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Resumo 

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café, 

representando 35% da produção total. A grande produção, beneficiamento 

e consumo de café levam à geração de uma enorme quantidade de resíduos 

pós-colheita. Neste trabalho, o potencial de produção de enzimas 

holocelulolíticas por Paecilomyces formosus em resíduos agroindustriais de 

café é avaliado. Um screening enzimático realizado em oito cepas de P. 

variotii revelou as três maiores produtoras de pectinases (3RET13, 3RE14 e 

3RE21) para este experimento. Para a identificação molecular destas cepas, 

foram utilizadas as regiões espaçadoras internas transcritas ITS (D1/D4) e 

as regiões gênicas calmodulina (cal) e ɓ-tubulina. Os isolados indicaram 

similaridade às sequências de P. formosus. A metodologia de superfície de 

resposta foi utilizada para a busca de melhores condições de cultivo e pré-

tratamento para indução de holocelulases. Diferentes fatores relacionados 

ao pré-tratamento (concentração de biomassa, tempo e temperatura de 

exposição) e ao cultivo (pH, agitação, temperatura e suplementação de 

nitrogênio) foram avaliados. Os perfis de pectinases foram descritos para a 

cepa 3RE21. O tratamento de baixa severidade com utilização de menor 

concentração de biomassa (140ºC, 6 min., 1%) e condições mais brandas 

de cultivo (20ºC, 87 rpm, pH 4,0 e sem suplementação de nitrogênio) foi 

selecionado para nova investigação da produção ótima de pectinases, 

devido à alta e rápida indução dessas enzimas pelo licor resultante. A 

semipurificação das pectinases (nomeada PEC_S200) foi realizada a partir 

do concentrado, sugerindo a formação de um hetero-oligômero composto 

por sete subunidades não ativas de massa molecular 65 e 62 kDa, e dez 

subunidades catalíticas de massa molecular de 38 kDa, sendo que a 

purificação mostrou rendimento de 16,6% e índice de purificação de 6,44 

vezes. As melhores condições bioquímicas de atividade de PEC_S200 se 

mantiveram em faixas ácidas de pH (2 ï 5), 65 ºC, ativação na presença dos 

íons Zn, Co, K+, Mg2+, Mn, Na, dos modificadores de aminoácidos EDTA, 

SDS, DTT e ɓ-mercaptoetanol e dos compostos fenólicos ácidos ferúlico e 

tânico, além de estabilidade em etanol 20%. Os parâmetros cinéticos 



 

 

 
 

demonstraram alta afinidade pelo substrato (Km 0,029 ɛg/ml) e taxa catal²tica 

de 4,54 UI/mg. Pelas características apresentadas da pectinase deste 

estudo, as melhores aplicabilidades seriam nas indústrias alimentares 

humanas, têxteis, de rações animais e de produção de etanol de 2ª geração.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 

Abstract 

 

Brazil is the world's largest producer and exporter of coffee, 

representing 35% of total production. The large production, processing and 

consumption of coffee lead to the generation of an enormous amount of post-

harvest waste. In this work, the potential for the production of holocellulolytic 

enzymes by P. formosus in agro-industrial coffee residues is evaluated. An 

enzymatic screening performed on eight strains of P. variotii revealed the 

three largest pectinase producers (3RET13, 3RE14 and 3RE21) for this 

experiment. For the molecular identification of these strains, the internal 

spacer regions transcribed ITS (D1 / D4) and the gene regions calmodulin 

(lime) and ɓ-tubulin were used. The isolates indicated similarity to the 

sequences to P. formosus. The response surface methodology was used to 

search for better culture conditions and pre-treatment for inducing 

holocellulases. Different factors were evaluated related to pre-treatment 

(biomass concentration, time and temperature of exposure) and cultivation 

(pH, agitation, temperature and nitrogen supplementation). The pectinases 

profiles were described for the 3RE21 strain. The treatment is of low severity 

and uses a lower concentration of biomass (140ºC, 6 min., 1%) and milder 

culture conditions (20ºC, 87 rpm, pH 4.0 and without nitrogen 

supplementation) was selected for further investigation of the optimal 

production of pectinases, due to the high and rapid induction of these 

enzymes by the resulting liquor. The semi-purification of the same (named 

PEC_S200) was carried out from the concentrate, suggesting the formation 

of a hetero-oligomer composed of seven non-active subunits of molecular 

mass 65 and 62 kDa and ten catalytic subunits of molecular mass 38 kDa; 

the purification showed a 16.6% yield and a 6.44 times purification yield. The 

best biochemical conditions for PEC_S200 activity were displayed in acidic 

pH ranges (2 - 5), 65 ºC, activation in the presence of the Zn, Co, K +, Mg2 

+, Mn, Na ions, of the EDTA, SDS amino acid modifiers, DTT and ɓ-

mercaptoethanol and the phenolic compounds ferulic and tannic acids in 

addition to stability in 20% ethanol. The kinetic parameters demonstrated 



 

 

 
 

high affinity for the substrate (Km 0.029 ɛg / ml) and catalytic rate of 4.54 

UI/mg. Due to the characteristics presented in the pectinase of this study, the 

best applications would be in the human food, textile, animal feed industries 

and second generation ethanol production. 
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1 Introdução 

De acordo com a Comissão Mundial Ambiental e de Desenvolvimento das 

Nações Unidas, ñdesenvolvimento sustent§vel ® o encontro das necessidades do 

presente sem que haja comprometimento das necessidades das gera­»es futurasò 

(Finkelstein and Sheehan 2009).  Neste contexto, a bioenergia é um dos diversos 

recursos utilizados pela biotecnologia como instrumento para melhorar a vida da 

sociedade, empregando fontes renováveis para gera­«o de ñenergia limpaò e 

bioprodutos economicamente ativos para redução da dependência por 

combustíveis fósseis (Energy 2018). 

Grande parte da bioenergia utilizada provém de biomassas lignocelulósicas 

oriundas de materiais vegetais e algas, como resíduos de culturas, resíduos 

florestais, gramíneas cultivadas para este propósito, culturas de energia lenhosa, 

resíduos industriais, resíduos sólidos municipais de demolição e construção, de 

madeira, além de resíduos alimentares (Energy 2018). Estas fontes energéticas 

alternativas possuem enorme versatilidade, podendo ser convertidas em diversos 

produtos de amplo mercado, permitindo a redução da dependência por 

combustíveis fósseis.  

O estabelecimento de uma bioeconomia baseada na substituição das 

emissões intensivas de poluentes e troca de fontes não renováveis ï petróleo, 

carvão mineral e gás natural - por recursos renováveis alternativos torna-se 

imprescindível (Thorenz et al. 2018). 

Os resíduos agroindustriais possuem alto potencial para tal função devido, 

principalmente, à sua grande disponibilidade e composição bromatológica variada, 

em virtude das inúmeras quantidades e qualidades de culturas agrícolas existentes 

em todo o mundo. Os aspectos econômicos para tamanho interesse em sua 

utilização são baseados no fato de que tais resíduos podem ser utilizados como 

materiais de baixo custo que podem ter valor agregado durante a produção de 

artigos biotecnológicos, além da expectativa de se reduzir os custos de produção e 

a poluição ambiental rural decorrente da sua inadequada disposição pós-colheita, 

efetuando-se seu processamento para consumo (Yang et al. 2016). Apresenta-se 

como uma preocupação ambiental o fato de que os resíduos agroindustriais contêm 

compostos fenólicos e outros compostos potencialmente tóxicos, que podem ser a 
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causa de poluição ambiental quando depositados na natureza sem tratamento 

prévio (Mussatto et al. 2012). 

A grande produção de biomassa lignocelulósica, decorrente da crescente 

demanda da agricultura, alcança atualmente índices de problemática ambiental. 

Segundo levantamento realizado pela FAO (Food and Agriculture Organizantion of 

the United Nations), somente em 2016, 36 quatrilhões de toneladas de resíduos 

agroindustriais das mais diversas culturas foram produzidos em todo o mundo.  

A origem de resíduos está diretamente associada às perdas entre a 

produção e o consumo, ao desperdício no uso de insumos e aos materiais que, 

gerados ao longo da cadeia agroindustrial, não possuem valor econômico evidente. 

Estima-se que, em média de 20% a 30% de toda a produção agrícola sejam 

perdidos durante beneficiamento (Thorenz et al. 2018).  

Algumas culturas, porém, podem apresentar aproximadamente de 50% a 

60% da produção em resíduos diferenciados que permanecem no campo após a 

colheita, como é o caso das lavouras de algodão, milho e café, com o intuito de 

auxiliar na fertilidade do solo por sua rápida decomposição (algodão e milho) (Lal 

2005). 

O café é um dos mais importantes produtos agrícolas do mundo, e sua 

produção gera enormes quantidades de resíduos de diferentes naturezas durante 

seu beneficiamento para consumo, a depender do tipo de processamento utilizado 

(Jayachandra et al. 2011). A casca e a polpa são os resíduos sólidos obtidos por 

processamento via seca e úmida, respectivamente. Elas são, provavelmente, os 

maiores resíduos do café quando se considerada a quantidade. A água residual é 

gerada durante o beneficiamento por via úmida, assim como, em larga escala, é o 

resíduo com potencial poluidor ambiental, uma vez que é disposta no ambiente sem 

nenhum tratamento prévio (Pandey et al. 2000b; Orozco et al. 2008; Esquivel e 

Jiménez 2012). 

2  Revisão bibliográfica 

2.1. Café e suas especificidades 

A importância econômica do café deve-se, principalmente, ao fato de ser a 

bebida ou infusão mais consumida no mundo (em alguns países, mais que a água 
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e o chá), preparada com os grãos torrados ou moídos (Esquivel e Jiménez 2012). 

Muito embora o produto final seja o de maior interesse ao consumidor, toda a cadeia 

produtiva gera importantes movimentações financeiras, que impactam a economia 

de maneira geral, desde o preparo do solo equipamentos utilizados no cultivo da 

lavoura e no consumo final, os aditivos, fertilizantes e agrotóxicos, transporte, 

importações, salários dos produtores, serviços indiretos e empregos gerados 

durante todo o ciclo do café (da lavoura à mesa) (National Coffee Association 2015). 

Nos EUA, o impacto econômico total da indústria cafeeira, em 2015, foi de U$ 225,2 

bilhões, enquanto, no Brasil, totalizou R$ 5,47 bilhões somente no setor de 

exportações (National Coffee Association 2015; Conceição et al. 2019).  

 O Brasil destaca-se por ser o maior produtor e exportador mundial de café 

e o segundo mercado consumidor. Sua importância na economia não está somente 

no setor de exportações, mas também em sua industrialização e geração de grande 

número de empregos em toda a cadeia produtiva desse grão.  

Em 2016, a produção mundial foi de 9,2 milhões de sacas de café, e o Brasil 

contribuiu com 39% dessa produção. Os maiores países produtores, depois do 

Brasil, são Vietnã (19%), Colômbia (10%), Indonésia (8%) e Etiópia (6%), 

respectivamente (FAO 2018a). O processamento para industrialização gera 

significativas quantias de resíduos, alcançando de 30 a 50%, dependendo do tipo 

escolhido (Oliveira and Franca 2014). 

Café é o nome dado à semente sadia e limpa pertencente à família dos 

Rubiaceae, gênero Coffea (Halal 2008). Das seis mil espécies dessa família, 124 

são descritas neste gênero; porém, do ponto de vista econômico, as duas espécies 

mais importantes cultivadas no mundo são Coffea arabica L. (60% da produção 

mundial) e Coffea canephora Pierre ex Froehner (40% da produção mundial). Seus 

produtos são designados como café arábica e café robusta, respectivamente, 

sendo o primeiro mais explorado internacionalmente (ICO 2018; Gunning 2018). 

O fruto do cafeeiro (também chamado de baga ou cereja), mostrado na figura 

1, consiste em uma resistente camada exterior lisa, ou pericarpo, geralmente verde 

em frutos imaturos, mas que se torna vermelha ou profundamente vermelho-violeta 

quando estes estão maduros (até mesmo amarelo ou laranja em genótipos 

específicos) (Esquivel e Jiménez 2012). O pericarpo, que recobre o mesocarpo 
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(denominado polpa), é macio, amarelado, fibroso e adocicado, representa 29% do 

peso seco do fruto inteiro. É composto por 76% de água, 10% de proteína, 2% de 

fibras, 8% de cinzas e 4% de extrato livre de nitrogênio, os quais são representados 

pelos taninos, substâncias pécticas, açúcares redutores e não redutores, cafeína, 

ácido clorogênico e ácido cafeico, celulose, hemicelulose, lignina, aminoácidos e 

minerais, como potássio, cálcio, ferro, sódio, magnésio e outros. A mucilagem está 

situada na parte interna do mesocarpo, fortemente aderida ao pergaminho do grão. 

Ela funciona como um sistema de hidrogel, sendo quimicamente composta por 

água, substâncias pécticas, açúcares redutores e ácidos orgânicos (Lima Filho et 

al. 2013). O endocarpo é uma fina camada de coloração amarelada, também 

chamada de pergaminho, composto por celulose (40 ï 49%), hemicelulose (25 ï 

32%), lignina (33 ï 35%) e cinzas (0,5 ï 1%).  Finalmente, uma fina camada 

prateada recobre cada hemisfério do grão de café, o endosperma (Esquivel e 

Jiménez 2012). 

 

 

 

Figura 1: Estrutura esquemática grão de café (imagem extraída da internet) 

 

Após a colheita, o preparo do café inicia-se com o processo de lavagem, que 

é uma importante prática para reduzir ou eliminar determinados defeitos, como a 

separação dos grãos verdes e/ou danificados, ou comumente chamados fração-

boia. A seguir, trata-se do  processamento, que pode ser realizado por via seca ou 

úmida (Figura 2) (Franca e Oliveira 2009).  

 



 

 

27 
 

 

Na forma de preparo por via seca, o fruto, em sua forma integral, é seco (com 

casca e mucilagem), sem separação entre os frutos verdes e cereja, e espalhado 

em terreiros para uma secagem natural preliminar, podendo ser levado em seguida 

a um secador rotativo, onde ocorre a secagem final. O teor de umidade mínimo é 

de aproximadamente 12%, dando origem aos cafés denominados coco, de terreiro 

ou natural. Depois de seco, o café é levado à máquina de beneficiamento, que 

separa os grãos da casca (Silva 2012).  

Os cafés despolpados, desmucilados e cereja descascados são originados 

a partir da forma de preparo por via úmida. A água permite, por meio de flotação, a 

Figura 2 Representação esquemática dos métodos de beneficiamento dos grãos de café e geração seus resíduos 
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separação dos frutos em maduros, verdes e bagas danificadas (Lima et al. 2008; 

Esquivel e Jiménez 2012). Na obtenção do café cereja descascado, a casca e a 

polpa do fruto são removidas de forma mecânica, e parte da mucilagem ainda 

permanece aderida ao pergaminho dos frutos (Malta 2011). Nesse caso, ela é seca 

juntamente com o pergaminho, num processo conhecido como intermediário entre 

o natural e o despolpado, ou desmucilado. Este, apesar de ter características 

próprias, tende comumente para as características do café natural, uma vez que os 

produtos da mucilagem são transferidos para o grão (Bee et al. 2005). Na obtenção 

do café despolpado, após o descascamento, a parte da mucilagem que ainda 

estava aderida aos frutos é removida em tanques de fermenta­«o ñcontroladaò (12 

- 48h) e, posteriormente, lavada em tanques de concreto ou de forma mecânica. A 

mucilagem é, portanto, hidrolisada por enzimas tanto dos tecidos do grão de café 

quanto dos microrganismos encontrados na superfície da casca (Belitz 2009), 

destacando-se que a população de microrganismos possui influência direta sobre 

a qualidade final dos grãos de café (Avallone et al. 2002).  Se a remoção desta 

mucilagem for realizada mecanicamente, tem-se, então, o café desmucilado (Malta 

2011). É importante destacar que a fração-boia tem seu preparo exclusivo por via 

seca (Lima et al. 2008). 

