu/sequest/), que correlaciona os espectros 

de MS2 de peptídeos composto por sequência de aminoácidos com as sequências 

depositadas nos respectivos bancos.  

 

 3.14.6. Anotação de CAZymes 

 

As sequências das proteínas identificadas (item 3.14.5) nos experimentos 

foram baixadas do banco de dados do Uniprot (119). Domínios conservados de 

CAZymes foram identificados usando os perfis HMM (Hidden Markov Model, ou 

Modelo Oculto de Markov) disponíveis no banco de dados dbCAN2 (120) v. 2019-08-

08, no programa hmmscan da suite HMMER v. 3.2.1 (121). Após identificação, os 

resultados foram filtrados usando o script hmmscan-parser.sh, disponibilizado no 

dbCAN2 (21/07/2015), e-value < 1e-17 e cobertura > 0,45, de acordo com as 

especificações do dbCAN2 para a análise dos domínios em fungos. As anotações de 

CAZymes foram adicionadas nos resultados com um script 'in house' na linguagem 

Perl, usando as descrições de famílias no dbCAN2 (2019-09-06, com modificações 

pela autora). 

 

 

3.15. Análises estatísticas 

 

Todos os testes foram realizados em triplicatas, sendo analisados as médias e 

desvio padrão. Os dados foram verificados quanto à normalidade e homogeneidade 

das variâncias usando os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. As 

diferenças no crescimento e na liberação de açúcares redutores foram analisadas 

usando ANOVA unidirecional seguido por um teste t pareado. As análises foram 

realizadas em Past v. 2.17c (122). 
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PARTE I: PRODUÇÃO DE 

HOLOCELULASES POR FUNGOS 

FILAMENTOSOS E POTENCIAL DE 

HIDRÓLISE DE CANA-DE-AÇÚCAR E 

CANA ENERGIA 
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4.1. Produção de holocelulases em cana-de-açúcar e Cana Energia por 

diferentes fungos filamentosos 

 

Os fungos estudados para a produção de enzimas do complexo celulolítico e 

hemicelulolítico foram: A. awamori, Aspergillus brasiliensis, A. clavatus, A. flavus, A. 

niveus, A. terreus, Humicola grisea, H. insolens, Mycothermus thermophilus e 

Trichoderma reesei RP698; cultivados em bagaço cana-de-açúcar (SCB) e Cana 

Energia (EC) durante 5 dias.  

 A Tabela 8 apresenta a produção de holocelulases por microrganismos 

cultivados em SCB. M. thermophilus foi o único fungo capaz de produzir todas as 

enzimas testadas; este microrganismo apresentou os melhores níveis de CBH (0,16 

U/mL), BGL (0,39 U/mL), XYN (21,12 U/mL), BXI (0,02 U/mL) e MAN (0,50 U/mL). O 

segundo melhor produtor de enzimas, o fungo T. reesei RP698, destacou-se 

principalmente na produção de EG (0,20 U/mL), XEG (0,41 U/mL) e AXE (0,05 U/mL), 

sendo ARF a única enzima que não foi produzida. Em seguida, A. niveus não foi capaz 

de produzir BXI e AXE. No entanto, esse fungo apresentou a melhor atividade de ARA 

(0,15 U/mL) e o segundo melhor nível de XEG (0,37 U/mL). A. brasiliensis, A. terreus, 

A. flavus e H. insolens apresentaram uma série de atividades enzimáticas, mas sem 

nível de destaque quando comparados aos demais fungos. A. clavatus, A. awamori e 

H. grisea tiveram a pior produção, uma vez que os dois primeiros tiveram apenas 

produção de EG e XYN, e o último, além de EG e XYN, também produziu um baixo 

nível enzimático de MAN. Apesar da baixa gama de enzimas produzidas por A. 

clavatus, esse fungo apresentou o segundo melhor nível de XYN (19,53 U/mL). 
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Tabela 8. Produção de holocelulases pelos fungos filamentosos cultivados em bagaço de cana-de-açúcar (SCB). 

Microrganismos 
Enzimas (U/mL) 

EG* CBH BGL XYN BXI ARA ARF XEG MAN AXE 

A. clavatus 0,02 n.d.** n.d. 19,53 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

A. awamori 0,01 n.d. n.d. 0,83 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

A. niveus 0,05 0,01 0,09 3,24 n.d. 0,15 0,01 0,37 0,07 n.d. 

A. brasiliensis 0,04 n.d. 0,03 0,31 0,01 0,04 n.d. 0,07 0,02 n.d. 

A. terreus 0,07 0,06 0,03 9,46 n.d. 0,03 n.d. 0,21 0,01 0,01 

A. flavus 0,02 0,03 0,02 0,25 n.d. 0,01 n.d. 0,03 n.d. 0,01 

M. thermophilus 0,18 0,16 0,39 21,12 0,02 0,13 0,02 0,22 0,50 0,01 

T. reesei RP698 0,20 0,01 0,04 11,48 0,01 0,03 n.d. 0,41 0,03 0,05 

H. insolens 0,10 0,01 0,02 9,83 n.d. 0,06 n.d. 0,20 0,02 0,01 

H. grisea 0,07 n.d. n.d. 0,12 n.d. n.d. n.d. n.d. 001 n.d. 

*EG: endoglucanase; CBH: celobiohidrolase; BGL: β-glucosidase; XYN: xilanase; BXI: β-xilosidase; ARA: arabinanase;  
ARF: arabinofuranosidase; XEG: xiloglucanase; MAN: mananase; AXE: acetil xilano esterase. ** n.d.: não detectada.  
Fungos cultivados em meio mínimo suplementado com SCB1%, a 30 ºC, 37 ºC ou 40 ºC, por 120 horas. 
Fonte: Dados da autora. 
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 A Tabela 9 apresenta a produção enzimática de fungos cultivados em EC. 

Assim como o cultivo em SCB, M. thermophilus foi o único microrganismo que 

produziu todas as enzimas quando cultivadas em EC. Além disso, este fungo 

apresentou o melhor nível de EG (0,21 U/mL), CBH (0,14 U/mL), BGL (0,40 U/mL), 

XYN (27,67 U/mL), BXI (0,03 U/mL), ARA (0,09 U/mL), ARF (0,17 U/mL), MAN (0,57 

U/mL) e AXE (0,08 U/mL).  

 Embora H. insolens também tenha produzido todas as enzimas, seus níveis 

foram muito baixos, exceto para XYN, que resultou na segunda melhor atividade 

enzimática com 12,67 U/mL.  

 Em segundo lugar, os fungos A. brasiliensis e A. flavus produziram todas as 

holocelulases, exceto MAN e BXI, respectivamente. No entanto, os níveis de atividade 

foram baixos quando comparados a M. thermophilus e T. reesei RP698.  

 O fungo T. reesei RP698 apresentou o melhor nível de XEG (0,34 U/mL) e a 

terceira melhor atividade de XYN (7,02 U/mL). A. awamori, A. clavatus, A. flavus, A. 

terreus e H. grisea foram os piores produtores de acordo com a gama das atividades 

enzimáticas obtidas. 
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Tabela 9. Produção de holocelulases pelos fungos filamentosos cultivados em Cana Energia (EC). 

Microrganismos 
Enzimas (U/mL) 

EG CBH BGL XYN BXI ARA ARF XEG MAN AXE 

A. clavatus 0,03 n.d. 0,01 2,72 n.d. 0,02 n.d. 0,04 0,05 0,01 

A. awamori 0,05 0,02 0,06 2,14 0,01 0,05 n.d. 0,08 n.d. 0,01 

A. niveus 0,07 0,01 0,04 2,81 n.d. 0,09 n.d. 0,16 n.d. 0,01 

A. brasiliensis 0,05 0,01 0,03 1,86 0,01 0,05 0,01 0,15 n.d. 0,01 

A. terreus 0,07 0,02 0,02 0,82 n.d. n.d. 0,01 0,12 n.d. 0,01 

A. flavus 0,02 0,02 0,03 2,93 n.d. 0,03 0,01 0,05 0,11 0,01 

M. thermophilus 0,21 0,14 0,40 27,67 0,03 0,09 0,17 0,18 0,57 0,08 

T. reesei RP698 0,15 n.d. 0,01 7,02 n.d. 0,04 n.d. 0,34 n.d. 0,02 

H. insolens 0,11 0,01 0,04 12,67 0,01 0,07 0,01 0,23 0,03 0,01 

H. grisea n.d. n.d. n.d. 0,55 n.d. 0,01 n.d. 0,01 0,01 n.d. 

*EG: endoglucanase; CBH: celobiohidrolase; BGL: β-glucosidase; XYN: xilanase; BXI: β-xilosidase; ARA: arabinanase; ARF: 
arabinofuranosidase; XEG: xiloglucanase; MAN: mananase; AXE: acetil xilano esterase. ** n.d.: não detectada.   
Fungos cultivados em meio mínimo suplementado com SCB 1%, a 30 ºC, 37 ºC ou 40 ºC, por 120 horas. 
Fonte: Dados da autora. 
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4.2. Potencial de aplicação do extrato de enzimas fúngicas no bagaço de cana-

de-açúcar e na Cana Energia 

 

Após a produção de holocelulases, foi analisada a capacidade dos extratos 

enzimáticos de hidrolisar SCB e EC in natura, ou seja, sem nenhum pré-tratamento 

para disponibilizar melhor acesso aos componentes da parede celular pelas enzimas. 

Optou-se por não realizar nenhum pré-tratamento, uma vez que este processo 

acarreta um aumento do custo do produto.  

Para tal, tornou-se necessário conhecer a composição das biomassas 

lignocelulósicas utilizadas. Na Tabela 10 é possível observar a composição de lignina, 

celulose e hemicelulose de SCB e EC, comparada com a variedade da cana comercial 

SP80-3280. SCB e EC apresentaram baixo teor de lignina (6,5 e 8,0 %, 

respectivamente) e altas quantidades de celulose (36,6 % para SCB e 39,4 % para 

EC) e hemicelulose (39,2 % e 38,3 %, respectivamente). 

 

Tabela 10. Composição do bagaço de cana-de-açúcar (SCB), colmo de Cana Energia 
(EC) e cana-de-açucar SP80-3280. 

Biomassa 

Composição (%) 

Referência 
Lignina Celulose Hemicelulose 

Bagaço de cana-de-açúcar (SCB) 6,5 36,6 39,2 
Este 

trabalho 

Cana Energia (EC) 8,0 39,4 38,3 
Este 

trabalho 

Cana-de-açúcar SP80-3280 21,8 40,7 29,9 (123) 

Fonte: Dados da autora. 

 

Os experimentos de hidrólise foram conduzidos nas mesmas condições das 

dosagens das atividades enzimáticas; tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5,0 e a 

hidrólise foi incubada a 50 ºC por 24 horas. Durante o experimento, foi realizado um 

controle demonstrando que as biomassas não apresentavam açúcares redutores 

(AR), resultando em 0,01 µmol.mL-1 para SCB e 0,04 µmol.mL-1 para EC. Os dados 

de liberação AR, após aplicação dos extratos enzimáticos, estão apresentados na 
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Figura 8. 

Foi observado que na hidrólise de SCB utilizando o extrato de M. thermophilus 

produzido com EC, a liberação de AR foi 1,23 vezes maior (4,02 ± 0,30 µmol.mL-1) do 

que a liberada pelo extrato produzido com SCB (Figura 8A). Em contrapartida, os 

extratos de T. reesei RP698 produzidos com SCB e EC apresentaram resultados de 

hidrólise com menor liberação de AR. Mesmo assim, o extrato deste fungo crescido 

em EC liberou 1,28 vezes mais AR (1,88 ± 0,13 µmol.mL-1) do que quando o 

microrganismo foi cultivado em SCB (1,48 ± 0,15 µmol.mL-1) (Figura 8A). 

Quando o coquetel de M. thermophilus foi aplicado à sacarificação EC (Figura 

88B) a liberação de AR foi quase a mesma (4,81 ± 0,25 µmol.mL-1 para SCB e 4,55 ± 

0,61 µmol.mL-1 EC), independentemente da fonte de carbono utilizada para obter o 

coquetel enzimático. Por outro lado, o extrato de T. reesei RP698 cultivado em EC 

liberou 1,52 vezes mais AR (2,08 ± 0,08 µmol.mL-1) do que quando o fungo foi 

cultivado em SCB (1,37 ± 0,04 µmol.mL-1).  

A liberação de AR pelas espécies de Aspergillus e Humicola foi quase 

inexistente ou muito baixa (<1 µmol.mL-1) (Figura 8), provavelmente devido ao fato de 

as culturas desses fungos na SCB e EC não favorecerem a produção de holocelulases 

(Tabela 8 e Tabela 9). 
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Figura 8. Aplicação de extratos enzimáticos produzidos por fungos filamentosos 
crescidos em bagaço de cana-de-açúcar (SCB) e Cana Energia (EC) na hidrólise de: 
(A) SCB e; (B) EC. 

 

 

Fonte: Dados da autora. 

A 

B 
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4.3. Perfil da produção de enzimas pelos fungos filamentosos Mycothermus 

thermophilus e Trichoderma reesei RP698 em diferentes canas-de-açúcar 

 

Posteriormente ao teste de produção de holocelulases, os fungos M. 

thermophilus e T. reesei RP698 foram selecionados como os melhores fungos 

produtores de holocelulases. Dessa forma, foi estudado o perfil de produção de: EG, 

CBH, BGL, XYN, BXI, ARN, ARF, XEG, MAN e AXE ao longo de 5 dias de cultivo nas 

mesmas condições anteriormente estudadas para a seleção desses fungos e também 

cultivados na variedade de cana-de-açúcar SP80-3280, a qual é o alvo do projeto do 

Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia (INCT) do Bioetanol, com o qual este 

trabalho foi vinculado.  

A Figura 9 apresenta o perfil de holocelulases de M. thermophilus crescidas 

em SCB, EC e SP80-3280. Em SCB (Figura 9A), as enzimas começaram a ser 

produzidas após 24 horas de cultivo, exceto a AXE, que levou 48 horas para ser 

produzida. Em geral, as enzimas apresentaram o mesmo padrão de produção ao 

longo do tempo de cultivo, atingindo seu pico de atividade em 120 horas. No entanto, 

o BXI atingiu o nível mais alto de atividade em 48 horas (0,05 U/mL), com uma redução 

em sua atividade nas próximas 72 horas, atingindo o nível mais baixo em 120 horas 

(0,02 U/mL).  

Em EC (Figura 9B), o perfil de produção das holocelulases foi muito 

semelhante, pois também iniciaram suas atividades com 24 horas, exceto a AXE, que 

demorou 48 horas para ser produzida, assim como em SCB. A maioria das enzimas 

atingiu seu pico de atividade em 120 horas, com exceção da BXI e da ARA, que foram 

detectadas com 96 horas de cultivo. Em SP80-3280 (Figura 9C), o padrão de 

produção foi o mesmo em relação ao início das atividades, ou seja, 48 horas para a 

AXE e 24 horas para as outras enzimas.  
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Figura 9. Heatmap do padrão de produção de holocelulases por Mycothermus 
thermophilus cultivado em (A) SCB; (B) EC; (C) SP80-3280 por 5 dias.  

 

A escala de gradiente de cores representa os valores mais baixos (preto) e mais altos 
(vermelho). Os valores mínimos (Min) e máximos (Máx) referem-se as atividades enzimáticas 
em U/mL. 
Fonte: Dados da autora. 
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Dessa forma, BGL (0,40 U/mL), XYN (27,67 U/mL), ARF (0,17 U/mL), MAN 

(0,57 U/mL) apresentaram maior atividade quando EC foi utilizada como fonte de 

carbono com 120 horas de cultivo. Os melhores níveis de CBH (0,16 U/mL), XEG (0,22 

U/mL) foram no cultivo com SCB, enquanto EG (0,26 U/mL) foi com SP80-3280, 

também em 120 horas. O pico de atividade do BXI (0,05 U/mL) foi obtido em SCB (48 

horas), EC (96 horas) e SP80-3280 (48 horas), enquanto o da ARA (0,13 U/mL) foi 

obtido em SCB (120 horas) e EC (96 horas). Finalmente, a melhor atividade de AXE 

(0,08 U/mL) foi obtida na SP80-3280 (72-96 horas) e na EC (120 horas). 

A produção de holocelulases de T. reesei RP698 ao longo de 5 dias de cultivo 

em SCB, EC e SP80-3280 (Figura 10) mostrou resultados semelhantes ao obtido por 

M. thermophilus, pois foi possível observar os níveis enzimáticos de todas as 

holocelulases estudadas. No entanto, o padrão de produção foi um pouco diferente. 

Em SCB (Figura 10A), o início das atividades de EG, XEG, XYN, BXI, ARF, ARA, 

AXE e MAN ocorreram em 24 horas, mas BGL e CBH apareceram com 72 horas de 

cultivo. Com exceção da ARF (0,03 U/mL) que atingiu o pico de sua atividade em 24 

horas, as demais holocelulases apresentaram o nível mais alto em 120 horas. Apenas 

EG (0,20 U/mL), XEG (0,41 U/mL) e XYN (11,48 U/mL) apresentaram atividades 

significativas. Em EC (Figura 10B), a produção enzimática foi muito similar a quando 

o microrganismo foi cultivado em SCB, em que apenas a ARF e o CBH não 

apresentaram atividade detectada (< 0,01 U/mL). Assim como em SCB, a EC mostrou 

atividade significativa apenas de EG (0,15 U/mL), XEG (0,34 U/mL) e XYN (7,02 U/mL) 

com 120 horas de cultivo. Em SP80-3280 (Figura 10C), as atividades de CBH, ARF 

e AXE detectadas foram menores que 0,01 U/mL durante as 120 horas. BGL e BXI 

apresentaram os níveis mais baixos de enzima de 0,01 U / mL. Assim como para SCB, 

o cultivo de T. reesei RP698 com SP80-3280 apresentou apenas atividades 

satisfatórias de EG (0,19 U/mL), XEG (0,46 U/mL) e XYN (8,93 U/mL).  

 

 

 



84 

 

 

Figura 10. Heatmap do padrão de produção de holocelulases por Trichoderma reesei 
RP698 cultivado em (A) SCB; (B) EC; (C) SP80-3280 por 5 dias.  

 

A escala de gradiente de cores representa os valores mais baixos (preto) e mais altos 
(vermelho). Os valores mínimos (Min) e máximos (Máx) referem-se as atividades enzimáticas 
em U/mL. 
Fonte: Dados da autora. 
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4.4. Efeito da aplicação enzimática de coquetel de Mycothermus thermophilus e 

Trichoderma reesei RP698 produzido em SP80-3280 na hidrólise do bagaço da 

cana, Cana Energia e cana SP80-3280 

 

 Após estudar a produção de holocelulases por M. thermophilus e T. reesei 

RP698 cultivados em SCB, EC e SP80-3280, os extratos com 120 horas de cultivo 

foram avaliados quanto à capacidade de hidrolisar essas biomassas lignocelulósicas. 

Os resultados da liberação de AR, em µmol.mL-1, podem ser vistos na Tabela 11.  

 O extrato de M. thermophilus cultivado em SP80-3280 apresentou um aumento 

de 1,22 vezes na hidrólise de SCB (4,91 ± 0,39 µmol.mL-1 de AR) em relação ao 

extrato EC (4,02 ± 0,30 µmol.mL-1 de AR). Para a hidrólise SP80-3280, o melhor 

extrato de M. thermophilus foi aquele em que o fungo cresceu em SP80-3280, 

liberando 6,10 ± 0,44 µmol.mL-1 de AR. Assim, M. thermophilus cultivado em SP80-

3280 apresentou potencial para sacarificação de biomassa lignocelulósica, uma vez 

que os melhores resultados de hidrólise de SCB e SP80-3280 foram obtidos pela 

aplicação do coquetel enzimático obtido nessas condições. No entanto, vale ressaltar 

que a maior liberação de AR da EC ocorreu com o extrato cultivado em SCB (4,81 ± 

0,25 µmol.mL-1).  

Os resultados da sacarificação das diferentes canas-de-açúcar foram bastante 

satisfatórios; com extratos de T. reesei RP698 produzido em SP80-3280, a liberação 

de AR foi de 2,20 ± 0,14 µmol.mL-1 (SCB) e 4,61 ± 0,14 µmol.mL-1 (EC), 3,17 ± 0,14 

µmol.mL-1 (SP80-3280). Entretanto, a maior liberação de AR da cana-de-açúcar 

SP80-3280 foi com o extrato crescido em SCB (4,73 ± 0,18 µmol.mL-1). 
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Tabela 11. Hidrólise do bagaço de cana-de-açúcar (SCB), Cana Energia (EC) e cana 
de açúcar SP80-3280 com extratos obtidos por Mycothermus thermophilus e 
Trichoderma reesei RP698 cultivados em SP80-3280. 

Microrganismo 
Fonte de 

carbono 

Liberação de açúcares redutores (µmol.mL-1) 

SCB EC SP80-3280* 

M. thermophilus SCB 3,27 ± 0,62 4,81 ± 0,25 4,34 ± 0,33 

 EC 4,02 ± 0,30 4,55 ± 0,61 3,05 ± 0,29 

 SP80-3280* 4,91 ± 0,39 4,40 ± 0,06 6,10 ± 0,44 

T. reesei RP698 SCB 1,48 ± 0,15 1,37 ± 0,04 4,73 ± 0,18 

 EC 1,88 ± 0,13 2,08 ± 0,08 1,56 ± 0,09 

 SP80-3280* 2,20 ± 0,14 4,61 ± 0,14 3,17 ± 0,14 

*Os demais resultados já foram apresentados (Figura 8) e encontram-se na Tabela para fins 
de comparação 
Fonte: Dados da autora. 

 

 Neste capítulo, nenhum pré-tratamento foi escolhido, uma vez que esse 

processo implica em um valor agregado no produto e o objetivo foi avaliar a eficiência 

de coquetéis enzimáticos em biomassa in natura.   
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4.5. Sacarificação de cana-de-açúcar a partir de extratos produzidos em 

diferentes resíduos 

 

Para M. thermophilus (Tabela 12), a maior liberação de AR ocorreu com o 

extrato produzido pelo cultivo do microrganismo em PM (6,73 ± 0,64 μmol.mL-1 de AR 

para SCB; 6,93 ± 0,75 μmol.mL-1 de AR para EC e 5,43 ± 0,27 μmol.mL-1 de AR para 

SP80-3280), seguido de SM (4,68 ± 0,36 μmol.mL-1 de AR para SCB; 5,37 ± 0,17 

μmol.mL-1 de AR para EC e 5,21 ± 0,16 μmol.mL-1 para SP80-3280). Somente para a 

hidrólise da cana-de-açúcar SP80-3280 que não houve diferença significativa (P> 

0,01) entre os dois extratos (PM e SM) utilizados. Estes resultados são melhores que 

os obtidos após aplicação do extrato produzido pelo fungo cultivado em SCB, 

melhorando a hidrólise em 2,06 vezes para SCB, 1,44 vezes para EC e 1,25 vezes 

para SP80-3280. Não houve liberação de AR após aplicação do extrato produzido 

com CC. Para a hidrólise de SCB, não houve diferença significativa (P >0,01) entre a 

aplicação de PA, BC, CE e PF, que apresentaram menores liberação de AR. Os piores 

resultados para hidrólise de EC e SP80-3280 foram com PA (0,39 ± 0,12 μmol.mL-1 e 

0,63 ± 0,14 μmol.mL-1 de AR, respectivamente).  

 Assim como M. thermophilus, para T. reesei RP698 (Tabela 12), o melhor 

extrato foi o de PM para todas as canas testadas (4,69 ± 0,44 μmol.mL-1 AR para SCB, 

2,32 ± 0,25 µmol.mL-1 para EC e 4,93±0,33 µmol.mL-1 para SP80-3280), seguido pelo 

extrato produzido a partir do crescimento em SM para as canas SCB e EC (3,77 ± 

0,31 μmol.mL-1 AR e 3,77 ± 0,14 μmol.mL-1 de AR, respectivamente) e PF para a 

variedade SP80-3280 (3,38 ± 0,20 μmol.mL-1 de AR). Os melhores resultados foram 

3,17 vezes (SCB) e 2,75 vezes (EC) maiores que quando aplicado o extrato obtido 

pelo cultivo em SCB. O pior resultado foi com o extrato de PA (0,40 ± 0,10 μmol.mL-1 

de AR). Os resultados da aplicação do coquetel de T. reesei RP698 cultivado com CC, 

CE e BC foram significativamente menores (P <0,01) que PM e SM.
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Tabela 12. Sacarificação de SCB, EC e SP80-3280 pelos extratos enzimáticos de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei 
RP698 produzidos em meio suplementado com diferentes resíduos. 

Resíduo 

Açúcar redutor (µmol.mL-1) 

Mycothermus thermophilus Trichoderma reesei RP698 

SCB EC SP80-3280 SCB EC SP80-3280 

Palha de arroz 0,38±0,19a* 0,39±0,12a 0,63±0,14a 0,39±0,09a 0,40±0,10a 0,36±0,02a 

Casca de café 0 0 0 2,18±0,15b 1,55±0,25b 1,48±0,25b 

Bagaço de cevada 0,52±0,25a 0,85±0,06ab 2,22±0,25b 0,69±0,16ac 1,10±0,28b 1,50±0,14b 

Casca de eucalipto 0,73±0,17a 0,89±0,15ab 1,19±0,29a 1,24±0,27cf 1,28±0,28b 1,76±0,24b 

Palha de feijão 0,73±0,23a 1,33±0,12b 3,22±0,55c 2,52±0,31b 2,46±0,22c 3,38±0,20c 

Palha de milho 6,73±0,64b 6,93±0,75c 5,43±0,27d 4,69±0,44d 2,32±0,25c 4,93±0,33d 

Sabugo de milho 4,68±0,36c 5,37±0,17d 5,21±0,16d 3,77±0,31e 3,77±0,14d 1,57±0,21b 

Bagaço de cana-de-açúcar** 3,27±0,62d 4,81±0,25e 4,34±0,33e 1,48±0,15f 1,37±0,04b 4,73±0,18d 

*Letras semelhantes na coluna não indicam diferenças significativas (P>0,01). 

** Estes resultados já foram apresentados (Figura 8) e encontram-se na Tabela para fins de comparação. 
Fonte: Dados da autora. 
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Como observado na Tabela 12, as melhores hidrólises das paredes celulares 

das canas estudadas ocorreram com os extratos produzidos em PM e SM. Com os 

resíduos selecionados foi estudada a produção de EG, CBH, BGL, XYN, BXI, ARA, 

ARF, XEG e AXE a partir do crescimento de M. thermophilus e T. reesei RP698.   

Os coquetéis de fungos obtidos de PM e SM mostraram uma grande 

quantidade dessas enzimas presentes (Tabela 13).  As maiores atividades de EG 

(0,37 ± 0,10 U/mL), XYN (40,14 ± 2,23 U/mL) e XEG (2,20 ± 0,21 U/mL) foram obtidas 

pelo cultivo de T. reesei RP698 em PM. Já o cultivo de M. thermophilus em PM 

apresentou melhores níveis enzimáticos de CBH (0,15 ± 0,01 U/mL), BGL (0,23 ± 0,02 

U/mL) e AXE (0,06 ± 0,02 U/mL).  O nível de ARA mais alto foi obtido pelo crescimento 

de M. thermophilus em SM (0,18 ± 0,03 U/mL).  M. thermophilus e T. reesei RP698 

crescidos em PM e SM não foram capazes de produzir BXI e ARF.  Na Tabela 13 é 

possível observar que as enzimas apresentaram melhores níveis enzimáticos quando 

os fungos foram crescidos em PM. 
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Tabela 13. Produção enzimática pelos fungos Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698 em palha de milho (PM) e 
sabugo de milho (SM). 

Extrato 
Enzimas (U/mL) 

EG* CBH BGL XYN BXI XEG ARF ARA AXE 

Trichoderma reesei RP 98 

PM 0,37 ± 0,10 0,08 ± 0,01 0,12 ± 0,02 40,14 ± 2,23 0,01 ±  0,00 2,20 ± 0,21 0 0,09 ± 0,01 0 

SM 0,21 ± 0,03 0,01 ± 0,00 0,01 ± 0,00 22,73 ± 2,37 0 1,04 ± 0,08 0 0,11 ± 0,04 0 

Mycothermus thermophilus 

PM 0,18 ± 0,03 0,15 ± 0,01 0,23 ± 0,02 4,17 ± 0,37 0,01 ±  0,00 0,22 ± 0,05 0 0,05 ± 0,02 0,06 ± 0,02 

SM 0,10 ± 0,01 0,05 ± 0,01 0,18 ± 0,02 6,28 ± 0,51 0,01 ±  0,00 0,40 ± 0,10 0 0,18 ± 0,03 0,06 ± 0,00 

*EG = endoglucanase; CBH = celobiohidrolase; BGL = β-glucosidase; XYN = xilanase; BXI = β-xilosidase; XEG = xiloglucanase; ARF = 
arabinofuranosidase; ARA = arabinanase; AXE = acetil xilano esterase. 
Fonte: Dados da autora. 
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4.6. Temperatura de crescimento e ensaios de atividade inibitória 

 

 Para escolher a temperatura de crescimento mais adequada para ambas as 

espécies no cocultivo foram consideradas as características fisiológicas dos fungos T. 

reesei RP698 (mesofílico) e M. thermophilus (termofílico), em culturas concomitantes, 

sendo estes cultivados a 30, 35 e 40 ºC.  

 M. thermophilus apresentou a menor taxa de crescimento em todas as 

temperaturas testadas em comparação com T. reesei RP698 (Tabela 14). Não houve 

diferença significativa (P> 0,05) para a taxa de crescimento de T. reesei RP698 a 30 

e 35 ºC, mas foi mais lenta a 40 ºC. Para M. thermophilus, o crescimento a 30 ºC foi 

significativamente mais lento (P< 0,05) do que a 35 ºC e 40 ºC. Não foi testada 

temperatura superior a 40 ºC, devido a diminuição da taxa de crescimento do fungo 

mesofílico T. reesei RP698, que poderia acarretar dificuldade para o cocultivo dos 

microrganismos estudados. 

  

Tabela 14. Relação de crescimento de Trichoderma reesei RP698 e Mycothermus 
thermophilus em diferentes temperaturas (mm2 d-1). 

Espécies 
Temperatura 

30 °C 35 °C 40 °C 

Trichoderma reesei RP698 6,92 ± 0,52a* 6,25 ± 0,25a 4,92 ± 0,72b 

Mycothermus thermophilus 0,33 ± 0,29a 1,79 ± 0,26b 2,33 ± 0,38b 

* Letras semelhantes na linha indicam que não há diferença significativa (P< 0,05).  
Fonte: Dados da autora. 