Em virtude do método de processamento do café cereja, os sólidos residuais 

obtidos têm diferentes terminologias, sendo polpa o termo designado para os 

sólidos provenientes do processamento por via úmida, e casca, os resíduos 

oriundos do processamento de café por via seca (Pandey et al. 2000b). Para se 

evitar complicações provindas de mesma nomenclatura, ressalta-se polpa como 

mesocarpo externo do fruto de café, e resíduo de polpa de café constituído do 

epicarpo e parte do mesocarpo. Dessa maneira, a casca é obtida seca, e a polpa, 

úmida, não contendo o pergaminho, que fica preso ao grão como forma de proteção 

(Bee et al. 2005). 

A água residual gerada no processamento úmido, por meio da flotação dos 

grãos de café, para separação e remoção da mucilagem adquire componentes 

solúveis e insolúveis da polpa e da própria mucilagem, tornando-a rica em 

compostos orgânicos constituídos por monossacarídeos (frutose, glicose e 

galactose), proteínas, pectinas, celulose, hemicelulose, polifenóis, taninos, cafeína, 
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corantes naturais (antocianinas) e lipídeos. Todos esses compostos carregados 

pelas águas residuais podem alterar e degradar solos, cursos dô§gua e poluir o ar 

quando lançados no ambiente sem tratamento prévio. O seu potencial poluidor 

surge desde a redução de oxigênio dissolvido e a eutrofização de corpos aquáticos 

até a produção de gases do efeito estufa, como metano, dióxido de carbono, gás 

sulfídrico e amônia, resultantes do metabolismo da microbiota anaeróbia aquática. 

Além disso, existe a possibilidade de contaminação dos lençóis freáticos 

subterrâneos (Hermosa 2014; Oliveira e Franca 2014).  

As composições da casca e da polpa de café são diferentes, porém a 

natureza dos compostos presentes nelas é similar. Esta diferença pode ser 

percentual na composição dos constituintes, dependendo do tipo de 

processamento, cultivar analisada, condições de cultivo, dentre outros fatores 

(Pandey et al. 2000a). O nível de umidade oscila de 7 a 18% para a casca, de 

acordo com as condições de processamento e estoque. A polpa contém, 

aproximadamente, 75% de umidade in natura, porém quando submetida a secagem 

e armazenamento, seu teor diminui para aproximadamente 13%. O alto conteúdo 

de carboidratos, proteínas, lipídeos e fibras de carboidratos insolúveis faz 

referência ao tipo de resíduo classificado, sendo que a casca e a polpa contêm, 

aproximadamente, 24% de açúcares totais, 14% de açúcares redutores, 2% de 

sacarose, 10% de proteínas, 2,5 % de lipídeos, 6,5% de substâncias pécticas totais 

e 18% de fibras (Pandey et al. 1999; Oliveira e Franca 2014). 

A existência de outros compostos orgânicos, incluindo cafeína, taninos e 

polifenóis, considerados de natureza tóxica e antinutricionais, não somente causa 

problemas de poluição ambiental como também restringe o uso destes resíduos à 

alimentação animal.  

A cafeína é um dos compostos ativos estimulantes mais poderosos e 

viciantes da natureza. É a principal substância contida no café, responsável por seu 

efeito estimulador, presente em concentrações de 0,87 a 1,3% na polpa do café 

seco, podendo apresentar concentrações de duas a dez vezes menores que na 

casca do grão (Pandey et al. 2000a; Ulloa Rojas et al. 2003). 

Os taninos são geralmente as substâncias tidas como o fator antinutricional 

que impossibilita o uso dos resíduos para a alimentação animal. Suas 
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concentrações podem variar de 1 a 10%, dependendo da espécie, variedade do 

café estudado e resíduo analisado (Pandey et al. 2000a; Oliveira e Franca 2014). 

Sabe-se que sua concentração aumenta ao longo da secagem da polpa e é maior 

nas variedades de café amarelo que nos vermelhos. Os níveis destes compostos, 

em arábica, correspondem a aproximadamente 1%, e a 2,3%, em robusta in natura; 

porém, após o processo de secagem, sobem para aproximadamente 5% nas 

cascas, e para 9% nas polpas (Esquivel e Jiménez 2012). 

Os ácidos clorogênicos incluem diferentes formas isoméricas e são os 

compostos fenólicos predominantes nos grãos de café. Sua disponibilidade e 

concentrações são afetadas por diversos fatores e se alteram de acordo com a 

variedade da planta, localização geográfica da lavoura e estado de maturação dos 

grãos, sendo estes aspectos inversamente proporcionais aos grãos de café e ao 

tipo de torra para consumo (Liang et al. 2016). As principais isoformas são 

epicatequina (21,6%), ácido 3,5-dicafeoilquínico (19,3%), ácido 3,4- 

dicafeoilquínico (5,7%), ácido 4,5- dicafeoilquínico (4,4%), catequina (2,2), rutina 

(2,1%), ácido protocatequínico (1,6%) e ácido ferúlico (1%). As atividades 

antioxidantes são descritas para alguns compostos polifenólicos e podem 

descrever um novo alvo industrial para a valorização destas biomassas (Pujol et al. 

2013). 

Durante o processo de exposição dos grãos de café a altas temperaturas 

(torra industrial), os carboidratos, os compostos fenólicos e as proteínas são 

transformados e/ou degradados, levando à formação de compostos escuros - as 

melanoidinas - produtos finais da reação de Maillard em que os polissacarídeos são 

despolimerizados e sofrem transglicosilações não enzimáticas para formação de 

novos polímeros. Os compostos fenólicos são altamente reativos, e, durante a torra, 

são unidos aos polissacarídeos por ligações éster nas melanoidinas. As proteínas 

possuem papel regulatório nas transglicosilações e, portanto, na composição das 

melanoidinas (Lopes et al. 2016; Moreira et al. 2017).  

 

2.2. Biomassas lignocelulósicas 

Os resíduos agroindustriais, também chamados de biomassas 

lignocelulósicas, s«o descritos como ñqualquer massa biológica que gere energia a 
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partir da decomposição de resíduos org©nicosò (Adam 2009). São compostas de 

lignina e polímeros de carboidratos (hemicelulose, celulose e pectinas), além  de 

pequenas partes de outros compostos (extratos, ácidos, sais e minerais) presentes 

na parede celular vegetal (Dionisio et al. 2009).  

A parede celular vegetal é uma matriz complexa, estruturada e resistente 

que envolve a célula vegetal, sendo subdivida em lamela média, parede primária e 

secundária, cuja distribuição de celulose, hemicelulose e lignina varia 

consideravelmente entre essas camadas (Figura 3). A porção polissacarídica, 

formada por celulose, pectina e hemicelulose, é denominada holocelulose (Agustin-

Salazar et al. 2018). A lamela média é a camada mais externa, composta, 

principalmente, por substâncias pécticas e proteínas, permitindo a formação de géis 

hidrofílicos que estabilizam as células adjacentes, fornecendo aderência e coesão 

tecidual. A distinção entre paredes primária e secundária é dada com base na fase 

de crescimento celular, quando são sintetizadas, e em sua composição, sendo que 

a primária é mais hidratada e gelatinosa (alta concentração de glicoproteínas, 

hemiceluloses, compostos pécticos e microfibrilas de celulose dispersas), enquanto 

a secundária é mais densa e menos hidratada, composta principalmente de 

celulose e hemicelulose, muitas vezes embebida em lignina (Siqueira e Filho 2010; 

Gomes 2017). A complexidade e a dinâmica desta estrutura favorecem diversas 

funções biológicas, como suporte mecânico, proteção física contra patógenos, 

regulação osmótica e transporte de materiais tanto ao nível celular quanto tecidual, 

além de promover a recalcitrância química e biológica necessária para adaptação 

ao ambiente terrestre e aplicação a processos industriais (Wei et al. 2009).  

A celulose e a hemicelulose são polissacarídeos constituídos por hexoses e 

pentoses envoltos em uma matriz amorfa que age como barreira natural ao ataque 

de microrganismos e/ou enzimas, tornando esses materiais estruturalmente rígidos 

e pouco reativos. Porém, podem ser hidrolisados a açúcares e, eventualmente, 

fermentados a produtos de valor agregado de interesse industrial (Santos et al. 

2012). 

A composição química básica da biomassa lignocelulósica, geralmente, 

contém 23-53% de celulose, seguido de 20-35% de hemicelulose, 10-35% de 

pectina, 10-30% de lignina e uma pequena quantidade de cinzas e extrativos, 
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variando em função do tipo de biomassa (Hargreaves 2008; Hernández-Beltrán et 

al. 2019). 

 

 

2.2.1. Celulose 

A celulose é o polímero linear de maior ocorrência mundial, cujas fibras 

encontram-se imersas numa matriz complexa, protegida pela rede de hemicelulose 

e lignina. Esse homopolissacarídeo é composto por cadeias com grau de 

polimerização de 4.000 a 15.000 unidades de glicose unidas por ligações 

anidroglicopiranosideas do tipo ɓ(1-4) (Figura 4), sendo que cada par dessa hexose 

é definido como celobiose - unidade conformacional mínima da celulose 

(Hargreaves 2008). 

Sua estrutura pode ser classificada em três níveis: o primeiro é definido pela 

sequ°ncia de res²duos ɓ-D-glicopiranosídicos, unidos por ligações covalentes, 

formando o homopolímero de anidroglicose com ligações ɓ-D (1Ÿ4) glicos²dicas, 

de forma geral (C6H10O5). O segundo descreve a conformação molecular, isto é, a 

organização espacial das unidades repetitivas, sendo caracterizado pelas 

distâncias das ligações e respectivos ângulos e também pelas ligações de 

hidrogênio intramoleculares. Já o terceiro nível define a associação das moléculas, 

formando agregados com uma estrutura cristalina, conferindo elevada resistência 

Figura 3: Ilustração esquemática da estrutura da parede celular vegetal (extraída de Lo Sciuto, 2015). 
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à tensão e tornando a celulose insolúvel em água, assim como um grande número 

de outros solventes de difícil acessibilidade enzimática (Santos et al. 2012). 

 

 

 

 

Geralmente, a celulose está presente no ambiente na forma cristalina e em 

pequenas quantidades de cadeias celulósicas paracristalinas não organizadas, de 

forma amorfa. Nesta última conformação, é mais susceptível à degradação 

enzimática (Sánchez 2009). 

A hidrólise completa da celulose requer a ação de enzimas: (i) endo-1,4-ɓ-

glicanase (conhecida por endocelulase ou endoglicanase), que atua catalisando a 

hidrólise aleatória de ligações glicosídicas presentes em porções internas das 

regiões amorfas da fibra de celulose gerando duas novas extremidades, uma 

redutora e uma não redutora; (ii) exo-1,4-ɓ-glicanase (conhecida como 

celodextrinase ou celobiohidrolase), que age nas extremidades redutoras e não 

redutoras das fibras de celulose, gerando glicose (celodextrinase) ou celobiose 

(celobiohidrolase) como produto final; e (iii) ɓ-glicosidade (conhecida por 

celobiase), que libera monômeros de D-glicose por meio da hidrólise de celobiose 

e das extremidades não redutoras de celulose. Entretanto, a hidrólise completa da 

celulose é limitada pela recalcitrância da biomassa vegetal e consequente 

dificuldade do acesso das enzimas hidrolíticas. Para contornar esse problema, 

Figura 4: Representação esquemática das ligações entre as fibras de celulose (extraída da internet). 
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alguns fungos produzem proteínas, chamadas swoleninas, responsáveis por 

promover uma desordem molecular de regiões cristalinas da fibra de celulose, 

resultando em afrouxamento e consequente exposição e solubilização das 

moléculas de celulose - processo denominado amorfogênesis (Martins 2012). 

2.2.2. Hemicelulose 

As hemiceluloses são um grupo de heteropolissacarídeos complexos 

compostos por polímeros de pentoses (D-xilose, L-arabinose), hexoses (D-manose, 

D-glicose, D-galactose) e ácidos de açúcares (ácido-D-glucurônico e ácido 4-O-

metil-glucurônico) (Saha 2003). Geralmente, são classificadas de acordo com o 

resíduo de açúcar principal no esqueleto, como, por exemplo, xilanas, mananas e 

glucanas (Figura 5) (Odega e Petri 2010). 

A composição química e as características estruturais variam amplamente 

conforme a espécie, localização subcelular e estágio de desenvolvimento. De forma 

geral, as hemiceluloses estão quimicamente associadas ou reticuladas a outros 

polissacarídeos, proteínas ou ligninas. Sua estrutura apresenta ramificações (baixo 

grau de polimerização ï 70 a 200) que interagem facilmente com a celulose, dando 

estabilidade e flexibilidade ao agregado (Kapoor et al. 2016). 

Comparadas à celulose, as hemiceluloses apresentam maior 

susceptibilidade à hidrólise ácida, pois oferecem maior acessibilidade aos ácidos 

minerais comumente utilizados como catalisadores. Essa reatividade é usualmente 

atribuída ao caráter amorfo desses polissacarídeos (Santos et al. 2012). 
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Figura 5 Representação esquemática dos polissacarídeos que compõe as hemiceluloses (extraído e adaptado de 
Buckeridge, 2014) 
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As hemicelulases incluem enzimas acessórias capazes de aumentar o 

rendimento de açúcares redutores durante a hidrólise enzimática dos substratos 

lignocelulósicos, e sua grande diversidade necessita de um conjunto variado de 

enzimas para degradação completa dos polissacarídeos (Robl et al. 2013). Para 

degradação da xilana, é necessário um arranjo de enzimas com diversos modos de 

ação, no qual (i) endo-1,4-ɓ-xilanase clivam aleatoriamente a cadeia principal da 

xilana; (ii) ɓ-xilosidases clivam os xilooligômeros, liberando xilose, enquanto as (iii) 

Ŭ-arabinofuranosidases removem as cadeias laterais de arabinose, que 

representam barreiras estéricas à cadeia principal da xilana. Os resíduos acetil e 

unidades de ácido glicurônico são removidos pelas (iv) acetil-xilana esterases e (v) 

Ŭ-glicuronidases, respectivamente (Walia et al. 2017). Por fim, as ramificações 

fenólicas são degradadas a partir da (vi) feruloil-esterases e (vii) ɟ-coumaroil-

esterases (Beg et al. 2001). 

As enzimas envolvidas na clivagem no polímero de manana são as (i) endo-

ɓ-mananases, que clivam aleatoriamente as ligações glicosídicas da cadeia 

principal de manana, as quais liberam os manooligômeros, que são substrato para 

as (ii) ɓ-manosidases. As (iii) ɓ-glicosidases removem as glicoses das cadeias 

laterais de glucomanana e galactomanana, enquanto as (iv) Ŭ-galactosidases e (v) 

acetil-manano esterases clivam cadeias laterais de galactomananos e liberam os 

grupos acetil de galactoglucomanano, respectivamente (Costa e Filho 2018). 

2.2.3. Lignina 

A lignina, depois da celulose, é a macromolécula mais abundante dentre as 

biomassas lignocelulósicas. É um complexo fenólico amorfo, tridimensional, não 

solúvel em água, opticamente inativo, que forma uma vedação física impermeável 

na parede celular da planta devido à sua interação com as fibras de celulose e 

hemicelulose (Figura 6). Está presente principalmente na lamela média e nas 

paredes secundárias, onde confere resistência mecânica, impermeabilização 

celular, proteção química (estresse oxidativo) e biológica, além de contribuir para a 

recalcitrância da biomassa lignocelulósica (Sánchez 2009).  

 Consiste em três diferentes unidades de fenilpropanos: álcool ɟ-cumarílico, 

álcool coferílico e álcool sinapílico. A proporção de cada unidade pode variar 

conforme o tecido e os diferentes grupos de plantas vasculares. Além disso, tais 
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unidades podem se organizar de diversas formas, o que promove a grande 

heterogeneidade de ligações observadas na molécula, tornando-se um desafio à 

sua biodegradação (Martins 2012). 

A estrutura da lignina não é homogênea, possui regiões amorfas e estruturas 

globulares. A composição e a organização dos constituintes da lignina variam de 

uma espécie para outra, dependendo da matriz de celulose-hemicelulose 

(Bortolazzo 2011). 

 

Para despolimerização da lignina, várias enzimas oxidativas, que catalisam 

reações específicas, estão envolvidas, como lacases, lignina peroxidase (LiP), 

manganês peroxidase (MnP), peroxidades versáteis (VP), peroxigenases não 

específicas (UPO), cloroperoxigenases (CPO), dentre outras, cada uma com seu 

mecanismo de ação particular (M kel  et al. 2016). As enzimas de atividades 

auxiliares, denominadas monooxigenases de polissacarídeos líticas (LPMOs), 

promovem clivagem oxidativa aleatória em polissacarídeos e oligossacarídeos, 

requerendo oxigênio molecular e vias enzimáticas (celobiose desidrogenase) ou 

não enzimáticas (ácido ascórbico) como doadores de elétrons, para formação de 

Figura 6 Representação esquemática das ligações entre as moléculas formadoras da lignina (extraída da internet). 
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novas extremidades redutoras e nativas no decorrer das cadeias (Vaaje-Kolstad et 

al. 2010; Chylenski et al. 2017). 

No processo de hidrólise enzimática dos materiais lignocelulósicos, a lignina 

atua como uma barreira física para as enzimas, as quais podem ser 

irreversivelmente capturadas pela lignina e, consequentemente, influenciar na 

quantidade de enzima requerida para a hidrólise, assim como dificultar a 

recuperação da enzima após a hidrólise (Santos et al. 2012). 

Mesmo presente em quantidades menores em relação à fração celulósica, a 

lignina confere limitação suficiente para retardar, ou mesmo impedir, a atuação 

microbiana sobre o material (Bortolazzo 2011). 

 

2.2.4. Pectina 

Pectinas são complexos de ácidos coloidais, de carga negativa, que, 

juntamente com as celuloses, são carboidratos abundantes presentes nas plantas, 

representando um terço de seu peso seco. Substância péctica é o nome genérico 

usado para os compostos que agem como substratos para atuação das enzimas 

pectinolíticas, como protopectina e ácidos pécticos, presentes na parede celular e 

na lamela média, contribuindo na firmeza e estrutura dos tecidos vegetais 

(Gummadi and Panda 2003; Jayani et al. 2005). 

Quimicamente, as substâncias pécticas são formadas por um esqueleto 

principal de resíduos de ácidos galacturônicos unidos por ligações glicosídicas do 

tipo ὄ-1,4, e os grupos carbonila são parcialmente esterificados de 60 ï 90% com 

metanol, de alto peso molecular (25 - 360 KDa), podendo conter cadeias laterais 

de arabinose, galactose e xilose (Gummadi and Panda 2003). Suas cadeias podem 

ser divididas em duas regiões - ñregi«o lisaò e ñregi«o peludaò (Figura 7) - e seu 

grau de esterificação varia conforme a fonte, estágio de crescimento e maturação 

dos frutos, vegetais ou tecidos (Zavala-Páramo et al. 2020). Em sua maioria, 

consistem em três domínios bem caracterizados estruturalmente: 

homogalacturanas (HGA), ramnogalacturanas I e ramnogalacturanas II (RGI e 

RGII), os quais formam uma rede que possui considerável potencial de modulação 

de suas estruturas pela ação das enzimas de degradação da parede celular (Yadav 

et al. 2009).  
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As homogalacturanas representam cerca de 65% da cadeia principal da 

molécula pectina, contendo resíduos de ácidos galacturônicos unidos por ligações 

ὄ-1,4 glicosídicas, que podem ser metilados na posição O-6. As ramnogalacturanas 

I s«o heteropol²meros compostos por unidades dissacar²dicas de res²duos de ὣ-

ramnopiranose e ácidos galacturônicos unidos por ligações do tipo ὄ-1,2 a cadeias 

laterais de açúcares neutros. Já a estrutura das ramnogalacturanas II consiste em 

uma cadeia principal de HGA com cadeias laterais formadas por cerca de 12 

açúcares diferentes (arabinose, galactose, xilose, fucose, ácido acérico, ácido 

glucurônico, apiose, etc.), sendo que, em algumas plantas, tem sido identificada na 

parede celular como polímero estrutural (Yadav et al. 2009).  

 

 

 

As substâncias pécticas estão presentes de várias formas nas plantas, o que 

é uma provável razão para a existência de diversas formas de enzimas 

pectinolíticas, as quais representam de 0,5 - 4% do peso de materiais frescos 

(Jayani et al. 2005). Em frutos imaturos, a pectina está ligada às microfibrilas de 

celulose, na parede celular, sendo que tais pectinas estão insolúveis e, portanto, 

conferem rigidez a esta. Porém, durante a maturação, a estrutura da pectina é 

alterada pela ocorrência natural de enzimas nos frutos. Essas alterações envolvem 

Figura 7: Estrutura da molécula de pectina (extraída e adaptada de Gupta, 2005). 
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a quebra da cadeia péctica ou das suas cadeias laterais ligadas às unidades da 

cadeia principal. Nesse caso, as pectinas tornam-se mais solúveis, e sua aderência 

à parede celular é perdida, deixando os tecidos vegetais mais macios (Jayani et al. 

2005). 

Devido à diversidade de substâncias pécticas, um amplo sistema de enzimas 

de degradação é necessário. Essas enzimas são classificadas de acordo com seu 

mecanismo de ação, substrato preferencial e tipo de clivagem (Kashyap et al. 

2001). Portanto, elas podem ser divididas em três grandes grupos: protopectinases, 

que degradam a protopectina insolúvel e polimerizam a pectina solúvel; esterases, 

que catalisam a deesterificação da pectina por meio da remoção dos ésteres 

metoxil; e depolimerases (polimetilgalacturonases - PMG e poligalacturonases - 

PG), que catalisam a clivagem hidrolítica das ligações ὄ-1,4 dos ácidos D-

galacturônicos (Kashyap et al. 2001; Jayani et al. 2005). 

As polimetilgalacturonases (PMG) realizam a hidrólise de ligações do tipo Ŭ-

1,4 no cerne da estrutura da pectina, gerando 6-metil-D-galacturonato. Essas 

enzimas agem preferencialmente em cadeias de pectina altamente esterificadas 

(Jayani et al. 2005). Já as poligalacturonases (PG) efetuam a catálise de ligações 

do tipo Ŭ-1,4 na cadeia de ácido poligalacturônico, produzindo D-galacturonato. 

Ambos os grupos abrangem enzimas com ação endo-, que catalisam a quebra 

randômica do substrato, e exo-, que catalisam a hidrólise na extremidade não 

redutora da pectina, produzindo mono e digalacturonato (Mohnen 2008). 

As pectina esterases (PE) catalisam a desesterificação do grupo metoxil, 

formando ácido péctico e metanol. Elas agem nos grupos metil-éster de unidades 

de galacturonato localizadas, preferencialmente, próximas a outras unidades não 

esterificadas (Kashyap et al. 2001). 

As pectato liases (PGL) atuam no rompimento de ligações glicosídicas do 

ácido poligalacturônico, formando produtos insaturados por meio de mecanismos 

de transeliminação, podendo agir, também, de forma endo ou exo no substrato 

(Jayani., 2005). Já as pectina liases (PL) são enzimas que atuam de forma 

randômica em cadeias altamente esterificadas de pectina, produzindo 

metiloligogalacturonatos insaturados, através de mecanismos de transeliminiação 

de ligações glicosídicas (Mohnen 2008; Jayani et al. 2005).  
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As enzimas pectinolíticas são amplamente empregadas nas indústrias 

alimentícias como auxiliares tecnológicos, além de possuírem ampla aplicação em 

extração e clarificação de sucos de frutas, redução da viscosidade, clarificação de 

vinhos, extração de óleos, remoção de cascas de frutas cítricas e desengomagem 

de fibras (Heerd et al. 2011). 

2.3.  Pré-tratamentos  

A recalcitrância encontrada na parede celular vegetal, obtida por meio de um 

arranjo complexo de sua estrutura composta, torna-se o principal obstáculo para 

uso integral da biomassa resultante em processos industriais.  

A forma de associação heterogênea entre as fibras microcristalinas de 

celulose e a presença de lignina, pectina e hemicelulose na superfície celular 

proporcionam baixa acessibilidade das enzimas hidrolíticas ao substrato, 

dificultando, assim, a liberação dos açúcares contidos nesses polímeros (Dashtban 

et al. 2009; Gomes 2017). O nível de recalcitrância de cada substrato 

lignocelulósico é único e se altera de acordo com a espécie, variedade e tecido 

vegetal (Silva e Filho 2017). 

Uma possível elucidação biológica para o fenômeno da recalcitrância 

química e física nas paredes celulares vegetais seria a resistência e a proteção à 

degradação por herbívoros, nematoides e insetos, como também prevenção a 

infecções microbiológicas tissulares  (Buckeridge e Souza 2014). 

Considerando-se tais atributos das paredes celulares vegetais, o processo 

de conversão de quaisquer das biomassas lignocelulósicas cruas, em sua forma 

recalcitrante nativa, a uma forma hidrolisada passível de utilização biotecnológica 

exige um passo de pré-tratamento destas.  

Os principais objetivos dos pré-tratamentos são remover ou fracionar os 

diferentes componentes da lignocelulose (em particular, a lignina), bem como 

reduzir a cristalinidade e o grau de polimerização da estrutura celulósica, aumentar 

a porosidade e a área de superfície acessível às enzimas de degradação, além de 

diminuir a força de coesão entre hemicelulose e celulose (Agbor et al. 2011; Gomes 

2017). Dessa forma, a biomassa vegetal torna-se mais vulnerável à hidrólise, seja 

ela química (ácida) ou microbiológica (enzimática). 
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Existem vários métodos de pré-tratamentos sendo desenvolvidos, cujas 

aplicações são fundamentadas na natureza do material a ser utilizado e em sua 

finalidade, bem como em qual fração a ser recuperada é de interesse 

biotecnológico.  

Pré-tratamentos físico-químicos associam fatores físicos (elevadas 

temperaturas) a fatores químicos (alteração de pH, líquidos iônicos, etc.) para 

impulsionar a digestibilidade da biomassa lignocelulósica. Já os pré-tratamentos 

ácidos utilizam soluções ácidas, diluídas ou não, em contato com a biomassa para 

solubilizar parte da hemicelulose, resultando em um licor hidrolisado rico em 

monossacarídeos; e, nos pré-tratamentos alcalinos, a remoção da lignina é 

alcançada com maior sucesso por meio de soluções de NaOH, KOH, Ca(OH)2 ou 

NH3. Os líquidos iônicos atuam em níveis intra e intermoleculares das biomassas, 

destruindo algumas das ligações químicas existentes entre os componentes das 

paredes celulares vegetais, gerando, simultaneamente, a redução da cristalinidade 

da celulose e a separação da lignina. Além disso, os pré-tratamentos biológicos 

buscam remover as frações da lignina por meio de fermentação sólida realizada, 

em grande parte, por fungos filamentosos únicos ou em co-culturas mistas, sendo 

estes responsáveis por secretar enzimas holocelulolíticas (celulases, pectinases e 

hemicelulases) que promovem a degradação da biomassa lignocelulósica (Silva e 

Filho 2017).  

Algumas características são levadas em consideração quanto à escolha do 

pré-tratamento a ser utilizado, como custo operacional do processo, se há 

necessidade prévia para a realização deste (etapas preparatórias, como moagem 

e/ou redução do tamanho das partículas), rendimento dos produtos de interesse e 

possibilidade de geração de compostos inibitórios durante o tratamento. Esta  

última característica é de extrema importância, uma vez que a lignina pode gerar 

compostos fenólicos, e os polissacarídeos, quando degradados, podem originar 

aldeídos e furanosídeos, que afetam ou inviabilizam o crescimento microbiano pós-

tratamento - etapa fundamental para alguns produtos de valor agregado 

pretendidos (Agbor et al. 2011). 

Muitas vezes, existe a combinação de pré-tratamentos mecânicos e físico-

químicos para que haja melhor rendimento e recuperação dos açúcares 
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fermentescíveis a posterior tratamento biológico, visando a produtos de interesse. 

A moagem, a trituração ou o corte dos resíduos lignocelulósicos almejam à redução 

do tamanho das partículas e à diminuição da cristalinidade e do grau de 

polimerização de seus constituintes, aumentando, portanto, a área de superfície 

acessível à degradabilidade enzimática subsequente (Hendriks and Zeeman 2009).  

Dentre os diversos pré-tratamentos físico-químicos, os hidrotérmicos 

utilizam somente água como reagente catalisador, seja na forma líquida (Liquid Hot 

Water - LHW) ou de vapor (explosão a vapor). Por essa característica, são também 

denominados auto-hidrolíticos (Yu et al. 2015). 

A grande efetividade destes pré-tratamentos é justificada por sua 

característica-chave, ou seja, a água quente promove a solubilização da 

hemicelulose e da lignina a 160°C, facilitando a formação de oligossacarídeos 

capazes de clivar as ligações hemiacetais e liberar ácidos catalíticos que auxiliam 

na gênese de monossacarídeos atuantes sobre as ligações éter da celulose 

amorfa, tornando-a, assim, mais acessível à fermentação, preservando sua forma 

cristalina. Como resultado, obtêm-se um líquido hidrolisado, rico em produtos 

hemicelulósicos, denominado licor, e uma fração sólida com maiores proporções 

de celulose e lignina menos recalcitrantes (Hendriks e Zeeman 2009; Agbor et al. 