 

 A Figura 11 apresenta o ensaio de confronto dos microrganismos nas 

diferentes temperaturas testadas. Devido ao pouco crescimento de M. thermophilus a 

30 ºC, foram testadas as temperaturas de 35 e 40 ºC para o cocultivo dos 

microrganismos. Em relação ao ensaio de duplo-confronto, não foi observada 

atividade inibitória nas temperaturas testadas, embora tenha havido uma dominância 

de T. reesei RP698 a 30 ºC, devido ao seu crescimento mais rápido. 
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Figura 11. Ensaio de confronto com Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei 
RP698 a: 30 ºC (A), 35 ºC (B) e 40 ºC (C). 

 

 

Fungos crescido em meio BDA, por 7 dias. 
Fonte: Dados da autora. 

 

 

4.7.  Cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698 para 

hidrólise de cana-de-açúcar 

 

Avaliou-se o cocultivo entre M. thermophilus (fungo termofílico) e T. reesei 

RP698 (fungo mesofílico) em PM e SM, os quais como demonstrado anteriormente 

foram os extratos que apresentaram melhores resultados individuais de hidrólise das 

canas SCB, EC e SP80-3280. As produções enzimáticas foram testadas a partir do 

cocultivo nas temperaturas de 35 e 40 ºC, pois sob essas condições há crescimento 

de ambos os fungos, como discutido anteriormente. Em seguida, realizou-se a 

sacarificação de SCB, EC e SP80-3280 com extratos enzimáticos produzidos a partir 

dos referidos cultivos (Tabela 15).  

Para SCB, a melhor hidrólise foi com o cocultivo de M. thermophilus e T. reesei 

RP698 em SM a 40 ºC (7,87 ± 0,10 μmol.mL-1 de AR), melhorando 1,68 vezes a 

hidrólise em relação a M. thermophilus e 2,09 vezes melhor que T. reesei RP698 

quando esses fungos foram cultivados em SM individualmente (Tabela 12). Embora 

o cocultivo em SM a 40 ºC tenha apresentado o melhor resultado, não houve diferença 

significativa (P >0,01) entre este cocultivo e a hidrólise enzimática após aplicação do 

extrato obtido pelo cocultivo em PM e SM a 35 ºC (7,27 ± 0,33 μmol.mL-1 de AR e 6,52 

± 0,50 μmol.mL-1 de AR, respectivamente). O resultado menos expressivo foi com PM 
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(4,23 ± 0,69 μmol.mL-1 de AR) a 40 ºC, pois houve diminuição na liberação de RS 

quando comparado à hidrólise individual de fungos (Tabela 12). 

Para EC, a maior liberação de AR ocorreu após aplicação do extrato obtido do 

cocultivo em PM a 35 ºC (Tabela 15), sendo que houve uma melhora de 1,75 vezes 

na quantidade de AR liberada (12,11 ± 0,46 μmol.mL-1) quando comparado aos extrato 

de M. thermophilus (6,93 ± 0,75 μmol.mL-1) nesse mesmo resíduo e 5,22 vezes maior 

que o extrato de T. reesei RP698 em PM (2,32 ± 0,25 μmol.mL-1) (Tabela 12). As 

coculturas no SM a 35 e 40 ºC (7,30 ± 0,67 µmol.mL-1 e 6,07 ± 0,14 µmol.mL-1 de AR) 

também apresentaram maiores níveis de AR liberados quando comparadas às 

hidrólises com os extratos individuais de M. thermophilus (5,37 ± 0,17 μmol.mL-1) e T. 

reesei RP698 (3,77 ± 0,14 μmol.mL-1).  

Para SP80-3280 (Tabela 15), assim como para EC, o melhor resultado foi a 

hidrólise do cocultivo em PM a 35 ºC (9,27 ± 0,49 μmol.mL-1 de AR) que melhorou 

1,71 vezes   quando comparado com o cultivo individual de M. thermophilus no mesmo 

resíduo e 1,88 vezes para T. reesei RP698 (Tabela 12). Não houve diferença 

significativa (P> 0,01) entre o cocultivo em PM e SM a 40 ºC (7,13 ± 0,08 μmol.mL-1 e 

7,20 ± 0,24 μmol.mL-1 de AR, respectivamente) e o cocultivo em SM a 35 ºC (6,25 ± 

0,67 μmol.mL-1 de AR). 

 

Tabela 15. Hidrólise enzimática da cana-de-açúcar a partir do cocultivo de 
Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698 em palha de milho (PM) e 
sabugo de milho (SM). 

Resíduo Temperatura (°C) 
Açúcares redutores (µmol/mL) 

SCB EC SP80-3280 

PM 35 7,27 ± 0,33a* 12,11 ± 0,46a 9,27 ± 0,49a 

PM 40 4,23 ± 0,69b 4,09 ± 0,91b 7,13 ± 0,08b 

SM 35 6,52 ± 0,50a 7,30 ± 0,67c 6,25 ± 0,67b 

SM 40 7,87 ± 0,10a 6,07 ± 0,14bc 7,20 ± 0,24b 

* Letras semelhantes na coluna não indicam diferenças significativas (P> 0,01).  
Fonte: Dados da autora. 
 

Na Tabela 16 é possível observar a produção enzimática dos resíduos que 

apresentaram os melhores resultados de hidrólise da cana-de-açúcar. Ao comparar a 

produção individual com as coculturas (Tabela 13), foi possível analisar a produção 

de enzimas que não foram previamente produzidas, como BXI, ARF e AXE para T. 
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reesei RP698 tanto para PM, quanto para SM, nas duas temperaturas testadas do 

cocultivo.  

Já para o M. thermophilus, apenas a ARF aparece como novidade em todas as 

condições testadas para o cocultivo nos diferentes resíduos. Além disso, foi possível 

concluir que EG teve sua atividade reduzida tanto para PM quanto SM. CBH houve 

um aumento de atividade a partir do cocultivo em SM, assim como BGL. XYN se 

manteve constante em SM, porém houve uma redução de atividade em PM.
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Tabela 16. Extratos enzimáticos do cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698 produzidos em meio 
suplementado com PM e SM a 35 e 40 ºC.  

*EG = endoglucanase; CBH = celobiohidrolase; BGL = β-glucosidase; XYN = xilanase; BXI = β-xilosidase; XEG = xiloglucanase; ARF = 
arabinofuranosidase; ARA = arabinanase; AXE = acetil xilano esterase.  
Fonte: Dados da autora. 

Extrato 
Enzimas (U/mL) 

EG CBH BGL XYN BXI XEG ARF ARA AXE 

PM (35 ºC) 0,22 ± 0,01 0,09 ± 0,00 0,21 ± 0,01 13,60 ± 1,33 0,09 ± 0,02 2,29 ± 0,08 0,02 ± 0,00 0,02 ± 0,00 0,04 ± 0,00 

SM (35 ºC) 0,12 ± 0,02 0,06 ± 0,01 0,17 ± 0,01 22,95 ± 0,61 0,02 ± 0,00 0,23 ± 0,14 0,02 ± 0,01 0,23 ± 0,04 0,01 ± 0,00 

PM (40 ºC) 0,26 ± 0,01 0,06 ± 0,00 0,18 ± 0,01 2,98 ± 0,67 0,06 ± 0,01 0,44 ± 0,10 0,01 ± 0,00 0,09 ± 0,01 0,02 ± 0,00 

SM (40 ºC) 0,19 ± 0,02 0,19 ± 0,01 0,26 ± 0,05 10,84 ± 0,60 0,06 ± 0,01 0,22 ± 0,00 0,01 ± 0,00 0,09 ± 0,02 0,01 ± 0,00 



97 

 

 

4.8.  Mudanças morfológicas e estruturais no bagaço de cana-de-açúcar, Cana 

Energia e cana-de-açúcar SP80-3280 após aplicação do coquetel produzido por 

cocultivo em palha de milho 

 

Considerando que os melhores resultados de sacarificação foram obtidos a 

partir da aplicação do extrato bruto produzido pelo cocultivo de M. thermophilus e T. 

reesei RP698 (35 ºC), em meio líquido mínimo contendo palha de milho, foi realizada 

uma microscopia eletrônica de varredura (MEV) do material vegetal antes e após a 

ação do coquetel enzimático para avaliação da degradação da parede celular de SCB, 

EC e SP80-3280 (Figura 12).  

As micrografias das canas in natura antes da aplicação do coquetel mostraram 

estruturas das biomassas lignocelulósicas: SCB (Figura 12A), EC (Figura 12C) e 

cana-de-açúcar SP80-3280 (Figura 12E) compactas, ordenadas, uniformes e lisas.  

As fibras são constituídas por faixas paralelas cobertas por partículas 

superficialmente que podem ser extrativos, como ceras, por exemplo. Devido à ação 

do coquetel de enzimas, é possível observar maior desfibrilação das canas em estudo 

(Figura 12B, D e F), uma vez que a área superficial das fibras foi modificada, 

adquirindo um aspecto mais áspero quando comparada com as fibras do material in 

natura. O rompimento das fibras, mostrou a desorganização e o aumento da 

porosidade da estrutura da lignocelulósica. No entanto, parte da estrutura fibrilar foi 

mantida, revelando a necessidade de otimização das condições de hidrólise.  
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Figura 12. Microscopia eletrônica de varredura da cana-de-açúcar antes (A, C e E) e 
após (B, D e F) tratamento enzimático. (A e B) bagaço de cana (SCB); (C e D) Cana 
Energia (EC); (E e F) cana-de-açúcar SP80-3280. 

 

Aumento de 5000X. 
Fonte: Dados da autora. 
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4.9. Análises termogravimétricas do bagaço da cana-de-açúcar, Cana Energia e 

cana SP80-3280 hidrolisadas por coquetel obtido a partir do cocultivo de 

Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698 em palha de milho 

 

As mesmas amostras analisadas por MEV foram submetidas à análise 

termogravimétrica (TGA) (Figura 13). Todas as amostras, in natura e após a hidrólise, 

apresentaram perfis de TGA semelhantes aos três passos da decomposição. A perda 

de massa inicial ocorreu abaixo de 100 ºC, o que está relacionado à liberação de água. 

A segunda etapa de decomposição, entre 200 e 350 ºC, corresponde à perda de 

massa relacionada à decomposição de hemicelulose, celulose e lignina. O último 

passo, entre 320 e 350 ºC, corresponde à degradação final da lignina. O teor de cinzas 

é o resíduo final. 

As amostras de SCB, EC e SP80-3280 in natura apresentaram maiores teores 

de massa na segunda etapa de decomposição (3,022 mg, 3,587 mg e 3,162 mg, 

respectivamente, indicado pelas setas vermelhas (Figura 13A, C e E). 

A hidrólise enzimática causou alterações no material lignocelulósico, que 

corroboram com os resultados prévios apresentados. Provavelmente, isso se deve a 

um menor teor de celulose e hemicelulose após a hidrólise, o que pode ser 

evidenciado por uma menor porcentagem de perda de massa correspondente a essa 

fração do material no TGA (2,546 mg para SCB, 3,374 mg para EC e 2,010 mg para 

SP80-3280) (Figura 13B, D e F). 
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Figura 13. Análise termogravimétrica da cana-de-açúcar antes (A, C e E) e após (B, 
D e F) tratamento enzimático. (A e B) bagaço de cana (SCB); (C e D) Cana Energia 
(EC); (E e F) cana-de-açúcar SP80-3280.  

 

Três eventos de perda de massa são claramente distintos: liberação de umidade (seta preta), 
decomposição da hemicelulose, celulose e lignina (seta vermelha) e degradação final da 
lignina (seta cinza). 
Fonte: Dados da autora. 
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PARTE III: CARACTERIZAÇÃO 

BIOQUÍMICA DO COQUETEL OBTIDO 

PELO COCULTIVO DE Mycothermus 

thermophilus E Trichoderma reesei RP698 

EM PALHA DE MILHO 
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4.10. Produção do coquetel enzimático em Biorreator BioFlo 310 

 

A produção do coquetel enzimático a partir do cocultivo de M. thermophilus e 

T. reesei RP698 em PM em biorreator foi realizada com o intuito de se obter maior 

quantidade das enzimas responsáveis pela degradação da parede celular das 

diferentes canas estudadas (SCB, EC e SP80-3280). O cultivo foi realizado durante 5 

dias e a produção enzimática ao longo destes dias e o perfil enzimático pode ser visto 

na Figura 14.  

 

Figura 14. Análise das enzimas obtidas a partir da produção do coquetel em 
biorreator. 

 

A escala de gradiente de cores representa os valores mais baixos (preto) e mais altos 
(vermelho). Os valores mínimos (Min) e máximos (Máx) referem-se as atividades enzimáticas 
em U/mL. 
Fonte: Dados da autora. 

 

Nas primeiras 24 horas de cultivo houve a produção de xiloglucanase (XEG), 

arabinanase (ARA), poligalacturonase (PGase) e feruloil esterase (FAE). Com 48 

horas de cultivo, houve a secreção de endoglucanase (EG), β-glucosidase (BGL), 

xilanase (XYN), β-xilosidase (BXI) e arabinofuranosidade (ARF). Com 72 horas, houve 
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a produção de acetil xilano esterase (AXE) e β-galactosidase (BGAL). Sendo assim, 

ao final das 120 horas de cultivo, foi possível obter uma gama de celulases e 

hemicelulases, com atividades bastante satisfatórias. Comparando os resultados da 

produção em biorreator com a produção em frascos (Parte II, Tabela 16), houve uma 

melhora na atividade de todas as enzimas, com exceção da XEG, em que os níveis 

enzimáticos diminuíram de 2,29 U/mL para 0,39 U/mL.  

Além da produção enzimática, o coquetel foi avaliado em relação a sua 

produção de proteínas (Figura 15). Em 24 horas de cultivo, a produção de proteínas 

foi baixa, mas ao longo dos dias houve um aumento da concentração proteica, 

alcançando o seu pico com 120 horas com 330 µg de proteínas/mL.  

 

Figura 15. Secreção proteica obtida a partir do cocultivo de Mycothermus 
thermophilus e Trichoderma reesei RP698 crescidos em palha de milho em biorreator 
do tipo tanque agitado. 

 

Fonte: Dados da autora. 

 

A análise de sacarificação das canas em relação ao tempo de cultivo em 

biorreator do coquetel enzimático (Figura 16) mostrou que em 24 horas não há 

liberação de açúcares redutores (AR), o que pode ser explicado pela baixa atividade 

enzimática encontrada no coquetel (Figura 14). Para SCB (Figura 16), foi possível 

observar que após a aplicação do coquetel enzimático a liberação de AR é quase nula 
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ao longo das primeiras 72 horas de cultivo; com o extrato de 96 horas há o início da 

sacarificação enzimática da cana, mas somente com o cultivo 120 horas houve 

máxima liberação de AR. Este resultado é 1,5 vezes maior que a quantidade de AR 

obtida a partir do coquetel produzido em frascos (Parte II, Tabela 15).  

Para EC e SP80-3280 (Figura 16), o padrão de sacarificação é bem parecido. 

Com o extrato de 48 horas já há uma liberação de AR, que foi aumentando 

progressivamente com o tempo. Para EC, os extratos de 96 horas e 120 horas 

apresentam a mesma capacidade de sacarificação, liberando 11,10 µmol.mL-1 de AR. 

Este valor de AR é 10% menor (12,11 ± 0,46 µmol.mL-1) que o coquetel obtido em 

frasco (120 horas) (Parte II, Tabela 15). Para SP80-3280, com o extrato de 120 horas 

houve um aumento de 1,43 vezes da quantidade de AR disponível, quando 

comparado com o cultivo em frascos Erlenmeyers nas mesmas condições, 

alcançando um pico de liberação de 13,26 ± 0,70 µmol.mL-1 AR. Desta maneira, optou-

se por otimizar o coquetel obtido a partir do Biorreator BioFlo 310 com 5 dias de cultivo, 

uma vez que testes com tempos de cultivo acima dos testados demandariam um 

aumento de gastos na produção final do coquetel.  

 

Figura 16. Sacarificação enzimática das canas SCB, EC e SP80-3280 pela aplicação 
do coquetel obtido a partir do cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 crescidos 
em palha de milho em biorreator do tipo tanque agitado. 

 

Fonte: Dados da autora. 
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4.11. Caracterização das condições do coquetel enzimático na sacarificação de 

bagaço de cana-de-açúcar, Cana Energia e cana SP80-3280 

 

Com o intuito de aumentar a degradação da parede celular, o coquetel 

enzimático proposto foi otimizado em relação a temperatura, pH de hidrólise e 

porcentagem de proteína (mg de proteína/100 mg de biomassa) para cada uma das 

três canas estudadas. Já para o estudo das diferentes concentrações de proteínas, o 

coquetel foi concentrado para diminuir o volume de trabalho e aumentar a quantidade 

de proteína do mesmo. Após essas análises, com a melhor concentração proteica do 

coquetel, foi averiguado o melhor tempo de hidrólise, diferentes porcentagens 

biomassa e o efeito dos surfactantes:  Tween –20; Tween –80; e Triton X-100, na 

sacarificação enzimática. 

Para a determinação das melhores condições de hidrólise das diferentes canas, 

o coquetel foi incubado em diferentes condições: (i) temperaturas que variaram de 45 

a 70 ºC, com variação de 5 ºC; (ii) pH, na faixa de 4,0 a 7,0 e (iii) carga proteica do 

coquetel de 1 a 15 mg a cada 100 mg de biomassa (Figura 17).  

A Figura 17A apresenta os dados de liberação de AR após a aplicação do 

consórcio enzimático nas canas em diferentes temperaturas. Neste experimento, o 

coquetel foi aplicado com a concentração de 1 mg de proteína por 100 mg de 

biomassa, 3 % de biomassa, tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5,0, durante 24 

horas. Os melhores resultados de hidrólise ocorreram a 50 ºC, temperatura em que 

houve a maior quantidade de açúcares liberados. Para EC e SP80-3280 houve 

liberação de 12,05 ± 0,66 µmol.mL-1 de AR e 12,81 ± 0,83 µmol.mL-1, respectivamente. 

Enquanto que para SCB, a liberação foi 1,40 vezes menor que para as demais canas 

(8,70 ± 0,56 µmol.mL-1 de AR). Com o aumento da temperatura de hidrólise, houve 

uma diminuição da sacarificação enzimática, 2,05 ± 0,43 a 7,09 ± 0,32 µmol.mL-1 de 

AR para SCB, de 4,90 ± 0,39 a 8,05 ± 0,97 µmol.mL-1 de AR para EC e 4,37 ± 0,64 a 

10,43 ± 0,59 µmol.mL-1 de AR para SP80-3280.  

A Figura 17B ilustra o efeito do pH na liberação de AR. Após fixada a 

temperada de 50 ºC, que apresentou os melhores resultados de hidrólise, foi realizado 

o experimento com a mesma carga proteica, porém em diferentes pH. O coquetel 

enzimático obtido do cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 apresentou 

melhor hidrólise das canas em pH mais ácidos, sendo que para as canas comerciais 
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SCB e SP80-3280 o melhor pH foi 4,0, enquanto para EC foi 4,5. Não houve diferença 

significativa (P >0,01) entre as hidrólises conduzidas em pH 4,5 e 6,0 para EC, sendo 

os melhores resultados de liberação de açúcares, 14,57 ± 0,64 e 14,38 ± 1,14 

µmol.mL-1 de AR, respectivamente. Assim como para EC, a sacarificação de   SP80-

3280 apresentou elevados níveis de açúcares liberados (14,31 ± 0,64 µmol.mL-1 de 

AR). Entretanto, tal resultado foi obtido com a aplicação do coquetel em pH 4,0. O 

segundo melhor resultado de hidrólise, foi com a SCB em pH 4,0, liberando 12,30 ± 

0,85 µmol.mL-1 de AR.  

Determinadas as condições de aplicação do coquetel a 50 ºC e pH 4,0 para 

SCB e SP80-3280 e pH 4,5 para EC, foi testado o efeito de diferentes cargas proteicas 

do coquetel na hidrólise das canas estudadas. A Figura 17C ilustra o efeito da carga 

proteica, em mg de proteína por 100 mg de biomassa lignocelulósica, na sacarificação 

enzimática das canas SCB, EC e SP80-3280. O melhor resultado de sacarificação foi 

para EC, com liberação de 26,30 ± 0,47 µmol.mL-1 de AR com uma carga de 12 % de 

proteína do coquetel.  

Para SCB e SP80-3280, não houve diferença significativa (P> 0,01) entre a 

aplicação do coquetel com carga de 12 e 15 % de proteínas na liberação de AR. 

Entretanto, para SCB houve uma maior hidrólise quando aplicado 12 mg de proteína 

por 100 mg de biomassa (24,82 ± 1,58 µmol.mL-1 de AR), enquanto que para SP80-

3280 o melhor resultado foi com 15 % de carga proteica do coquetel (23,45 ± 1,12 

µmol.mL-1 de AR). Uma vez que não houve diferença entre as concentrações de 

proteínas aplicadas na hidrólise de SCB, EC e SP80-3280, optou-se por dar 

continuidade nos experimentos de otimização com a menor a carga proteica (12 mg). 
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Figura 17. Caracterização do coquetel enzimático em relação à: (A) temperatura; (B) 
pH e (C) carga de proteínas na sacarificação das canas SCB, EC e SP80-3280.  

 

* Letras semelhantes indicam que não há diferenças significativas (P> 0,01). 
Fonte: Dados da autora.  
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A Figura 18 apresenta o efeito do coquetel enzimático em diferentes tempos 

de hidrólises, porcentagem de biomassa e influência de surfactantes na liberação de 

AR na sacarificação de SCB, EC e SP80-3280. Para determinação desses 

parâmetros, os experimentos foram conduzidos nas condições já padronizadas e 

estabelecidas. Sendo assim, as hidrólises ocorreram a 50 ºC, com 0,12 mg de proteína 

por mg de biomassa, em pH 4,0, para SCB e SP80, e pH 4,5 para EC. Inicialmente, a 

quantidade de biomassa utilizada foi de 3 % de biomassa, uma vez que a hidrólise 

teve o volume fixado em 1 mL. 

 Para SCB, a melhor liberação de AR ocorreu com 24 horas de hidrólise (24,82 

± 1,58 µmol.mL-1) (Figura 18A), sendo este tempo utilizado nos demais experimentos.  

Em relação a diferentes concentrações de biomassa, foi observado que com o 

aumento da quantidade de SCB houve maior liberação de AR. Desta maneira, a 

melhor sacarificação aconteceu com 4 % de biomassa, liberando 40,40 ± 2,82 

µmol.mL-1 de AR (Figura 18B). Não foram testadas maiores quantidades de biomassa 

devido à necessidade de alta carga proteica do coquetel para aplicação. Portanto, a 

quantidade de biomassa fixada para a continuidade dos experimentos com SCB foi 

de 4 %. Para esta mesma biomassa, não houve diferença significativa (P> 0,01) entre 

a aplicação do coquetel sem adição de surfactantes e com Triton X-100 (Figura 18C). 

Entretanto, a maior liberação de AR ocorreu na ausência deste aditivo. A adição de 

Tween -80 e Tween -20 gerou um efeito inibitório da ação enzimática, reduzindo de 

13 a 19 % a quantidade AR liberados, respectivamente.  

 Para EC, não houve diferença significativa (P> 0,01) entre os tempos de 2 a 5 

dias de hidrólise (Figura 18A), entretanto a melhor liberação de AR foi obtida com 48 

horas de hidrólise (30,33 ± 1,39 µmol.mL-1), tempo utilizado na continuidade dos 

experimentos. Da mesma forma, o aumento da quantidade de biomassa favoreceu a 

sacarificação da biomassa (Figura 18B), sendo que os melhores resultados foram 

obtidos com uma carga entre 3 e 4 % de biomassa (30,33 ± 1,39 e 31,40 ± 2,63 

µmol.mL-1 de AR, respectivamente). Como não houve diferença significativa (P> 0,01) 

entre as duas quantidades de biomassa utilizada, optou-se por trabalhar com a menor 

biomassa possível. Assim como para SCB, a adição de surfactantes não-iônicos teve 

uma influência negativa na liberação de AR na hidrólise enzimática da parede celular 

de EC (Figura 18C). O efeito inibitório do coquetel reduziu de 9 a 51 % a liberação de 

AR após o acréscimo de Tween -80 e Triton X-100, respectivamente.   
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Figura 18. Caracterização do coquetel enzimático em relação à: (A) tempo de 
hidrólise; (B) porcentagem de biomassa e (C) influência de surfactantes na liberação 
de açúcares redutores das canas SCB, EC e SP80-3280.  

 

* Letras semelhantes indicam que não há diferenças significativas (P> 0,01). 
Fonte: Dados da autora. 
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 Para SP80-3280, os piores resultados de liberação de AR foram períodos 

menores de hidrólise, não havendo diferença significativa entre 24 e 48 horas (P> 

0,01), da mesma forma não houve diferença entre 4 e 5 dias (Figura 18A). Entretanto, 

o tempo de 98 horas de hidrólise mostrou a melhor sacarificação da biomassa, 

liberando 33,18 ± 1,04 µmol.mL-1 de AR, sendo este tempo fixado para a continuidade 

dos experimentos. Assim como para SCB e EC, o aumento da carga desta cana teve 

um efeito positivo na eficiência do coquetel enzimático (Figura 18B), mostrando que 

é possível hidrolisar maiores quantidades de biomassa utilizando a mesma carga 

proteica. O melhor resultado de hidrólise de SP80-3280 foi com 3 % de biomassa 

(33,18 ± 1,04 µmol.mL-1 de AR). Todavia não houve diferença significativa (P> 0,01) 

quando comparado com maior quantidade de biomassa para hidrólise (4%), porém a 

liberação de AR foi 4 % menor (31,83 ± 2,65 µmol.mL-1) do que quando utilizado 3 % 

de SP80-3280. Como observado para as demais canas, a adição de Tween-80, 

Tween-20 e Triton X-100 apresentou um efeito negativo na liberação de açúcares, 

uma vez que houve uma drástica redução da quantidade de AR liberados, de 33,18 ± 

1,04 µmol.mL-1 para 19,07 ± 0,22 µmol.mL-1 (Figura 18C).  

 Como foi observado na Figura 17 e Figura 18, cada biomassa possui uma 

condição especial de aplicação do coquetel. Para todas as canas, a temperatura de 

hidrólise foi de 50 ºC, com carga de 12 mg de proteínas por 100 mg de biomassa. 

Para SCB, foi determinada melhor condição com 4 % de biomassa, pH 4,0, e 24 horas 

de hidrólise. Para EC, os melhores resultados indicam que deve ser utilizado 3% de 

biomassa, pH 4,5 e 48 horas de hidrólise. Já para a cana-de-açúcar SP80-3280, 

recomenda-se trabalhar com 3 % de biomassa, pH 4,0 e 96 horas de hidrólise.  

 

 

4.12. Análise dos açúcares liberados após a hidrólise das diferentes canas-de-

açúcar por Cromatografia de camada delgada (TLC) 

 

A Figura 19 apresenta os perfis de concentrações de açúcares liberados 

durante a hidrólise enzimática de SCB, EC e SP80-3280 após a otimização das 

condições de aplicação do coquetel obtido do cocultivo dos fungos estudados 

crescidos em PM. Foram determinadas as seguintes condições de aplicação do 

coquetel para uma maior eficiência de hidrólise: 50 ºC, pH 4,0 a 4,5 , concentração de 

0,12 mg de proteínas por mg de biomassa seca, carga de sólidos totais entre 3 e 4 %, 
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durante 24 horas para SCB, 48 horas para EC e 96 horas para SP80-3280. Foram 

calculadas as quantidades de cada enzima aplicada durante a hidrólise, isto ocorreu 

com base no volume de coquetel utilizado devido a carga de proteína presente no 

mesmo. Desta maneira, nas condições determinadas foram aplicadas: 217 U de EG; 

120 U de CBH; 191 U de BGL; 5730 U de XYN; 105 U de BXI; 275 U de XEG; 12 U 

de AXE; 83 U de ARF; 50 U de ARA; 25 U de BGAL; 1 U de PGase e 1065 U de FAE 

por g de biomassa seca.   

 

Figura 19. Cromatografia de camada delgada da liberação de açúcares após: 96 
horas (SP80-3280); 24 horas (SCB) e 48 horas (EC) de hidrólise enzimática. 

 

Foram utilizadas canas in natura para hidrólise. 
Fonte: Dados da autora. 

 

A sacarificação de SP80-3280 e EC mostraram o mesmo perfil de liberação de 

xilose e glucose, com uma quantidade de AR gerados de 5,46 ± 0,25 mg.mL-1 e 5,98 

± 0,19 mg.mL-1 de hidrolisado, respectivamente. Assim como esperado, para SCB 

houve uma maior quantidade de glucose e xilose, indicado pelas bandas de tamanhos 

maiores na Figura 19, devido à maior quantidade de AR liberados (7,28 ± 0,51 mg.mL-

1). Além desses monossacarídeos, a hidrólise de SCB pelo coquetel otimizado 

mostrou pequenas quantias de outros açúcares não identificados por esta 

metodologia.  
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PARTE IV: ANÁLISE DO SECRETOMA 

DO COCULTIVO DE Mycothermus 

thermophilus E Trichoderma reesei RP698 

EM PALHA DE MILHO 
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4.13. Secreção de proteínas e análise das atividades de celulases e xilanases 

obtidas a partir do cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma 

reesei RP698 

 

Após ser mostrado o potencial do coquetel obtido pelo cocultivo de M. 

thermophilus e T. reesei RP698 cultivados em palha de milho (PM) em biorreator, foi 

realizada a análise de secreção de proteínas de interesse na degradação da parede 

celular vegetal. Para tal, inicialmente, foi caracterizado o coquetel produzido (Parte III) 

e a partir das condições padronizadas foi obtido o extrato de duas produções, com 5 

dias de cultivo, em biorreator. O controle do experimento foi realizado pelo cocultivo 

dos microrganismos com glucose.  

A quantidade de proteína secretada, assim como as atividades de EG, CBH, 

BGL e XYN podem ser vistas na Tabela 17. Foram analisadas estas enzimas, uma 

vez que as mesmas são as que possuem maior atuação na degradação da parede 

celular vegetal. Como pode ser observado, o controle do experimento apresentou 

menor quantidade de proteínas secretadas (42,44 ± 3,98 µg/mL). Além disso, como 

esperado, não apresentou atividade de EG, CBH, BGL, porém uma pequena atividade 

de XYN foi detectada (0,23 ± 0,08 U/mL). Para o cocultivo em PM, foram detectadas 

as atividades de EG, CBH, BGL e XYN.  

 

Tabela 17. Secreção de proteínas pelo cocultivo de Mycothermus thermophilus e 
Trichoderma reesei RP698 em glucose e palha de milho (PM). 

Fonte de 

carbono 

Proteínas 

(µg/mL) 

Atividade (U/mL) 

EG* CBH BGL XYN 

Glucose 42,44±3,98 n.d n.d. n.d. 0,23±0,08 

PM 5536,97± 65,59 10,05±0,56 5,55±0,25 8,80±0,65 264,47±10,81 

*EG = endoglucanase; CBH = celobiohidrolase; BGL = β-glucosidase; XYN = xillanase; n.d. = 
não detectado. 
Fonte: Dados da autora. 

 

 

4.14. Secretoma do cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma 

reesei RP698 crescidos em palha de milho 

 

Na análise do secretoma total foram identificados 355 diferentes tipos de 
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proteínas, distribuídas de maneira diferenciada entre o cocultivo crescido em PM e 

glucose. A Tabela 18 apresenta as proteínas secretadas que possuem ação na 

degradação da parede celular vegetal.  

Do total de proteínas secretadas, 34 foram classificadas entre: glicosil hidrolase 

(GH), carboidrato esterases (CE) e enzimas auxiliares (AA) (Tabela 18). 

Dentre as GH identificadas nos experimentos (Tabela 18), foram identificadas 

12 distintas famílias (GH1, GH3, GH5, GH6, GH7, GH10, GH11, GH30, GH35, GH45, 

GH54 e uma não identificada), e somente uma GH11 foi secretada quando os fungos 

foram crescidos nas duas fontes de carbono, glucose e PM, sendo que 21 proteínas 

são exclusivas do cultivo com PM.  

Além das GH, foram identificadas duas carboidrato esterases pertencentes a 

duas famílias distintas (CE5 e CE15), destas somente uma foi exclusiva do cultivo em 

PM (CE15) (Tabela 18). Foram identificadas 5 diferentes proteínas de atividade 

auxiliares (AA), sendo as AA1 encontrada somente no cultivo controle, ou seja, com 

glucose como única fonte de carbono. Outras duas proteínas AA9 foram secretadas 

na presença de PM como fonte de carbono.  Também foi secretada uma lacase, que 

não foi possível relacionar com nenhuma família CAZY. 

As 34 enzimas secretadas foram distribuídas entre 18 classes de famílias 

CAZy. A Tabela 19 mostra o número de enzimas secretadas pertencentes a cada uma 

delas. Foram secretadas 3 proteínas com potencial de ação na lignina (AA1, AA2 e 

uma família não identificada); 2 proteínas com ação na degradação de pectina (GH30 

e GH35); 14 proteínas que atuam na xilana ou arabinoxilana (GH10, GH11, GH54, 

CE5 e CE15); uma proteína com ação no xiloglucano (família não identificada); e 17 

proteínas que são responsáveis pela hidrólise da celulose (GH1, GH3, GH5, GH6, 

GH7, GH45, AA9). 
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Tabela 18. CAZymes detectadas no secretoma do cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698. 

Família 
CAZY 

Descrição Número de acesso Fonte de carbono 
Possível Polissacarídeo / 
Substrato 

GH1 Beta-glucosidase 1B Q25BW4 PM Celulose 

GH3 Provável beta-glucosidase L A1DCV5 PM Celulose 

GH3 Beta-glucosidase cel3A G4N7Z0 Glucose Celulose 

GH5 Endoglucanase EG-II P07982 PM Celulose 

GH5 Endoglucanase 3 Q12624 PM Celulose 

GH6 Exoglucanase-6ª Q9C1S9 PM Celulose 

GH6 Exoglucanase-6B Q7SIG5 PM Celulose 

GH6 Exoglucanase 2 P07987 PM Celulose 

GH7 Exoglucanase 1 P15828 PM Celulose 

GH7 Exoglucanase 1 P19355 PM Celulose 

GH7 Exoglucanase 1 P38676 PM Celulose 

GH7 Exoglucanase 1 P62694 PM Celulose 

GH7 Endoglucanase EG-1 Q12622 PM Celulose 

GH7 Endoglucanase EG-1 Q12714 PM Celulose 

GH10 Endo-1,4-beta-xilanase A B3A0S5 PM Xilana/Arabinoxilana 

GH10 Endo-1,4-beta-xilanase 3 G0RA32 Glucose Xilana/Arabinoxilana 

GH10 Putativa endoglucanase type F P46239 PM - 

GH10 Endo-1,4-beta-xilanase C Q00177 PM Xilana/Arabinoxilana 

GH11 Endo-1,4-beta-xilanase 4 G4NA54 Glucose Xilana/Arabinoxilana 

GH11 Endo-1,4-beta-xilanase 2 P36217 Glucose; PM Xilana/Arabinoxilana 

GH11 Endo-1,4-beta-xilanase 1  P55334 PM Xilana/Arabinoxilana 

GH11 Endo-1,4-beta-xilanase G Q0ZHI9 Glucose Xilana/Arabinoxilana 

GH30 Endo-beta-1,6-galactanase Q76FP5 PM Pectina 

 

Continua... 
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... continuação Tabela 18. 

Família 
CAZY 

Descrição Número de acesso Fonte de carbono 
Possível Polissacarídeo / 
Substrato 

GH35 Provável beta-galactosidase A B8QGZ3 PM Pectina 

GH45 Endoglucanase-5 P43316 PM Celulose 

GH54 Arabinofuranosidase/β-xilosidase P48792 Glucose Xilana/Arabinoxilana 

- Xiloglucanase Q7Z9M8 PM Xiloglucano 

CE5 Acetil xilana esterase Q99034 Glucose; PM Xilana/Arabinoxilana 

CE15 4-O-metil-glucurônico metilesterase G0RV93 PM Xilana/Arabinoxilana 

AA1 Lacase 1 Q70KY3 Glucose Lignina 

AA2 Peroxidase 22 P24102 PM Lignina 

AA9 Endoglucanase-4  O14405 PM Celulose 

AA9 Endoglucanase-7 Q7Z9M7 PM Celulose 

- Lacase 1 A0A0B4F1I0 Glucose Lignina 

Fonte: Dados da autora.
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Tabela 19. Número de enzimas de cada família CAZy secretadas pelo cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei 
RP698 em glucose e palha de milho após 5 dias de cultivo. 

Família CAZy 
Cocultivo 

Ocorrência 
Glucose PM 

  Lignina       

AA1 Lacase-1 (68,9 kDa) 1 0 Glucose 
AA2 Peroxidase 22 (38,1 kDa) 0 1 PM 

- Lacase 1 (68,9 kDa) 1 0 Glucose 
 Pectina       

GH30 Endo-beta-1,6-galactanase (52,7 kDa) 0 1 PM 
GH35 Provável beta-galactosidase A (110,3 kDa) 0 1 PM 

 Xilana / Arabinoxilana    

GH10 
Putativa endoglucanase tipo F (41,2 kDa) / Endo-1,4-beta-xilanase A ou C (35,8 - 36,2 kDa) 
/ Endo-1,4-beta-xilanase 3 (38,1 kDa) 

1 4 Glucose; PM 

GH11 Endo-1,4-beta-xilanase 1 ou 2 ou 4 (24,2 - 25,6 kDa) / Endo-1,4-beta-xilanase G (27,4 kDa) 3 2 Glucose; PM 
GH54 Arabinofuranosidase/β-xilosidase (51,1 kDa) 1 0 Glucose 
CE5 Acetil xilana esterase (30,7 kDa) 1 1 Glucose; PM 

CE15 4-O-metil-glucurônico metilesterase (48,3 kDa) 0 1 PM 
 Xiloglucano    

- Xiloglucanase (87,1 kDa) 0 1 PM 
 Celulose    

GH1 Beta-glucosidase 1B (60,6 kDa) 0 1 PM 

GH3 Beta-glucosidase cel3A (82,8 kDa) / Provável beta-glucosidase L (78,7 kDa) 1 1 Glucose; PM 
GH5 Endoglucanase EG-II (44,2 kDa) / Endoglucanase 3 (42,5 kDa) 0 2 PM 
GH6 Exoglucanase-6A (51,2 kDa) / Exoglucanase 2 (49,6 kDa) / Endoglucanase-6B (37,7 kDa) 0 3 PM 
GH7 Exoglucanase 1 (54 - 55,7 kDa)/ Endoglucanase EG-1 (47,9 - 48,3 kDa) 0 6 PM 
GH45 Endoglucanase-5 (22,8 kDa) 0 1 PM 
AA9 Endoglucanase-4 ou 7 (26,8 - 35,5 kDa) 0 2 PM 

Fonte: Dados da autora.
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Dentre as proteínas secretadas, 11 classes de CAZymes foram exclusivas do 

cocultivo em PM (AA2, GH30, GH35, CE15, não identificadas, GH1, GH5, GH6, GH7, 

GH45 e AA9), 3 classes de CAZymes foram exclusivas da glucose (AA1, não 

identificada e GH54) (Figura 20). Desta maneira, é possível concluir que dentre as 34 

proteínas secretadas pertencentes a 18 distintas famílias CAZy, apenas quatro foram 

detectadas em glucose e PM (Figura 20 e Tabela 19). 

 

Figura 20. Representação das CAZymes detectadas no secretoma de Mycothermus 
thermophilus e Trichoderma reesei RP698 em palha de milho (PM) e glucose (Glu). 

 

Fonte: Dados da autora. 

 

 Desta maneira, os dados apresentados mostraram que o coquetel obtido pelo 

cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 em PM possui potencial de aplicação 

na hidrólise de biomassa lignocelulósica, uma vez que apresentou uma variedade de 

enzimas que atuam na degradação da parede celular vegetal (Tabela 18 e Tabela 

19).
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PARTE V: ANÁLISE COMPARATIVA DO 

SECRETOMA DE Mycothermus 

thermophilus e Trichoderma reesei RP698 

EM CULTIVOS ÚNICOS OU COCULTIVO 

EM CANA-DE-AÇÚCAR SP80-3280 E 

CANA ENERGIA 



120 

 

 

4.15. Produção de proteínas pelos fungos em função do tempo de cultivo e da 

fonte de carbono 

 

Após selecionados os fungos M. thermophilus e T. reesei RP698 para a 

produção de um coquetel enzimático com capacidade de hidrolisar a parede celular 

de diferentes canas-de-açúcar, optou-se por estudar as proteínas secretadas pelos 

mesmos quando crescido em EC e SP80-3280. A escolha por essas fontes de carbono 

deu-se pelo fato deste estudo estar vinculado ao INCT do Bioetanol, sob coordenação 

do Prof. Dr. Marcos Buckeridge, que possui grande interesse no estudo destas canas. 

Além disso, ao longo deste trabalho foi possível verificar que o cocultivo dos dois 

microrganismos em PM possibilitou melhor sacarificação das canas, sendo esta 

condição adicionada ao estudo do secretoma, porém com EC e SP80-3280 como 

fonte de carbono. 

Com as condições de estudo determinadas, inicialmente, fez-se a análise da 

quantidade de proteína secretada pelos fungos quando crescidos em EC e SP80-3280 

durante 10 dias de cultivos. Também foram quantificadas as proteínas secretadas 

pelos fungos crescidos em glicerol, glucose e frutose, sendo estas fontes de carbono 

consideradas controles do experimento.  

As Tabela 20, Tabela 21 e Tabela 22 apresentam os dados de quantificação 

das proteínas ao longo dos 10 dias do cultivo individual e também do cocultivo de M. 

thermophilus e T. reesei RP698 em cada condição a ser estudada. De modo geral, o 

cultivo em glicerol apresentou o pior perfil de secreção de proteínas pelos fungos em 

cultivos únicos. Desta maneira, esta fonte de carbono foi descartada como controle 

do experimento, uma vez que para as análises de secretoma faz-se necessário uma 

quantidade em torno de 200 a 250 µg de proteínas totais. A secreção de proteínas 

pelos fungos cultivados em glucose e frutose foi bastante similar, exceto para M. 

thermophilus que apresentou menor produção quando cultivado em frutose. Por este 

motivo, optou-se por prosseguir os experimentos com glucose como fonte de carbono 

para controle experimental. 

 Com base na quantificação de proteínas secretadas pelo cultivo individual e o 

cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698, foram selecionados 5 dias para 

análises: 1 e 2 dias; 5 dias (tempo de cultivo dos coquetéis elaborados neste trabalho, 

Parte I, II e III); e 7 e 8 dias. Após 8 dias de cultivo não houve aumento da quantidade 

de proteínas secretadas. 
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Tabela 20. Produção de proteínas por Mycothermus thermophilus em função do tempo de cultivo e da fonte de carbono. 

Fonte de 

Carbono 

Proteína (µg/mL) 

24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 192h 216h 240h 

Glucose 0 1,21 

±1,31 

4,02 

±1,71 

6,05 

±0,07 

10,61 

±0,14 

12,53 

±0,06 

16,57 

±0,47 

10,22 

±0,43 

9,95 

±0,19 

8,28 

±0,61 

Frutose 1,18 

±0,19 

1,53 

±0,39 

1,65 

±0,14 

2,15 

±0,52 

2,06 

±0,36 

3,14 

±0,54 

4,46 

±0,94 

4,85 

±0,93 

4,70 

±0,14 

4,70 

±0,11 

Glicerol 0 0 0 0,21 

±0,09 

0,25 

±0,11 

0,12 

±0,09 

0,34 

±0,09 

0,39 

±0,13 

0,29 

±0,10 

0 

SP80-3280 14,05 

±0,54 

62,42 

±2,28 

81,82 

±3,31 

121,17 

±2,71 

132,56 

±3,98 

187,07 

±9,86 

223,35 

±11,71 

223,51 

±5,83 

223,75 

±17,36 

245,49 

±23,77 

Cana Energia 10,76 

±0,39 

51,41 

±4,68 

71,78 

±5,32 

102,59 

±5,64 

129,58 

±3,25 

168,32 

±8,80 

205,17 

±18,13 

200,64 

±8,91 

213,25 

±12,98 

211,96 

±17,09 

Fonte: Dados da autora. 
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Tabela 21. Produção de proteínas por Trichoderma reesei RP698 em função do tempo de cultivo e da fonte de carbono. 

Fonte de 

Carbono 

Proteína (µg.mL-1) 

24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 192h 216h 240h 

Glucose 0,03 

±0,04 

6,11 

±2,01 

10,08 

±1,52 

104,85 

±4,86 

100,28 

±24,34 

84,08 

±21,20 

91,55 

±2,63 

92,28 

±1,26 

71,35 

±26,74 

70,54 

±31,77 

Frutose 0,13 

±0,03 

6,38 

±0,80 

9,11 

±1,14 

14,88 

±1,67 

32,80 

±2,98 

60,88 

±2,20 

80,35 

±1,50 

97,70 

±2,10 

107,04 

±2,79 

113,83 

±6,55 

Glicerol 0 0 0,13 

±0,01 

0,30 

±0,12 

0,67 

±0,06 

1,24 

±0,09 

1,58 

±0,17 

3,17 

±1,27 

5,83 

±1,29 

9,85 

±0,00 

SP80-3280 10,82 

±0,63 

17,11 

±0,73 

25,37 

±1,67 

34,18 

±2,73 

42,59 

±1,38 

44,04 

±0,62 

47,27 

±3,68 

25,93 

±0,99 

49,62 

±0,25 

38,50 

±2,96 

Cana Energia 8,11 

±0,19 

12,79 

±1,49 

17,66 

±3,15 

24,44 

±1,96 

28,56 

±1,45 

38,14 

±1,36 

44,73 

±4,53 

51,80 

±6,41 

50,91 

±5,52 

40,00 

±4,74 

Fonte: Dados da autora. 
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Tabela 22. Produção de proteínas pelo cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698 em função do tempo 
de cultivo e da fonte de carbono. 

Fonte de 

Carbono 

Proteína (µg/mL) 

24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 192h 216h 240h 

Glucose 2,01 ± 

0,30 

6,32 ± 

2,05 

15,92 ± 

0,77 

37,80 ± 

11,09 

42,44 ± 

3,98 

48,67 ± 

12,00 

30,01 ± 

6,35 

24,01 ± 

1,78 

21,12 ± 

3,95 

28,13 ± 

4,08 

Frutose 0,62 ± 

0,12 

5,83 ± 

1,63 

16,07 ± 

0,59 

56,67 ± 

3,24 

68,53 ± 

3,32 

81,62 ± 

5,11 

96,97 ± 

4,43 

113,45± 

7,83 

123,39 ± 

1,13 

125,09 ± 

12,54 

Glicerol 0 0 0 1,62 ± 

0,23 

4,35 ± 

0,20 

11,40 ± 

0,46 

17,16 ± 

1,06 

29,11 ± 

5,38 

54,38 ± 

5,98 

66,71 ± 

8,88 

SP80-3280 13,96 ± 

0,48 

52,99 ± 

1,57 

68,00 ± 

2,23 

90,38 ± 

4,12 

102,30 ± 

3,58 

125,01 ± 

6,88 

139,23 ± 

9,17 

160,73  

± 6,79 

178,83 ± 

13,40 

174,38 ± 

7,90 

Cana Energia 10,17 

±0,21 

40,44 

±5,45 

63,01 ± 

3,97 

91,43 

±4,52 

102,50 ± 

3,15 

126,06 ± 

9,35 

141,25 ± 

16,74 

168,57 ± 

17,50 

182,38 ± 

4,74 

149,90 ± 

4,42 

Fonte: Dados da autora. 
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Conforme foi observado nas Tabela 20, Tabela 21 e Tabela 22 houve uma 

tendência de aumento da quantidade de proteínas até o sétimo ou oitavo dia, 

provavelmente devido ao aumento de secreção de proteínas do metabolismo 

secundário do fungo. A diminuição de proteínas nos últimos dias de cultivo deve ter 

ocorrido pela ação de proteases, por esta razão optou-se por não estudar tempos 

maiores de cultivo. 

 

 

4.16. Atividade de xilanases, endoglucanases, celobiohidrolases e β-

glucosidases pelos fungos nas condições selecionadas e capacidade hidrolítica 

de seus extratos enzimáticos 

 

Após a análise da produção de proteínas durante os 10 dias de crescimento 

dos fungos nas condições estudadas, verificou-se a atividade de xilanases (XYN), 

endoglucanases (EG), celobiohidrolases (CBH) e β-glucosidases (BGL) pelos fungos 

M. thermophilus e T. reesei RP698 em cultivos únicos e cocultivo em glucose, cana-

de-açúcar SP80-3280 e Cana Energia (EC) durante 1, 2, 5, 7 e 8 dias. Optou-se por 

estudar essas enzimas, uma vez que são as principais enzimas envolvidas na 

conversão da celulose e hemicelulose em açúcares fermentescíveis, que foi o objeto 

de estudo deste trabalho. 

A Tabela 23 apresenta os resultados das atividades enzimáticas nas diferentes 

condições estudadas. É possível verificar que não houve produção das quatro 

enzimas analisadas ou a atividade foi relativamente baixa quando os microrganismos 

foram crescidos em glucose (controle). Nos primeiros dias de cultivos, os 

microrganismos ainda não tinham consumido toda a glucose, o que pode ter reprimido 

a a síntese das enzimas EG, CBH, BGL e XYN.  

De maneira geral, EG, CBH, BGL e XYN não apresentaram níveis de atividade 

enzimática significativos durante os dois primeiros dias de cultivo, com exceção para 

a xilanase, quando o fungo M. thermophilus já apresentava aproximadamente 10 

U/mL de atividade no segundo dia. A partir do quinto dia, foi possível averiguar a 

atividade de celulases. Durante os 8 dias de cultivo do fungo T. reesei RP698 a 

produção de β-glucosidase foi muito inferior a das demais enzimas, uma vez que o 

maior nível foi de 0,01 U/mL (Tabela 23).  
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Tabela 23. Produção enzimática pelos fungos Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP689 em cultivos únicos e cocultivo 
crescidos em glucose, cana-de-açúcar SP80-3280 e Cana Energia durante diferentes tempos. 

Cultivo Tempo (dias) 

Microrganismo Fonte de Carbono 1 2 5 7 8 

Xilanase (U/mL) 

M. thermophilus Glucose n.d.* n.d. 0,26 ± 0,08 0,16 ± 0,08 0,20 ± 0,00 

M. thermophilus SP80-3280 3,72 ± 0,70 9,83 ± 1,10 14,29 ± 1,54 17,91 ± 3,76 14,72 ± 1,58 

M. thermophilus Cana Energia 1,80 ± 0,81 10,58 ± 0,87 22,50 ± 1,38 19,88 ± 2,00 20,75 ± 1,42 

T. reesei RP698 Glucose 0,23 ± 0,07 n.d. n.d. 0,38 ± 0,09 n.d. 

T. reesei RP699 SP80-3280 0,15 ± 0,04 2,09 ± 0,31 4,55 ± 0,74 9,09 ± 1,54 16,79 ± 1,52 

T. reesei RP698 Cana Energia 0,11 ± 0,05 1,48 ± 0,22 6,53 ± 0,52 15,90 ± 2,53 19,62 ± 2,23 

Cocultivo Glucose 0,23 ± 0,03 0,15 ± 0,02 0,23 ± 0,08 0,11 ± 0,06 0,70 ± 0,03 

Cocultivo SP80-3280 0,36 ± 0,09 2,51 ± 0,23 10,43 ± 1,26 20,01 ± 1,36 26,52 ± 3,88 

Cocultivo Cana Energia 0,16 ± 0,09 1,96 ± 0,25 10,11 ± 1,26 10,54 ± 2,05 20,88 ± 3,08 

Endoglucanase (U/mL) 

M. thermophilus Glucose n.d. n.d. 0,01 ± 0,00 0,01 ± 0,00 n.d. 

M. thermophilus SP80-3280 0,05 ± 0,02 0,13 ± 0,01 0,17 ± 0,02 0,17 ± 0,03 0,16 ± 0,03 

M. thermophilus Cana Energia n.d. 0,08 ± 0,01 0,13 ± 0,02 0,17 ± 0,03 0,16 ± 0,02 

T. reesei RP698 Glucose 0,01 ± 0,00 n.d. n.d. n.d. n.d. 

T. reesei RP699 SP80-3280 n.d. n.d. 0,28 ± 0,04 0,12 ± 0,04 0,12 ± 0,02 

T. reesei RP698 Cana Energia n.d. 0,05 ± 0,01 0,14 ± 0,04 0,18 ± 0,02 0,20 ± 0,03 

Cocultivo Glucose n.d. n.d. 0,01 ± 0,00 0,01 ± 0,00 n.d. 

Cocultivo SP80-3280 n.d. 0,14 ± 0,03 0,15 ± 0,03 0,19 ± 0,02 0,20 ± 0,02 

Cocultivo Cana Energia n.d. 0,08 ± 0,04 0,13 ± 0,01 0,15 ± 0,03 0,15 ± 0,02 
 

Continua... 
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... continuação Tabela 23. 

 

Cultivo Tempo (dias) 

Microrganismo Fonte de Carbono 1 2 5 7 8 

Celobiohidrolase (U/mL) 

M. thermophilus Glucose n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

M. thermophilus SP80-3280 n.d. 0,02 ± 0,00 0,04 ± 0,01 0,06 ± 0,01 0,07 ± 0,1 

M. thermophilus Cana Energia n.d. 0,01 ± 0,00 0,04 ± 0,01 0,07 ± 0,01 0,07 ± 0,01 

T. reesei RP698 Glucose n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

T. reesei RP699 SP80-3280 n.d. n.d. 0,01 ± 0,00 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,00 

T. reesei RP698 Cana Energia n.d. n.d. 0,01 ± 0,00 0,01 ± 0,00 0,01 ± 0,00 

Cocultivo Glucose n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

Cocultivo SP80-3280 n.d. 0,01 ± 0,00 0,01 ± 0,00 0,03 ± 0,01 0,03 ± 0,00 

Cocultivo Cana Energia n.d. n.d. 0,02 ± 0,00 0,02 ± 0,00 0,03 ± 0,01 

β-glucosidase (U/mL) 

M. thermophilus Glucose n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

M. thermophilus SP80-3280 0,02 ± 0,01 0,09 ± 0,01 0,14 ± 0,01 0,16 ± 0,01 0,19 ± 0,02 

M. thermophilus Cana Energia n.d. 0,06 ± 0,01 0,13 ± 0,02 0,17 ± 0,03 0,19 ± 0,02 

T. reesei RP698 Glucose n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

T. reesei RP699 SP80-3280 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,01 ± 0,00 

T. reesei RP698 Cana Energia n.d. n.d. n.d. 0,01 ± 0,00 0,01 ± 0,00 

Cocultivo Glucose n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 

Cocultivo SP80-3280 n.d. n.d. 0,08 ± 0,03 0,11 ± 0,02 0,11 ± 0,02 

Cocultivo Cana Energia n.d. n.d. 0,05 ± 0,01 0,07 ± 0,02 0,11 ± 0,02 
*  n.d. = não detectado. 
Fonte: Dados da autora.
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Após analisadas as atividades de xilanases, endoglucanases, 

celobiohidrolases e β-glucosidases a partir do cultivo individual de M. thermophilus e 

T. reesei RP698 e o cocultivo destes fungos crescidos em cana-de-açúcar SP80-3280 

e EC, optou-se por analisar a ação enzimática dos extratos obtidos no quinto dia de 

cultivo nas biomassas estudadas. A Figura 21 apresenta os dados de hidrólise 

enzimática das cana-de-açúcar SP80-3280 e EC em função dos diferentes extratos 

produzidos. A sacarificação de EC apresentou boa liberação de AR (≥ 4,5 µmol.mL-1) 

com quase todos os extratos estudados, exceto com o coquetel produzido pelo T. 

reesei RP698 crescido em EC, em que a quantidade de AR foi de 2 µmol.mL-1, 

mostrando que houve um tendência dos extratos produzidos em cultivos únicos em 

EC hidrolisarem melhor esta biomassa. Os melhores resultados de hidrólise da cana-

de-açúcar SP80-3280 foram obtidos com os coquetéis obtidos a partir do cultivo de 

M. thermophilus cultivado em SP80-3280 e do cocultivo dos dois fungos estudados 

crescido em EC, com liberação de 6,10 ± 0,44 e 6,50 ± 0,61 µmol.mL-1 de AR, 

respectivamente.  

 

Figura 21. Hidrólise enzimática da cana-de-açúcar SP80-3280 e da Cana Energia 
(EC) por extratos de Trichoderma reesei RP698, Mycothermus thermophilus e o 
cocultivo destes microrganismos crescidos em SP80 e EC durante 5 dias. 

 

*Estes resultados já foram apresentados (Tabela 11) e encontram-se na Figura para fins de 
comparação. 
Fonte: Dados da autora. 
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4.17. Perfil de CAZymes dos secretomas de Mycothermus thermophilus e 

Trichoderma reesei RP698 em cultivos únicos e cocultivo nas diferentes canas 

 

Na análise do secretoma total foram identificados 709 diferentes tipos de 

proteínas, distribuídas de maneira diferenciada entre as diferentes canas e o controle 

do experimento, sendo que deste total, 50 foram classificadas como enzimas 

extracelulares relacionadas à degradação da biomassa. As enzimas foram 

identificadas para cada classe de enzimas (foi usada a classificação CAZymes) em 

cada família de GH, CE e AA diretamente relacionada à degradação da biomassa. 

 A partir da Tabela 24 é possível observar que M. thermophilus secretou amplo 

número de proteínas envolvidas na degradação da parede celular vegetal em todos 

os pontos de tempo e fonte de carbono analisados. Foram identificadas 28 diferentes 

CAZymes para M. thermophilus, dentre elas estão as principais CAZymes envolvidas 

na degradação da biomassa lignocelulósica, que atuam nos mais diversos 

componentes da parede celular, como por exemplo, pectina, xilana, arabinoxilana, 

xiloglucano e celulose. As CAZymes identificadas pertencem às seguintes famílias: 

GH3, GH5, GH6, GH7, GH10, GH11, GH43, GH45, GH53, GH94, CE5, CE15, AA9, 

PL4 e uma não identificada. Destas CAZymes, 3 não foram exclusivas dos cultivos 

em SP80-3280 e/ou EC (GH6 (Q9C1S9), GH7 (P15828) e GH11(P48793)), mostrando 

que estas podem ser constitutivas do microrganismo, ou seja, não são induzidas 

diferentemente pela fonte de carbono (Tabela 24). Além disso, as enzimas 

pertencentes às famílias GH3 e GH94, que são enzimas envolvidas na liberação de 

glucose da celulose, foram exclusivas da condição controle como pode ser observado 

na Tabela 24. As enzimas pertencentes às famílias GH94 e CE15 não haviam sido 

identificadas em nenhum outro secretoma. 
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Tabela 24. CAZymes detectadas no secretoma de Mycothermus thermophilus. 

Família 
CAZY 

Descrição 
Número 

de acesso 
Substrato / tempo 

Possível 
Polissacarídeo / 

Substrato 

GH3 Beta-glucosidase cel3A G4NI45 G5d Celulose 

GH5 Endoglucanase 3 Q12624 SP1+2d; SP5d; SP7,+8d; EC1+2d; EC5d Celulose 

GH6 1,4-beta-D-glucano 
celobiohidrolase CEL6C 

B2AE04 SP1+2d; SP5d; SP7,+8d; EC1+2d; EC5d Celulose 

GH6 Exoglucanase-6B Q7SIG5 SP1+2d; SP5d; SP7,+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Celulose 

GH6 Exoglucanase-6ª Q9C1S9 G5d; G7+8d; SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d Celulose 

GH7 Exoglucanase 1 P15828 G5d; G7+8d; SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; 
EC5d; EC7+8d 

Celulose 

GH7 Exoglucanase 1 P38676 G5d; EC1+2d; EC5d Celulose 

GH7 Endoglucanase 1 P56680 EC7+8d Celulose 

GH7 Exoglucanase 1 P62694 EC1+2d; EC5d; EC7+8d Celulose 

GH7 Exoglucanase 1 Q00548 SP1+2d Celulose 

GH7 Endoglucanase EG-1 Q12622 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d Celulose 

GH10 Endo-1,4-beta-xilanase A B3A0S5 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d Xilana/Arabinoxilana 

GH10 Putativa endoglucanase tipo F P46239 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d - 

GH10 Endo-1,4-beta-xilanase 1  P79046 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Xilana/Arabinoxilana 

GH10 Endo-1,4-beta-xilanase 6  Q8NJ73 EC7+8d Xilana/Arabinoxilana 

GH11 Endo-1,4-beta-xilanase B I1RII8 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d Xilana/Arabinoxilana 

GH11 Endo-1,4-beta-xilanase P48793 G7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Xilana/Arabinoxilana 

GH11 Endo-1,4-beta-xilanase 1  P55334 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Xilana/Arabinoxilana 

GH43 Alfa-L-arabinofuranosidase B G4MMH2 SP7+8d Xilana/Arabinoxilana 
GH45 Endoglucanase-5 P43316 SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Celulose 

 

Continua... 
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... continuação Tabela 24. 