2011; Silva e Filho 2017).  

Reações térmicas que excedem 180°C promovem a solubilização da lignina 

e, ao mesmo tempo, quase sempre produzem compostos fenólicos, heterocíclicos 

e aldeídos tóxicos e/ou inibitórios ao crescimento microbiano, tais como o furfural, 

5-hidroximetilfurfural (HMF), pentoses, vanilina, ácido vanílico, dentre outros. 

Mesmo em condições severas, não há delignificação completa da biomassa, uma 

vez que ocorre a precipitação e a recondensação de compostos solúveis da lignina 

(Hendriks e Zeeman 2009; Agbor et al. 2011; Behera et al. 2014).  

A diferença entre os pré-tratamentos em água quente líquida (LHW) e 

explosão a vapor ocorre em razão da quantidade e da concentração de produtos 

gerados, sendo mais concentrados na explosão e mais solubilizados em LHW 

(Hendriks and Zeeman 2009). Porém, diferentes tipos de biomassas possuem 

estruturas diferenciadas e apresentam mecanismos de reações distintos (LI et al. 

2014). 
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Como principais vantagens do LHW, têm-se a não inclusão de nenhum outro 

tipo de reagente químico ou catalítico, exceto água (1), evitando, assim, problemas 

de corrosão nos equipamentos (2), e a não geração de resíduos tóxicos (3), 

eliminando a necessidade de um passo de lavagem dos resíduos sólidos 

remanescentes para neutralização (4). Além disso, requer baixas temperaturas 

(150 - 200°C) para desempenho (5), baixo custo operacional e de manutenção (6), 

sendo passível de aplicação industrial em larga escala (7), e, ainda, não necessita 

de redução externa no tamanho das partículas da biomassa, uma vez que estas 

são quebradas durante o pré-tratamento (Wang et al. 2012; Behera et al. 2014).  

O fator de severidade (denominado log RO) de um tratamento hidrotérmico é 

utilizado para comparar e avaliar diferenças entre pré-tratamentos quanto a 

respostas distintas, correlacionando seus parâmetros a elas. Ele pode ser calculado 

por meio da equação proposta por Overend e Chornet (1987), na qual tempo e 

temperatura de exposição da biomassa lignocelulósica são fatores que afetam 

diretamente a eficiência destes, como, por exemplo, no aumento da digestibilidade 

da celulose por celulases ou na solubilização da hemicelulose. A seguir, é 

apresentada a equação de severidade. 

 

 

 

 

 

2.4. Paecilomyces formosus 

O gênero Paecilomyces abriga fungos cosmopolitas encontrados em solos, 

plantas, animais, ambientes internos e gêneros alimentícios. As espécies 

pertencentes a ele são termotolerantes, de rápido crescimento, mesmo em baixas 

concentrações de oxigênio disponível no meio (microaerofilia) e na presença de 

conservantes (resistência a formaldeído), sendo também oportunistas e 

nematófagos (Houbraken et al. 2008; Oka et al. 2015). Pela combinação destas 

Equação 1: Fator de severidade proposto por Overend e Chornet (1987), onde t (tempo em minutos), Ti 
(temperatura empregada - ºC), Tb (temperatura-base ï 100ÜC), ɤ (par©metro de ajuste ï 14,75). 
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características, tais espécies são frequentemente encontradas como deteriorantes 

de alimentos industrializados e bebidas pasteurizadas (Oka et al. 2014). 

Historicamente, este gênero foi proposto por Bainer (1907) para acomodar 

uma única espécie de P. variotii. Posteriormente, foram realizadas revisões e 

modificações literárias por Brown & Smith (1975) e Samson (1974), em que foram 

descritas 31 espécies. Luangsa-ard et al. (2004) efetuaram análises filogenéticas 

comprovando que Paecilomyces é um grupo polifilético, estando suas espécies 

subdivididas entre as ordens Sordariomycetidae e Eurotiomycetidae (Samson et al. 

2009). 

De acordo com sua taxonomia, Paecilomyces formosus pertence ao filo dos 

Ascomycetes, subfilo Pezizomycotina, classe Eurotiomycetes, subclasse 

Eurotiomycetidae, ordem Eurotiales e família Trichocomaceae (Sakaguchi et al. 

2018). Dentre os membros da família Trichocomaceae que possuem ampla 

distribuição e utilização industrial, estão os gêneros Aspergillus e Penicillium.  

Esta espécie participa do complexo de espécies de P. variotii, que abrange 

uma gama de espécies desse gênero, devido, principalmente, a suas similaridades 

fenotípicas. Algumas delas são patógenos humanos que causam muitos tipos de 

infecções em pacientes imunossuprimidos, como endocardites e infecções 

cutâneas leves, sendo que, dentre as mais virulentas, estão P. lilacinum e P. variotii. 

O tratamento para infecções causadas por esses patógenos é realizado por meio 

da ingestão de pequenas concentrações de Anfotericina B e Voriconazol, 

respectivamente (Barker et al. 2014). É importante destacar que não foram 

descritas, na literatura, qualquer infecção provocada por P. formosus. 

As características morfológicas (Figura 8) das colônias de P. formosus se 

configuram pelo rápido crescimento em temperatura ambiente, coloração marrom-

amarelado e superfície pulverulenta. Apresentam conidióforos hialinos 

irregularmente ramificados, clamidósporos de paredes lisas, globosas e levemente 

pigmentadas, conídios isolados elipsoidais ou cilíndricos, com truncamento nas 

extremidades (Samson et al. 2009; Lopes et al. 2017).  

Diversas aplicações industriais têm sido propostas para P. formosus em 

setores distintos: área biotecnológica, na produção enzimática de pectinases 

(Damásio et al. 2010b) e tanases (Houbraken et al. 2008); área ambiental, na 
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degradação e descoloração de corantes tóxicos (Bulla et al. 2017), detoxificação 

de águas residuais (Aftab et al. 2017), biofiltração de tolueno (Houbraken et al. 

2008), produção de fito-hormônios (Waqas et al. 2015) e controle biológico de 

pragas urbanas - escorpiões (Brites-Neto 2018), dentre outras. 

 

 

 

 

3 Justificativas 

A grande quantidade de resíduos agroindustriais gerada pela colheita e 

beneficiamento do café, bem como sua composição nutricional e bromatológica, 

torna esses resíduos interessantes substratos para o crescimento do fungo 

filamentoso P. formosus, produtor de ampla gama de enzimas e metabólitos 

secundários, uma vez que estes resíduos não possuem destinação apropriada. 

Em razão do alto índice de pectina presente na mucilagem do café, a busca 

por utilizar tais resíduos na produção de pectinases torna-se uma alternativa viável 

para minimizar o impacto ambiental ocasionado pelo descarte inadequado destes 

no meio ambiente, atentando-se, também, à aplicação dessas enzimas em diversos 

processos industriais. 

O interesse no uso dos licores obtidos por meio dos pré-tratamentos ocorre 

com o intuito de facilitar o cultivo de fungos filamentosos em fermentadores, visando 

à produção em larga escala dessas enzimas, visto que o emprego de substratos 

insolúveis dificulta o desenvolvimento e o controle da fermentação. A utilização de 

Figura 8: Estruturas reprodutivas assexuais de Paecilomyces formosus. A. Aspecto oliva-marrom dos conídios. Seta mostra 
o ponto de ramificação do conidióforo. B. Conídios elipsoidais. C. Isolado com conídios cilíndricos e setas apontando 
clamidósporos. D.  Visão morfológica macroscópica em placa de Petri. Escala da barra = 20ɛm. Extra²do e adaptado de 
LOPES, 2016. 
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fontes de carbono solúveis facilitaria este processo, já que a produção enzimática 

não estaria sujeita à hidrólise do substrato em sua forma natural. 

4 Objetivos gerais  

Aliado às tecnologias de pré-tratamento hidrotérmico como ferramentas para 

diminuição da recalcitrância dos materiais lignocelulósicos, o presente trabalho teve 

como objetivos avaliar o potencial de produção enzimática holocelulolítica da fração 

líquida (licor) obtida a partir do pré-tratamento em água quente líquida (LHW) de 

resíduos agrícolas de café como fonte de carbono para cultivo por P. formosus, 

bem como purificar e caracterizar enzimas pectinolíticas oriundas dessas 

fermentações. 

 O efeito de três variáveis do processo de pré-tratamento (concentração de 

biomassa, tempo e temperatura de exposição desta) e de quatro variáveis do 

processo de cultivo (pH do licor, temperatura de incubação, agitação e 

concentração de nitrogênio) foi analisado sobre a composição dos licores gerados 

e a produção de pectinases por P. formosus. Uma extensa caracterização de 

composição dos licores e resíduos sólidos remanescentes do processo de pré-

tratamento foi efetuada com o intuito de se traçar paralelos destes com a produção 

enzimática. Uma vez selecionadas as condições ideais de pré-tratamento e cultivo, 

novos cultivos foram realizados em frascos erlenmeyers. Ambos os parâmetros 

foram otimizados, almejando-se maximizar a produção pectinolítica para 

posteriores aplicações industriais. 
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1. Introdução 

Os resíduos lignocelulósicos são fontes de carbono alternativas, de baixo 

custo, alta qualidade e consistência, que oferecem soluções potenciais para os 

desafios atrelados à crescente demanda por sustentabilidade (Gurram et al. 2016).   

A indústria cafeeira gera, anualmente, grandes quantidades de resíduos 

ricos em compostos orgânicos (proteínas, lipídios, celulose, hemicelulose, lignina, 

compostos fenólicos, além de substâncias pécticas e outros polissacarídeos) que, 

geralmente, não possuem disposição final bem definida e são considerados tóxicos 

na natureza (Pandey et al. 2000b). Grandes estudos têm sido realizados com o 

objetivo de valorizar a natureza heterogênea dos compostos do café e introduzi-los 

no mercado. Diversas são as aplicações: na forma de biodiesel e etanol (Hermosa 

2014; Caetano et al. 2017), biogás (Battista et al. 2016), produção de ácidos 

orgânicos, como o ácido levulínico (Licursi et al. 2018) e ácido giberélico (Machado 

et al. 2002), carotenoides (Dias 2016), além de enzimas variadas, como Ŭ-amilases 

(Murthy et al. 2009), pectinases (Antier et al. 1993), xilanases e celulases (Navya e 

Pushpa 2013; Cerda et al. 2017a). Algumas instituições envolvidas no 

desenvolvimento e gerenciamento de rejeitos também coletam parte destes 

resíduos e comercializam para outras empresas, que os empregam em diferentes 

nichos, como de insumos de compostagem e de jardinagem, produção de 

cogumelos comestíveis, dentre outros (Pujol et al. 2013).  

A rica composição dos resíduos de café e outras biomassas lignocelulósicas 

somente se tornam disponíveis para a utilização biotecnológica se forem 

submetidas a algum tipo de pré-tratamento que exponha seus constituintes aos 

processos de conversão, sejam eles químicos ou microbiológicos (Jong et al. 2012).  

As diferentes metodologias de pré-tratamentos têm como principal objetivo 

modificar a estrutura da parede celular de forma a diminuir sua recalcitrância,  

aumentar a porosidade, a digestibilidade e a eficiência de conversão dos seus 

polímeros constituintes em açúcares fermentescíveis (Hendriks and Zeeman 2009; 

Zahoor and Yuanyuan 2014).  

 Os métodos de pré-tratamentos são divididos em físicos, químicos, físico-

químicos, biológicos, elétricos e as combinações geradas entre eles. Dentre os 

físicos, os pré-tratamentos térmicos são amplamente utilizados, nos quais as 
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biomassas são aquecidas a temperaturas acima de 100 ºC. Se as temperaturas 

são aumentadas acima de 150 ºC, partes das biomassas lignocelulósicas são 

solubilizadas; em primeiro estágio, os componentes hemicelulósicos e, 

posteriormente,  a lignina (Hendriks e Zeeman, 2009). 

O pré-tratamento utilizando água quente líquida (Liquid Hot Water ï LHW) 

enquadra-se nos pré-tratamentos hidrotérmicos, que aliam altas temperaturas a 

altas pressões para realizar a dissolução dos componentes hemicelulósicos 

utilizando somente água como solvente (Silva e Filho 2017). Durante o processo 

de catálise, adicionalmente aos compostos da hemicelulose, podem ser formados 

potenciais inibidores que dificultam ou inviabilizam o crescimento microbiológico 

(Akhtar et al., 2016). 

Os fungos filamentosos são microrganismos capazes de crescer em 

ambientes desfavoráveis. Neste âmbito, os fungos ascomicetos pertencentes ao 

gênero Paecilomyces são cosmopolitas, possuindo características que facilitam a 

colonização de diferentes ambientes, desde solos a hospedeiros patogênicos 

humanos (Dong et al. 2012). As diferentes espécies incluídas neste gênero variam 

a produção de um arsenal bioquímico de enzimas, como fitases (Laguna et al. 

2015), tanases (Battestin e Macedo 2007), lacases (Kluczek-Turpeinen et al. 2003), 

xilanases, celulases, pectinases (Damásio et al. 2010b; Patil et al. 2012a; Zerva et 

al. 2014), quitinases (Brites-Neto 2018), micotoxinas (Oka et al. 2014) e variados 

metabólitos secundários de aplicação biotecnológica.  

Neste capítulo, buscamos identificar as cepas de P. formosus melhores 

produtoras de pectinases sobre os diferentes pré-tratamentos aos quais foram 

submetidas. Variações dos parâmetros dos pré-tratamentos hidrotérmicos e das 

condições de cultivo para indução enzimática foram avaliadas. 

 

2. Materiais e métodos 

2.1. Reagentes 

Os reagentes pectina de frutas cítricas, xilana de aveia, carboximetilcelulose 

(CMC) e manana foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA). 

Obteve-se a peptona bacteriológica C da empresa AcuMedia, Neogen, (Indaiatuba 

- SP), e o ácido clorídrico PA e o hidróxido de sódio PA, da empresa Dinâmica 
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Química Contemporânea (Indaiatuba - SP). A coluna e a pré-coluna Dionex 

CarboPac-PA1 cromatográficas foram adquiridas da ThermoFischer Scientific 

(Waltham, MA, USA). 

 

2.2. Origem dos resíduos de café 

As cascas de café arábica e robusta, utilizadas no screening microbiológico, 

foram obtidas na cidade de Lavras ï MG, armazenadas em temperatura ambiente 

e submetidas à moagem para redução da granulometria e adequação ao processo 

de fermentação submersa. Para os cultivos de triagem e seleção dos isolados, as 

cascas de café não sofreram nenhum tipo de pré-tratamento térmico ou químico 

anterior à indução enzimática. 

Todos os resíduos do beneficiamento de café arábica, utilizados no 

planejamento experimental e pré-tratamentos, foram gentilmente cedidos pela 

Fazenda Boa Sorte, localizada no município de Campos Altos - MG. Antes de 

serem submetidos às etapas de pré-tratamento e fermentação, foram tomados 

alguns cuidados relativos a cada resíduo coletado: 

¶ Polpa (casca melosa): foi congelada até o momento da utilização, 

quando foi seca e, posteriormente, triturada, para ajuste da 

granulometria. 

¶ Casca tradicional: obtida do beneficiamento por via seca, foi 

armazenada em temperatura ambiente e triturada em moinhos de faca 

de bancada. 

¶ Casca desmucilada: obtida após secagem e processamento do café 

desmucilado, foi armazenada em temperatura ambiente e triturada em 

moinhos de faca de bancada. 

 

2.3. Screening das cepas utilizadas e potencial produtor de pectinases 

A micoteca do Laboratório de Enzimologia, Departamento de Biologia 

Celular, Universidade de Brasília, conta com nove cepas de P. variotii isoladas de 

diferentes ambientes, como distintos tipos de solos do cerrado (campo sujo, 
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cerradão floresta e cerrado stricto sensu), serrapilheiras e troncos de árvores do 

Distrito Federal.  

Inicialmente, oito dessas cepas foram submetidas à triagem para produção 

de enzimas pectinolíticas. A utilização delas foi autorizada com a concessão de 

acesso e remessa de amostra de componente do patrimônio genético nº 

010237/2015-1/CNPq. Além disso, essa micoteca é registrada (registro 1128) no 

World Data Center for Microrganism (WDCM). 

Para a indução da produção enzimática, os fungos foram crescidos sob 

fermentação submersa utilizando-se resíduos agrícolas gerados no beneficiamento 

do café (casca de café arábica), sendo que estes não sofreram qualquer tipo de 

pré-tratamento anterior. 

As suspensões de esporos foram obtidas a partir da raspagem da superfície 

das diferentes placas, crescidas por sete dias, contendo meio MEA 2% (extrato de 

Malte Agar) a 28 ºC, durante 10 dias, em incubadora do tipo BOD programada com 

fotoperíodo de 12 horas. A partir dessa suspensão de esporos, os meios de cultura 

foram inoculados com uma concentração de esporos equivalente a cerca de 1,35 x 

107 esporos/g de fonte de carbono. Os cultivos foram realizados em Erlenmeyers 

de 500 ml, contendo 200 ml de meio mínimo mineral (g/L: KH2PO4 7,0; K2HPO4 2,0; 

MgSO4.7H2O 0,5; (NH4)2SO4 1,0; extrato de levedura 0,6) enriquecido com uma das 

fontes de carbono complexas na concentração de 1% (m/v). Os cultivos foram 

realizados em duplicata, e os frascos, incubados a 28 ºC, sob agitação de 120 rpm 

durante 7 dias. Após este período, os cultivos foram filtrados a vácuo com auxílio 

de papel-filtro Whatman nº 5, e o material filtrado, denominado extrato bruto, foi 

preservado em câmara fria a 4°C, acrescido de azida sódica 0,2%.  

A cada dia durante o cultivo, foi retirada uma alíquota de 1 ml, devidamente 

congelada, para posterior determinação das atividades enzimáticas (CMCases, 

xilanases, mananases e pectinases) correspondentes àquele dia. 

 

2.4. Caracterização dos extratos brutos 

Os extratos brutos foram caracterizados quanto às atividades de 

carboximetilcelulases (CMCase), xilanases, mananases e pectinases. Os ensaios 

para detecção das atividades enzimáticas foram realizados em microescala, 
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utilizando-se uma alíquota de 5 µl de extrato bruto e 10 µl dos substratos 

carboximetilcelulose (CMC) 4%, xilana de farelo de aveia 1% (oat spelts), 

galactomanana 1% e pectina cítrica 1% (SIGMA), respectivamente. 

Os ensaios foram conduzidos a 50ºC, por 30 minutos, em microplacas de 

PCR incubadas em termociclador (BioRad). A determinação de açúcares redutores 

foi executada segundo o método do ácido dinitrosalicílico (DNS), descrito por Miller 

(1959), com a adição de 30µL de DNS à reação que foi submetida à fervura a 97°C 

por 10 minutos. A concentração de açúcares redutores liberados foi determinada a 

partir de leitura a 540nm em leitor de microplacas SPECTRAMAX (Molecular 

Devices, EUA). As atividades enzimáticas foram expressas em UI/ml, sendo que UI 

representa a quantidade de enzimas capaz de liberar 1 µmol de produto por minuto 

nas condições de ensaio. Foram realizadas curvas de calibração utilizando-se os 

monossacarídeos (glicose, xilose, manose e ácido galacturônico) como padrões 

para os cálculos das atividades de CMCase, xilanase, mananase e pectinase, 

respectivamente. 

 

2.5. Determinação de proteínas totais 

A concentração de proteínas totais foi determinada pelo método de Bradford 

(Bradford 1976), empregando-se o Kit Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, EUA). 

Uma solução de BSA (albumina sérica bovina), de concentração 0,1 mg/ml, foi 

usada para construção da curva padrão. 

2.6.  Análise estatística  

Com os dados referentes a cada curva de indução enzimática pelos oito 

diferentes isolados, realizaram-se a análise de variância multifatorial e o teste de 

Tukey, por meio do software R, para as médias, buscando-se avaliar os efeitos das 

cepas, tempo de cultivo, substrato e tipo de café que apresentaram as melhores 

atividades. 

Os três melhores isolados, que exibiram as maiores atividades pectinolíticas, 

foram selecionados para a realização da identificação molecular e o 

prosseguimento do trabalho. 
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2.7. Identificação molecular dos isolados 

Todas as cepas utilizadas neste trabalho foram identificadas 

morfologicamente como Paecilomyces variotii pelo grupo de pesquisa do professor 

Dr. Luís Roberto Batista (Laboratório de Microbiologia de Alimentos, Universidade 

de Lavras), com base em suas características miceliais e de crescimento em 

diferentes temperaturas. 

A identificação molecular dos isolados, anteriormente selecionados como 

melhores produtores pectinolíticos, foi realizada para assegurar a idoneidade das 

cepas trabalhadas, sendo que todo o processo foi executado em parceria com o 

grupo de pesquisa dos professores Dr. Robert Neil Gerard Miller e Dr. Gabriel 

Sérgio Costa Alves (Laboratório de Microbiologia: Interação Planta-Praga, 

Universidade de Brasília). 

Para isso, foram selecionadas as sequências de DNA correspondentes aos 

genes de calmodulina, ɓ-tubulina e ITS (Internal Transcribed Spacer) do RNA 

ribossomal (regiões 1 e 4).  

Culturas monospóricas dos três isolados fúngicos foram realizadas segundo 

protocolo de Keitt (1925), modificado por Ezekiel (1930) e Lambert (1939). As 

soluções de esporos foram diluídas de forma seriada e devidamente estriadas em 

placas contendo ágar-água até crescimento micelial inicial de único esporo (3 a 4 

dias). Estes esporos foram retirados e transferidos para placas de meio MEA 2% 

mantidas a 28 ºC por quatro dias, com o intuito de crescimento e esporulação das 

culturas.  A partir dessa biomassa, houve transferência para frascos Erlenmeyers 

de 500 ml, contendo 200 ml de meio MEA 2%. Os cultivos foram realizados em 

duplicata, e os frascos, incubados a 28 ºC, sob agitação de 120 rpm durante 5 dias. 

Após este período, os cultivos foram filtrados a vácuo com o auxílio de papel-filtro 

Whatman nº 5, e a massa micelial obtida foi encaminhada para extração de DNA e 

posterior reação em cadeia de polimerase (PCR). 

A extração de DNA foi efetuada segundo protocolo de Doyle & Doyle (1991), 

modificado por Patrocínio (2007), também conhecido por método 

fenol/clorofórmio/álcool isoamílico. 

A amplificação dos fragmentos através de PCR foi realizada por meio do kit 

GoTaq® Hot Start Polymerase (Promega, Madison, WI, USA), de acordo com as 
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instruções do fabricante. As regiões ITS ï sub-regiões (ITS1/ITS4), cal 

(calmodulina) e, ɓ-tubulina foram amplificadas pelas misturas do kit contendo 10 µL 

de tampão 5X Green GoTaq® Flexi Buffer, 8 µL de solução MgCl2 (25 mM1), 1 µL 

mix de nucleotídeos (dNTP), 0,25 µL GoTaq® Hot Start Polymerase, 1 µL dos 

respectivos primers fordward/reverse (Tabela 1) e 1 µL do DNA padrão a ser 

amplificado. As temperaturas de anelamento dos primers foram 55ºC para ITS, 

55ÜC para ɓ-tubulina e 53 ºC para calmodulina. 

 

Tabela 1 Sequência nucleotídica dos primers para as regi»es ITS, calmodulina e ɓ-tubulina 

Primers Sequência 

ITS 

ITS 1 Forward TCCGTAGGTGAACCTGCGG 

ITS 4 Reverse TCCTCCGCTTTATTGATATGC 

ɓ-tubulina 

Bt2a Forward GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 

Bt2b Reverse ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 

Calmodulina 

CMD5 Forward CCGAGTACAAGGARGCCTTC 

CMD6 Reverse CCGATRGAGGTCATRACG TGG 

 

As amostras amplificadas foram purificadas, quantificadas e enviadas para 

sequenciamento conforme instruções da empresa ACTgene Ludwig Biotecnologia 

(Alvorada/RS ï Brasil).  

Analisaram-se os resultados de cada sequenciamento por meio do software 

Geneious Bioinformatics 9.0.5; as sequências foram alinhadas, e a similaridade, 

analisada por Blast, contra a base de dados de sequências não redundantes (nr) 

do NCBI. 

 

2.8.  Pré-tratamento  

A casca de café tradicional triturada foi o resíduo utilizado para pré-

tratamento e geração dos licores indutores de holocelulases. Ela foi incubada com 

água destilada, em cilindros de aço inoxidável, vedáveis, de volume interno de 300 

ml (Swagelok, Ohio, EUA), em diferentes concentrações (1, 3 e 5% m/m), 
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temperaturas (140, 185 e 230ºC) e tempos de incubação (6, 14 e 23 minutos), de 

acordo com delineamentos fatoriais detalhados adiante. O peso final da mistura, 

entre biomassa e água, foi de 225 g em todos os pré-tratamentos.  

Os cilindros vedados, contendo a mistura de biomassa e água, foram 

aquecidos até a temperatura indicada e o tempo especificado para cada ensaio, 

determinado pelo planejamento estatístico, em um banho de areia fluidizado Tecam 

SBL-2 (Cole Parmer; Vernom Hils, IL, EUA) capaz de atingir altas temperaturas 

com precisão de ± 2ºC. 

Após a incubação da biomassa, os cilindros foram resfriados em uma mistura 

de água gelada e gelo por aproximadamente 10 minutos. A fração líquida, 

denominada licor, foi separada do sedimento por filtração a vácuo utilizando-se funil 

de Büchner e papel-filtro (Whatmann nº 5) e armazenada a -20ºC até o momento 

de utilização, para cultivo e análise de composição.  

 

2.9.  Planejamento experimental e design fatorial 

Foram testadas variações em diversos parâmetros, tanto do pré-tratamento 

hidrotérmico (LHW) quanto dos cultivos em frascos Erlenmeyers, para se 

determinar quais as melhores condições para produção de enzimas pectinolíticas.  

Dentre as variáveis testadas para os cultivos, avaliaram-se a temperatura de 

incubação, o pH do licor, a agitação e a concentração final de nitrogênio, durante o 

processo fermentativo, além daquelas aferidas no decorrer do pré-tratamento LHW:  

concentração de biomassa, tempo e temperatura de exposição. 

O efeito dos parâmetros do tratamento hidrotérmico e das condições de 

cultivo sobre a composição dos licores e a produção de holocelulases foi 

investigado por meio de planejamento experimental fatorial fracionado. 

O design experimental Plackett-Burmann foi planejado a fim de identificar e 

avaliar os efeitos dos fatores mais importantes para indução e produção enzimática 

nos licores resultantes dos diferentes pré-tratamentos. A Tabela 2 mostra os 

intervalos de variação, os níveis e a codificação das variáveis independentes 

utilizadas no design experimental, e a Tabela 3, a combinação dos níveis de fatores 

avaliados.  
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Os ensaios de cada tratamento foram realizados em duplicata, e o ponto 

central, replicado dez vezes. O nível de significância aplicado aos efeitos dos 

fatores das variáveis foi estabelecido por predição matemática através de superfície 

de resposta, avaliada por teste t, empregado a um p valor < 0,05%. O intervalo de 

confiança utilizado em todas as análises foi de 95%. 

 

 

Tabela 2: Intervalo de variação, níveis e codificação das variáveis utilizadas no planejamento 
experimental 

Variáveis Independentes Níveis 

  -1 0 1 

Tempo de PT* (min)  6 15 23 

Temperatura do PT* (°C)  140 185 230 

Concentração de biomassa (%)  1 3 5 

Nitrogênio (g/L)  0 0.5 1 

pH  4 7 10 

Velocidade de agitação (rpm)  87 120 154 

Temperatura do cultivo (°C)  20 28 36 

 *PT: pré-tratamento 

 

O software online Protimiza Experimental Design (Campinas/SP ï Brasil) foi 

utilizado para delineamento e avaliação das respostas obtidas. 

Os licores obtidos foram empregados como meio de cultura para 

crescimento de P. formosus e produção de enzimas. Considerando-se o design 

estatístico, os licores foram ajustados para pH 4,0 (nível -1, com HCl puro absoluto, 

para evitar alterações volumétricas e influências composicionais) ou para pH 10,0 

(nível 1, com NaOH 1M). Para suplementação de nitrogênio e alcance da 

concentração final designada, foi empregada Peptona Bacteriológica C. 

Realizaram-se atividades de CMCases, xilanases, mananases e pectinases, 

além da quantificação de proteínas, durante os dez dias de cultivos para cada 

tratamento. 
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Tabela 3: Planejamento experimental Plackett-Brurmann para avaliação e triagem de variáveis indutoras de atividades pectinolíticas 

Experimentos 
Tempo de PT 

(min.) 