Família 
CAZY 

Descrição 
Número 

de acesso 
Substrato / tempo 

Possível 
Polissacarídeo / 

Substrato 

GH53 Arabinogalactano endo-beta-
1,4-galactanase 

P83691 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d Pectina 

GH94 Ácido celobiônico fosforilase Q7S0S2 G5d Celulose 
- Xiloglucanase Q7Z9M8 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d Xiloglucano 

CE5 Acetil xilana esterase P30272 SP1+2d Xilana/Arabinoxilana 

CE15 4-O-metil-glucurônico 
metilesterase 

B2ABS0 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC7+8d Xilana/Arabinoxilana 

CE15 4-O-metil-glucurônico 
metilesterase 

Q7S1X0 SP5d; EC1+2d; EC5d Xilana/Arabinoxilana 

AA9 Polissacarídeo 
monooxigenase Cel61a 

G2Q9T3 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC7+8d Celulose 

PL4 Putativa ramnogalacturonase  P78710 SP5d Pectina 

Fonte: Dados da autora.
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A Tabela 25 apresenta as CAZymes detectadas, mostrando que T. reesei 

RP698, assim como M. thermophilus, secretou ampla número de proteínas envolvidas 

na conversão da parede celular vegetal em todos os tempos e fonte de carbono 

analisados. Foram identificadas 24 diferentes CAZymes para M. thermophilus. 

Também foram detectadas as principais CAZymes envolvidas na degradação da 

biomassa lignocelulósica. Entretanto, o secretoma de T. reesei RP698 apresentou 

proteínas envolvidas no processo de degradação da lignina, manana e β-glucano, que 

não foram identificadas para M. thermophilus (Tabela 24). As CAZymes identificadas 

pertencem as seguintes famílias: GH5, GH6, GH7, GH10, GH11, GH30, GH45, GH54, 

GH55, GH67, GH94, CE5, CE15, CE16, AA1, AA9, PL4 e duas não identificadas. 

Destas CAZymes, 6 não foram exclusivas dos cultivos em SP80-3280 e/ou EC (GH6 

(P07987), GH7 (P19355), GH10 (G0RA32), GH11(P36217), GH54 (P48792) e 

A0A0B4F1I0) (Tabela 25). Diferente do secretoma de M. thermophilus (Tabela 24), 

no secretoma de T. reesei RP698 (Tabela 25) foi detectado a proteína GH94, em dois 

tempos de cultivo, tanto para SP80 quanto EC.  

Neste estudo, foram identificadas 38 GH e 11 outras proteínas nos cultivos 

individuais de M. thermophilus (Tabela 24) e T. reesei RP698 (Tabela 25) que 

desempenham um papel importante na degradação da biomassa. As diferenças 

encontradas entre a secreção destes dois microrganismos podem ser devidas à fonte 

de carbono, às condições de cultura ou ao projeto experimental. No entanto, para 

ambos os fungos foram encontradas as proteínas hidrolíticas mais importantes como 

celobiohidrolases e endoglucanases. Também foram detectadas hemicelulases 

envolvidas na clivagem da cadeia principal de xilana (ou arabinoxilana), xiloglucano 

(xilanase e xiloglucanase), manana (endo-1,4-beta-manosidase) e β-glucano (endo-

1,3-beta-glucosidase) e a cadeia lateral de hemiceluloses, incluindo α-

arabinofuranosidase e acetil xilana esterase. 
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Tabela 25. CAZymes detectadas no secretoma de Trichoderma reesei RP698. 

Família 
CAZY 

Descrição 
Número de 

acesso 
Substrato / tempo 

Possível 
Polissacarídeo / 

Substrato 

GH5 Endoglucanase EG-II  A0A024SH20 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; 
EC7+8d 

Celulose 

GH5 Manana endo-1,4-beta-manosidase 
A  

B2B3C0 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; 
EC7+8d 

Manana 

GH5 Manana endo-1,4-beta-manosidase 
A  

Q99036 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; 
EC7+8d 

Manana 

GH6 Exoglucanase 2 P07987 G5d; G7+8d; SP1+2d; SP5d; SP7+8d; 
EC1+2d; EC5d; EC7+8d 

Celulose 

GH7 Exoglucanase 1 P15828 SP7+8d Celulose 
GH7 Exoglucanase 1 P19355 G5d; SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; 

EC5d; EC7+8d 
Celulose 

GH7 Endoglucanase tipo C P46237 SP1+2d Celulose 
GH7 Endoglucanase EG-1 Q12714 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; 

EC7+8d 
Celulose 

GH10 Endo-1,4-beta-xilanase 3 G0RA32 G5d; G7+8d; SP1+2d; SP5d; SP7+8d; 
EC1+2d; EC5d; EC7+8d 

Xilana/Arabinoxilana 

GH11 Endo-1,4-beta-xilanase 4 G4NA54 G5d Xilana/Arabinoxilana 
GH11 Endo-1,4-beta-xilanase 2 P36217 G5d; G7+8d; SP1+2d; SP5d; SP7+8d; 

EC1+2d; EC5d; EC7+8d 
Xilana/Arabinoxilana 

GH11 Endo-1,4-beta-xilanase G Q0ZHI9 G5d Xilana/Arabinoxilana 
GH30 Endo-beta-1,6-galactanase Q76FP5 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; 

EC7+8d 
Pectina 

GH54 Arabinofuranosidase/β-xilosidase P48792 G5d; SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; 
EC5d; EC7+8d 

Xilana/Arabinoxilana 

 

Continua... 
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...continuação Tabela 25. 

Família 
CAZY 

Descrição 
Número de 

acesso 
Substrato / tempo 

Possível 
Polissacarídeo / 

Substrato 

GH55 Glucano endo-1,3-beta-glucosidase P53626 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC7+8d β-glucano 
GH67 Alfa-glucuronidase Q99024 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; 

EC7+8d 
Xilana/Arabinoxilana 

GH94 Ácido celobiônico fosforilase Q7S0S2 SP1+2d; SP5d; EC5d; EC7+8d Celulose 

- Xiloglucanase Q7Z9M8 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; 
EC7+8d 

Xiloglucano 

CE5 Acetil xilana esterase Q99034 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; 
EC7+8d 

Xilana/Arabinoxilana 

CE15 4-O-metil-glucurônico metilesterase G0RV93 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; 
EC7+8d 

Xilana/Arabinoxilana 

CE16 Acetil esterase A7J2C6 SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Xilana/Arabinoxilana 
AA1 Lacase 1 Q70KY3 G5d; G7+8d Lignina 

AA9 Endoglucanase-7 Q7Z9M7 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; 
EC7+8d 

Celulose 

- Lacase 1 A0A0B4F1I0 G5d; G7+8d; SP5d Lignina 

Fonte: Dados da autora. 
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Após analisados as CAZymes secretadas pelos microrganismos em cultivos 

individuais nas fontes de carbono de interesse, foi realizado o estudo de CAZymes 

secretadas pelo cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 em glucose (controle), 

SP80-3280 e EC.  A Tabela 26 apresenta as CAZymes detectadas, sendo possível 

observar que o cocultivo secretou amplo número de proteínas envolvidas na 

conversão da parede celular vegetal em todos os tempos e fontes de carbono 

analisados. Foram identificadas 43 diferentes CAZymes no cocultivo. Assim como 

para os cultivos individuais dos microrganismos (Tabela 24 e Tabela 25), também 

foram detectadas as principais CAZymes envolvidas na degradação da biomassa 

lignocelulósica. As CAZymes identificadas pertencem às seguintes famílias: GH3, 

GH5, GH6, GH7, GH10, GH11, GH30, GH43, GH45, GH53, GH54, GH55, GH67, 

GH94, CE5, CE15, CE16, AA1, AA9, PL4 e duas não identificadas. Destas CAZymes, 

3 não foram exclusivas dos cultivos em SP80-3280 e/ou EC (GH10 (G0RA32), GH54 

(P48792) e CE5 (Q99034)) (Tabela 26). 

Como pode ser observado, o cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 

apresentou enzimas de ambos os microrganismos, que foram identificadas nos 

cultivos individuais. Desta maneira, o coquetel obtido a partir do cocultivo apresentou 

uma maior variedade de enzimas envolvidas na degradação da parede celular das 

diferentes variedades de cana.  
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Tabela 26. CAZymes detectadas no secretoma do cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698. 

Família 
CAZY 

Descrição 
Número de 

acesso 
Substrato / tempo 

Possível 
Polissacarídeo / 

Substrato 

GH3 Beta-glucosidase cel3A G4N7Z0 G5d Celulose 
GH5 Endoglucanase EG-II  A0A024SH20 SP5d; SP7+8; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Celulose 
GH5 Endoglucanase 3 Q12624 SP5d; SP7+8; EC5d; EC7+8d Celulose 
GH5 Manana endo-1,4-beta-manosidase A  B2B3C0 EC1+2d; EC5d Manana 
GH5 Manana endo-1,4-beta-manosidase A  Q99036 SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Manana 
GH6 1,4-beta-D-glucano celobiohidrolase 

CEL6C 
B2AE04 SP5d; SP7+8d; EC5d; EC7+8d Celulose 

GH6 Exoglucanase 2 P07987 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d Celulose 
GH6 Exoglucanase-6B Q7SIG5 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; 

EC7+8d 
Celulose 

GH6 Exoglucanase-6A Q9C1S9 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; 
EC7+8d 

Celulose 

GH7 Exoglucanase 1 P15828 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; 
EC7+8d 

Celulose 

GH7 Exoglucanase 2 P19355 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; 
EC7+8d 

Celulose 

GH7 Exoglucanase 1 P38676 SP5d; EC7+8d Celulose 
GH7 Endoglucanase 1 P56680 SP1+2d Celulose 

GH7 Exoglucanase 1 P62694 EC7+8d Celulose 
GH7 Endoglucanase EG-1 Q12622 SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Celulose 

GH7 Endoglucanase EG-1 Q12714 SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Celulose 

GH10 Endo-1,4-beta-xilanase A B3A0S5 SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Xilana/Arabinoxilana 

GH10 Endo-1,4-beta-xilanase 3 G0RA32 G5d; G7+8d; SP1+2d; SP5d; SP7+8d; 
EC1+2d; EC5d; EC7+8d 

Xilana/Arabinoxilana 

 

Continua... 
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...continuação Tabela 26. 

Família 
CAZY 

Descrição 
Número de 

acesso 
Substrato / tempo 

Possível 
Polissacarídeo / 

Substrato 

GH10 Putativa endoglucanase tipo F P46239 SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Xilana/Arabinoxilana 

GH10 Endo-1,4-beta-xilanase 1  P79046 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; 
EC7+8d 

Xilana/Arabinoxilana 

GH10 Endo-1,4-beta-xilanase 6  Q8NJ73 SP1+2d Xilana/Arabinoxilana 

GH11 Endo-1,4-beta-xilanase 4 G4NA54 G5d; G7+8d Xilana/Arabinoxilana 

GH11 Endo-1,4-beta-xilanase B I1RII8 SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Xilana/Arabinoxilana 

GH11 Endo-1,4-beta-xilanase 2 P36217 G5d; G7+8d; SP1+2d; SP5d; SP7+8d; 
EC1+2d; EC5d; EC7+8d 

Xilana/Arabinoxilana 

GH11 Endo-1,4-beta-xilanase 1  P55334 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; 
EC7+8d 

Xilana/Arabinoxilana 

GH11 Endo-1,4-beta-xilanase G Q0ZHI9 G5d; G7+8d Xilana/Arabinoxilana 

GH30 Endo-beta-1,6-galactanase Q76FP5 SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Pectina 

GH43 Alfa-L-arabinofuranosidase B G4MMH2 EC7+8d Xilana/Arabinoxilana 

GH45 Endoglucanase-5 P43316 SP5d; SP7+8d Celulose 

GH53 Arabinogalactano endo-beta-1,4-
galactanase 

P83691 SP5d; SP7+8d; EC5d; EC7+8d Pectina 

GH54 Arabinofuranosidase/β-xilosidase P48792 G5d; G7+8d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; 
EC5d; EC7+8d 

Xilana/Arabinoxilana 

GH67 Alfa-glucuronidase Q99024 EC1+2d; EC5d; EC7+8d Xilana/Arabinoxilana 

GH94 Ácido celobiônico fosforilase Q7S0S2 SP1+2d; EC1+2d Celulose 

- Xiloglucanase Q7Z9M8 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; 
EC7+8d 

Xiloglucano 

CE5 Acetil xilana esterase Q99034 G5d; G7+8d; SP1+2d; SP5d; EC1+2d; 
EC5d; EC7+8d 

Xilana/Arabinoxilana 

Continua... 
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... continuação Tabela 26. 

Família 
CAZY 

Descrição 
Número de 

acesso 
Substrato / tempo 

Possível 
Polissacarídeo / 

Substrato 

CE15 4-O-metil-glucurônico metilesterase B2ABS0 EC5d Xilana/Arabinoxilana 

CE15 4-O-metil-glucurônico metilesterase G0RV93 SP1+2d; EC1+2d; EC5d; EC7+8d Xilana/Arabinoxilana 

CE16 Acetil esterase A7J2C6 EC1+2d Xilana/Arabinoxilana 

AA1 Lacase 1 Q70KY3 G5d Lignina 

AA9 Polissacarídeo monooxigenase 
Cel61a 

G2Q9T3 EC1+2d; EC5d; EC7+8d Celulose 

AA9 Endoglucanase-7 Q7Z9M7 SP1+2d; SP5d; SP7+8d; EC1+2d; EC5d; 
EC7+8d 

Celulose 

- Lacase 1 A0A0B4F1I0 G5d Lignina 

PL4 Putativa ramnogalacturonase  P78710 SP5d; EC5d Pectina 

Fonte: Dados da autora.
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4.18. Diferenças na secreção de proteínas por Mycothermus thermophilus e 

Trichoderma reesei RP698 em cultivos únicos e cocultivo em diferentes fontes 

de carbono 

 

Um objetivo adicional do estudo do secretoma de M. thermophilus e T. reesei 

RP698 foi realizar uma análise comparativa entre as três condições de cultivo, mas 

avaliando todas as enzimas produzidas ao longo dos tempos de cultivos. A Figura 22 

apresenta um Heatmap representando o número de enzimas identificadas para cada 

classe de enzimas (foi usada a classificação CAZymes) em cada família de GH, CE e 

AA diretamente relacionada à degradação da biomassa (Tabela 24, Tabela 25 e 

Tabela 26) em M. thermophilus e T. reesei RP698 em cultivos únicos e cocultivo após 

1 e 2, 5 e 7 e 8 dias  de crescimento em glucose, colmo de cana-de-açúcar SP80-

3280 e colmo de Cana Energia (EC) não tratados. O secretoma em glucose foi 

considerado o controle do experimento, com o intuito de ver quais enzimas poderiam 

ser constitutivas dos microrganismos. Como esperado, o cultivo em glucose 

apresentou menor número de CAZymes quando comparadas com o cultivo em SP80-

3280 e EC (Tabela 24, Tabela 25, Tabela 26 e Figura 22). 

O padrão de produção de enzimas observado para M. thermophilus foi 

semelhante para SP80-3820 e EC (Figura 22). O padrão de secreção de proteínas 

pelo microrganismo cultivado em SP80-3280 foi bastante similar ao padrão obtido pelo 

cultivo em EC. Inicialmente, foram secretas endo-β-1,4-galactanase (GH53), 

endoxilanases (GH10 e GH11), acetil xilana esterase (CE5) e 4-O-metil-glucurônico 

metilesterase (CE15), endoglucanase (GH5), exoglucanase (GH6 e GH7), ácido 

celobiônico fosforilase (GH94) e monooxigenase (AA9). Com 5 dias de cultivo, houve 

a secreção de uma ramnogalacturonase (PL4) e o desaparecimento da acetil xilana 

esterase (CE5) quando cultivado em SP80-3280 e o desaparecimento da 

monooxigenase (AA9) em EC. Nos dias 7 e 8 de cultivo, houve a secreção de uma α-

arabinofuranosidase (GH43) e uma monooxigenase (AA9) e o desaparecimento de 

uma endoglucanase (GH5) e da ácido celobiônico fosforilase (GH94) em EC. Já para 

SP80-3280, houve somente o aparecimento de uma endoglucanase (GH45). 

Dentre as enzimas que atuam na pectina, foi observado somente uma classe 

de enzima (PL4) secretada exclusivamente no cultivo de M. thermophilus em SP80-

3280, porém houve uma classe (GH53) produzida quando o microrganismo foi 

cultivado em ambas as fontes de carbono (Figura 22 e Tabela 24). Foram 
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identificadas 5 classes de enzimas (GH10, GH11, GH43, CE5 e CE15) relacionadas 

com a degradação de xilana / arabinoxilana, sendo que destas, uma única classe de 

família (CE5) foi exclusiva do cultivo em SP80-3280 e outra classe de enzima (GH43) 

foi exclusiva do cultivo em EC (Figura 22 e Tabela 24). Foram identificadas 6 classes 

(GH5, GH6, GH7, GH45, GH94 e AA9) de enzimas relacionadas com a degradação 

da celulose, porém somente a GH45 foi exclusiva do cultivo em SP80-3280, as demais 

foram identificadas em ambas as fontes de carbono (Figura 22 e Tabela 24). No 

cultivo de M. thermophilus foram detectadas 9 classes de enzimas que apareceram 

tanto no cultivo em SP80-3280 e EC (Figura 22). Dentro das classes de enzimas 

detectadas houve diferenças no número de proteínas identificadas (Tabela 24).  

O padrão de secreção de enzimas observado para T. reesei RP698 foi idêntico 

para SP80-3280 e EC (Figura 22). Inicialmente, foram secretas endo-β-1,6-

galactanase (GH30), glucano endo-β-1,3-glucosidase (GH55), endoxilanases (GH10 

e GH11), α-glucuronidase (GH67), arabinofuranosidase/β-xilosidase (GH54), acetil 

xilana esterase (CE5), 4-O-metil-glucurônico metilesterase (CE15), acetil esterase 

(CE16), xiloglucanase, endoglucanase (GH5), exoglucanase (GH6 e GH7), ácido 

celobiônico fosforilase (GH94), monooxigenase (AA9) e endo-β-1,4-manosidase 

(GH5). Com 5 dias de cultivo, houve a secreção de duas lacases (AA1 e uma não 

identificada). Em EC, houve o desaparecimento de GH55. Nos dias 7 e 8 de cultivo, 

houve o desaparecimento de um lacase em EC e da xiloglucanase em SP80-3280.  

Foram detectadas 18 classes de enzimas compartilhadas nos dois cultivos 

(Figura 22 e Tabela 25). Dentre as enzimas envolvidas na degradação da lignina, foi 

identificada uma classe de enzimas (AA1) e uma que não foi identificada (Figura 22 

e Tabela 25). Foram observadas 7 classes de enzimas (GH10, GH11, GH54, GH67 

CE5, CE15 e CE16) relacionadas com a degradação de xilana / arabinoxilana (Figura 

22 e Tabela 25). Para a hidrólise de β-glucano foi identificada uma classe de enzima 

(GH55), uma xiloglucanase que atua na degradação do xiloglucano e uma classe de 

enzima (GH5) relacionada com a hidrólise de manana. Foram identificadas 6 classes 

de enzimas (GH5, GH6, GH7, GH45, GH94 e AA9) relacionadas com a degradação 

da celulose, porém somente a GH45 foi exclusiva do cultivo em SP80-3280, as demais 

foram identificadas em ambas as fontes de carbono (Figura 22 e Tabela 25). Assim 

como para M. thermophilus, para T. reesei RP698 também foram detectadas 

diferenças na quantidade de proteínas identificadas dentro da mesma classe de 

enzima, porém a diferença foi menor do que para M. thermophilus (Tabela 25). 
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O cocultivo apresentou um padrão semelhante de secreção de enzimas quando 

comparado com os cultivos únicos de M. thermophilus e T. reesei RP698, porém com 

algumas modificações em SP80-3280 e EC (Figura 22). Em SP80-3280, com 1 e 2 

dias de cultivo houve o aparecimento de endoxilanases (GH10 e GH11), acetil xilana 

esterase (CE5), 4-O-metil-glucurônico metilesterase (CE15), xiloglucanase, 

exoglucanases (GH6 e GH7), ácido celobiônico fosforilase (GH94) e monooxigenase 

(AA9). Com 5 dias, houve o surgimento de uma ramnogalacturonase (PL4), uma endo-

β-1,4-galactanase (GH53), uma endo-β-1,6-galactanase (GH30), uma 

arabinofuranosidase/β-xilosidase (GH54), duas endoglucanases (GH5 e GH45) e uma 

endo-β-1,4-manosidase (GH5). Entretanto, houve o desaparecimento de 4-O-metil-

glucurônico metilesterase (CE15) e xiloglucanase. O padrão de secreção em EC nos 

primeiros dias de cultivo foi bastante similar ao obtido pelo cultivo em SP80-3280, com 

diferença do surgimento de uma endo-β-1,6-galactanase (GH30), uma α-

glucuronidase (GH67), arabinofuranosidase/β-xilosidase (GH54), acetil esterase 

(CE16) e endo-β-1,4-manosidase (GH5). Com 5 dias de cultivo, o surgimento de 

algumas CAZymes foi idêntico ao cultivo em SP80-3280, mantendo o padrão de 

surgimento e desaparecimento de enzimas. Com 7 e 8 dias, houve o aparecimento de 

um α-arabinofuranosidase (GH43), que ainda não tinha sido detectada no cocultivo.  

Dentre as pectinases, foram observadas três classes de enzimas (PL4, GH30 

e GH53) secretadas em ambas as fontes de carbono (Figura 22 e Tabela 26). Foram 

identificadas 8 classes de enzimas (GH10, GH11, GH43, GH54, GH67, CE5, CE15 e 

CE16) relacionadas com a degradação de xilana / arabinoxilana, sendo que destas 3 

classes de enzimas (GH43, GH67 e CE16) foram exclusivas do cultivo em EC (Figura 

22 e Tabela 26). Para a hidrólise de xiloglucano, uma classe não foi identificada dentre 

as CAZymes. Foram identificadas 6 classes (GH5, GH6, GH7, GH45, GH94 e AA9) 

de enzimas relacionadas com a degradação da celulose, porém somente a GH45 foi 

exclusiva do cultivo em SP80-3280, as demais foram identificadas em ambas as 

fontes de carbono (Figura 22 e Tabela 26). No cocultivo foram detectadas 15 classes 

de enzimas que apareceram tanto no cultivo em SP80-3280 quanto no cultivo em EC 

(Figura 22). Foi detectada uma variedade de classes de enzimas, porém o número 

de CAZymes variou de acordo com a fonte de carbono (Tabela 26).
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Figura 22. Heatmap do número de enzimas de cada família CAZY secretadas por 
Mycothermus thermophilus e T. reesei RP698 em cultivos únicos e cocultivo após 1 e 
2, 5 e 7 e 8 dias (d) de crescimento em SP80-3280 e EC.  

 

Este mapa inclui apenas enzimas / proteínas relacionadas à degradação da biomassa (Tabela 
24, Tabela 25 e Tabela 26). A escala de gradiente de cores representa menor (vermelho) e 
maior (verde) número de CAZymes. 
Fonte: Dados da autora. 

 

Apesar da variedade de enzimas secretadas por ambos os fungos, uma análise 

comparativa do número total de classe de enzimas (Figura 22) e CAZymes (Tabela 

24, Tabela 25 e Tabela 26) sugeriu que no cocultivo houve maior secreção de 

proteínas e, neste quesito, a melhor fonte de carbono foi a cana-de-açúcar SP8032-

80. Entretanto, para o cultivo individual não houve uma diferença significativa entre o 

número de proteínas secretadas nas duas fontes de carbono, independentemente do 
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tempo de cultivo. 

 

 

4.19. Comparação entre os secretomas de Mycothermus thermophilus e 

Trichoderma reesei RP698 em cultivos únicos e cocultivo 

 

Os perfis dos secretomas desses dois fungos quando comparados indicam que 

eles diferiram consideravelmente (Tabela 24, Tabela 25, Tabela 26 e Figura 22). Foi 

realizada uma análise comparativa da detecção de famílias de CAZymes.  A Figura 

23 e a Figura 24 representam a detecção das CAZymes secretadas por M. 

thermophilus (Mt), T. reesei RP698 (Tr) em cultivos únicos e cocultivo (Co) em 

glucose, SP80-3280 e EC levando em conta todos os dias de cultivo. Todas as 

CAZymes detectadas podem ser observadas na Tabela 28. 

A Figura 23A apresenta a comparação das CAZymes secretadas pelos fungos 

em cultivos únicos e cocultivo em glucose. Foram detectadas 9 CAZymes 

pertencentes as distintas famílias CAZy. Destas, uma CAZyme foi exclusiva do M. 

thermophilus; 2 CAZymes foram compartilhadas entre os dois cultivos únicos; 4 

CAZymes entre o T. reesei e o cocultivo; 1 CAZyme entre M. thermophilus e o 

cocultivo e uma única CAZyme presente nas 3 condições estudadas. A Figura 23B 

apresenta a comparação das CAZymes secretadas pelos fungos em cultivos únicos e 

cocultivo na cana-de-açúcar SP80-3280. Foram identificadas 21 CAZymes nos 

cultivos em SP80-3280. Dentre as CAZymes detectadas, 5 foram exclusivas de T. 

reesei RP698 (AA1, não identificada, GH55, GH67 e CE16); 4 foram compartilhadas 

entre T. reesei RP698 e o cocultivo (GH30, GH54, não identificada e GH5); 3 entre M. 

thermophilus e o cocultivo (PL4, GH53 e GH45); e 9 presentes nos três cultivos 

analisados (GH10, GH11, CE5, CE15, GH5, GH6, GH7, GH94 e AA9) (Tabela 27).  

A Figura 23C apresenta a comparação das CAZymes secretadas pelos fungos 

em cultivos únicos e cocultivo na EC. Foram identificadas 21 CAZymes, sendo que 3 

foram exclusivas de T. reesei RP698 (AA1, uma não identificada e GH55); uma 

exclusiva do cocultivo (PL4); 7 foram compartilhadas entre T. reesei RP698 e o 

cocultivo (GH30, GH54, GH67, CE5, CE16, uma não identificada e GH5); 2 entre M. 

thermophilus e o cocultivo (GH43 e GH53); e 8 presentes nos três cultivos analisados 

(GH10, GH11, CE15, GH5, GH6, GH7, GH94 e AA9) (Tabela 27).  
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Figura 23. Representação comparativa da detecção de CAZymes dos fungos 
Mycothermus thermophilus (Mt) e Trichoderma reesei RP698 (Tr) em cultivos únicos 
e cocultivo em: (A): glucose; (B) cana-de-açúcar SP80-3280 e (C) EC. 

 

Fonte: Dados da autora. 

 

A Figura 24A apresenta as CAZymes secretadas por M. thermophilus nas três 

fontes de carbono estudadas. Foram detectadas 15 distintas família CAZy, sendo que: 

2 CAZymes foram exclusivas do cultivo em glucose (não identificada e GH3); 3 foram 

exclusivas para SP80-3280 (PL4, CE5 e GH45); uma única em EC (GH43); 6 foram 

compartilhadas pelo cultivo em EC e SP80-3280 (GH53, GH10, CE15, GH5, GH94 e 

AA9) e 3 foram detectadas nas três condições e fontes de carbono estudadas (GH11, 

GH6, GH7) (Tabela 27). A Figura 24B apresenta as CAZymes secretadas por T. 

reesei RP698 nas três fontes de carbono estudadas. Foram detectadas 18 famílias 

CAZy com o cultivo de T. reesei RP698 nas diferentes fontes carbono, sendo 11 

compartilhadas pelo cultivo em SP80-3280 e EC (GH30, GH55, GH67, CE5, CE15, 

CE16, não identificada, GH5, GH94, AA9 e GH5) e 7 CAZymes compartilhadas pelas 

três fontes de carbono estudas (AA1, não identificada, GH10, GH11, GH54, GH6 e 

GH7) (Tabela 27). A Figura 24C apresenta as CAZymes secretadas pelo cocultivo de 

M. thermophillus e T. reesei RP698 em glucose, SP80-3280 e EC. Foram identificadas 

22 famílias CAZy, sendo 3 exclusivas do cultivo em glucose (AA1, não identificada e 

GH3); uma exclusiva do cultivo em SP80-3280 (GH45); e 3 exclusivas do cultivo em 

EC (GH43, GH67 e CE16). Além disso, 11 CAZymes foram compartilhadas pelo 

cultivo nas canas SP80-3280 e EC (PL4, GH53, GH30, CE15, não identificada, GH5, 

GH6, GH7, GH94, AA9 e GH5) e 4 CAZymes foram compartilhadas nas três fontes de 

carbono (GH10, GH11, GH54 e CE5) (Tabela 27). 
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Figura 24. Representação comparativa da detecção de CAZymes em glucose, cana-
de-açúcar SP80-3280 e EC por: (A) Mycothermus thermophilus; (B) Trichoderma 
reesei RP698 e (C) cocultivo. 

 

Fonte: Dados da autora. 

 

Assim, conclui-se que o cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 

secretou maior número de proteínas envolvidas na hidrólise dos componentes da 

parede celular (Tabela 26 e Figura 24), além de ter sido o secretoma com o maior 

número de CAZymes detectadas, dados que corroboraram com os resultados 

previamente obtidos. 
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Tabela 27. CAZymes detectadas pelos cultivos únicos e cocultivo Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698 em 
glucose, cana-de-açúcar SP80-3280 e Cana Energia (EC) em diferentes tempos de cultivo. 

Família CAZy 

M. thermophilus T. reesei RP698 Cocultivo Ocorrência  

Glu SP80 EC Glu SP80 EC Glu SP80 EC 

M
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o
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 d
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 d

 

7
 d

; 
8

 d
 

1
 d

; 
2

 d
 

5
 d

 

7
 d

; 
8

 d
 

1
 d

; 
2

 d
 

5
 d

 

7
 d

; 
8

 d
 

1
 d

; 
2

 d
 

5
 d
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 d

 

7
 d

; 
8

 d
 

1
 d

; 
2

 d
 

5
 d

 

7
 d

; 
8

 d
 

1
 d
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 d
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Lignina                                                              

AA1 
Lacase-1 (68,9 

kDa) 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 N S S TR 

- 
Lacase 1 (68,9 

kDa) 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 N S S TR 

Pectina 

PL4 
Putativa 

ramnogalacturona
se (58,0 kDa) 

0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 S N S MT 

GH53 

Arabinogalactano 
endo-beta-1,4-

galactanase (35,5 
kDa) 

0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 S N S MT 

GH30 
Endo-beta-1,6-

galactanase (52,7 
kDa) 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 N S S TR 

 

Continua... 
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...continuação Tabela 27. 

Família CAZy 

M. thermophilus T. reesei RP698 Cocultivo Ocorrência  

Glu SP80 EC Glu SP80 EC Glu SP80 EC 
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 d
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 d
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β-glucano        

GH55 
Glucano endo-1,3-
beta-glucosidase 

(81,2 kDa) 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 N S N TR 

Xilana / Arabinoxilana 

GH10 

Putativa 
endoglucanase 

tipo F (41,2 kDa) / 
Endo-1,4-beta-
xilanase A ou C 

(35,8 - 36,2 kDa) / 
Endo-1,4-beta-
xilanase 3 (38,1 

kDa) 

0 0 0 3 3 3 3 3 2 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 3 4 4 4 4 4 S S S Ambos 

GH11 

Endo-1,4-beta-
xilanase 1 ou 2 ou 
4 (24,2 - 25,6 kDa) 

/ Endo-1,4-beta-
xilanase G (27,4 

kDa) 

0 0 1 2 2 2 3 3 2 0 3 1 1 1 1 1 1 1 0 3 3 2 3 3 3 3 3 S S S Ambos 

Continua... 
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... continuação Tabela 27. 

Família CAZy 

M. thermophilus T. reesei RP698 Cocultivo Ocorrência  

Glu SP80 EC Glu SP80 EC Glu SP80 EC 
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GH43 
Alfa-L-

arabinofuranosida
se B  (52,4 kDa) 

0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 S N S Ambos 

GH67 
Alfa-glucuronidase 

(93,4 kDa) 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 N S S TR 

GH54 
Arabinofuranosida

se/B-xilosidase 
(51,1 kDa) 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 N S S TR 

CE5 
Acetil xilana 

esterase (30,7 
kDa) 

0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 S S S Ambos 

CE15 

4-O-metil-
glucurônico 

metilesterase 
(48,3 kDa) 

0 0 0 1 2 1 2 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 2 1 S S S Ambos 

CE16 
Acetil esterase 

(39,1 kDa) 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 N S S TR 

Xiloglucano   

- 
Xiloglucanase 

(87,1 kDa) 
0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 S S S Ambos 

Continua... 
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... continuação Tabela 27. 

Família CAZy 

M. thermophilus T. reesei RP698 Cocultivo Ocorrência  

Glu SP80 EC Glu SP80 EC Glu SP80 EC 
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Celulose      

GH3 

Beta-glucosidase 
cel3A (82,8 kDa) / 

Provável beta-
glucosidase L 

(78,7 kDa) 

0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 S N S TR 

GH5 

Endoglucanase 
EG-II (44,2 kDa) / 
Endoglucanase 3 

(42,5 kDa) 

0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 2 2 1 2 2 S S S Ambos 

GH6 

Exoglucanase-6A  
(51,2 kDa) / 

Exoglucanase 2 
(49,6 kDa) / 

Endoglucanase-6B 
(37,7 kDa) / 1,4-
beta-D-glucano 
celobiohidrolase 

CEL6C (42,5 kDa) 

0 1 1 3 3 3 3 3 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 3 4 3 3 4 3 S S S Ambos 

 

Continua... 
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... continuação Tabela 27. 

Família CAZy 

M. thermophilus T. reesei RP698 Cocultivo Ocorrência  

Glu SP80 EC Glu SP80 EC Glu SP80 EC 
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GH7 

Exoglucanase 1 
(48,3 - 55,7 kDa)/ 
Endoglucanase 

EG-1 (47,9 kDa) / 
Endoglucanase 

type C (46,4 kDa) 

0 2 1 3 2 2 4 4 3 0 1 0 3 2 3 2 2 2 0 0 0 3 5 4 4 4 6 S S S Ambos 

GH45 
Endoglucanase-5 

(22,8 kDa) 
0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 S N S MT 

GH94 
Ácido celobiônico 
fosforilase (89,5 

kDa) 
0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 S S S Ambos 

AA9 

Endoglucanase-4 
ou 7 (26,8 - 35,5 

kDa) / 
Polissacarídeo 
monooxigenase 

Cel61a (34,9 kDa) 

0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 2 2 2 S S S Ambos 

Manana    

GH5 
Manana endo-1,4-
beta-manosidase 

A (47,0 kDa) 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 2 2 2 2 0 0 0 0 1 1 2 2 1 N S S TR 

Fonte: Dados da autora.
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Foi realizada ainda uma análise comparativa da detecção de CAZymes 

secretadas pelo cocultivo em PM (Parte IV, Tabela 18), glucose, SP80-3280 e EC 

(Tabela 26). A Figura 25 apresenta a representação comparativa entre estes dados. 

Todas as CAZymes detectadas podem ser observadas na Tabela 28, nela as enzimas 

estão separadas de acordo com os componentes da parede celular com as quais cada 

uma é responsável por sua degradação. Foram identificadas 23 CAZymes, sendo 2 

exclusivas do cultivo em glucose (AA1 e não identificada); uma CAZyme em EC 

(GH67); 4 CAZymes em PM (AA2, GH35, não identificada e GH1) e nenhum CAZymes 

foi exclusiva do cultivo em SP80-3280. Ademais, dentre as CAZymes detectadas, uma 

foi compartilhada no cultivo em glucose e PM (GH3); uma foi compartilhada entre PM 

e SP80-3280 (GH45); uma foi detectada tanto em PM quanto em EC (CE15); e 4 

CAZymes foram compartilhadas entre SP80-3280 e EC (PL4, GH53, GH94 e GH5). 

Além disso, foram detectadas 5 CAZymes compartilhadas entre PM, SP80-3280 e EC 

(GH30, GH5, GH6, GH7 e AA9); 3 CAZymes em todas as fontes de carbono 

estudadas e uma compartilhada entre glucose, SP80-3280 e EC (GH10, GH11 e 

CE5).  

 

Figura 25. Representação da detecção de CAZymes a partir do cocultivo durante 5 
dias em glucose, cana-de-açúcar SP80-3280, EC e PM.  

 

Fonte: Dados da autora. 

 

Desta maneira, conclui-se que o melhor coquetel foi obtido pelo cocultivo de M. 

thermophilus e T. reesei RP698 em PM, uma vez que houve maior número de 

proteínas secretadas pertencentes às distintas classes de enzimas estudadas (Figura 

25 e Tabela 28). 
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Tabela 28. CAZymes detectadas no quinto dia de cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei RP698 em diferentes 
fontes de carbono. 

Família CAZy 
Cocultivo 

Ocorrência 
Glucose SP80-3280 EC PM 

  Lignina           

AA1 Lacase-1 (68,9 kDa) 1 0 0 0 Glucose 
AA2  Peroxidase 22 (38,1 kDa) 0 0 0 1 PM 

- Lacase 1 (68,9 kDa) 1 0 0 0 Glucose 

  Pectina           

PL4 Putativa ramnogalacturonase (58,0 kDa) 0 1 1 0 SP80-3280 e EC 

GH53 
Arabinogalactano endo-beta-1,4-galactanase (35,5 

kDa) 
0 1 1 0 SP80-3280 e EC 

GH30 Endo-beta-1,6-galactanase (52,7 kDa) 0 1 1 1 SP80-3280; EC e PM 
GH35 Provável beta-galactosidase A (110,3 kDa) 0 0 0 1 PM 

  Xilana / Arabinoxilana           

GH10 
Putativa endoglucanase type F (41,2 kDa) / Endo-
1,4-beta-xilanase A ou C (35,8 - 36,2 kDa) / Endo-

1,4-beta-xilanase 3 (38,1 kDa) 
1 4 4 4 Todos 

GH11 
Endo-1,4-beta-xylanase 1 ou 2 ou 4 (24,2 - 25,6 kDa) 

/ Endo-1,4-beta-xilanase G (27,4 kDa) 
3 3 3 2 Todos 

GH67 Alfa-glucuronidase (93,4 kDa) 0 0 1 0 EC 
GH54 Arabinofuranosidase/B-xilosidase (51,1 kDa) 1 1 1 0 Glucose; SP80-3280 e EC 
CE5 Acetil xilana esterase (30,7 kDa) 1 1 1 1 Todos 

CE15 4-O-metil-glucurônico metilesterase (48,3 kDa) 0 0 2 1 EC e PM 

  Xiloglucano           

- Xiloglucanase (87,1 kDa) 0 0 0 1 PM 
 

Continua... 
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...continuação Tabela 28. 

Família CAZy 
Cocultivo 

Ocorrência 
Glucose SP80-3280 EC PM 

  Celulose           

GH1 Beta-glucosidase 1B (60,6 kDa) 0 0 0 1 PM 
GH3 Beta-glucosidase cel3A (82,8 kDa) / Provável beta-

glucosidase L (78,7 kDa) 
1 0 0 1 Glucose e PM 

GH5 Endoglucanase EG-II (44,2 kDa) / Endoglucanase 3 
(42,5 kDa) 

0 2 2 5 SP80-3280; EC e PM 

GH6 Exoglucanase-6A  (51,2 kDa) / Exoglucanase 2 (49,6 
kDa) / Endoglucanase-6B (37,7 kDa) / 1,4-beta-D-

glucano celobiohidrolase CEL6C (42,5 kDa) 
0 4 4 3 SP80-3280; EC e PM 

GH7 Exoglucanase 1 (54 - 55,7 kDa)/ Endoglucanase EG-
1 (47,9 - 48,3 kDa) 

0 5 4 6 SP80-3280; EC e PM 

GH45 Endoglucanase-5 (22,8 kDa) 0 1 0 1 SP80-3280 e PM 
GH94 Ácido celobiônico fosforilase (89,5 kDa) 0 1 1 0 SP80-3280 e EC 

AA9 Endoglucanase-4 ou 7 (26,8 - 35,5 kDa) / 
Polissacarídeo monooxigenase Cel61a (34,9 kDa) 

0 1 2 3 SP80-3280; EC e PM 

  Manana           

GH5 Manana endo-1,4-beta-manosidase A (47,0 kDa) 0 1 2 0 SP80-3280 e EC 
Fonte: Dados da autora.
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PARTE VI: EFEITO DE PRÉ-

TRATAMENTOS NAS VARIEDADES DE 

CANA-DE-AÇÚCAR E SEUS IMPACTOS 

NA HIDRÓLISE ENZIMÁTICA 
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4.20. Análise composicional dos carboidratos do bagaço de cana-de-açúcar, 

Cana Energia e cana-de-açúcar SP80-3280 in natura e pré-tratados 

 

Após a otimização do coquetel enzimático para aplicação em cana-de-açúcar 

in natura, ou seja, sem prévia exposição a algum pré-tratamento, foram estudados 

diferentes pré-tratamentos, sendo eles: hidrotérmico, organosolv, ácido e alcalino.  A 

aplicação do coquetel em cada material pré-tratado foi realizada de acordo com as 

condições determinadas (item 4.11). A Tabela 29 apresenta os resultados da 

composição dos carboidratos de SCB, EC e SP80-3280 in natura e pré-tratadas. A 

análise dos monossacarídeos neutros corresponde apenas à composição das 

hemiceluloses presentes nas biomassas lignocelulósicas. Em nenhuma das 

biomassas analisadas houve a presença do monossacarídeo de ramnose. 

Esta análise dos componentes da parede celular das diferentes canas mostrou 

um padrão similar dos monossacarídeos, mesmo que em quantidades diferentes para 

cada cana estudada (SCB, EC e SP80-3280). Para as três canas sem tratamento 

houve maior quantidade de xilose (159,44 ± 41,44 35 µg.mg-1 de SCB; 149,25 ± 19,21 

µg.mg-1 de EC e 151,36 ± 21,35 µg.mg-1 de SP80-3280), seguida por arabinose (24,80 

± 10,19 µg.mg-1 de SCB; 24,89 ± 2,18 µg.mg-1 de EC e 22,10 ± 6,13 µg.mg-1 de SP80-

3280) e glucose (14,08 ± 7,04 µg.mg-1 de SCB; 8,34 ± 1,10 µg.mg-1 de EC e 14,04 ± 

4,76 µg.mg-1 de SP80-3280). 

A análise dos componentes da parede celular de SCB in natura e pré-tratadas 

revelou as seguintes tendências após a exposição das biomassa a diferentes pré-

tratamentos: (i) os monossacarídeos  fucose, galactose , xilose e manose diminuíram 

após os pré-tratamentos de autohidrólise, organosolv (Organ), organosolv e ácido 

sulfúrico (Organ:H2SO4), alcalino (NaOH) e alcalino com peróxido de hidrogênio 

(NaOH:H2O2); (ii)  houve um aumento do monossacarídeo  arabinose de 24,80 ± 10,19 

para 27,39 ± 3,50  µg.mg-1 de AIR) após SCB ser exposto ao pré-tratamento alcalino, 

e de glucose (de 14,08 ± 7,04 para 15,37 ± 1,93 µg.mg-1 de AIR) com o pré-tratamento 

alcalino com peróxido de hidrogênio. 

Assim como para SCB, a análise da composição dos açúcares da parede de 

EC apresentou algumas tendências após a biomassa ser exposta aos pré-

tratamentos: (i) os monossacarídeos  fucose, galactose e manose diminuíram nos 

diferentes pré-tratamentos estudados; (ii) arabinose  mostrou um aumento de  1,36 

vezes após aplicação do pré-tratamento alcalino; (iii) glucose foi 1,10 e 1,25 vezes 



155 

 

 

maior para as biomassas pré-tratadas com NaOH e NaOH:H2O2, respectivamente; (iv) 

não houve alteração em relação a xilose após EC passar pelo pré-tratamento de 

autohidrólise e alcalino. 

A análise dos componentes da parede celular de SP80-3280 apresentou um 

padrão bastante similar ao de SCB, principalmente após a exposição da biomassa 

aos diferentes pré-tratamentos. De modo geral, houve uma tendência de diminuição 

dos monossacarídeos das amostras analisadas após os seguintes pré-tratamentos: 

autohidrólise; organosolv; e organosolv e ácido sulfúrico. Entretanto, o pré-tratamento 

de autohidrólise para SP80-3280 possibilitou um aumento dos monossacarídeos de 

glucose e manose, enquanto o pré-tratamento alcalino, assim como para as demais 

biomassas estudadas, mostrou um aumento da quantidade de arabinose em sua 

composição. 
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Tabela 29. Composição dos açúcares (µg.mg-1 de biomassa seca) do bagaço de cana-de-açúcar (SCB), Cana Energia (EC) e cana-

de-açúcar SP80-3280 in natura e após diferentes pré-tratamentos. 

Biomassa 
Fucose Arabinose Galactose Ramnose Glucose Xilose Manose 

µg/mg AIR µg/mg AIR µg/mg AIR µg/mg AIR µg/mg AIR µg/mg AIR µg/mg AIR 

SCB               

in natura 0,62 ± 0,17 24,80 ± 10,19 6,20 ± 2,76 n.d.* 14,08 ± 7,04 159,44 ± 41,44 1,60 ± 0,81 

Autohidrólise 0,59 ± 0,10 20,19 ± 4,76 4,60 ± 1,13 n.d. 12,24 ± 3,90 158,27 ± 21,39 1,22 ± 0,36 

Organ 0,15 ± 0,13 7,18 ± 0,05 1,34 ± 0,16 n.d. 11,97 ± 1,14 102,32 ± 2,09 0,51 ± 0,05 

Organ:H2SO4 0,47 ± 0,06 11,82 ± 0,56 2,60 ± 0,15 n.d. 12,45 ± 0,81 124,22 ± 9,27 0,93 ± 0,03 

NaOH 0,54 ± 0,20 27,39 ± 3,50 4,62 ± 0,49 n.d. 14,93 ± 1,48 132,59 ± 18,97 0,55 ± 0,28 

NaOH:H2O2 n.d. 18,13 ± 1,95 2,07 ± 0,31 n.d. 15,37 ± 1,93 72,90 ± 7,00 0,31 ± 0,04 

EC               

in natura 0,66 ± 0,26 24,89 ± 2,18 4,39 ± 0,50 n.d. 8,34 ± 1,10 149,25 ± 19,21 0,96 ± 0,16 

Autohidrólise 0,70 ± 0,02 18,09 ± 0,78 3,31 ± 0,12 n.d. 8,09 ± 1,52 145,59 ± 9,59 0,92 ± 0,37 

Organ 0,38 ± 0,05 8,52 ± 0,77 1,18 ± 0,15 n.d. 8,14 ± 1,64 105,42 ± 7,04 0,55 ± 0,07 

Organ:H2SO4 0,51 ± 0,24 11,02 ± 2,57 1,51 ± 0,39 n.d. 6,66 ± 1,05 114,44 ± 27,28 0,69 ± 0,20 

NaOH 0,81 ± 0,41 33,79 ± 3,31 4,26 ± 0,32 n.d. 9,16 ± 2,49 152,53 ± 31,06 0,71 ± 0,11 

NaOH:H2O2 0,09 ± 0,15 17,95 ± 1,73 1,49 ±0,22 n.d. 10,46 ± 1,91 70,03 ± 8,25 0,24 ± 0,04 

SP80-3280               

in natura 0,65 ± 0,16 22,10 ± 6,13 5,38 ± 1,52 n.d. 14,04 ± 4,76 151,36 ± 21,35 2,04 ± 0,83 

Autohidrólise 0,77 ± 0,20 19,94 ± 2,58 5,90 ± 1,31 n.d. 22,09 ± 6,33 149,12 ± 1,53 3,03 ± 0,87 

Organ 0,17 ± 0,14 6,39 ± 0,40 1,44 ± 0,34 n.d. 11,57 ± 2,66 97,04 ± 9,28 0,62 ± 0,12 

Organ:H2SO4 0,65 ± 0,11 12,96 ± 2,00 3,00 ± 0,29 n.d. 6,64 ± 0,87 134,22 ± 20,53 0,72 ± 0,10 

NaOH 0,62 ± 0,27 25,93 ± 1,25 4,65 ± 0,16 n.d. 10,54 ± 2,68 133,78 ± 11,80 0,59 ± 0,07 

NaOH:H2O2 0,31 ± 0,01 16,81 ± 0,93 1,85 ± 0,02 n.d. 10,35 ± 0,94 75,25 ± 3,88 0,23 ± 0,02 

* n.d. = não detectado. 
Fonte: Dados da autora. 
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4.21. Efeito dos diferentes pré-tratamentos na hidrólise das biomassas 

lignocelulósicas 

 

Após a otimização do coquetel obtido pelo cocultivo de M. thermophilus e T. 

reesei RP698 crescidos em PM, o consórcio enzimático otimizado foi aplicado para 

averiguar o efeito da liberação de AR nos diferentes pré-tratamentos das canas SCB, 

EC e SP80-3280. As condições de aplicação do coquetel se mantiveram as mesmas 

padronizadas para as canas in natura. Para todas as canas, a temperatura de hidrólise 

foi de 50 ºC e a aplicação do coquetel foi realizada com 0,12 mg de proteína por mg 

de biomassa, sendo 4% para SCB e 3% para EC e SP80-3280. Para SCB foi utilizado 

o tampão acetato de sódio 50 mM, pH 4,0 e a hidrólise foi realizada durante 24 horas; 

para EC, a hidrólise foi conduzida em pH 4,5 durante 48 horas; e para SP80-3280, em 

pH 4,0 durante 96 horas de hidrólise. 

A Figura 26 ilustra o efeito da aplicação do coquetel caracterizado e otimizado 

nas canas in natura e após pré-tratamentos: (i) alcalino (NaOH); (ii) alcalino com 

peróxido de hidrogênio (NaOH:H2O2); (iii) organosolv (Organ); (iv) organosolv com 

ácido sulfúrico (Organ:H2SO4) e (v) autohidrólise.  

 

Figura 26. Liberação de açúcares redutores, em µmol.mL-1, após aplicação do 
coquetel obtido pelo cocultivo de Mycothermus thermophilus e Trichoderma reesei 
RP698 em palha de milho em (A) bagaço de cana-de-açúcar (SCB); (B) Cana Energia 
(EC); (C) cana-de-açúcar variedade SP80-3280.  

 

* Letras semelhantes indicam que não há diferenças significativas (P> 0,001). 
Fonte: Dados da autora. 
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Para SCB (Figura 26A), o pré-tratamento com NaOH foi o que apresentou o 

melhor resultado de hidrólise, liberando 215,01 ± 11,02 µmol.mL-1 de AR, um aumento 

de 7,42 vezes quando comparado com SCB in natura (28,99 ± 2,95 µmol.mL-1 de AR). 

O segundo melhor pré-tratamento foi com NaOH:H2O2, que apresentou uma liberação 

45 % menor que o pré-tratamento com NaOH, mesmo assim, a sacarificação foi 4,10 

vezes maior que SCB não tratada. Os demais pré-tratamentos, apesar de 

apresentarem melhor liberação de AR do que SCB in natura não foram tão 

promissores quanto os pré-tratamentos alcalinos, sendo que os pré-tratamentos 

Organ:H2SO4 e autohidrólise não apresentaram diferenças significativas entre si (P> 

0,001).  

Para EC (Figura 26), a maior liberação de AR ocorreu com a biomassa pré-

tratada com NaOH (177,16 ± 16,00 µmol.mL-1), representando um aumento de 8,51 

vezes quando comparada com a biomassa in natura, ou seja, sem nenhum pré-

tratamento. O segundo melhor resultado de hidrólise foi após a exposição de EC ao 

pré-tratamento alcalino com peróxido de hidrogênio (NaOH:H2O2), liberando 4,18 

vezes mais AR que a biomassa in natura. Não houve diferença significativa entre a 

liberação de AR dos pré-tratamentos organosolv (Organ) e organosolv com ácido 

sulfúrico (Organ:H2SO4) (P> 0,001). O pior pré-tratamento para este tipo de biomassa 

foi a autohidrólise (28,41 ± 2,37 µmol.mL-1 de AR), que não apresentou diferença 

significativa na quantidade de AR liberada quando comparada com EC in natura 

(20,81 ± 3,01 µmol.mL-1). 

Para SP80-3280 (Figura 26C), assim como para SCB e EC, o melhor pré-

tratamento foi com NaOH que apresentou a maior liberação de AR (220,64 ± 29,02 

µmol.mL-1), um resultado 8,61 vezes melhor que a hidrólise de SP80-3280 in natura. 

Não houve diferença significativa (P> 0,001) entre o pré-tratamento alcalino com 

peróxido de hidrogênio (NaOH:H2O2) (105,06 ± 11,23 µmol.mL-1 de AR) e organosolv 

(Organ) (96,54 ± 10,10 µmol.mL-1 de AR). O terceiro melhor resultado de sacarificação 

ocorreu com a biomassa pré-tratada por autohidrólise, que liberou 2,61 vezes maior 

quantidade de AR que SP80-3280 in natura. A pior liberação de AR da biomassa pré-

tratada foi com Organ:H2SO4 (22,09 ± 4,40 µmol.mL-1) que não apresentou diferença 

significativa (P> 0,001) quando comparado com SP80-3280 in natura. 

A Figura 27 apresenta os açúcares presentes nos hidrolisados de SCB, EC e 

SP80-3280 após os cinco pré-tratamentos estudados. Os hidrolisados aplicados 
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apresentavam os açúcares liberados durante a hidrólise da biomassa somados aos 

açúcares já presentes da própria biomassa e do coquetel enzimático. De modo geral, 

foi possível observar que o pré-tratamento com NaOH foi o que mostrou maior 

liberação de xilose e glucose, pelo tamanho das bandas apresentadas. Além desses 

monossacarídeos, houve a liberação de celobiose e outros sacarídeos, em menor 

quantidade, que não foram identificadas pelos padrões utilizados na Cromatografia de 

Camada Delgada. Os demais perfis de liberação de açúcares foram bem semelhantes 

ao perfil das biomassas pré-tratadas com NaOH, mas diferem quando comparados 

com os perfis de açúcares de SCB, EC e SP80-3280 in natura (Figura 19).  

 

Figura 27. Cromatografia de camada delgada dos hidrolisados de SCB; SP80-3280 e 
EC após pré-tratamento: alcalino (NaOH); alcalino com peróxido de hidrogênio 
(NaOH:H2O2); organossolv (Organ); organosolv com ácido sulfúrico (Organ:H2SO4) e 
Autohidrólise. 

 

Fonte: Dados da autora. 

 

Além destes pré-tratamentos, foi estudado um pré-tratamento enzimático com 

a lacase de Lentinus sajor caju. Entretanto, a hidrólise desse material apresentou o 

pior resultado de sacarificação, sendo a liberação de 11,55 ± 0,77 µmol.mL-1 de AR 

para SCB, 21,54 ± 2,32 µmol.mL-1 de AR para EC e 10,66 ± 2,04 µmol.mL-1 de AR 

para SP80-3280. A Figura 28 apresenta os açúcares liberados após a aplicação do 

coquetel em SCB, SP80-3280 e EC pré-tratados com a lacase, apresentando somente 

glucose e xilose liberados.  
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Figura 28. Cromatografia de camada delgada dos hidrolisados de SCB; SP80-3280 e 
EC após pré-tratamento com lacase. 

 

Fonte: Dados da autora. 

 

Como observado na Figura 26 foi unanime que o melhor pré-tratamento para 

as três biomassas estudadas foi o alcalino com   NaOH 4 % durante 60 minutos, sendo 

assim, optou-se por estudar duas variáveis importantes para este pré-tratamento: 

tempo de exposição e concentração de NaOH.  

Os dados de hidrólise de SCB, EC e SP80-3280 após o pré-tratamento com   

NaOH 4 % e diferentes tempos de exposição estão apresentados na Tabela 30. Para 

SCB, os melhores resultados de liberação de AR foram com 60 e 75 minutos de pré-

tratamento da biomassa com NaOH (215,01 ± 11,02 µmol.mL-1 de AR e 218,73 ± 

19,20 µmol.mL-1 de AR, respectivamente), sendo que não houve diferença 

significativa (P> 0,001). Tempos inferiores a 60 minutos apresentaram uma redução 

na quantidade de AR liberados. Para EC, a maior liberação de AR (177,16 ± 16,00 

µmol.mL-1) ocorreu com o material pré-tratado durante 60 minutos. Assim como para 

SCB, houve uma drástica redução da quantidade de AR liberada com os demais 
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tempos de pré-tratamento. Para SP80-3280, três tempos de pré-tratamentos 

apresentaram melhores resultados, sendo eles: 15 minutos (220,49 ± 18,43 µmol.mL-

1 de AR); 45 minutos (221,21 ± 16,18 µmol.mL-1 de AR) e 60 minutos (220,64 ± 29,02 

µmol.mL-1 de AR). Não houve diferença significativa entre eles (P> 0,001). 

 

Tabela 30. Liberação de açúcares redutores, em µmol/mL, após aplicação do coquetel 
enzimático otimizado nas biomassas pré-tratadas com Hidróxido de Sódio (NaOH) 4% 
durante diferentes tempos de exposição. 

NaOH 
AR (µmol/mL) 

SCB EC SP80-3280 

15' 184,71 ± 18,27a* 110,06 ± 11,24a 220,49 ± 18,43a 

30' 173,82 ± 15,83a,b 106,21 ± 15,71a 189,92 ± 9,53b 

45' 160,72 ± 19,72b 155,16 ± 15,07b,c 221,21 ± 16,18a 

60' 215,01 ± 11,02c 177,16 ± 16,00b 220,64 ± 29,02a 

75' 218,73 ± 19,20c 150,70 ± 19,26c 214,51 ± 16,53a,b 

*Letras semelhantes na coluna indicam que não há diferenças significativas (P> 0,001). 
 Fonte: Dados da autora. 

 

A Figura 29 ilustra os dados obtidos a partir da Cromatografia de Camada 

Delgada dos hidrolisados de SCB, SP80-3280 e EC pré-tratados em diferentes 

tempos com NaOH 4 %. A aplicação do coquetel otimizado a partir do cocultivo de M. 

thermophilus e T. reesei RP698 em PM mostrou que não houve diferença dos 

açúcares liberados entre os pré-tratamentos. 
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Figura 29. Cromatografia de camada delgada dos hidrolisados de SCB; SP80-3280 e 
EC após pré-tratamento com Hidróxido de Sódio 4% e diferentes tempos de 
exposição. 

 

Fonte: Dados da autora. 

 

 A Tabela 31 apresenta os dados de sacarificação enzimática de SCB, EC e 

SP80-3280 pré-tratadas com diferentes concentrações de NaOH durante 60 minutos, 

melhor tempo de tratamento conforme determinado anteriormente (Tabela 30). Para 

SCB, o melhor resultado de hidrólise ocorreu com a biomassa pré-tratada com 4 % de 

NaOH (215,01 ± 11,02 µmol.mL-1 de AR). Tanto com a redução quanto com o aumento 

da concentração de NaOH houve uma diminuição da quantidade de AR liberada, esta 

queda corresponde de aproximadamente 7 a 23 % de redução da quantidade de AR 

disponíveis.  

Assim como para SCB, a sacarificação de EC apresentou o mesmo padrão de 

sacarificação, ou seja, a biomassa pré-tratada com NaOH 4 % (177,16 ± 16,00 

µmol.mL-1 de AR) mostrou melhor liberação de AR após aplicação do coquetel 

otimizado, enquanto que com nas demais concentrações houve uma redução 

acentuada de hidrólise da biomassa. Para SP80-3280, o melhor resultado também 

ocorreu com a biomassa pré-tratada com NaOH 4 % (220,64 ± 29,02 µmol.mL-1 de 

AR), entretanto não houve diferença significativa (P> 0,001) entre a quantidade de AR 

liberada a partir de SP80-3280 pré-tratada com 8 e 16 % de NaOH, 216,00 ± 12,11 

µmol.mL-1 e 198,93 ± 12,62 µmol.mL-1 de AR, respectivamente.
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Tabela 31. Liberação de açúcares redutores, em µmol/mL, após aplicação do coquetel 
enzimático otimizado nas biomassas pré-tratadas com diferentes concentrações de 
Hidróxido de Sódio (NaOH) durante 60 minutos. 

NaOH 

(%) 

AR (µmol/mL) 

SCB EC SP80-3280 

1 165,63 ± 16,01a,e* 117,26 ± 9,23ª 132,77 ± 11,47a 

2 198,79 ± 16,90b,e 137,41 ± 16,36a,c 143,28 ± 12,59a 

4 215,01 ± 11,02c 177,16 ± 16,00b,c 220,64 ± 29,02b 

8 199,36 ± 14,94d,e 152,81 ± 14,29c 216,00 ± 12,11b 

16 180,95 ± 16,50e 141,53 ± 18,85a,c 198,93 ± 12,62b 

*Letras semelhantes na coluna indicam que não há diferenças significativas (P> 0,001). 
Fonte: Dados da autora. 