Temperatura 

do PT 

(ºC) 

Concentração 

de Biomassa 

(%) 

Concentração 

de Nitrogênio 

(g/L) 

pH 

Velocidade de 

agitação 

(rpm) 

Temperatura 

do cultivo 

(ºC) 

1 23 (1) 140 (-1) 1 (-1) 0 (-1) 4 (-1) 154 (1) 20 (-1) 

2 23 (1) 230 (1) 1 (-1) 0 (-1) 4 (-1) 87 (-1) 36 (1) 

3 23 (1) 230 (1) 5 (1) 0 (-1) 4 (-1) 87 (-1) 20 (-1) 

4 23 (1) 230 (1) 5 (1) 1 (1) 4 (-1) 87 (-1) 20 (-1) 

5 23 (1) 230 (1) 5 (1) 1 (1) 10 (1) 87 (-1) 20 (-1) 

6 6 (-1) 231 (1) 5 (1) 1 (1) 10 (1) 154 (1) 20 (-1) 

7 23 (1) 140 (-1) 5 (1) 1 (1) 10 (1) 154 (1) 36 (1) 

8 6 (-1) 230 (1) 1 (-1) 1 (1) 10 (1) 154 (1) 36 (1) 

9 23 (1) 140 (-1) 5 (1) 0 (-1) 10 (1) 154 (1) 36 (1) 

10 23 (1) 230 (1) 1 (-1) 1 (1) 4 (-1) 154 (1) 36 (1) 

11 6 (-1) 231 (1) 5 (1) 0 (-1) 10 (1) 87 (-1) 36 (1) 

12 6 (-1) 140 (-1) 5 (1) 1 (1) 4 (-1) 154 (1) 20 (-1) 

13 23 (1) 140 (-1) 1 (-1) 1 (1) 10 (1) 87 (-1) 36 (1) 

14 23 (1) 230 (1) 1 (-1) 0 (-1) 10 (1) 154 (1) 20 (-1) 

15 6 (-1) 231 (1) 5 (1) 0 (-1) 4 (-1) 154 (1) 36 (1) 

16 6 (-1) 140 (-1) 5 (1) 1 (1) 4 (-1) 87 (-1) 36 (1) 

17 23 (1) 140 (-1) 1 (-1) 1 (1) 10 (1) 87 (-1) 20 (-1) 

18 6 (-1) 230 (1) 1 (-1) 0 (-1) 10 (1) 154 (1) 20 (-1) 

19 23 (1) 140 (-1) 5 (1) 0 (-1) 4 (-1) 154 (1) 36 (1) 

20 6 (-1) 230 (1) 1 (-1) 1 (1) 4 (-1) 87 (-1) 36 (1) 

21 6 (-1) 140 (-1) 5 (1) 0 (-1) 10 (1) 87 (-1) 20 (-1) 

22 6 (-1) 140 (-1) 1 (-1) 1 (1) 4 (-1) 154 (1) 20 (-1) 

23 6 (-1) 140 (-1) 1 (-1) 0 (-1) 10 (1) 87 (-1) 36 (1) 
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Tabela 3. Continuação... 

Experimentos 
Tempo de PT 

(min.) 

Temperatura 

do PT 

(ºC) 

Concentração de 

Biomassa 

(%) 

Concentração 

de Nitrogênio 

(g/L) 

pH 

Velocidade de 

agitação 

(rpm) 

Temperatura 

do cultivo 

(ºC) 

24 23 (1) 140 (-1) 1 (-1) 0 (-1) 4 (-1) 87 (-1) 20 (-1) 

25 14.5 (0) 185 (0) 3 (0) 0.5 (0) 7 (0) 120 (0) 28 (0) 

26 14.5 (0) 185 (0) 3 (0) 0.5 (0) 7 (0) 120 (0) 28 (0) 

27 14.5 (0) 185 (0) 3 (0) 0.5 (0) 7 (0) 120 (0) 28 (0) 

28 14.5 (0) 185 (0) 3 (0) 0.5 (0) 7 (0) 120 (0) 28 (0) 

29 14.5 (0) 185 (0) 3 (0) 0.5 (0) 7 (0) 120 (0) 28 (0) 

(*) Valores entre parênteses correspondem aos níveis ajustados de acordo com design experimental (**) Ensaios 25-29 correspondem ao ponto central do 

delineamento estatístico.  
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2.10.  Análises composicionais dos diferentes licores e resíduos de 

café 

A composição e a quantificação dos oligossacarídeos e 

monossacarídeos presentes nos diferentes licores obtidos foram 

determinadas de acordo com o método estabelecido pelo Laboratório 

Nacional de Energia Renovável (NREL), vinculado ao Departamento de 

Energia dos Estados Unidos (Sluiter et al. 2008). 

Para a composição de biomassas, uma massa de 1,5 g de cada casca 

de café tradicional pré-tratada (ensaios Tabela 2) foi embalada em papel-filtro 

e submetida a extração em extrator de Soxhlet durante 24 horas. Cada 

amostra foi submetida a extração dupla - uma com água destilada como 

solvente, e a outra, com álcool etílico 95%. 

Após cada extração, as amostras foram expostas a secagem em estufa 

de circulação de ar, a 60 ºC, durante 12 horas. Posteriormente, duas etapas 

de hidrólise foram realizadas: na inicial, ácido sulfúrico 72% (m/m) foi 

empregado durante 1 hora, a 30 ºC, e, em seguida, este mesmo ácido foi 

diluído a 4% (m/m), e a biomassa foi novamente hidrolisada por 1 hora, a 121 

ºC. Os teores de lignina ácido solúvel (ASL), lignina ácido insolúvel (AIL), teor 

de cinzas e umidade foram determinados conforme Sluiter et al. (2012), com 

absorbância a 205 nm (Rambo et al. 2013). 

Para hidrólise dos licores resultantes dos pré-tratamentos, uma 

alíquota de 5 ml de cada licor foi hidrolisada por autoclavagem (121ºC) com 

ácido sulfúrico 72% (m/m) durante uma hora, havendo posterior neutralização 

do pH com adição de carbonato de cálcio.  

A determinação da quantidade de açúcares foi estabelecida por 

cromatografia de troca aniônica de alta pressão, acoplada ao detector de 

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

DIONEX ICS3000 Ion Chromatography DC System (Dionex Co., CA, USA), 

utilizando-se coluna e pré-coluna CarboPac PA-1. A corrida foi realizada de 

acordo com a metodologia descrita por Widmer (2011), e foram construídas 

curvas de calibração com soluções padrões em diferentes concentrações 

(0,625 - 40 ɛM) de fucose, arabinose, ramnose, glicose, xilose, sacarose, 

galactose, manose, frutose, celobiose e ácido galacturônico.  
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3. Resultados e discussão 

3.1. Screening e seleção dos isolados 

A escolha por P. variotii foi embasada nas características metabólicas 

deste fungo, devido à sua alta capacidade biotecnológica e ao vasto arsenal 

enzimático, que inclui desde enzimas hidrolíticas, como xilanases, celulases, 

amilases, pectinases e quitinases, até enzimas envolvidas nas vias de 

degradação de compostos orgânicos considerados fatores antinutricionais, 

tais como fitases e tanases (Laguna et al. 2015). Sabe-se que os resíduos do 

café possuem grandes quantidades destes fatores antifisiológicos e 

antinutricionais, como cafeína, taninos, fitatos e polifenóis (Baggio 2006).  

Além de todos esses fatores, os fungos pertencentes ao gênero 

Paecilomyces possuem genes capazes de produzir resistência e degradação 

de formaldeídos, por meio dos genes que codificam sete enzimas 

responsáveis pela oxidação de formaldeído, dentre elas: duas enzimas 

ativadoras de formaldeído dependentes de glutationa, duas isoformas de S-

hidroximetilglutationa desidrogenase (S-HMGSH), duas S-formilglutationa 

hidrolases e uma formato desidrogenase dependente de NAD+  (Oka et al. 

2014). P. variotii mostrou-se altamente resiste a formaldeído, quando a 

enzima S-HMGSH foi capaz de degradar 4 mM deste substrato em um período 

de 30 horas em condições anaeróbicas (Oka et al. 2015).  

A adaptabilidade a ambientes adversos, que podem ser gerados 

durante o processo de pré-tratamento dos resíduos de café por meio de 

transformações bioquímicas de seus compostos de origem, foi determinante 

para a escolha do microrganismo a ser utilizado para a produção de 

pectinases a partir dessas biomassas lignocelulósicas.  

Dessa forma, oito das cepas testadas produziram holocelulases 

quando crescidas em meios de culturas líquidos contendo diferentes resíduos 

de café. A cepa 3RCSSE13, disponível na micoteca, não obteve crescimento 

micelial durante todo o processo de prospecção; portanto, não foi possível 

investigar sua secreção enzimática. 

A Tabela 4 apresenta os isolados, nomeados conforme cadastro na 

coleção de culturas e a codificação usada para este trabalho. 
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Tabela 4 Apresentação e codificação das cepas de P. variotii 

Cepas Código 

DCFS8 DC 

DCFT5 CF 

RCFS8 RC 

3DSST13 3DT13 

3RCSSE21 3RE21 

3RCSSE14 3RE14 

3RSST13 3RET13 

3RCSSE22 3RE22 

 

Os resultados das curvas de indução holocelulolítica das cepas 

testadas são apresentadas a seguir. 

 

 

Figura 9: Perfil de indução holocelulolítico de P. formosus 3RET13 em meio de cultura líquido 
acrescido de resíduos de café arábica 1% (m/v). ( ) Atividade de CMCase, ( ) atividade de 
xilanase, ( ) atividade de mananase, ( ) atividade de pectinase. 

 

A cepa 3RET13 (Figura 9) apresentou secreção enzimática 

holocelulolítica a partir do início do cultivo, com picos de atividades no primeiro 

dia para CMCase (0,03 UI/ml), com decréscimo ao longo dos dias. As 
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mananases expressas tiveram picos de atividade ao primeiro e quinto dias de 

cultivo, 0,04 e 0,05 UI/ml, respectivamente, sendo que, para xilanase, houve 

aumento da atividade enzimática com ápice no quinto dia (0,04 UI/ml). As 

atividades pectinolíticas obtiveram ápice nos dias quatro e seis de cultivo: 0,11 

e 0,10 UI/ml, consecutivamente. 

 

 

Figura 10: Perfil de indução holocelulolítico de P. formosus 3RE21 em meio de cultura líquido 
acrescido de resíduos de café arábica 1% (m/v). ( ) Atividade de CMCase, ( ) atividade de 
xilanase, ( ) atividade de mananase, ( ) atividade de pectinase. 

 

A cepa 3RE21 (Figura 10) apresentou padrões de secreção 

semelhantes para indução de xilanase e pectinase a partir do terceiro dia, 

porém com picos de atividades de pectinase no primeiro e sétimo dias, 0,17 e 

0,12 UI/ml, respectivamente, sendo que a atividade xilanolítica ocorreu no 

quinto dia, com pico de 0,04 UI/ml. Mananase teve atividade máxima no 

segundo dia (0,04 UI/ml), enquanto a atividade celulolítica obteve ápice no 

primeiro dia (0,03 UI/ml) de cultivo. 
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Figura 11: Perfil de indução holocelulolítico de P. formosus 3DT13 em meio de cultura líquido 
acrescido de resíduos de café arábica 1% (m/v). ( ) Atividade de CMCase, ( ) atividade de 
xilanase, ( ) atividade de mananase, ( ) atividade de pectinase. 

 

A cepa 3DT13 (Figura 11) demonstrou perfil pectinolítico, com pico de 

atividade no primeiro e sexto dias de cultivo (0,19 e 0,14 UI/ml, 

respectivamente); mananase (0,03 UI/ml) ao quinto dia, CMCase (0,04 UI/ml), 

ao primeiro, e xilanase, com pico de ascendência ao sexto dia (0,07 UI/ml). 
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Figura 12: Perfil de indução holocelulolítico de P. formosus 3RE14 em meio de cultura líquido 
acrescido de resíduos de café arábica 1% (m/v). ( ) Atividade de CMCase, ( ) atividade de 
xilanase, ( ) atividade de mananase, ( ) atividade de pectinase. 

 

A cepa 3RE14 (Figura 12) revelou padrão de aumento gradual a partir 

do segundo dia para xilanase, com pico de atividade nos dias quatro e seis de 

cultivo (0,04 e 0,05 UI/ml, nessa ordem). A pectinase (0,16 UI/ml) secretada 

atingiu pico no primeiro dia, com queda e estabilização a partir do quarto dia 

e novo aumento de atividade no sétimo (0,10 UI/ml). CMCase e mananase 

mantiveram atividades estáveis a partir do primeiro dia de cultivo, com leve 

decréscimo no quinto, e pico no sétimo dia, para mananases (0,07 UI/ml).    

 

 

Figura 13: Perfil de indução holocelulolítico de P. formosus 3RE22 em meio de cultura líquido 
acrescido de resíduos de café arábica 1% (m/v). ( ) Atividade de CMCase, ( ) atividade de 
xilanase, ( ) atividade de mananase, ( ) atividade de pectinase. 

 

O padrão de secreção e de picos de atividades estabelecido pela cepa 

3RE22 está demonstrado na Figura 13. A biomassa lignocelulósica induziu 

aumento gradual das atividades de manase, xilanase e CMCase a partir do 

primeiro dia, e decréscimo no quinto, alcançando picos de atividade no 

segundo dia, para mananases (0,05 UI/ml), e no quarto para CMCase (0,02 
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UI/ml), que se manteve constante durante o tempo de fermentação. A 

atividade xilanolítica exibiu ápice de produção no quarto dia (0,04 UI/ml), e a 

pectinase, nos dias primeiro e quinto, respectivamente (0,14 e 0,13 UI/ml). 

 

 

Figura 14: Perfil de indução holocelulolítico de P. formosus RC em meio de cultura líquido 
acrescido de resíduos de café arábica 1% (m/v). ( ) Atividade de CMCase, ( ) atividade de 
xilanase,         ( ) atividade de mananase, ( ) atividade de pectinase. 

 

Os padrões similares de atividade revelados pela indução 

holocelulolítica da cepa RC são apresentados na Figura 14. Pectinases 

obtiveram pico de atividade no primeiro dia (0,11 UI/ml), com decréscimo até 

o quarto dia e recuperação no quinto (0,08 UI/ml). Padrões semelhantes 

ocorreram com xilanase e mananase, que tiveram aumento sucessivo até 

atingirem picos de atividade ao quinto dia, 0,05 e 0,06 UI/ml, respectivamente. 

CMCase alcançou atividade máxima no primeiro dia (0,04 UI/ml) e, 

posteriormente, manteve estabilidade durante o processo fermentativo. 
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Figura 15: Perfil de indução holocelulolítico de P. formosus CF em meio de cultura líquido 
acrescido de resíduos de café arábica 1% (m/v). ( ) Atividade de CMCase, ( ) atividade de 
xilanase, ( ) atividade de mananase, ( ) atividade de pectinase 

 

Os padrões de secreção enzimática demonstrados pela cepa CF são 

mostrados na Figura 15. A atividade de pectinase teve aumento gradual até 

atingir seu ápice no quarto e sexto dias, 0,06 e 0,12 UI/ml, nessa ordem. O 

mesmo ocorreu para as atividades de CMCase e xilanase, onde a atividade 

enzimática máxima ocorreu no quinto dia (0,02 e 0,05 UI/ml), 

respectivamente, sendo que, para mananases, o pico indutor aconteceu no 

quarto dia (0,03 UI/ml).  
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Figura 16: Perfil de indução holocelulolítico de P. formosus DC em meio de cultura líquido 
acrescido de resíduos de café arábica 1% (m/v). ( ) Atividade de CMCase, ( ) atividade de 
xilanase,  ( ) atividade de mananase, ( ) atividade de pectinase 

 

Parâmetros semelhantes de secreção de enzimas distintas foram 

verificados pela cepa DC (Figura 16). Mananase (0,05 UI/ml), CMCase (0,03 

UI/ml) e xilanase (0,03 UI/ml), induzidas por café arábica, obtiveram dois picos 

de atividades - ao segundo e quinto dias - exceto a xilanase, cujo segundo 

pico ocorreu no sexto dia. Já as pectinases exibiram atividade máxima ao 

quarto dia (0,10 UI/ml). 

Apesar das diferentes enzimas apresentarem atividades máximas em 

dias distintos para a mesma cepa, pode-se notar que existe certo padrão de 

secreção de hemicelulases quanto à degradação da biomassa lignocelulósica, 

em que o fungo secreta um arsenal único de enzimas para degradar diferentes 

substratos. Esta resposta biológica ímpar ocorre devido à capacidade de 

produção de ampla variedade de enzimas e compostos metabólicos pré-

programados geneticamente (Cai et al. 2017; Silva e Filho 2017). 