 

 A Figura 30 ilustra os resultados da Cromatografia de Camada Delgada dos 

hidrolisados de SCB, SP80-3280 e EC pré-tratados com diferentes concentrações de 

NaOH durante 60 minutos. Assim como, para os demais pré-tratamentos, os açúcares 

predominantes da sacarificação enzimática das biomassas foram os 

monossacarídeos de glucose e xilose, seguido do dissacarídeo de celobiose e outros 

sacarídeos que não foram identificados pelos padrões utilizados na corrida. 

 

Figura 30. Cromatografia de camada delgada dos hidrolisados de SCB; SP80-3280 e 
EC após pré-tratamento com NaOH em diferentes concentrações. 

 

Fonte: Dados da autora. 

 

Os resultados obtidos mostraram que o coquetel, obtido pelo cocultivo de M. 
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thermophilus e T. reesei RP698 em PM no biorreator BioFlo310, possui elevado 

potencial hidrolítico, quando associado com pré-tratamentos das biomassas 

lignocelulósicas (Figura 26). Dentre os pré-tratamentos estudados, foi observado que 

o com hidróxido de sódio (NaOH) 4 %, durante 60 minutos de autoclavagem, foi o que 

possibilitou os melhores resultados de hidrólise para as três canas estudadas. Sendo 

assim, a cana-de-açúcar SP80-3280 e SCB (220,64 ± 29,02 e 215,01 ± 11,02 

µmol.mL-1 de AR, respectivamente) apresentaram melhores resultados de 

sacarificação, seguida pela hidrólise de EC (177,16 ± 16,00 µmol.mL-1 de AR). 
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PARTE VII: POTENCIAL DE APLICAÇÃO 

DOS COQUETÉIS ENZIMÁTICOS NA 

HIDRÓLISE DE CANAS-DE-AÇÚCAR DE 

INDÚSTRIA SUCROALCOOLEIRA 
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4.22.  Potencial de aplicação dos coquetéis de Mycothermus thermophilus e 

Trichoderma reesei RP698 cultivados em bagaço de cana-de-açúcar, Cana 

Energia e cana-de-açúcar SP80-3280 

 

 Por fim, com o intuito de analisar a aplicação de coquetéis enzimáticos em 

diferentes resíduos gerados a partir da produção de cana-de-açúcar foi realizada uma 

parceria com a empresa GranBio (São Miguel dos Campos – AL). Para os testes de 

hidrólise foram utilizadas 25 amostras (Material e Métodos, Tabela 6).  

 Como descrito anteriormente, os melhores extratos enzimáticos foram os 

obtidos a partir do cultivo de M. thermophilus (Mt) e T. reesei RP698 (Tr). Desta 

maneira, foram testados 6 diferentes coquetéis destes microrganismos crescidos em 

SCB, EC e SP80-3280, canas estudadas neste trabalho. As condições de hidrólise 

foram padronizadas com a aplicação de 0,9 mL do consórcio enzimático, 0,1 de 

tampão de acetato de sódio, 50 mM, pH 5,0 em 30 mg de biomassa, a 50 ºC, durante 

24 horas. Os resultados foram divididos pelo tipo de biomassa a serem hidrolisadas. 

 A Tabela 32 apresenta os dados de hidrólise dos resíduos gerados a partir de 

duas variedades comerciais de cana-de-açúcar submetidas a diferentes processos 

industriais. Para cada variedade foram obtidas 4 amostras divididas da seguinte 

maneira: amostra A corresponde a palha; amostra B ao colmo desfibrado; amostra C 

ao colmo desfibrado e prensado e amostra D ao colmo desfibrado, prensado e lavado.  

 De modo geral, as melhores hidrólises enzimáticas foram obtidas após a 

aplicação dos coquetéis de M. thermophilus crescidos em EC ou SP80-3280. A maior 

liberação de AR ocorreu com a aplicação dos extratos de MtEC e MtSP80 na hidrólise 

da variedade RB92579 (1B-1D). Para essa variedade, a aplicação dos extratos 

TrSCB, TrEC e TrSP80 apresentaram bons resultados, exceto para a palha da cana 

(1A), cuja liberação de açúcar foi mais baixa que para os extratos de M. thermophilus. 

Já para a variedade RB867515 (2A-2D), o extrato de MtSP80 foi o que apresentou 

melhor resultado de liberação de AR, independente da amostra utilizada (palha ou 

colmo da cana-de-açúcar). A melhora dos extratos de M. thermophilus na 

sacarificação das canas-de-açúcar deve-se ao fato da gama de celulases e 

hemicelulases encontradas nestes coquetéis (Figura 9). Sendo assim, pode-se 

concluir que para as canas comerciais estudadas a maior quantidade de AR foi obtida 

com os extratos MtEC (10,64 ± 0,64 µmol.mL-1) e MtSP80 (10,32 ± 1,53 µmol.mL-1) 

sobre a cana RB92579 (1B e 1D, respectivamente) (Tabela 32).
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Tabela 32. Sacarificação enzimática das canas comerciais utilizadas pela GranBio após aplicação de diferentes coquetéis produzidos 
por Mycothermus thermophilus (Mt) e Trichoderma reesei RP698 (Tr) em SCB, EC e SP80. 

Variedade 
Coquetel enzimático (liberação de AR em µmol/mL) 

MtSCB MtEC MtSP80 TrSCB TrEC TrSP80 

1ª RB92579 1,54 ± 0,04 4,46 ± 0,35 3,02 ± 0,47 0,66 ± 0,15 0,82 ± 0,11 2,04 ± 0,14 

1B RB92579 7,83 ± 0,89 7,43 ± 0,60 10,32 ± 1,53 2,05 ± 0,08 6,03 ± 0,39 8,08 ± 0,14 

1C RB92579 6,40 ± 0,21 7,11 ± 0,28 7,26 ± 0,78 2,11 ± 0,12 4,90 ± 0,13 6,00 ± 0,14 

1D RB92579 9,10 ± 0,57 10,64 ± 0,64 9,80 ± 0,51 9,69 ± 1,31 4,43 ± 0,16 9,81 ± 1,14 

2ª RB867515 4,61 ± 0,06 5,51 ± 0,52 5,97 ± 0,36 1,99 ± 0,13 1,19 ± 0,08 1,25 ± 0,14 

2B RB867515 4,43 ± 0,29 3,60 ± 0,23 6,54 ± 0,79 1,44 ± 0,07 2,91 ± 0,21 2,78 ± 0,14 

2C RB867515 2,24 ± 0,06 2,38 ± 0,26 6,46 ± 0,26 2,24 ± 0,05 1,48 ± 0,13 3,41 ± 0,14 

2D RB867515 1,97 ± 0,02 3,63 ± 0,68 5,07 ± 0,47 0,89 ± 0,03 1,63 ± 0,07 2,48 ± 0,14 

Fonte: Dados da autora. 
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A Tabela 33 apresenta os dados de hidrólise das canas energia de tipo I, que 

apresenta maior teor de açúcar, pelos extratos de M. thermophilus e T. reesei RP698. 

Foram estudadas duas variedades de Cana Energia, que passaram pelos mesmos 

processos das cana-de-açúcar comerciais. Desta maneira, foram utilizadas quatro 

amostras para Cana Energia.  

No entanto, assim como para as comerciais, os coquetéis produzidos por M. 

thermophilus apresentaram melhor capacidade hidrolítica destas canas. Para a 

variedade Vertix 3 (3A-3D), o extrato de MtSP80 liberou de 3,56 ± 0,05 a 7,30 ± 0,30 

µmol.mL-1 de AR, sendo que houve uma redução de até 65 % para o mesmo tipo de 

amostra, ou seja, colmo desfibrado (1B e 3B). Entretanto, para a variedade Vertix 4 

(4A-4C), a aplicação de MtSCB possibilitou maior quantidade de AR disponíveis de 

(4,01 ± 0,20 a 6,56 ± 0,44 µmol.mL-1), exceto para a amostra 4D que o melhor 

resultado foi com MtSP80 (4,56 ± 0,15 µmol.mL-1). Com isto, foi possível concluir que 

para a Cana Energia tipo I a maior quantidade de AR foram obtidos com os 

hidrolisados sobre o colmo desfibrado, prensado e lavado da Vertix 3 (7,30 ± 0,30 

µmol.mL-1). 

De modo geral, os melhores resultados de sacarificação, após aplicação dos 

coquetéis em estudo, foram obtidos com as amostras de colmo (B-D). Este fato 

ocorreu tanto para as canas comerciais, quanto para as canas energia de tipo I. Foi 

observado que a aplicação de MtSCB e MtEC na cana-de-açúcar RB867515 e Vertix 

4 apresentou melhor resultado na amostra de palha, tornando-se um exceção aos 

demais resultados. 
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Tabela 33. Sacarificação enzimática das canas energia tipo I utilizadas pela GranBio após aplicação de diferentes coquetéis 
produzidos por Mycothermus thermophilus (Mt) e Trichoderma reesei RP698 (Tr) em SCB, EC e SP80. 

Variedade 
Coquetel enzimático (liberação de AR em µmol/mL) 

MtSCB MtEC MtSP80 TrSCB TrEC TrSP80 

3A Vertix 3 3,54 ± 0,21 3,71 ± 0,61 4,93 ± 0,30 0,81 ± 0,13 1,12 ± 0,08 2,42 ± 0,14 

3B Vertix 3 2,03 ± 0,11 2,65 ± 0,08 3,56 ± 0,05 0,39 ± 0,05 1,00 ± 0,06 2,44 ± 0,14 

3C Vertix 3 1,81 ± 0,08 2,96 ± 0,48 4,07 ± 0,08 0,58 ± 0,07 0,47 ± 0,06 1,90 ± 0,14 

3D Vertix 3 4,14 ± 0,10 2,41 ± 0,05 7,30 ± 0,30 0,62 ± 0,05 1,54 ± 0,13 2,31 ± 0,14 

4A Vertix 4 6,56 ± 0,44 6,14 ± 0,19 2,57 ± 0,29 1,04 ± 0,24 1,11 ± 0,03 2,93 ± 0,14 

4B Vertix 4 4,01 ± 0,20 3,33 ± 0,40 3,41 ± 0,30 1,12 ± 0,12 1,50 ± 0,08 2,62 ± 0,14 

4C Vertix 4 4,63 ± 0,35 2,69 ± 0,39 5,07 ± 0,52 1,65 ± 0,04 1,12 ± 0,11 3,09 ± 0,14 

4D Vertix 4 1,76 ± 0,09 4,01 ± 0,25 4,56 ± 0,15 1,63 ± 0,16 2,78 ± 0,23 2,16 ± 0,02 

   Fonte: Dados da autora. 
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A Tabela 34 apresenta os resultados da liberação de AR das três canas 

energias de tipo II após a aplicação dos coquetéis. Desta maneira, o material utilizado 

para a hidrólise foi a cana integral, não havendo separação entre sua palha e colmo. 

As canas energia (Vertix 2, Vertix 7 e Vertix 9) passaram por diferentes processo 

industriais, possibilitando que para cada uma fosse obtida três distintas amostras, 

sendo elas: amostra E corresponde a cana integral desfibrada; amostra F, cana 

integral desfibrada e prensada; e amostra G, cana integral desfibrada, prensada e 

lavada.  

Para a Vertix 2 (5E–5G), os melhores resultados foram com MtEC e MtSP80, 

assim como para a Vertix 7 (6E-6G). Já para a Vertix 9 (7E-7G), houve melhor 

liberação de AR a partir de TrSP80 (7E e 7G), mesmo com a menor quantidade de 

enzimas produzidas (Parte I, Figura 10), enquanto que para 7F foi o extrato de MtEC. 

Apesar dos bons resultados obtidos com as canas energias de tipo II, foi possível ver 

que os coquetéis testados não foram tão eficientes quanto para as canas-de-açúcar 

comerciais. Desta maneira, fez-se necessários testes com outros coquetéis estudados 

para aprimorar a hidrólise da parede celular destas canas. Sendo assim, entre três 

variedades de Cana Energia (Vertix 2, Vertix 7 e Vertix 9) os maiores níveis de AR 

foram obtidos com a Vertix 9 com a cana integral desfibrada, prensada e lavada (7G) 

com ambos os coquetéis enzimáticos produzidos a partir do cultivo em cana-de-

açúcar SP80-3280 (6,81 ± 0,75 e 6,67 ± 0,27 µmol.mL-1 de AR), mas estes níveis não 

foram significativamente diferentes daqueles observados para a cana integral 

desfibrada (7E) hidrolisada com MtSCB e TrSP80 (6,16 ± 0,48 e 6,75 ± 0,74 µmol.mL-

1 de AR) (Tabela 34).  

Comparando a hidrólise das várias variedades de cana utilizadas pela GranBio 

foi possível concluir que os maiores níveis foram para a cana comercial RB92579, 

colmo desfibrado e prensado com o coquetel MtSP80 (10,32 ± 1,53 µmol.mL-1 de AR) 

ou esta mesma cana após lavagem com o coquetel MtEC (10,64 ± 0,64 µmol.mL-1 de 

AR) (Tabela 32).  
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Tabela 34. Sacarificação enzimática das canas energia do tipo II utilizadas pela GranBio após aplicação de diferentes coquetéis 
produzidos por Mycothermus thermophilus (Mt) e Trichoderma reesei RP698 (Tr) em SCB, EC e SP80. 

Variedade 
Coquetel enzimático (liberação de AR em µmol/mL) 

MtSCB MtEC MtSP80 TrSCB TrEC TrSP80 

5E Vertix 2 1,60 ± 0,23 2,47 ± 0,11 1,93 ± 0,06 1,07 ± 0,07 1,22 ± 0,05 1,40 ± 0,18 

5F Vertix 2 2,76 ± 0,33 4,27 ± 0,16 4,32 ± 0,27 1,86 ± 0,21 1,60 ± 0,03 1,34 ± 0,14 

5G Vertix 2 2,82 ± 0,08 4,51 ± 0,07 4,31 ± 0,26 0,51 ± 0,09 1,11 ± 0,10 2,38 ± 0,10 

6E Vertix 7 1,51 ± 0,06 3,57 ± 0,08 2,38 ± 0,25 2,34 ± 0,13 0,66 ± 0,12 1,07 ± 0,03 

6F Vertix 7 2,78 ± 0,11 4,43 ± 0,17 4,84 ± 0,27 1,80 ± 0,20 4,48 ± 0,17 4,49 ± 0,33 

6G Vertix 7 2,34 ± 0,15 5,03 ± 0,31 5,41 ± 0,12 4,44 ± 0,09 3,39 ± 0,09 5,05 ± 0,26 

7E Vertix 9 6,16 ± 0,48 4,69 ± 0,12 6,22 ± 0,37 2,45 ± 0,23 4,56 ± 0,52 6,75 ± 0,74 

7F Vertix 9 4,47 ± 0,11 5,61 ± 0,12 5,12 ± 0,26 2,84 ± 0,10 2,47 ± 0,06 4,29 ± 0,19 

7G Vertix 9 5,68 ± 0,41 5,78 ± 0,46 6,81 ± 0,75 2,59 ± 0,15 4,12 ± 0,01 6,67 ± 0,27 

   Fonte: Dados da autora. 
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4.23. Aplicação do consórcio enzimático obtido do cocultivo de Mycothermus 

thermophilus e Trichoderma reesei RP698 

 

Os resultados iniciais de aplicação de coquetéis obtidos por M. thermophilus e 

T. reesei RP698 cultivados nas canas (SCB, EC e SP80-3280) utilizadas neste 

trabalho comprovaram que os microrganismos selecionados para a elaboração do 

consórcio enzimático apresentaram elevada capacidade hidrolítica, principalmente 

para material lignocelulósico não tratado previamente. Sendo assim, a próxima etapa 

foi analisar o potencial de aplicação do coquetel obtido pelo cocultivo dos dois 

microrganismos crescidos em PM nas diferentes canas fornecidas pela GranBio. 

Desta maneira, foram testados o coquetel de duas maneiras: (i) antes do processo de 

caracterização bioquímica do coquetel (Parte II); e (ii) após otimização das condições 

de aplicação (Parte III).  

A Tabela 35 apresenta os dados da liberação de AR após a aplicação dos 

coquetéis nas condições descritas acima. Para as canas comerciais, as condições de 

hidrólise com o coquetel otimizado foram as mesmas determinadas para a cana-de-

açúcar SP80-3280. A amostra de palha de cana-de-açúcar das canas-de-açúcar 

comerciais que apresentou o melhor resultado foi a 1A, que aumentou 5,9 vezes 

aliberação de açúcares redutores (26,38 ± 2,46 µmol.mL-1 de AR) quando comparado 

com o coquetel MtEC (Tabela 32). Já para a hidrólise de colmo, a melhor sacarificação 

ocorreu com a amostra de colmo desfibrado, prensado e lavado 1D, em que a 

liberação de AR alcançou o máximo de 36,16 ± 1,20 µmol.mL-1 de açúcares, um 

aumento de 3,4 vezes quando comparado pela hidrólise de MtEC (Tabela 32).  

 Para as canas energias (tipo I e II), as condições de hidrólise com o coquetel 

otimizado foram as mesmas determinadas para EC (Parte III).  Os melhores 

resultados de hidrólise das canas energias de tipo I foram a partir do uso de sua palha 

após aplicação do coquetel otimizado. Para as amostras obtidas a partir de colmo (B 

– D), houve uma variação em relação a maior liberação de AR, seja para o coquetel 

otimizado ou não. Entretanto, ainda assim os coquetéis produzidos a partir de PM 

apresentaram melhor sacarificação do material quando comparado com os coquetéis 

obtidos a partir do cultivo individual dos fungos em SCB, EC e SP80-3280.   

Para as canas energias de tipo II, as amostras de cana integral desfibradas (E) 
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não apresentaram resultados satisfatórios com a aplicação do coquetel não otimizado, 

com exceção da Vertix 9 (7E) que liberou 8,54 ± 0,69 µmol.mL-1 de AR, ou seja um 

aumento de 1,27 vezes na quantidade liberada de açúcares quando comparado com 

o coquetel TrSP80. Entretanto, após aplicação do coquetel otimizado, foi possível 

averiguar maior quantidade de AR disponível, alcançando um valor 2,46 vezes maior 

que o coquetel não otimizado. Sendo assim, o melhor resultado de sacarificação para 

este tipo de biomassa ocorreu com a hidrólise da Vertix 9, após desfibrilação, lavagem 

e prensagem da cana integral.  

Com estes resultados, foi possível concluir que a melhor hidrólise ocorreu com 

a amostra do colmo desfibrado, prensado e lavado da cana comercial RB92579 (1D) 

(36,13 ± 1,20 µmol.mL-1 de AR) após o coquetel obtido pelo cocultivo de M. 

thermophilus e T. reesei RP698 em PM ser aplicado nas condições padronizadas 

anteriormente.  

 Desta maneira, foi comprovado a eficiência deste coquetel nas mais distintas 

variedades de canas estudadas, mostrando o elevado potencial hidrolítico do mesmo. 

Além disso, os resultados destas canas utilizadas nas indústrias sucroalcooleiras 

podem ser aprimorados após pré-tratamento da biomassa, como já foi observado 

anteriormente (Parte VI). 
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Tabela 35. Sacarificação enzimática das canas com maior teor de açúcares utilizadas 
pela GranBio após aplicação do coquetel obtido pelo cocultivo de Mycothermus 
thermophilus (Mt) e Trichoderma reesei RP698 (Tr) em palha de milho (PM). 

Biomassa 

lignocelulósica 

Liberação de AR 

(µmol/mL) 

MtTrPM MtTrPMOTIM. 

1ª RB92579 8,11 ± 0,46 26,38 ± 2,46 

1B RB92579 14,06 ± 0,65 21,52 ± 2,41 

1C RB92579 16,33 ± 0,30 18,65 ± 1,20 

1D RB92579 12,73 ± 0,54 36,13 ± 1,20 

2ª RB867515 8,64 ± 0,67 20,96 ± 1,21 

2B RB867515 7,95 ± 0,39 14,24 ± 0,85 

2C RB867515 7,16 ± 0,68 4,78 ± 0,51 

2D RB867515 4,76 ± 0,30 11,88 ± 0,93 

3ª Vertix 3 4,27 ± 0,10 14,56 ± 0,22 

3B Vertix 3 5,75 ± 0,51 13,01 ± 0,55 

3C Vertix 3 3,52 ± 0,21 5,65 ± 0,37 

3D Vertix 3 9,82 ± 0,65 12,57 ± 0,55 

4ª Vertix 4 9,98 ± 0,35 14,99 ± 1,75 

4B Vertix 4 4,97 ± 0,24 8,95 ± 0,60 

4C Vertix 4 4,84 ± 0,11 11,01 ± 0,78 

4D Vertix 4 6,61 ± 0,31 11,43 ± 0,47 

5E Vertix 2 1,50 ± 0,01 8,46 ± 1,49 

5F Vertix 2 6,61 ± 0,22 13,81 ± 0,58 

5G Vertix 2 6,47 ± 0,40 10,38 ± 0,37 

6E Vertix 7 2,08 ± 0,19 7,62 ± 1,00 

6F Vertix 7 8,42 ± 0,15 14,70 ± 0,69 

6G Vertix 7 7,24 ± 0,04 12,35 ± 0,90 

7E Vertix 9 8,54 ± 0,69 21,03 ± 0,78 

7F Vertix 9 10,37 ± 0,02 15,58 ± 0,42 

7G Vertix 9 6,42 ± 0,65 27,78 ± 1,62 

Fonte: Dados da autora. 
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A demanda global por alternativas aos combustíveis fósseis vem aumentando, 

uma vez que há vários acordos mundiais para combater as mudanças climáticas, 

principalmente na redução da emissão de gases de efeito estufa, nesse sentido o 

bioetanol é considerado uma alternativa promissora para minimizar tais efeitos 

(124,125). Dessa forma, por ser um recurso abundante e renovável a biomassa 

lignocelulósica possui potencial de baixo custo para a produção de combustíveis, já 

que esta consiste em biopolímeros com alto valor energético (126). Entretanto, é 

necessária a conversão destes polímeros em açúcares, sendo a tecnologia enzimática 

considerada como a mais sustentável para a bioconversão da biomassa 

lignocelulósica em monossacarídeos fermentescíveis  (98).  

Os fungos dos gêneros Aspergillus, Humicola, Mycothermus (ou Scytalidium) e 

Trichoderma são conhecidos por sua capacidade de produzir enzimas responsáveis 

pela degradação da parede celular das plantas (1,14,15,18,23,104,127–129). Por esta 

razão, neste estudo foi realizada uma triagem de fungos pertencentes aos gêneros 

citados para a escolha dos melhores produtores de holocelulases envolvidas na 

degradação da parede celular de diferentes canas-de-açúcar. Para tal, os 

microrganismos foram cultivados em diferentes biomassas lignocelulósicas, sendo 

elas: bagaço de cana-de-açúcar (SCB), colmo de cana-de-açúcar da variedade SP80-

3280 e colmo de Cana Energia (EC). 

 A primeira foi escolhida devido à abundância encontrada nas usinas 

sucroalcooleiras, uma vez que este resíduo é gerado durante o processo de produção 

de açúcar e etanol de primeira geração, podendo ser uma mistura de variedades de 

canas-de-açúcar, como foi o caso de SCB usado neste trabalho.  

Já a escolha da cana-de-açúcar SP80-3280 deve-se aos estudos envolvendo 

sua parede celular e do potencial em se melhorar a compreensão das enzimas 

necessárias para degradação mesma, como demonstrado por Buckeridge e 

colaboradores (26,27,35).  

Outro ponto relevante foi a escolha da Cana Energia como fonte de estudo. 

Tew e Cobil (2008) (37) relataram que esta biomassa é conhecida por apresentar 

capacidade de acúmulo de biomassa, ou seja, foi aprimorada para maximizar o teor 

de fibras com sua distribuição nas frações de celulose, hemicelulose e lignina, 

potencializando a produção de açúcares passíveis de serem fermentados, com 

consequente aumento da produção do etanol 2G. Ademais, este foi o primeiro estudo 

da sacarificação enzimática utilizando esse tipo de biomassa, o que é bastante 
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promissor para a produção de etanol de segunda geração. 

Dessa forma, entre os microrganismos estudados para produção de 

holocelulases, os fungos mesofílico, T. reesei RP698, e termofílico, M. thermophilus, 

cultivados em SCB e EC, apresentaram os melhores perfis de produção enzimática e, 

quando comparados com a literatura, produziram elevados níveis de xilanases (XYN) 

(21,12 a 27,67 U/mL) (129–131); e níveis médios de xiloglucanase (XEG) (0,34 a 0,41 

U/mL) (132), endoglucanase (EG) (0,20 a 0,21 U/mL) e celobiohidrolase (CBH) (0,14 

a 0,16 U/mL) (133). Devido à variedade de enzimas produzidas por esses 

microrganismos, os resultados de sacarificação de SCB e de EC apresentaram maior 

liberação de açúcares redutores (AR) quando comparados aos extratos produzidos 

pelas espécies de Aspergillus e Humicola, provavelmente pelo fato de as culturas 

desses fungos em SCB e EC não favoreceram a produção de holocelulases, como 

pode ser constatado nas Tabela 8 e Tabela 9.  

Tendo em vista o potencial de uso dos extratos brutos de M. thermophilus e T. 

reesei RP698 para a hidrólise enzimática de biomassa lignocelulósica, foi verificado 

que os melhores resultados de hidrólise de SCB e EC foram obtidos após aplicação 

do coquetel obtido com o fungo M. thermophilus cultivado em SCB, e também em EC 

(Figura 8). Assim, este microrganismo foi selecionado por seu grande potencial de 

produzir um consórcio enzimático capaz de hidrolisar de maneira eficiente as 

biomassas em estudo (Figura 9), como já tinha sido previamente descrito por Basotra 

et al. (2016) (15). Assim sendo, estes resultados obtidos podem ser explicados, 

principalmente, pela composição polissacarídica de SCB e EC, uma vez que elas 

apresentam baixo teor de lignina e altas quantidades de hemicelulose e celulose 

(Tabela 10), o que pode ter favorecido a produção das holocelulases para a 

degradação da parede celular vegetal. Franco et al. (2013) (123) mostraram que a 

composição das canas estudadas assemelham-se com a cana-de-açúcar SP80-3280, 

principalmente pelo teor de celulose e hemicelulose.  

Apesar da hidrólise de EC e SCB ter sido de 2 a 3,5 vezes menor quando 

aplicados os coquetéis de T. reesei RP698 cultivado em SCB e EC (Figura 8), os 

extratos produzidos por este fungo foi o segundo melhor na liberação de AR, uma vez 

que o fungo é conhecido como bom produtor de celulases, como foi relatado por Li e 

colaboradores (2017) (14). Além disso, Silva e colaboradores (2020) também 

relataram o potencial de produção de celulases pelo mutante T. reesei RP698 (4). Por 

esta razão optou-se também por trabalhar com este microrganismo. 
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Tendo selecionados os microrganismos M. thermophilus e T. reesei RP698 

como melhores produtores de holocelulases (Tabela 8 e Tabela 9), optou-se por 

também estudar seus cultivos na cana-de-açúcar SP80-3280 e aplicar os diferentes 

coquetéis obtidos na sacarificação de SCB, EC e SP80-3280. Os resultados da 

hidrólise enzimática das diferentes canas-de-açúcar foram interessantes; com o 

extrato bruto de M. thermophilus cultivado em SP80-3280, foi liberado um máximo de: 

4,81 ± 0,25 µmol.mL-1 de AR (SCB) e 6,10 ± 0,44 µmol.mL-1 de AR (SP80-3280), 

porém para a hidrólise de EC o melhor extrato foi obtido a partir do cultivo deste 

microrganismo em SCB, liberando 4,91 ± 0,39 µmol.mL-1 de AR (Tabela 11). A 

aplicação do extrato bruto de T. reesei RP698 apresentou um padrão bem parecido 

ao de M. thermophilus, ou seja, SP80-3280 e SCB foram as melhores fontes de 

carbono para cultivo do microrganismo. A liberação de AR foi de 4,73 ± 0,18 µmol.mL-

1 (SCB), 2,20 ± 0,14 µmol.mL-1 (EC) com o extrato de T. reesei RP698 cultivado em 

SP80-3280 e 4,61 ± 0,14 µmol.mL-1 (SP80-3280) com o coquetel produzido em SCB 

(Tabela 11). Desta maneira, os resultados iniciais foram bastante promissores, 

quando comparado com a literatura, uma vez que foi obtido maior liberação de AR 

que Goldbeck et al. (2014) (84), que obteve 1,543 µmol.mL-1  de açúcar liberado e 

Lima et al. (2016) (20) com 20 µmol de AR/mL/g de biomassa . 

A melhor liberação de AR, após aplicação dos coquetéis estudados, pode ser 

explicada pela gama de holocelulases produzidas por estes fungos (Figura 9 e Figura 

10), uma vez que para hidrólise total da holocelulose é necessária a ação de enzimas 

do complexo celulolítico e hemicelulolítico trabalhando sinergicamente (1,23) e os 

coquetéis obtidos através do cultivo de M.  thermophilus e T. reesei RP698 diferem 

dos encontrados na literatura (20,84,107), uma vez que muitos não apresentam a 

variedade de enzimas produzidas pelos microrganismo em estudo, como 

demonstrado ao longo do trabalho. Além da melhor liberação de açúcares (cerca de 

1,5 µmol.mL-1 de AR) relatada por Goldbeck e colaboradores (84), a biomassa 

utilizada pelos autores foi exposta a um pré-tratamento ácido, enquanto que as 

biomassa usadas até este momento neste estudo não foram expostas a nenhum pré-

tratamento. Mesmo sabendo que esta estratégia poderia proporcionar melhor acesso 

aos componentes da parede celular por enzimas, como relatado por Van Dyk e 

Pletschke (2012) (22), Srinorakutara et al. (2013) (87) e Buckeridge, Grandis e 

Tavares (2019) (27). Desta maneira, optou-se por não a utilizar até concluir a 

elaboração e otimização de um coquetel enzimático eficiente.  
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Após verificar a eficiência dos coquetéis obtidos por M. thermophilus e T. reesei 

RP698, fez-se um estudo para avaliar o perfil de hidrólise com extratos produzidos em 

diferentes resíduos agroindustriais. Päes e colaboradores (2019) (19) relataram que 

os coquetéis obtidos pelo cultivo de fungos filamentosos em resíduos agroindustriais 

apresentam uma grande diversidade de holocelulases em sua composição, 

mostrando que essa seria uma importante alternativa para produção de enzimas de 

interesse industrial, já que, muitas vezes, estes resíduos são gerados em grandes 

quantidades (9) e não são totalmente utilizados nas indústrias como relatado por 

Ayres et al. (2014) (134). 

Desta maneira, após a obtenção dos coquetéis pelo cultivo de M. thermophilus 

e T. reesei RP698 nos diferentes resíduos estudados, sendo eles: bagaço de cevada 

(BC); casca de café (CC); casca de eucalipto (CE); palha de arroz (PA); palha de feijão 

(PF); palha de milho (PM); sabugo de milho (SM), foi realizada a hidrólise enzimática 

de SCB, EC e SP80-3280. A escolha destes resíduos, ocorreu devido ao fato serem 

considerados como promissoras fontes de carbono para produção de holocelulases 

por fungos filamentosos de diferentes espécies, como foi relatado por Scarcella et al. 

(135,136) e Pasin et al. (137,138). Para os dois microrganismos estudados, os 

extratos que conferiram os melhores resultados de hidrólise foram aqueles cultivados 

em PM e SM (Tabela 12).  

Assim sendo,  os extratos que obtiveram os melhores resultados de hidrólise 

mostraram 3,5 a 4,9 vezes para M. thermophilus, e 2,4 a 3,2 vezes para T. reesei 

RP698 maior liberação de AR do que quando comparados aos extratos obtidos a partir 

microrganismos recombinantes estudados por Goldbeck e colaboradores (2014) (84). 

Ademais, ao calcular a quantidade de AR liberada pela quantidade de biomassa 

utilizada, foi possível observar que a maior sacarificação foi de 203 μmol de AR/mL/g 

de EC após aplicação do extrato bruto de M. thermophilus cultivado com PM, seguida 

de 164,33 μmol de AR/mL/g de SP80-3280 com o coquetel obtido pelo cultivo de T. 

reesei RP698 em PM, apresentando 10,15 e 8,22 mais AR liberado (20 μmol de 

AR/mL/g de biomassa) do que aqueles demonstrados a partir de um coquetel obtido 

expressão heteróloga de enzimas fúngicas descrito por Lima e colaboradores (2016) 

(20). Desta maneira, os resultados mostram a eficiência da degradação da parede 

celular da cana-de-açúcar pelos extratos enzimáticos brutos de ambos os fungos 

selvagens mesmo com as biomassas in natura, uma vez que as biomassas ainda não 

tinham sido submetidas a nenhum pré-tratamento, como é comumente visto. Além 
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disto, estes resultados são provenientes de um coquetel enzimático obtido a partir dos 

cultivo de fungos selvagens em resíduos agroindustriais, enquanto que os coquetéis 

utilizados para comparação foram obtidos a partir da expressão heteróloga de 

enzimas fúngicas (20,84). Esta expressão muitas vezes está associada ao aumento 

de custo de produção das mesmas, devido à necessidade de fontes indutoras 

específicas, normalmente de alto custo, o que leva a um maior gasto para a obtenção 

de etanol 2G, tornando o processo em si menos rentável.  

Como as melhores hidrólises enzimáticas das diferentes canas-de-açúcar e 

Cana Energia ocorreram com os extratos de M. thermophilus e T. reesei RP698 

produzidos em palha de milho (PM) e sabugo de milho (SM), foi realizado um estudo 

do perfil enzimático desses coquetéis, os quais mostraram uma grande quantidade de 

enzimas presentes (Tabela 13). Estes extratos podem ser considerados verdadeiros 

coquetéis enzimáticos, já que os fungos que crescem nessas diferentes fontes de 

carbono sintetizam um arsenal de enzimas distintas, uma vez que possuem uma 

resposta de expressão gênica compatível com o substrato de cultivo. Desta forma, a 

composição do consórcio enzimático depende da composição de cada substrato e 

das maquinarias de síntese proteica dos mesmos, ainda que  Borin et al. (2015) 

relatem não  saber como os microrganismos assimilam essas diferenças entre os 

substratos utilizados como fonte de carbono (18).  

A síntese de proteínas e enzimas responsáveis pela degradação da parede 

celular da biomassa lignocelulósica já é conhecida para celulases de Trichoderma 

reesei (14,18,104,139–141). Entretanto, para o M. thermophilus, os estudos ainda não 

estão tão avançados quanto para fungos do gênero Aspergillus ou Trichoderma, 

porém já é conhecido o potencial desses microrganismos para a produção de 

holocelulases para bioconversão de biomassa lignocelulósica em etanol e outros 

subprodutos (15). Assim, é sugestivo que para a hidrólise da cana-de-açúcar e, 

consequentemente, a formação de açúcares fermentescíveis, a junção de extratos 

enzimáticos garante a melhora deste efeito.  

Os maiores níveis enzimáticos foram obtidos para o coquetel de T. reesei 

RP698 cultivado no meio suplementado com PM (Tabela 13), EG (0,37 U/mL), XYN 

(40,14 U/mL) e XEG (2,20 U/mL). O coquetel obtido a partir do cultivo deste fungo em 

PM consistiu em altas atividades de XYN e XEG (130–132); níveis médios de EG e 

CBH (18,133). Entretanto, as atividades de ARF, BXI, AXE, ARA e BGL não foram 

detectadas, ou os níveis encontrados foram muito baixos. Com isso, foi possível 
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verificar através dos resultados de hidrólises das diferentes biomassas que as 

atividades da ARA, ARF, AXE e BXI não são as mais importantes para a degradação 

da parede celular vegetal, apesar de possuírem certo potencial na sacarificação da 

cana-de-açúcar como foi reportado por de Souza et al. (2013) (26) e Buckeridge, 

Grandis e Tavares (2019) (27). Ao analisar as atividades enzimáticas do extrato bruto 

de M. thermophilus crescido em PM como única fonte de carbono, verificou-se que os 

níveis foram inferiores ao de T. reesei RP698, exceto para CBH, BGL, ARA e AXE 

(Tabela 13). Embora os níveis enzimáticos tenham sido menores, houve uma melhor 

ação das enzimas para a degradação da parede celular da cana, provavelmente, 

devido ao maior sinergismo entre elas.  

Coquetéis produzidos a partir do cultivo de fungos em resíduo agroindustrial 

podem induzir a produção de diversas celulases e hemicelulases requeridas para uma 

hidrólise efetiva da biomassa lignocelulósica. Dessa forma, a utilização dos extratos 

brutos resultam em uma hidrólise mais eficiente da cana-de-açúcar (2,4 a 4,5 vezes 

maior) do que quando comparados aos coquetéis compostos por algumas enzimas, 

como relatado anteriormente por Giese et al. (2013) (107) que testaram a hidrólise 

somente com celulases ou como descrito por Goldbeck et al. (2014) (84), que 

utilizaram coquetel enzimático contendo apenas xilanases, β-xilosidases e 

arabinofuranosidases expressas em E. coli ou A. nidulans. Sendo que este último, 

acrescentou uma etapa de purificação das proteínas de interesse, que pode 

influenciar no valor do produto final. 

Apesar do coquetel obtido por T. reesei RP698 crescido em SP80-3280 

apresentar dados de hidrólise bem próximos à capacidade dos demais coquetéis 

produzidos a partir dos outros resíduos estudados, observou-se que o consórcio 

enzimático de M. thermophilus produzido em PM e SM (Tabela 12) resultou em uma 

eficiência maior na hidrólise das biomassas testadas do que os coquetéis produzidos 

a partir de alguma cana (Tabela 11). Por esta razão, foram escolhidas PM e SM como 

fontes de carbono para o cocultivo, uma vez que apresentaram os melhores 

resultados de liberação de AR (Tabela 12). Esta diferença de hidrólise das canas a 

partir dos extratos obtidos a partir do cultivo nos diferentes resíduos, pode ter ocorrido 

pela maior produção de enzimas, tanto em variedade quanto em nível de atividade 

enzimática. Ademais, Pointner et al. (2014) mostraram que a análise composicional 

do sabugo de milho consiste em 38,8% de celulose e 44,4% de hemicelulose (142), 

ao passo que Song e colaboradores (2014) relataram que a palha de milho apresenta 
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em sua composição maior quantidade de celulose (49,3%) quando comparado com 

as canas estudadas (Tabela 10), porém a quantidade de hemicelulose é menor 

(28,8%) (143). Estas pequenas diferenças na composição podem afetar 

negativamente a indução das enzimas de interesse. Devido a essas divergências na 

composição e ao fato do cultivo em PM e SM terem apresentado os melhores 

resultados, foi descartado o cocultivo com SP80-3280 como única fonte de carbono 

para dar continuidade ao trabalho de elaboração do consórcio enzimático.  

Sendo assim, foi realizado o cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 

em PM e SM para averiguar os resultados da sacarificação da cana-de-açúcar e da 

Cana Energia a partir do consórcio enzimático obtido. A estratégia de cocultivo 

possibilita a produção de enzimas de interesse por dois ou mais fungos cultivados 

juntos, podendo ser obtido um coquetel com maior quantidade de enzimas alvo. Não 

há muitos estudos abordando esta estratégia, porém Kumar et al. (2016) (144) e 

Metreveli et al. (2017) (145) mostraram que o cocultivo pode ser eficiente para 

obtenção de xilanases e celulases. Dentre as barreiras para que a metodologia seja 

executada com êxito, uma que merece bastante destaque é a otimização do cultivo 

de microrganismos com temperatura ótima de crescimento distintas, como os 

selecionados neste trabalho (M. thermophilus, termofílico e T. reesei RP698, 

mesofílico). Para tal, fez-se necessário um estudo para averiguar a taxa de 

crescimento em diferentes temperaturas (Tabela 14). Outro aspecto que merece ser 

pontuado é a necessidade de ensaios de confronto entre os microrganismos, já que 

para o sucesso dessa estratégia os fungos não podem produzir compostos que inibam 

o crescimento conjunto, como foi observado na Figura 11, em que foi possível ver que 

os microrganismos podem crescer concomitantemente, uma vez que não houve 

inibição entre eles.  

Em geral, o coquetel obtido do cocultivo apresentou uma liberação de AR 

significativamente maior quando comparada às culturas individuais (P <0,01) (Tabela 

15). A melhor sacarificação foi obtida com o extrato produzido pelo cocultivo em PM a 

35 ºC. Houve melhora de 1,75 vezes na liberação de AR com este extrato para a 

hidrólise da EC (12,11 ± 0,46 μmol mL-1) quando comparado ao extrato de M. 

thermophilus (6,93 ± 0,75 μmol mL-1) produzido a partir do meio suplementado com o 

mesmo resíduo (PM) e 5,22 vezes maior que o de T. reesei RP698 com PM (2,32 ± 

0,25 µmol mL-1) (Tabela 12). Este resultado mostrou-se bastante promissor, uma vez 

que quando calculada a liberação AR pela quantidade de biomassa utilizada, houve 
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uma liberação de 403,67 μmol de AR/mL/g de EC. Esses dados são 20,18 vezes 

maiores (20 μmol de AR/mL/g de bagaço) que os obtidos por Lima e colaboradores 

(2016) (20) a partir do cocultivo de linhagens recombinantes de A. nidulans com 

potencial de produção de arabinanase, arabinofuranosidase, xilanase e xiloglucanase.  

O segundo melhor resultado de liberação de AR foi da cana-de-açúcar SP80-

3280, em que foram obtidos 9,27 ± 0,49 µmol mL-1 de AR liberados (Tabela 15), 

melhorando 1,71 vezes para M. thermophilus e 5,90 vezes para T. reesei RP698, 

quando comparados com os cultivos individuais nos mesmos resíduos. Para SCB, a 

maior quantidade AR foi obtida quando aplicado o extrato produzido pelo cocultivo em 

SM a 40 ºC (7,87 ± 0,10 µmol mL-1 AR) (Tabela 15), aumentado 1,68 vezes a hidrólise 

em relação a M. thermophilus em SM e 2,09 vezes melhor que T. reesei RP698 no 

mesmo resíduo. Embora o extrato de SM a 40 ºC tenha apresentado o melhor 

resultado para SCB, não houve diferença significativa (P >0,01) entre a hidrólise 

enzimática com o coquetel deste cocultivo e com o cocultivo em PM a 35 ºC. O pior 

resultado foi com PM a 40 ºC para SCB e EC, sendo que para SCB houve menor 

liberação de AR quando comparado à hidrólise individual de fungos (Tabela 12). 

A produção enzimática a partir do cocultivo dos microrganismos em PM e SM 

apresentaram os melhores resultados de hidrólise da cana. Além disso, enzimas que 

não foram produzidas anteriormente nos cultivos individuais, como BXI, ARF e AXE, 

foram observadas no cocultivo. Além disso , as atividades de XYN, XEG e EG foram 

superiores às encontradas na literatura (18,131,132). O melhoramento da 

sacarificação de cana-de-açúcar (em PM a 35 ºC) a partir do cocultivo entre M. 

thermophilus e T. reesei RP698 pode ser explicado por uma possível melhora de 

sinergismo entre as enzimas, uma vez que houve uma melhora na atividade de 

holocelulases, mesmo que os níveis enzimáticos, em sua maioria, não sejam mais 

altos quando comparados aos cultivos individuais.  

Após ter selecionado o coquetel obtido pelo cocultivo de M. thermophilus e T. 

reesei RP698 em PM como o melhor para a sacarificação das diferentes canas 

estudadas, foi realizada a microscopia eletrônica de varredura (MEV) (Figura 12) e as 

análises termogravimétricas (TGA) (Figura 13) dos materiais in natura e hidrolisados. 

Optou-se por realizar estas análises com objetivo de averiguar e confirmar o efeito do 

coquetel na degradação das biomassas lignocelulósicas. A MEV e TGA, após 

aplicação do coquetel enzimático, comprovaram o efeito na desconstrução da parede 

celular, tornando as fibras mais desorganizadas.  
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Michelin e Teixeira (2016) (91) mostraram que a MEV é uma importante técnica 

de análise, uma vez que por meio desta é possível analisar as características 

morfológicas do material lignocelulósico, como também foi observado por Saha e 

colaboradores (2018) (93). Michelin e Teixeira (2016) utilizaram a TGA para investigar 

as propriedades fundamentais da lignocelulose e obtiveram resultados bastante 

satisfatórios para diferentes biomassas estudadas (91), assim como Lima e 

colaboradores (2016) (20), que também analisaram o material da cana-de-açúcar 

parcialmente hidrolisado pelo coquetel recombinante estudado. As análises realizadas 

neste trabalho mostraram o efeito do coquetel nas fibras, uma vez que pela MEV foi 

possível observar um efeito de desfibrilação das canas, assim como redução dos 

componentes da parede analisados pela TGA. Estes resultados estão de acordo com 

os obtidos e apresentados por Lima e colaboradores (2016) (20), Michelin e Teixeira 

(2016) e Saha e colaboradores (2018) (93). 

Além dos estudos de diferentes pré-tratamentos das biomassas, a otimização 

da sacarificação enzimática deve ser estudada com o intuito de aumentar a eficiência 

do coquetel. Embora já existam produções em escala comercial de etanol de segunda 

geração (2G), como é o caso das empresas GranBio (São Miguel dos Campos – AL) 

e Raízen (Piracicaba - SP), é preciso concentrar esforços na otimização de processos 

como foi demonstrado por Arias et al. (2016) (146), Pratto et al. (2016) (147), Jung et 

al. (2017) (148) e Tasselli et al. (2019) (149). Com isso, após seleção das melhores 

condições de obtenção do coquetel a partir do cocultivo de M. thermophilus e T. reesei 

RP698 em PM a 35 ºC, foi realizado o escalonamento para biorreator BioFlo 310 com 

capacidade de trabalho de 5 L. O coquetel obtido foi aplicado nos três tipos de canas 

estudadas e foram testadas diferentes variáveis: temperatura, pH, concentração 

proteica do coquetel, tempo de hidrólise, carga de sólidos e o efeito de surfactantes.  

Para todas as canas (SCB, EC e SP80-3280), a temperatura para hidrólise foi 

de 50 ºC, sendo o melhor resultado obtido a partir da sacarificação de SP80-3280 

(12,81 ± 0,83 µmol.mL-1 de AR), seguida por EC (12,05 ± 0,66 µmol.mL-1 de AR) e 

SCB (8,70 ± 0,56 µmol.mL-1 de AR) (Figura 17). Estes dados correspondem a um 

aumento de 1,38 vezes de AR liberados para SP80-3280 e 1,20 vezes mais para SCB 

quando comparadas com a aplicação do coquetel obtido a partir do cultivo em frascos 

Erlenmeyers de 250 mL (Tabela 15). A temperatura de 50 ºC determinada nos 

experimentos está de acordo a descrita para a maioria dos coquetéis e enzimas 

associados a hidrólise de biomassa lignocelulósica como foi mostrado nos 
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experimentos realizados por Goldbeck et al. (2016) (51), Arias et al. (2016) (146) e 

Tasselli et al. (2019) (149). Apesar da melhor temperatura de ação do coquetel ter 

sido 50 ºC, é possível trabalhar na faixa de 40 a 55 ºC, uma vez que o coquetel 

apresentou bons resultados de sacarificação na faixa citada. 

Com a temperatura de aplicação do coquetel determinada (50 ºC), foi testado 

o efeito de diferentes pH na liberação de AR. Para SCB e SP80-3280 foi determinado 

que o melhor pH de hidrólise é 4,0, enquanto que para EC é 4,5, mostrando um 

aumento significativo de AR liberados quando comparado com o pH 5,0, que foi o pH 

inicial escolhido para estudo da sacarificação (Figura 17). Martini e colaboradores 

(2016) (96) relataram que pH mais baixos (ácidos) prejudicam o crescimento das 

leveduras responsáveis pela fermentação dos açúcares em etanol, principal alvo 

quando se pensa no processo em escala industrial. Perna, Bastos e Ceccatto-Antonini 

(2018) corroboraram com esta afirmação, uma vez que houve inibição do crescimento 

da levedura Meyerozyma guilliermondi em pH 3,5 (150). Sendo assim, não foram 

testados pH de hidrólise menores que 4,0. Além disso, os coquetéis comerciais 

disponíveis no mercado, normalmente, apresentam melhores resultados em pH 5,0 

(91,149). O mesmo ocorre para muitas das enzimas não comerciais utilizadas na 

hidrólise de biomassa lignocelulósica (20,51,84). Apesar do pH de hidrólise para cada 

biomassa lignocelulósica apresentar diferença, é importante mostrar que este 

coquetel pode ser aplicado em uma faixa de pH entre 4,0 e 5,0, já que apresentou 

uma boa sacarificação das canas estudadas nestas condições. 

Decorridas as análises de hidrólise de SCB, EC e SP80-3280 em função de 

diferentes temperaturas e pH, e estabelecidas as condições de trabalho, avaliou-se o 

aumento da carga proteica do coquetel para os ensaios. Para tanto, o coquetel foi 

concentrado 30 vezes. Optou-se por trabalhar com carga proteica e, não pela 

aplicação de FPases, como foi padronizado nos experimentos realizados por 

Hernández-Beltrán et al. (2018) (151), Tasselli et al. (2019) (149) e Xu et al. (2019) 

(152), devido ao fato do coquetel também apresentar hemicelulases, sendo assim, foi 

possível manter um padrão para aplicação de proteínas e não em relação a uma 

enzima específica.  

Inicialmente, foi aplicado 1 mg de proteína presente no coquetel, por mg de 

biomassa a ser hidrolisada. Os ensaios realizados mostraram a necessidade do 

aumento dessa concentração para uma maior eficiência. Para tal, houve a 

necessidade de aplicar 12 a 15 vezes mais proteínas, sendo que não houve diferença 
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significativa (P >0,01) entre essas concentrações. Sendo assim, optou-se por 

trabalhar com uma menor concentração de proteínas, ou seja, 12 mg de proteína por 

mg de biomassa, que liberou 24,82 ± 1,58 µmol.mL-1 de AR (SCB), 26,30 ± 0,47 

µmol.mL-1 de AR (EC) e 22,89 ±0,46 µmol.mL-1 de AR (SP80-3280) (Figura 17). Esses 

resultados eram esperados, uma vez que Valadares et al. (2016) relataram que 

experimentos com diferentes cargas enzimáticas mostraram que a eficiência da 

hidrólise depende do nível de atividade da enzima (153) e com o aumento da carga 

proteica, consequentemente, há o aumento das atividades enzimáticas.  

Após determinadas as condições de temperatura, pH e concentração proteica 

do coquetel, foi analisada o tempo de aplicação do coquetel, mostrando que para a 

hidrólise de cada cana estudada, foi preciso um diferente tempo de aplicação do 

coquetel, variando de 24 a 96 horas (Figura 18). Com os tempos de aplicação 

determinados, foi estudada a carga de sólidos, em que foi observado o aumento da 

sacarificação com o aumento da quantidade de biomassa, fato já esperado e, assim, 

comprovado pelos dados obtidos e de acordo com os dados na literatura 

(148,151,152,154). Para EC (30,33 ± 1,39 µmol.mL-1 de AR) e SP80-3280 (33,18 ± 

1,04 µmol.mL-1 de AR), o ideal é trabalhar com uma carga de 3% de sólidos, enquanto 

que para SCB seria 4% (40,40 ± 2,39 µmol.mL-1 de AR) (Figura 18). 

 Ramos et al. (2015) relataram que o aumento da carga de sólidos possibilita 

uma melhora de hidrólise das biomassas lignocelulósicas (95), fato que foi confirmado 

por Hernández-Beltrán et al. (2018) (151) e corroborando com os resultados 

demonstrados neste trabalho. Devido à elevada carga proteica necessária para 

hidrólise do material, não foi possível analisar maiores taxas de SCB, uma vez que o 

volume necessário do coquetel ultrapassaria o volume final da reação fixado em 1 mL, 

já que o consórcio enzimático apresentou 5,54 mg de proteína.mL-1, quantidade 

bastante inferior à de coquetéis comerciais, como o Cellic Ctec2 da Novozymes, 

utilizado nos experimentos de hidrólise de Baral e colaboradores (2019) (155). Desta 

maneira, para analisar maior porcentagem desta biomassa, seria necessário estudo 

de escalonamento de produção do coquetel em processo industrial, ou seja, em 

tanques de maiores volumes. 

Com todas as principais variáveis para aplicação do coquetel determinadas, foi 

estudado o efeito de surfactantes nas liberação de AR, uma vez que Van Dyk e 

Pletschke (2012) (22) e Wang e colaboradores (2018) (156) relataram que o uso de 

surfactantes durante a hidrólise enzimática de biomassa lignocelulósica pode prevenir 
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a adsorção produtiva de enzimas ao seu substrato. Para as três canas estudadas, foi 

observado o mesmo efeito negativo após adição de surfactantes não-iônicos na 

sacarificação enzimática das mesmas, sendo esses dados bastante interessantes.  

Menon, Prakash e Rao (201) (62) mostraram que a utilização de surfactantes 

está relacionada ao aumento da eficiência do coquetel enzimático na hidrólise do 

material vegetal, sendo esta afirmação comprovada pelos experimentos realizados 

por Giese (2013) (107), efeito contrário ao observado nos experimentos de hidrólise 

das canas SCB, EC e SP80-3280 (Figura 18). Isto ocorreu, provavelmente, devido a 

algum efeito inibitório das enzimas presentes no coquetel pelo uso dos surfactantes 

testados. Para afirmar esta teoria, seria necessário estudar a ação dos surfactantes 

nas enzimas purificadas. Entretanto, tal processo acarretaria maior custo de produção 

das proteínas de interesse. Além disso, muitas vezes as enzimas purificadas podem 

atuar de maneira diferentes quando presentes em extratos brutos. Assim sendo, a 

utilização destes com o coquetel otimizado não é recomendada por causa da redução 

da sacarificação das canas estudadas, mesmo com muitos estudos afirmando a 

importância dos surfactantes na eficiência dos coquetéis enzimáticos (22,62,156,157). 

Deste modo, foi possível concluir que apesar das biomassas lignocelulósicas 

estudadas para hidrólise pertencerem a mesma classe de gramíneas 

(Monocotiledônea), foi possível observar que as diferenças composicionais das 

mesmas (Tabela 10) influenciaram no efeito do coquetel durante a caracterização 

bioquímica do mesmo (Figura 17 e Figura 18). A diferença entre as canas foi 

comprovada pela análise da composição dos monossacarídeos da parede celular, que 

pertencem  fração da hemicelulose, visto que apesar de possuírem os mesmos 

monossacarídeos em sua composição, há divergências na quantidade entre as canas 

estudadas (Tabela 29), o que pode influenciar na recalcitrância da biomassa, uma vez 

que o complexo lignina-carboidrato é composto por ligações que interligam lignina, 

celulose e hemicelulose, como foi descrito por Buckeridge, Grandis e Tavares (2019) 

(27).  

Há maior diferença entre as canas SCB (mistura de variedades) e SP80-3280 

com a EC, provavelmente pelo fato de as duas primeiras serem canas comerciais 

utilizadas na indústria sucroalcooleira para a produção de açúcar e etanol de primeira 

geração (1G), enquanto que a EC é uma cana com potencial de acúmulo de biomassa, 

em que toda composição polissacarídica e lignina são alteradas, o que pode resultar 

em diferença na recalcitrância da mesma.  
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A eficiência da sacarificação das biomassas estudadas ocorreu pela alta 

variedade de enzimas presentes no coquetel (Figura 14), já que Segato et al. (2014) 

(23) e Pasin et al. (2020) (9) relataram ser de suma importância a presença de 

diferentes celulases e hemicelulases para a completa degradação de parede celular 

vegetal. A secreção de proteínas envolvidas na degradação da parede celular pode 

estar relacionada a uma expressão gênica diferencial em função da composição da 

parede celular de PM pelo cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 neste 

resíduo.  

Após a caracterização das condições de aplicação do coquetel elaborado, 

foram analisados os hidrolisados de SCB, EC e SP80-3280 por Cromatografia em 

Camada Delgada. Esta análise permitiu avaliar qualitativamente os açúcares 

presentes nos hidrolisados (glucose e xilose, Figura 19) e, se os mesmos poderiam 

ser assimilados por leveduras para a produção de etanol. Reis e colaboradores (2018) 

mostraram que a glucose pode ser utilizada pela levedura Saccharomyces cerevisiae 

PE-2 (158), enquanto que Perna, Basto e Ceccato-Antonini (2018) demonstraram o 

uso de pentoses pela levedura Meyerozyma guilliermondii para a produção de etanol 

(150). Através destes resultados foi possível observar que as condições de hidrólise 

para SCB ainda poderiam ser aprimoradas, uma vez que houve o aparecimento de 

bandas que não correspondem aos padrões de glucose, xilose, celobiose e xilobiose 

usados. Provavelmente, isto ocorreu para essa biomassa devido ao fato de SCB ser 

uma mistura de diferentes variedades cultivadas na Usina da Pedra (Serrana – SP) 

(Tabela 6), além de uma possível hidrólise incompleta dos polissacarídeos pelas 

enzimas.  

Para melhor compreensão do padrão de hidrólise de cada biomassa, foi 

realizada uma análise do secretoma de M. thermophilus e T. reesei RP698 cultivado 

em diferentes biomassas. Este tipo de análise tem sido uma estratégia bastante 

utilizada (16–19), pois através dela é possível decifrar e compreender quais as 

proteínas podem estar envolvidas no processo de degradação da biomassa 

lignocelulósica.  

O secretoma foi obtido pelo cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 em 

PM, no biorreator BioFlo 310, nas condições padronizadas para aplicação do coquetel, 

durante 5 dias de cultivo. Este coquetel apresentou a maioria das enzimas requeridas 

para a degradação da parede celular da cana-de-açúcar (1,9,23,26,27), incluindo 

várias glicosil hidrolases (GH) e carboidrato esterases (CE), como era esperado 
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devido à complexidade da biomassa utilizada (Tabela 18). Além dessas proteínas, 

foram secretadas monooxigenases (LPMOs) (Tabela 18) que são responsáveis pela 

degradação oxidativa da celulose (159,160). Não foram identificadas lacases, o que 

era esperado, uma vez que estes microrganismos não são conhecidos como clássicos 

produtores de ligninases e, sim, os basidiomicetos (113,161). Nesta condição, foram 

identificadas 27 proteínas associadas à degradação da biomassa lignocelulósica, 

sendo duas β-glucosidases (GH1 e GH3); doze celulases (GH5, GH6, GH7 e GH45); 

cinco xilanases (GH10 e GH11); uma endo-β-1,6-galactanase (GH30); uma β-

galactosidase (GH35); uma xiloglucanase (família não identificada); uma acetil xilana 

esterase (CE5); uma 4-O-metil glucurônico metil esterase (CE15) e duas LPMOs 

(AA9) (Tabela 19).  

Prosseguindo as análises, fez-se uma divisão didática, em que todas as 

enzimas foram analisadas individualmente dentro dos seus respectivos grupos: 

celulases, hemicelulases e pectinases.  

O consórcio enzimático apresentou duas celulases pertencente a GH5, que é 

o maior e mais funcional grupo, sendo que as enzimas relacionadas com a subfamília 

GH5_5 apresentam atividade de endo-β-1,4-glucanase (162). Três celulases da 

família GH6 e sete celulases GH7, sendo que estas podem ser divididas em 

celobiohidrolases (CBHs) e endoglucanases (EGs), com base no modo de ação na 

celulose (23,133,163,164). Uma endoglucanase GH45, que assim como as demais 

celulases clivam as ligações internas da molécula de celulose, produzindo celobiose 

(23). Dentre as β-glucosidases, foram identificadas duas pertencentes à família GH1 

e GH3. As β-glucosidases são conhecidas por desempenharem um papel de catálise 

da hidrólise da celobiose e das celodextrinas em glucose (5,23), sendo as enzimas 

pertencentes à família GH1 as mais conhecidas pela tolerância à altas concentrações 

de glucose (5,165), enquanto que muitas GH3 são conhecidas por sua bi-

funcionalidade, ou seja podem atuar como β-glucosidases e β-xilosidases (166). 

Ademais, foram identificadas também três monooxigenases, que são conhecidas por 

clivar a cadeia de celulose por meio de um processo oxidativo de C-1, C-4 e C-6 

(23,159).  

Dentre as xilanases secretadas, foram identificadas três pertencentes a família 

GH10 e duas GH11. A família GH10 consiste em endo-1,4-β-xilanases e endo-β-1,3-

xilanases, entretanto estudos sobre as especificidades do substrato revelaram que 

elas podem não ser altamente específicas para a xilana e também podem ter atividade 
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em substratos de celulose de baixo peso molecular (54). Já a família GH11, 

apresentou  apenas endo-β-1,4-xilanases que são consideradas como verdadeiras 

xilanases, uma vez que são exclusivamente ativas em substratos contendo xilose 

(54,129).   