Analisando-se os resultados obtidos por meio da análise de variância, 

foi possível detectar quais os efeitos de cada parâmetro estudado sobre as 

atividades enzimáticas.  
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As atividades enzimáticas obtidas durante as curvas de indução dos 

resíduos de café arábica, em todas as cepas avaliadas, foram consideradas 

subestimadas. Tal fato ocorreu devido à não implementação de nenhum tipo 

de pré-tratamento anterior ao período de incubação fúngica e produção 

enzimática, podendo-se afirmar que não houve quebra/diminuição da 

recalcitrância do material lignocelulósico utilizado como fonte de carbono para 

crescimento microbiológico. Este resultado pode ser confirmado após a 

utilização de pré-tratamento hidrotérmico sobre a mesma biomassa 

lignocelulósica adiante neste trabalho. 

Não obstante a este evento, a biomassa utilizada foi capaz de induzir a 

secreção heterogênea de holocelulases. As cascas de café arábica 

demonstraram ser pouco superiores para a indução de pectinase (0,10 UI/mla, 

respectivamente), seguida pela indução de mananase (0,032 UI/mlc), que, 

discretamente, apresentou ser um melhor substrato indutor para estas 

enzimas do que para celulase e xilanase, não havendo diferenças 

significativas entre elas. 

O tempo de secreção das enzimas no meio foi significante, de forma 

individualizada para cada cepa em questão; porém, houve conformidade entre 

todas, para maiores atividades pectinolíticas a partir do quarto dia de cultivo. 

Dentre as cepas que obtiveram melhores atividades pectinolíticas, a 

composição bromatológica da biomassa (resultados mostrados adiante) 

apresentou influência direta. Os resultados obtidos são apresentados na 

Tabela 5.  
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Tabela 5: Atividades pectinolíticas médias em casca de café arábica 

Cepas Atividades 

3RE21 0,10 UI/mlab 

3RE22 0,09 UI/mlbcd 

3RET13 0,09 UI/mlbcd 

3RE14 0,08 UI/mlbcd 

CF 0,08 UI/mlde 

3DT13 0,08 UI/mlde 

DC 0,07 UI/mlef 

RC 0,05 UI/mlfg 

*Letras minúsculas laterais indicam comparações das médias realizadas por teste de Tukey. 

 

Comparando-se os resultados obtidos, as cepas determinadas para a 

continuação deste trabalho foram 3RE21, 3RET13 e 3RE14 por possuírem as 

maiores atividades em ambos os substratos utilizados (foram testados 

resíduos de café robusta conjuntamente aos resíduos de café arábica, porém 

estes dados serão mostrados em anexo). A cepa 3RE22 obteve melhores 

induções em café robusta, por isso não foi selecionada para prosseguimento 

do trabalho. 

A indução enzimática por casca de café pode ser explicada graças à 

camada de mucilagem contida no interior do mesocarpo, que apresenta 

grandes quantidades de pectina no teor de sólidos solúveis, cafeína e acidez, 

presentes nestes resíduos (Halal 2008).  

A ampla utilização de pectinases no processo de fermentação de café 

é feita durante a etapa de remoção da mucilagem (desmucilagem), na 

degradação da pectina existente, liberando componentes polifenólicos, como 

cafeína, taninos e ácidos clorogênicos, responsáveis por notas de sabores 

adquiridas após o processamento (Zavala-Páramo et al. 2020).  

 

3.2. Identificação das cepas  

O sequenciamento das cepas 3RE21, 3RET13 e 3RE14 possibilitou a 

identificação das sequências nucleotídicas dos fragmentos amplificados das 

três cepas em ambos os primers (fordward e reverse), facilitando a 
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comparação das nossas sequências àquelas depositadas na coleção de 

sequências de nucleotídeos do GenBank/NCBI (National Center for 

Biotechnology) por meio da ferramenta Standard Nucleotide BLAST (Basic 

Local Alignment Search Tool - www.blast.ncbi.nlm.nih.gov ).  A Figura 17 

mostra a qualidade das sequências utilizadas para alinhamento e identificação 

das cepas. 

 

 

 

As análises conjuntas e isoladas das sequências amplificadas de cada 

um dos três genes utilizados indicaram similaridade às sequências da espécie 

anamorfa Paecilomyces formosus, pertencente a um dos nove táxons do 

gênero Byssochlamys. Dentro deste  gênero, cinco desses táxons são ditos 

teleomorfos (B. fulva, B. laguncularidae, B. nívea, B. zollerniae e B. spectabilis 

ï anamorfo P. variotii), enquanto os outros quatro são estritamente anamorfos 

(P. saturatus, P. brunneolus, P. divaricatus e P. formosus) (Samson et al. 

2009).  

A utilização de três diferentes genes durante a identificação molecular 

garante a confirmação da espécie. Para este trabalho, utilizamos as sub-

regiões ITS 1 e 4, sendo que Barker et al ( 2014) utilizaram as regiões ITS 

D1/D2 e ɓ-tubulina, encontrando identidade de sequências em 99,6% com  P. 

variotii.  

A junção das metodologias morfológicas e moleculares, aplicadas à 

pesquisa literária do microrganismo de interesse, que guiaram a escolha dos 

genes a serem utilizados na identificação possibilitaram a certificação do 

fungo P. formosus, no qual, por meio destas análises, puderam ser percebidas 

similaridades moleculares e proteômicas e pequenas diferenças morfológicas 

entre as cepas. As Figuras 18 e 19 exibem o grau de similaridade entre as 

Figura 17: Sequências bidirecionais do gene cal da cepa 3RE21 

http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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sequências genômicas de P. formosus e P. variotii demonstradas por 

diferentes metodologias de identificação encontradas na literatura (que não 

foram testadas neste estudo). 

 

 

 

 

 

 

3.3. Cultivo de P. formosus nos licores 

A Tabela 6 mostra o delineamento experimental utilizado com as 

variáveis independentes não codificadas de cada pré-tratamento e seu 

respectivo fator de severidade. Os valores dos fatores de severidade variaram 

entre 1,96 e 5,19. 

Figura 19: Representação proteômica de isolados de P. formosus e P. variotii obtidas por MALDI-TOF. (Extraída de Barker, 2014) 

Figura 18 Árvores filogenéticas parciais do gênero Byssochlamys. Relação de parentesco entre P. formosus e P. variotii (Extraída de 
Samson, 2009) 
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Tabela 6: Fator de severidade tratamentos 

Ensaios Tempo 

(min) 

Temperatura 

(ºC) 

Concentração 

(% m/m) 

Fator de 

severidade 

1 23 140 1 2.54 

2 23 230 1 5.19 

3 23 230 5 5.19 

4 23 230 5 5.19 

5 23 230 5 5.19 

6 6 230 5 4.61 

7 23 140 5 2.54 

8 6 230 1 4.61 

9 23 140 5 2.54 

10 23 230 1 5.19 

11 6 230 5 4.61 

12 6 140 5 1.96 

13 23 140 1 2.54 

14 23 230 1 5.19 

15 6 230 5 4.61 

16 6 140 5 1.96 

17 23 140 1 2.54 

18 6 230 1 4.61 

19 23 140 5 2.54 

20 6 230 1 4.61 

21 6 140 5 1.96 

22 6 140 1 1.96 

23 6 140 1 1.96 

24 6 140 1 1.96 

25 14.5 185 3 3.66 

26 14.5 185 3 3.66 

27 14.5 185 3 3.66 

28 14.5 185 3 3.66 

29 14.5 185 3 3.66 
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O cálculo do fator de severidade nem sempre é capaz de avaliar a 

eficiência e predizer respostas dos tratamentos. Portanto, variações nos 

ajustes dos parâmetros da equação podem nos ajudar a correlacionar 

propostas para melhorar a análise dos dados. 

Visando facilitar a ordem dos experimentos, o planejamento estatístico 

foi subdividido em quatro tratamentos que combinavam as mesmas condições 

de cultivo (temperatura de cultivo e velocidade de agitação). A Tabela 7 

mostra a forma como foram conduzidos estes experimentos, nos quais 

somente a cepa P. formosus 3RE21 foi empregada durante esta análise. 

 

Tabela 7: Subdivisão do planejamento estatístico fatorial 

 Temperatura (ºC) Velocidade de agitação (rpm) 

Condição A 20 87 

Condição B 36 87 

Condição C 36 154 

Condição D 20 154 

Ponto Central 28 120 

 

Quando inoculado nos experimentos da condição A, P. formosus 

cresceu em todos os licores. O crescimento e o desenvolvimento deste fungo 

em meios líquidos ocorrem em forma de grumos de micélio médios ou 

grandes, únicos ou não. Este fato é observado devido às baixas rotações em 

que os meios de cultura foram acondicionados.   

Os resultados das induções enzimáticas são apresentados na Figura 

20. Verifica-se maior atividade enzimática no experimento 24 para todas as 

enzimas CMCase (a), xilanase (b), mananase (c) e pectinase (d), ao passo 

que os outros ensaios tiveram atividades menores, exceto para mananase (c) 

no segundo dia de cultivo. Já as concentrações proteicas (e) variaram durante 

o período de incubação, dependendo do experimento realizado. 

O fator de severidade do pré-tratamento utilizado para cada um dos 

experimentos influenciou de forma sistemática nas atividades enzimáticas 

produzidas durante o período de incubação. Os ensaios 3, 4 e 5 obtiveram o 
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maior fator de severidade (logRo 5,19) dentre todos os experimentos da 

condição, enquanto o ensaio 24, o menor (logRo 1,96). 
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Figura 20: Mapas de calor demonstrando os perfis enzimáticos dos experimentos contidos nas condições de cultivo A. (a) CMCase (b) xilanase (c) mananase (d) pectinase (e) 

concentração proteica. 

 

(a) (b) (c) 

(d) (e) 
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Na Figura 21, estão os perfis enzimáticos obtidos na condição B. Os 

licores utilizados para estes cultivos possuem fatores de severidade variados, 

em sua maioria (logRo 1,96 a 5,19), influenciando individualmente cada 

atividade enzimática. Porém, uma maior indução enzimática para todas as 

enzimas analisadas pôde ser evidenciada entre o segundo e quinto dias de 

cultivo, podendo ser explicada pela adaptação do microrganismo em questão 

a altas temperaturas, lembrando-se da termotolerância já descrita para P. 

formosus.  
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Figura 21: Mapas de calor demonstrando os perfis enzimáticos dos experimentos contidos nas condições de cultivo B. (a) CMCase (b) xilanase (c) mananase (d) pectinase (e) 

concentração proteica total. 

(a) (b) (c) 

(d) (e) 



 

 

87 
 

 

 

 

 

Os perfis enzimáticos, obtidos na condição C, podem ser visualizados 

na Figura 22. 

A combinação de alguns fatores, como a interação entre maior 

temperatura de incubação e alta agitação, além da composição dos licores, 

neste tratamento, teve reflexos sobre as atividades enzimáticas obtidas dentro 

de cada licor utilizado como meio de cultura. Verificou-se que o fator de 

severidade foi considerado mediano, em sua maioria (logRo 2,54 ï ensaios 7, 

9 e 19). 

Um mesmo padrão de indução foi obtido entre CMCases [Fig. 22 (a)], 

xilanases [Fig. 22 (b)] e mananases [Fig. 22 (c)], com altos níveis de secreção 

enzimática no segundo, quarto e nono dias de cultivo, sendo que pectinases 

(Fig. 22 (d)) alcançaram picos ativos no quarto dia.   

 Pôde-se observar quando a temperatura de cultivo foi maior em ambas 

as condições (B e C), maiores níveis de atividades enzimáticas entre o 

segundo e quinto dias foram obtidas. Além disso, uma maior agitação (154 

rpm) ao final do cultivo propiciou novo pico de atividade, devido à restauração 

dos níveis de oxigenação ao meio de cultura.  
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Figura 22: Mapas de calor demonstrando os perfis enzimáticos dos experimentos contidos nas condições de cultivo C. (a) CMCase (b) xilanase (c) mananase (d) pectinase (e) 
concentração proteica total. 

(a) 
(b) 

(c) 

(d) 
(e) 
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Na Figura 23, podem ser visualizados os perfis enzimáticos atingidos 

na condição D. 

As atividades enzimáticas obtidas pela maioria dos licores variaram 

durante os dias de cultivo, pois, para xilanases [Fig. 23 (b)] e mananases [Fig. 

23 (c)], altos níveis de secreção foram alcançados no primeiro dia, e, para 

CMCases [Fig. 23 (a)], a indução enzimática ocorreu em dias variados.  

Estes resultados corroboram aqueles obtidos no tratamento A (também 

crescido em temperatura de 20 ºC), nos quais a ampla variação do fator de 

severidade dos licores interferiu na indução pectinolítica. Os licores 1, 12 e 22 

exibiram os menores fatores de severidade dentro do tratamento (logRo 2,54, 

1,96 e 1,96), induzindo, consequentemente, maior atividade pectinolítica em 

dias alternados. Já os demais licores apresentaram fatores de severidade 

altos (logRo 4,61 e 5,19), dificultando a indução de pectinases. 

 Embora a agitação tenha sido alta, a atividade catalítica das enzimas 

analisadas sofreu pouca interferência quanto à aeração dos meios indutores.  
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Figura 23: Mapas de calor demonstrando os perfis enzimáticos dos experimentos contidos nas condições de cultivo D. (a) CMCase (b) xilanase (c) mananase (d) pectinase (e) 

concentração proteica total. 

(a) 
(b) 

(c) 

(d) 
(e) 
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A Figura 24 mostra os perfis enzimáticos obtidos a partir da 

fermentação do ponto central. 

O ponto central foi planejado experimentalmente para abrigar as 

condições neutras das variáveis independentes, tanto de pré-tratamento 

quanto de cultivo. As atividades enzimáticas deste cultivo demonstraram ser 

um misto do perfil enzimático dos outros tratamentos submetidos 

anteriormente - com CMCases [Fig. 24 (a)] e mananases [Fig. 24 (c)] sendo 

secretadas no final do cultivo, e pectinases [Fig. 24 (d)] e xilanases [Fig. 24 

(b)], no início. Verificou-se que a atividade pectinolítica permaneceu constante 

durante todos os dias de incubação.  

O nível de oxigenação gerado pela agitação de 120 rpm demonstrou 

suprir a necessidade do microrganismo, possibilitando o aumento da secreção 

das enzimas analisadas a partir do sétimo dia de cultivo. 
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Figura 24: Mapas de calor demonstrando os perfis enzimáticos dos experimentos contidos nas condições de cultivo ponto central. (a) CMCase (b) xilanase (c) mananase (d) 
pectinase (e) concentração proteica total. 

(a) 
(b) 

(c) 

(d) 
(e) 
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Os padrões de atividade para cada uma das enzimas analisadas, 

produzidas a partir dos licores utilizados como meio indutor, em função do 

tempo de incubação e enriquecimento destes, evidenciam quais fatores do 

pré-tratamento e cultivo exerceram influência significativa sobre as atividades 

enzimáticas. Estas interferências serão discutidas no item a seguir. 