Neste secretoma foram identificadas duas proteínas pertencentes as 

carboidrato esterases, sendo uma acetil xilana esterase (CE5) e uma 4-O-metil 

glucurônico metil esterase (CE15). As acetil xilana esterases (CE5) removem os 

substituintes O-acetil a partir da posição C-2 dos resíduos de xilose na acetilxilana e 

xilooligossacarídeos (167). A 4-O-metil glucurônico metil esterase (CE15), é uma 

proteína que deve ter um destaque, pois até o momento não tinha sido descrita para 

os microrganismos estudados.  

O complexo lignina-carboidrato possui ligações covalentes entre lignina e 

hemicelulose nas paredes celulares das plantas, sendo este responsável, em parte, 

pela recalcitrância de resíduos lignocelulósicos (27,168). Estas ligações impedem a 

separação de lignina, hemicelulose e celulose dificultando o uso destes para 

aplicações industriais, como a produção de bioetanol. Monrad e colaboradores (2018) 

relataram a importância das glucuronoil esterases, uma vez que estas promovem a 

separação de lignina, hemicelulose e celulose, fator crucial para a utilização eficiente 

da biomassa (168). Isto pode ocorrer, devido ao fato destas enzimas serem capazes 

de direcionar as ligações éster entre as porções de lignina e os grupos laterais de 

ácido glucurônico da xilana (168,169), possibilitando maior acessibilidade das 

enzimas hidrolíticas ao substrato e, consequentemente, maior liberação de açúcares. 

Além dessas enzimas relatadas, foi identificada uma xiloglucanase, entretanto 

não foi identificada a família a qual esta enzima pertence. Estas enzimas apresentam 

elevada importância para o aumento da eficiência hidrolítica, uma que as 

xiloglucanases são as enzimas responsáveis pela clivagem do xiloglucano em 

polímeros de glucose não ramificados, embora apresentem mecanismos distintos 

entre as diferentes famílias de glicosil hidrolases (23,132). 

Dentre as enzimas envolvidas na degradação da pectina, foi identificada uma 

endo-β-1,6-galactanase pertencente à família GH30, que reconhece especificamente 

β-1,6-galactano de arabinogalactano e libera galactose e galactooligômeros ligados a 

β-1,6 com um grau de polimerização de dois a cinco (170,171). Além disso, uma β-

galactosidase da família GH35 foi identificada. As enzimas pertencentes à esta família 

hidrolisam resíduos de β-1,4-galactosil ligados a L-ramnose do ramnogalacturonano 
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de tipo I,  além de sintéticos como p-nitrofenil-p-D-galactopiranose e oligossacarídeos 

que possuem resíduos de β-D-galactosil nas extremidades não redutoras, como a 

lactose (77). 

Os dados do secretoma do cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 em 

PM (Tabela 18) somado aos dados das atividades enzimáticas (Figura 14), mostram 

que o coquetel obtido apresenta as enzimas necessárias para a degradação de cana-

de-açúcar, como fora proposto por de Souza et al. (2013) (26) e Buckeridge, Grandis 

e Tavares (2019) (27), além do aparecimento de três enzimas que não tinham sido 

identificadas para esses fungos, a endo-beta-1,6-galactanase (GH30), a 4-O-metil 

glucurônico metil esterase (CE15) e a monooxigenase (AA9) (Tabela 18). Estes 

resultados reforçam a importância do estudo individual de cada holocelulase e do 

sinergismo entre elas, já que a compreensão da ação de enzimas como AA9 e CE15 

ainda se faz necessário. Contudo, os dados gerados neste trabalho possibilitam um 

avanço no entendimento do papel de cada holocelulase na degradação da biomassa.  

Portanto, a análise sistêmica dos secretomas, junto aos ensaios de 

sacarificação das biomassas lignocelulósicas, é um estudo fundamental que permite 

o reconhecimento de proteínas pouco conhecidas, como a 4-O-metil glucurônico metil 

esterase, além de permitir uma visão geral do papel de diferentes enzimas no 

processo de degradação da parede celular vegetal. 

Com todas essas informações em mãos e com o objetivo de elaborar um 

modelo de degradação da parede celular da cana-de-açúcar e da Cana Energia a 

partir dos dados gerados neste trabalho, também foram analisadas as proteínas 

secretadas por M. thermophilus e T. reesei RP698 em cultivos únicos e cocultivo dos 

mesmos. Para tal, os microrganismos foram cultivados em diferentes fontes de 

carbono, sendo elas: glucose (controle), EC e cana-de-açúcar SP80-3280, visto que 

essas informações também são de suma importância para o projeto subsidiado pelo 

INCT ao qual este trabalho está vinculado. Após análise dos perfis de secreção de 

proteínas nas condições estudadas, foi possível compreender melhor a ação dos 

coquetéis na hidrólise de SCB, EC e SP80-3280. Neste estudo optou-se, inicialmente, 

pela utilização dos coquetéis obtidos no quinto dia de cultivo.  

O coquetel de M. thermophilus crescido em SP80-3280 apresentou seis 

celulases, divididas entre as famílias GH5, GH6 e GH7; cinco xilanase (GH10 e 

GH11); uma xiloglucanase (sem família identificada); duas enzimas relacionadas com 

a degradação de pectina (GH53 e PL4); duas 4-O-metil glucurônico metil esterases 
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(CE15) e uma monooxigenase (AA9), apresentando uma parte das enzimas 

necessárias para a degradação desta biomassa, como proposto por de Souza et al. 

(2013) (26) e Buckeridge, Grandis e Tavares (2019) (27). Não foram identificadas β-

glucosidases (BGL) e β-xilosidases (BXI) neste extrato, entretanto BGL teve sua 

atividade detectada pelo método de dosagem utilizado. Além disso, foi identificada 

uma ácido celobiônico fosforilase (GH94) que foi descrita como uma enzima que atua 

na degradação oxidativa de celulose por Nihira et al. (69), o que pode justificar os bons 

resultados de hidrólise obtidos. A não identificação das BGL e BXI pode ter ocorrido 

pela presença de proteases secretadas (dados não mostrados).  

Em contrapartida, o coquetel obtido pelo cultivo de T. reesei em SP80-3280 

apresentou mais enzimas em sua composição, sendo elas: quatro celulases (GH5, 

GH6 e GH7); uma glucano endo-β-1,3-glucosidase (GH55); duas xilanases (GH10 e 

GH11); uma arabinofuranosidase/β-xilosidase (GH54); uma α-glucuronidase (GH67); 

uma ácido celobiônico fosforilase (GH94); uma xiloglucanase (família não 

identificada); uma endo-β-1,6-glucanase (GH30); uma manana endo-1,4-beta-

manosidase (GH5); uma acetil xilana esterase (CE5); uma 4-O-metil glucurônico metil 

esterase (CE15); uma acetil esterase (CE16); duas lacases (AA1 e família não 

identificada) e uma monooxigenase (AA9). Este último coquetel é mais próximo ao 

proposto por Souza et al. (26) e Buckeridge e colaboradores (27).  

O extrato de M. thermophilus em EC consistiu em oito celulases (GH5, GH6, 

GH7 e GH45); seis xilanases (GH10 e GH11); uma endo-β-1,4-galactanase (GH53); 

uma ácido celobiônico fosforilase (GH94); uma xiloglucanase (família não 

identificada); e uma 4-O-metil glucurônico esterase (CE15). O coquetel obtido a partir 

de SP80-3280 é muito similar ao de EC, diferenciando-se somente pela identificação 

de uma monooxigenase (AA9) e um ramnogalacturonase (PL4).  

Já o coquetel obtido a partir do cocultivo em EC apresentou dez celulases 

(GH5, GH6 e GH7); sete xilanases (GH10 e GH11); uma xiloglucanase (sem família 

identificada); duas endo-β-1,4-galactanases (GH30 e GH53); uma 

arabinofuranosidase/β-xilosidase (GH54); uma α-glucuronidase (GH67); uma acetil 

xilana esterase (CE5); duas 4-O-metil glucurônico metil esterases (CE15) e duas 

monooxigenases (AA9); e uma ramnogalacturonano liase (PL4). Não foram 

identificadas β-glucosidases no coquetel, porém foi detectada uma baixa atividade no 

extrato (Tabela 23). A ausência destas enzimas ou a baixa atividade das mesmas 

pode prejudicar a eficiência do consórcio enzimático, uma vez que já é bastante 
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conhecida sua importância no processo de degradação da celulose 

(5,23,165,172,173). Ademais, duas enzimas (ácido celobiônico fosforilase e 4-O-metil 

glucurônico metil esterases) que não tinham tido sua importância relatadas por de 

Souza et al. (2013) (26) e Buckeridge, Grandis e  Tavares (2019) (27) foram 

detectadas no coquetel, as mesmas obtidas pelo cocultivo de T. reesei RP698 e M. 

thermophilus em PM (CE15 e AA9). O perfil das proteínas secretadas pelo cocultivo 

em SP80-3280 difere um pouco do já descrito para EC, pela ausência da α-

glucuronidase (GH67); 4-O-metil glucurônico esterase (CE15) e a presença de outra 

endoglucanase pertencente à família GH45, reforçando a importância de ação de 

algumas enzimas que se mantiveram nos dois extratos (Figura 22). 

Os perfis de proteínas secretadas pelos fungos estudados nestas condições 

foram bastante semelhantes aos encontrados na literatura com o A. niger , T. reesei, 

e outros fungos cultivados em diferentes biomassas lignocelulósicas (16–19). 

Entretanto, neste trabalho foram identificadas proteínas que não tinham sido 

identificadas em tais estudos, como por exemplo, a ácido celobiônico fosforilase 

(GH94), a 4-O-metil glucurônico metil esterase (CE15), ramnogalacturonase (PL4) e 

as ligninases (AA1). O secretoma de M. thermophilus cultivado em celulose, farelo de 

trigo e palha de arroz (proporção 3:1:1), assim como para T. reesei não apresenta 

relatos de GH94 e PL4 identificadas, entretanto foi identificada a 4-O-metil glucurônico 

metil esterase (CE15) (15), mostrando que ela pode ter alguma importância durante o 

processo de degradação da parede celular de diferentes biomassas como foi relatado 

por Monrad et al. (2018) (168).  

Comparado com estudos prévios, foram identificadas uma quantidade 

satisfatória de CAZymes no cultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 nas 

diferentes condições estudadas (PM, EC e SP80-3280). Adav et al. (2010) 

identificaram 30 enzimas a partir do cultivo de A. niger em biorreator com glucose 

como fonte de carbono (174). Borin et al. (2015) relataram a detecção de 45 CAZymes 

secretadas por T. reesei cultivado em bagaço ou colmo de cana-de-açúcar (18). 

Basotra et al. (2016) detectaram 62 CAZymes a partir do cultivo de M. thermophilus 

em celulose em pó, farelo de trigo e palha de arroz, na proporção 3:1:1 (15).  

Foram observadas diferenças para os microrganismos cultivados em outras 

fontes de carbono, desde o número de CAZymes até classes de enzimas identificadas 

envolvidas na degradação de parede celular vegetal. Essas diferenças podem ocorrer 

devido à fonte de carbono, condições de cultivo ou desenho experimental, uma vez 
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que em relação ao primeiro fator, essas divergências podem estar relacionadas às 

diferenças na recalcitrância dos substratos utilizados, o que reflete os diferentes níveis 

de complexidade das paredes celulares, como foi discutido na Tabela 29. Entretanto, 

como os fungos percebem essas diferenças permanece incerto. 

No entanto as proteínas mais importantes encontradas neste estudo também 

estavam presentes nos trabalhos de Borin et al. (2015) (18), Basostra et al. (2016) 

(15), Florencio et al. (2016) (17), da Silva et al. (2019) (16) como celobiohidrolases, 

endoglucanases e β-glucosidases. Também foram identificadas enzimas envolvidas 

na degradação da pectina, além de hemicelulases envolvidas na clivagem da cadeia 

principal de xilana e arabinoxilana, xiloglucano, β-glucano e a cadeia lateral de 

hemiceluloses.   

Dentre as  proteínas que não tinham sido identificadas em outros secretomas 

descritos na literatura, a ácido celobiônico fosforilase (GH94) merece destaque, uma 

vez que apresenta ação na degradação da celulose e há poucos estudos da ação 

desta enzima (69–71). Li et al. (2015) relataram que a ácido celobiônico fosforilase 

desempenha um papel crucial no catabolismo do ácido celobiônico, permitindo que 

seja uma alternativa à β-glucosidase (71). Desta maneira, pode-se concluir que T. 

reesei RP698 desenvolveu uma via alternativa para a completa degradação da 

celulose, este fato pode ser comprovado pelo fato desta enzima ter sido encontrada 

somente no cultivo individual de T. reesei RP698, tanto em EC quanto SP80-3280, e 

apresentar bons resultados de hidrólise. 

Os dados obtidos a partir dos secretomas de M. thermophilus e T. reesei RP698 

em cultivos únicos e cocultivos em diferentes fontes de carbonos corroboraram com a 

literatura que afirma a importância de distintas enzimas para hidrólise completa da 

parede celular, como foi descrito por de Souza et al. (2013) (26) e Buckeridge, Grandis 

e Tavares (2019) (27), uma vez que além das secreção das principais enzimas 

envolvidas na hidrólise de celulose e hemicelulose, foram identificadas enzimas 

acessórias que tiveram sua importância relatada por Segato et al. (2014) (23), Polizeli 

et al. (2016) (1) e Pasin et al. (2020) (9), que afirmaram que estas são responsáveis 

por auxiliar na completa degradação dos componentes da parede celular. 

Com todas essas informações em mãos, além dos diferentes tempos de análise 

dos secretomas (EC, SP80-3280 e PM) (Tabela 18, Tabela 24, Tabela 25 eTabela 

26) e as dosagens das atividades das diferentes enzimas nos coquetéis (Figura 9, 

Figura 10 e Figura 14), foi possível propor um modelo da degradação da parede 
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celular de cana-de-açúcar e Cana Energia. Algumas enzimas apesar de não terem 

sido identificadas nos secretomas analisados, foram detectadas pelas metodologias 

de dosagem de atividade enzimática utilizadas. Isto pode ter ocorrido devido a 

presença de alguma protease presente no meio. 

Optou-se por unir todas as informações obtidas para a construção do modelo 

de degradação. Sendo assim, neste modelo, inicialmente teríamos a ação de seis 

enzimas: endo-β-1,6-galactanases, ramnogalacturonases, β-galactosidases, endo-β-

1,3-glucanase, 4-O-metil glucurônico metil esterases e arabinofuranosidases. Em 

seguida, a acetil xilana esterase, acetil esterases e α-glucuronidases teriam um papel 

na degradação, para a posterior ação de arabinofuranosidades, feruloil esterases, 

xilanases e xiloglucanases. Novamente as arabinofuranosidases teriam suas ações 

associadas com β-xilosidases, completando o processo de degradação da 

hemicelulose. A partir de então, as endoglucanases e celobiohidrolases começam agir 

e, tornam-se possível duas vias para a liberação de glucose a partir da degradação 

da celulose: (i) a partir da ação de β-glucosidases e (ii) via oxidativa de degradação a 

partir da ação combinada de monooxigenases e ácido celobiônico fosforilases.  

Neste modelo proposto não foram incluídas as liquenases, como proposto por 

de Souza e colaboradores (26), uma vez que não foram identificadas essas enzimas 

nos secretomas estudados. Entretanto, foi adicionada uma endo-β-1,3-glucanase que 

é responsável pela clivagem da ligação β-1,3-glucosídica do β-glucano. Além disso, o 

modelo se assemelha bastante ao citado, com pequenas modificações no início do 

processo, pela inclusão de 4-O-metil glucurônico metil esterases e α-glucuronidases 

e o final do processo em que propõe a via de degradação oxidativa da celulose, com 

ação de AA9 e ácido celobiônico fosforilases. Entretanto, a AA9 aparece nos 

secretomas, mesmo quando não foram identificadas a ácido celobiônico fosforilases, 

mostrando que ela tem importância na sacarificação das biomassas, podendo agir 

também junto às celulases, uma vez que induzem quebras oxidativas na cadeia da 

celulose. Este modelo hipotético pode ser visto na figura abaixo (Figura 31). 
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Figura 31. Modelo hipotético da degradação dos componentes da parede celular de 
cana-de-açúcar. 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Com a composição enzimática/proteica do coquetel obtido a partir do cocultivo 

de M. thermophilus e T. reesei RP698 produzido em biorreator e com PM como fonte 

de carbono, determinada pela análise do secretoma, foi demonstrada a necessidade 

de aprimorar ainda mais os estudos de hidrólise de SCB, EC e SP80-3280.  

A lignina é considerada um dos principais obstáculos para a sacarificação 

enzimática eficiente da biomassa lignocelulósica (85) dificultando o acesso das 

enzimas à celulose, que é o carboidrato mais abundante no material lignocelulósico 

(152). Por conseguinte, muitos métodos de pré-tratamentos foram desenvolvidos para 

melhorar a digestibilidade da biomassa lignocelulósica e, consequentemente, 

aumentar a eficiência geral da bioconversão em açúcares fermentescíveis (175). 

Assim foram estudados diferentes pré-tratamentos das biomassas, que tem por 

objetivo interferir na estrutura e/ou quantidade de lignina nas mesmas e melhorar a 

acessibilidade do coquetel, focando no aumento da eficiência hidrolítica do coquetel. 

A etapa de pré-tratamento no processo de bioconversão da biomassa 

lignocelulósica apresenta eficácia na degradação das paredes celulares. Segundo 
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Buckeridge, Grandis e Tavares (2019) (27), isto ocorre devido à hidratação das 

paredes que possibilita a quebra de algumas ligações covalentes e, assim, torna a 

biomassa lignocelulósica mais acessível às enzimas responsáveis pela hidrólise do 

material. Dentre os pré-tratamentos disponíveis, os mais conhecidos são: alcalino 

(85,147,152,154,176); ácido (107,177); organosolv (88,116,175) e autohidrólise 

(27,91,178), que foram objeto de estudo deste trabalho. Buckeridge, Grandis e 

Tavares (2019) relataram que esses distintos pré-tratamentos possuem mecanismos 

de ação diferentes, como por exemplo, o alcalino que libera a lignina e disponibiliza 

celulose e hemicelulose para hidrólise, enquanto que a autohidrólise é responsável 

pela remoção da hemicelulose  (27).  A eficácia destes pré-tratamento na degradação 

da parede celular pode ser comprovada pela diferença na composição da porção de 

hemicelulose da parede celular das biomassas (Tabela 29) principal polissacarídeo 

afetado pelos pré-tratamentos (147,179).  

Comparando os resultados de hidrólise de SCB, EC e SP80-3280 expostas aos 

diferentes pré-tratamentos (Figura 26) com a composição dos açúcares presentes 

nas mesmas (Tabela 29), foi possível observar SCB e SP80-3280 apresentaram 

maior quantidade de açúcares nas biomassas após pré-tratamento de autohidrólise, 

porém os resultados de hidrólise foram bem menores que os expostos a outros pré-

tratamentos, que disponibilizaram maior acessibilidade das enzimas aos 

componentes da parede celular. Isto pode ocorrer devido ao fato da autohidrólise 

liberar furfural e HMF, como foi descrito por Michelin e colaboradores (2012) (180), 

que são inibidores da atividade das enzimas hidrolíticas. Para EC, os melhores 

resultados, em relação a composição de açúcares na biomassa, correspondem ao do 

pré-tratamento alcalino. A Cana Energia apresenta uma particularidade, como foi 

descrito por Tew e Cobil (2008) (37) e da Silva et al. (2017) (36), esta biomassa 

apresenta maior teor de fibra, o que pode explicar a diferença de composição desta 

em relação as canas comerciais (Tabela 29), e esta diferença no teor de fibra pode 

afetar o complexo lignina-carboidrato, tornando a biomassa mais ou menos 

recalcitrante, por isso a diferença na composição de açúcares após os pré-

tratamentos em relação as demais canas estudadas.  

Os resultados obtidos da sacarificação destas biomassas mostraram que os 

melhores efeitos foram gerados pelo pré-tratamento alcalino (NaOH 4%, 121 ºC, 1,0 

atm, 60 minutos), uma vez que houve maior aumento da hidrólise da parede celular 

destes materiais. A liberação de AR foi aproximadamente 215,01 ± 11,02 µmol.mL-1 
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(≈ 38,74 mg/mL) para a hidrólise de SCB, 177,16 ± 16,00 µmol.mL-1 (≈ 31,92 mg/mL) 

para EC e 220,64 ± 29,02 µmol.mL-1 (≈ 39,75 mg/mL) para a cana-de-açúcar SP80-

3280 (Tabela 31). A liberação de AR foi maior para todas as canas pré-tratadas, 

atingindo um aumento de até 7,42 vezes para SCB, 8,51 vezes para EC e 8,61 vezes 

para SP80-3280 quando comparado com os resultados da sacarificação das 

biomassas in natura (Figura 26). Estes dados são bastantes superiores aos relatados 

na literatura (20,51,84,181), provavelmente devido a diminuição da recalcitrância das 

biomassa, seja pela quebra de ligações covalentes do complexo lignina-carboidrato, 

remoção ou disponibilização de algum componente da parede celular após a 

exposição da biomassa a este tipo de pré-tratamento (27,182,183).  

Desta maneira, há um maior acesso enzimático aos polissacarídeos, como 

descrito por Gray, Zhao e Emptage (2006) e Srinorakutara et al. (2013), que relataram 

que a presença de lignina acarreta na ligação inespecífica e inativação das celulases 

(86,87), além do aumento da porosidade da biomassa como descrito por Van Dyk e 

Pletschke (2012) (22) e Zhang et al. (2018) (88), que possibilitou melhor acesso do 

coquetel e, consequentemente, maior sacarificação das biomassas lignocelulósicas.  

Sendo assim, avaliou-se diferentes concentrações de NaOH e tempo de 

exposição do mesmo, porém foi observado que ambos os fatores influenciam na 

hidrólise das biomassas, uma vez que houve alteração no padrão de açúcares 

liberados (Tabela 30 e Tabela 31). De modo geral, tempos menores de exposição, 

provavelmente, afetam menos as biomassas, ou seja, há menor exposição das fibras 

para o ataque enzimático. Isto explicaria a menor liberação de AR. Em relação as 

distintas concentrações foram observadas que com NaOH 1 e 2% houve menor 

liberação de AR, ou seja, as fibras devem ter sido menos afetadas. Entretanto, 

concentrações acima de 8% de NaOH propiciaram menor sacarificação das 

biomassas. Provavelmente, a elevada concentração de NaOH gerou maior 

quantidade de componentes que inibem a ação de alguma enzima do coquetel. Desta 

maneira, foi possível concluir que para as canas estudas (SCB, EC e SP80-3280) o 

melhor pré-tratamento foi com NaOH 4%, durante 60 minutos de exposição desta 

solução. 

Ademais, Lamounier e colaboradores  (2020) relataram uma liberação de 43,25 

g/L (≈ 43,28 mg/mL) de AR totais após aplicação do coquetel comercial da Novozymes 

Cellic Ctec3 em bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado com NaOH a 2%, no 

experimento foi utilizado 3% de biomassa e a hidrólise ocorreu com 24 horas (184). 
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Sendo assim, foi possível concluir que os dados de hidrólise obtidos neste trabalho 

são bastante promissores, uma vez que se aproximam dos obtidos com o uso de 

coquetel comercial Cellic Ctec3.  Cintra e colaboradores testaram o coquetel comercial 

da Dupont Accellerase 1500 na hidrólise de bagaço de cana-de-açúcar explodido à 

vapor e obtiveram 5,1 g/L de glucose liberados (185), valor bem inferior ao obtido após 

aplicação do coquetel estudado nas canas expostas ao pré-tratamento alcalino.  

Após aplicado o coquetel nas biomassas expostas à diferentes pré-

tratamentos, foi analisado o perfil de açúcares presentes nos hidrolisados por TLC, 

para verificar se houve mudança no padrão de hidrólise entre os pré-tratamentos e o 

material in natura. Em todos os pré-tratamentos, foi observado uma elevada 

quantidade de açúcares, sendo glucose e xilose predominantes. Estes açúcares 

presentes nos hidrolisados podem ser convertidos em bioetanol  como descrito 

anteriormente na literatura (9,27,65,186). 

Com a composição de alguns coquetéis determinada, foi estudada suas 

aplicações em diferentes canas utilizadas pela indústria sucroalcooleira na produção 

de produção de etanol 2G (Tabela 32, Tabela 33, Tabela 34 e Tabela 35). É provável 

que alguma fração tenha sido afetada ou perdida durante a moagem da cana-de-

açúcar, o que pode ter afetado a hidrólise das mesmas. Como observado ao longo do 

trabalho, o coquetel obtido pelo cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 em 

PM também foi o que resultou em melhores quantidades de AR liberados para estas 

canas utilizadas pela empresa GranBio. Desta maneira, para resultados mais 

confiáveis para o uso deste coquetel pela indústria sucroalcooleira, propõe-se realizar 

mais experimentos com as biomassas expostas ao pré-tratamento padrão utilizado 

pela GranBio. 

Nesse sentido, M. thermophilus e T. reesei RP698 mostraram ser 

microrganismos com grande potencial de aplicação biotecnológica, mas com muitas 

informações a serem decifradas. Ademais, foi demonstrado com sucesso a 

possibilidade de usar dois fungos de interesse industrial na obtenção de um coquetel 

enzimático com alta eficiência na hidrólise de diferentes canas, como SCB, EC e 

SP80-3280 e canas já utilizadas para a produção de etanol 2G (GranBio).  

Foi mostrada a importância de estudar diferentes fontes de carbono para 

produção de holocelulases, uma vez que para a sacarificação de cana-de-açúcar e 

Cana Energia os melhores resultados foram obtidos a partir do cultivo dos 

microrganismos em outros resíduos que não a própria cana.  
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Por fim, os resultados obtidos reforçam a importância de estudos para melhor 

compreensão da ação da monooxigenase, para confirmar quando esta enzima 

começa agir no processo de degradação da parede vegetal, uma vez que esta foi 

identificada nos primeiros dias de cultivo e seguiu durante todo o cultivo.  

Além disso, seria interessante aprofundar os conhecimentos a respeito da 4-O-

metil glucurônico metil esterase e da ácido celobiônico fosforilase. As informações 

obtidas possibilitariam um avanço no entendimento do papel individual de cada uma 

destas enzimas na degradação da biomassa. 
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Com os resultados obtidos pode-se concluir que o fungo termofílico 

Mycothermus thermophilus e o mesofílico Trichoderma reesei RP698 são promissores 

produtores de holocelulases, apresentando grande potencial para serem adicionados 

em coquetéis enzimáticos com o objetivo de degradar a parede celular de diferentes 

biomassas lignocelulósicas, uma vez que produzem uma gama de celulases e 

hemicelulases.  

Ademais, o uso de resíduos agroindustriais mostrou-se uma importante 

alternativa para a obtenção de enzimas, por se tratar de biomassas lignocelulósicas 

disponíveis em grandes quantidades e fácil obtenção, além de serem excelentes 

indutores de holocelulases. Desta maneira, torna-se possível reduzir o custo de 

produção de enzimas alvo, uma das maiores barreiras para tornar o etanol de segunda 

geração e outros sub-produtos economicamente viáveis. 

O cocultivo de microrganismos foi bastante eficiente, aumentando 

consideravelmente a sacarificação de SCB, EC e SP80-3280, provavelmente devido 

ao maior sinergismo entre as enzimas presentes no coquetel, uma vez que os 

resultados obtidos de hidrólise de SCB, EC e SP80-3280 foram muito satisfatórios. 

 O uso de diferentes tecnologias de pré-tratamentos possibilitou melhor 

acessibilidade do coquetel, proporcionando uma maior digestibilidade das paredes 

celulares de SCB, EC e SP80-3280, sendo o tratamento alcalino o que apresentou os 

melhores resultados de sacarificação. 

Os secretomas de M. thermophilus e T. reesei RP698 crescidos nas mais 

diversas condições levaram à identificação de um arsenal de enzimas envolvidas na 

degradação da parede celular vegetal, possibilitando melhor compreensão do 

processo de sacarificação da biomassa lignocelulósica. Além disso, também foram 

identificadas enzimas que não tinham sido antes relatadas em outros secretomas, 

como a ácido celobiônico fosforilase, envolvida na degradação oxidativa da celulose, 

e a 4-O-metil glucurônico metil esterase que é responsável pela separação da lignina, 

celulose e hemicelulose.  

Por fim, o coquetel obtido do cocultivo de M. thermophilus e T. reesei RP698 

em palha de milho, após otimizado para aplicação em SCB, EC e SP80-3280, 

apresentou resultados bastante promissores, aproximado de resultados encontrados 
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na literatura com a utilização de coquetéis comerciais. O coquetel otimizado 

apresentou valores de liberação de AR de 74 a 92 % similares aos relatados com o 

uso do coquetel comercial Cellic Ctec3. 

Assim, a utilização de bagaço de cana-de-açúcar, da cana-de açúcar SP80-

3280 e da Cana Energia agregou valores econômicos e de sustentabilidade neste 

trabalho, além de ser o primeiro estudo completo do uso potencial de Cana Energia 

para produção de enzimas, análise da composição dos monossacarídeos da parede 

celular e hidrólise da biomassa com foco na produção de etanol 2G. 
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MEIOS DE CULTIVO 

 

 

Meio Batata Dextrose Agar (BDA) (Himedia) 

BDA 3,9 g 

Água deionizada q.sp. 

Autoclavar a 121º C por 20 minutos. 

100 mL 

 

Meio de Aveia 

Farelo de aveia 4,0 g 

Glucose 1,0 g 

Ágar 2,0 g 

Água deionizada q.s.p. 

Autoclavar a 121º C por 20 minutos. 

100 mL 

 

Meio mínimo                                                 

Sais de nitrato (20x) 5 mL 

Elementos traço (1000x) 0,1 mL 

Glucose 1,0 g 

Água destilada q.s.p 100 mL 

 Ajustar pH para 6,5. 

Autoclavar a 121º C por 15 minutos. 
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SOLUÇÕES 

 

Soluções utilizadas nos meios de cultura 

 

Sais de nitrato 20x                                                                         

 

NaNO3     120 g 

KCl       10,4 g 

MgSO4     10,4 g 

KH2PO4     30,4 g 

Água destilada q.s.p                    1 L 

Adicionar algumas gotas de clorofórmio 

 

Solução de elementos traço 1000x 

 

ZnSO4                                         2,2 g 

H3BO3     1,0 g 

MnCl2.4H2O                             0,5 g 

FeSO4.7H2O     0,5 g 

CoCl2.5H2O                                0,16 g 

CuSO4.5H2O    0,16 g 

Na2MoO4.4H2O   0,11 g 

Na2EDTA                                    5,0 g 

Água destilada q.s.p                  100 mL 

 

Ajustar pH para 6,5. 

 

Adicionou-se algumas gotas de clorofórmio 
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