 

3.4. Análise da superfície de resposta 

 O intuito de se realizar o design do planejamento experimental, 

incluindo, em conjunto, as variáveis independentes do pré-tratamento e do 

cultivo, foi avaliar quais delas exercem maior influência sobre a atividade 

pectinolítica de P. formosus.  

 Os efeitos de cada variável do processo sobre a atividade enzimática, 

em cada dia de incubação, foram calculados por meio da metodologia da 

superfície de resposta.  

 Na Tabela 8, estão os efeitos das variáveis do pré-tratamento e cultivo, 

bem como suas interações diárias sobre a secreção de pectinase, dentro do 

cultivo realizado. 

 

Tabela 8: Efeitos das variáveis independentes dos pré-tratamentos e cultivos e suas interações sobre a 

atividade pectnolítica em função dos dias de cultivo. 

  DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA 7 DIA 8 DIA 9 
DIA 
10 

Tempo de PT -1.38 -2.33* -1.48* -0.92 -1.90* -5.31* -2.05* -1.33* -0.68* 0.93* 

Temperatura 
do PT 

-1.41 -2.56* -1.36* -0.98 -2.37* -5.05* -2.05* -1.28* -0.50 0.80* 

Concentração 
de Biomassa 

-2.87* -2.64* -1.79* -1.82* -1.06 -4.61 -1.60 -0.60 0.03 1.59* 

Concentração 
de Nitrogênio 

0.54 -0.70 -0.91 -0.16 -0.81 -4.03 -1.46 -1.11* -0.51 0.47 

pH -2.35* -3.97* -2.51* -3.33* -3.31* -5.75* -2.46* -1.59* -1.21* -1.70* 

Velocidade 
de agitação 

1.86 -0.60 -0.69 -0.74 -0.76 -4.85 -2.46* -1.65* -1.47* -1.90* 

Temperatura 
do cultivo 

-1.85 -2.75* -0.28 0.66 -2.03* -4.51 -1.04 -0.94* -0.46 -1.07* 

(i) Nível de significância aplicado com p valor < 0,05. (ii) valores demarcados com (*) apresentam diferença 
estatística significativa. 
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Com base nos efeitos calculados e na experimentação prática, algumas 

considerações podem ser inferidas.  

No que tange às variáveis dos pré-tratamentos, o tempo de incubação 

e a temperatura à qual a biomassa é exposta estão intimamente relacionados, 

de forma que, quanto menor eles forem, maiores atividades enzimáticas serão 

obtidas. Estes elementos são utilizados para o cálculo do fator de severidade 

de cada licor gerado.  

Como já se sabe, altos fatores de severidade implicam em maior 

geração de compostos inibitórios ao crescimento microbiano (Hendriks e 

Zeeman 2009), sendo o pré-tratamento LHW capaz de solubilizar mais de 

80% da hemicelulose presente na parede celular de biomassas 

lignocelulósicas, principalmente na forma de oligômeros. Em temperaturas 

acima de 180 ºC, ocorre, também, solubilização da lignina e seus compostos 

de formação; dentre eles, o furfural, o ácido glucurônico e o ácido acético são 

formados a partir da degradação de grupos O-acetilados de cadeias 

ramificadas da hemicelulose (Yu et al. 2015).  

A concentração de biomassa utilizada em cada pré-tratamento 

influencia diretamente a concentração de açúcares redutores presentes nos 

licores. Pequenas porções de biomassas pré-tratadas disponibilizam maiores 

concentrações destes açúcares conforme o aumento da temperatura e o 

tempo que ficam incubadas. Porém, altas temperaturas e tempos promovem 

a degradação destes (Behera et al. 2014).  

Com relação ao binômio tempo x temperatura de pré-tratamento, a 

atividade pectinolítica de P. formosus sobre o licor gerado a partir de baixas 

concentrações de resíduos de café (1% e 3%) foi aumentada durante os 

quatro primeiros dias de cultivo, não havendo interferências da quantidade de 

biomassa utilizada para geração do licor a partir do quinto dia. Dessa forma, 

supõe-se que a alta capacidade de resistência metabólica desta espécie seja 

responsável pela adaptação ao ambiente hostil. Silva e Filho (2017) 

encontraram o mesmo padrão quando identificaram maior atividade de 

xilanase, proveniente de A. niger crescido em licores oriundos de pré-

tratamento hidrotérmico em bagaço de cana 1%, em relação ao mesmo licor 

obtido nas mesmas condições de tempo e temperatura de exposição (30 

minutos a 170ºC), porém com concentração de 11% da referida biomassa.  
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É importante ressaltar que menores quantidades de biomassas pré-

tratadas, além de renderem maiores concentrações de açúcares redutores, 

também facilitam a recuperação do licor obtido ao final do processo. Tais 

características abrem espaço para seu emprego em larga escala, uma vez 

que a baixa severidade destes tratamentos amplia o leque de utilização destes 

licores industrialmente. 

No que diz respeito aos efeitos das variáveis independentes dos 

cultivos, somente o pH inicial do meio exerceu influência direta sobre a 

atividade enzimática durante todo o processo de incubação, no qual P. 

formosus obteve maiores secreções pectinolíticas nos tratamentos com 

licores de pHs mais ácidos. 

As reações que ocorrem durante o LHW propiciam a acidificação do 

meio aquoso utilizado. Sob altas temperaturas, o pH e o pKa da água são 

alterados, e esta passa a atuar como um ácido fraco por meio da liberação de 

íons hidrônio (H3O+) resultantes de sua autoionização. Isso porque, nos 

primeiros momentos, essa modificação química é o principal fator que leva à 

despolimerização da hemicelulose, devido à quebra de suas ligações 

glicosídicas. Além disso, grupos acetil e outros substituintes laterais da 

hemicelulose, como o ácido glucurônico e ácido O-metilglucurônico, oriundos 

da xilana, bem como o ácido galacturônico, advindo da hidrólise de substratos 

pécticos, são liberados para o meio aquoso, constituindo uma fonte local de 

ácidos orgânicos que contribuem para a acidificação do meio (Li and Zheng 

2017). 

O efeito da interação entre pH e temperatura altera a estabilidade de 

pectinases, uma vez que estas enzimas são pH dependentes (Kohli e Gupta 

2015a). Pectinases alcalinas são, geralmente, produzidas por bactérias, 

enquanto pectinases ácidas são geradas por fungos filamentosos e leveduras 

(Gummadi e Panda 2003). 

A suplementação de nitrogênio por meio de uma fonte orgânica deste 

composto não gerou qualquer intervenção sobre as atividades enzimáticas de 

P. formosus, contrariando resultados encontrados por Giraldo et al. (2012) e 

Minussi et al. (1997), nos quais a adição de 1% de peptona e 1% de extrato 

de levedura, respectivamente, aumentou a secreção enzimática de P. variotii 

e  P. griseoroseum.  
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A não necessidade de suplementação ao meio pode ser interpretada 

como excesso de disponibilidade de nitrogênio, uma vez que a solubilização 

deste por meio do LHW pode suprir as carências metabólicas do fungo. 

Battestin e Macedo (2007) verificaram que fontes complexas de nitrogênio 

inibiram a produção enzimática de P. variotii e causaram decréscimo da 

atividade de tanase em seus experimentos. Em contrapartida, o uso de fontes 

inorgânicas estimulou a síntese de proteínas e a rápida utilização de 

nitrogênio. Tais resultados sugerem que há exigência de baixas 

concentrações de nitrogênio para produção enzimática, podendo este ser um 

fator limitante na secreção proteica. 

A variação da velocidade de agitação e do consequente nível de 

oxigenação gerado por ela obteve efeitos mais significativos sobre o 

rendimento enzimático somente a partir do sétimo dia de cultivo de P. 

formosus, no qual a demanda de oxigênio ao final do cultivo é pronunciada. 

Embora P. formosus seja amplamente identificado como 

microrganismo termotolerante, os resultados alcançados durante este 

trabalho demonstraram que temperaturas mais brandas levaram a uma menor 

secreção proteica e maior atividade enzimática (Figura 17), podendo sugerir 

uma economia metabólica. 

A combinação dos efeitos de ambas as variáveis do pré-tratamento e 

cultivo é mostrada na Figura 25.  

Figura 25: Efeito conjunto das variáveis analisadas no cultivo e pré-tratamentos ao longo dos dias de 

incubação 
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Analisando-se os resultados, observamos que todas as variáveis 

seguem aproximadamente o mesmo padrão, com efeitos ascendentes 

durante o tempo de incubação. Vale ressaltar que as respostas obtidas nestes 

efeitos são correlacionadas a todos os tratamentos, realizados em tempos 

espaciais diferentes.  

O diagrama de Pareto, apresentado na Figura 26, mostra graficamente 

a magnitude dos efeitos das variáveis sobre o sexto dia de incubação. 

Um decréscimo acentuado em todos os efeitos conjuntos é observado 

no sexto dia de inóculo, tornando-o mais negativo. Essa disposição significa 

que, quanto maior forem os valores para as variáveis estudadas, em maior 

grau a resposta é influenciada na redução de seu valor. No caso observado 

do sexto dia, os valores mais negativos para os efeitos, interrompendo a 

tendência de crescimento de efeito do primeiro ao quinto dia, levam a supor 

que valores menores para as variáveis (experimento 24 da Tabela 3 - 

temperatura de pré-tratamento de 140°C, tempo de exposição de 6 minutos, 

1% de biomassa, pH 4,0, 20°C, 87 rpm e sem adição de nitrogênio) ocasionam 

atividades específicas maiores.  

 

 

Figura 26 Diagrama de Pareto referente aos efeitos das variáveis sobre a atividade de pectinases ao sexto 

dia de cultivo. 
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3.5. Composição bromatológica dos licores e biomassas 

A água residual do processamento de café, os licores e a fração sólida 

de biomassa, obtidos a partir da combinação das variáveis referentes aos 

diversos pré-tratamentos, foram caracterizados quanto à composição dos 

açúcares. 

Na Tabela 9, encontram-se a codificação utilizada para cada licor e a 

biomassa resultante deles, além da descrição dos fatores por meio dos quais 

foram gerados. 

 

Tabela 9: Licores e biomassas submetidos a análise composicional de açúcares 

Código 
Tempo 
 (min) 

Temperatura 
 (ºC) 

Concentração 
de biomassa  

(% m/m) 

Fator de 
severidade 

(logRo) 

PC 14,5 185 3 3,56 

1 23 230 1 5,19 

2 6 230 1 4,61 

3 23 140 5 2,54 

4 23 230 5 5,19 

5 6 140 1 1,96 

6 6 230 5 4,61 

7 6 140 5 1,96 

8 23 140 1 2,54 

Água Água residual (sem pré-tratamento) - 

PC: ponto central 

 

A Figura 27 mostra a concentração de açúcares presentes nos licores 

obtidos após os pré-tratamentos.  
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A composição química dos resíduos de café pode variar em diversos 

aspectos, como no genótipo, altitude, variedade da cultura analisada, 

condições de cultivo, estágio de desenvolvimento dos grãos no momento da 

colheita, dentre outros. Em cafés verdes, os carboidratos representam cerca 

de 40 - 50% de sua composição química, consistindo em ambas frações 

solúveis e insolúveis  (Bonilla-Hermosa et al. 2014). A partir da análise dos 

dados apresentados, verifica-se que, embora o mesmo resíduo (casca de café 

tradicional) tenha sido utilizado, as diferentes condições dos pré-tratamentos 

foram capazes de solubilizar variados açúcares. É importante atentar-se ao 

fato de que a hidrólise ácida dos licores obtidos pós-tratamento mostra uma 

variedade de composição ainda maior quando relacionada aos mesmos 

licores não hidrolisados.  

As formas oligoméricas de carboidratos foram encontradas 

principalmente nos licores não hidrolisados, como esperado para pré-

tratamentos hidrotérmicos. A presença de celobiose pode ser justificada 

devido à moagem prévia ao pré-tratamento hidrotérmico e à quebra das fibras 

de celulose durante este. No caso da sacarose, sua concentração varia 

Figura 27: Concentração de açúcares nos licores e biomassas hidrolisados (H), não hidrolisados (NH), (bio) 
biomassa não cultivada e não tratada (cult) resíduo pós-cultivo. ( ) Ácido galacturônico ( ) Celobiose      
( ) Frutose ( ) Manose ( ) Xilose ( ) Glicose ( ) Sacarose ( ) Galactose ( ) Ramnose ( ) 

Arabinose ( ) Fucose. 
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conforme o grau de amadurecimento dos grãos, podendo atingir até 12% 

(peso seco) em café arábica e 5% em café robusta (Bee et al. 2005). A 

sacarose possui papel fundamental no desenvolvimento de propriedades 

organolépticas (flavors, aromas e cores) durante a torrefação dos grãos e 

elaboração das bebidas, uma vez que as melanoidinas são formadas por meio 

da incorporação de compostos fenólicos, sacarose e aminoácidos durante a 

reação de Maillard (Mussatto et al. 2011b; Esquivel e Jiménez 2012; 

Regazzoni et al. 2016). 

Manose, frutose, glicose, galactose, ramnose e xilose compreendem 

os monossacarídeos mais frequentemente encontrados na composição dos 

licores, seguidos por arabinose, ácido galacturônico e fucose. A identificação 

de ácido galacturônico pode ter sido subestimada devido à utilização de 

coluna detectora de monômeros (CarboPac PA1), pois, em suas 

especificações, o fabricante indica a utilização das colunas aniônicas 

CarboPac PA20 e/ou CarboPac PA200 para uma melhor determinação de 

açúcares provenientes da  lignocelulose e ácidos urônicos (Basumallick e 

Rohrer 2015). 

Durante o desenvolvimento e a maturação dos grãos de café, a parede 

celular sofre progressivas mudanças fisiológicas na constituição dos 

polissacarídeos e das características estruturais. Estudos recentes apontam 

que a fração solúvel da parede celular é composta por sacarose e polímeros 

não celulósicos de galactomananas e arabinogalactanas, enquanto sua fração 

insolúvel inclui compostos celulósicos e pequenas quantias de 

hemicelulósicos  (Fischer et al. 2001; Bee et al. 2005; Redgwell e Fischer 

2006). Fischer e colaboradores (2001) estudaram a composição 

polissacarídica de grãos de café arábica e robusta, sendo que, em seus 

resultados, os monossacarídeos mais abundantes foram manose, galactose, 

glicose e arabinose, sugerindo que a espécie arábica teve conteúdo 

levemente maior de manose (48%) que a robusta (45%), indicando alta 

solubilidade destes polissacarídeos e de suas cadeias laterais. 

Os conteúdos de glicose e frutose são variáveis durante os estágios de 

maturação dos grãos de café, estando em maior concentração quando estes 

estão verdes, associados ao perisperma, sendo que os teores de frutose 

representam metade dos de glicose. Ao final do amadurecimento, as 



 

 

101 
 

concentrações de glicose e frutose diminuem, ao passo que há elevação dos 

níveis de sacarose associada ao endosperma dos grãos  (Rogers et al. 1999). 

Knopp et al. (2006) sugerem que os níveis de glicose e frutose são 

diretamente afetados pelo método de beneficiamento pós-colheita ao qual os 

grãos são submetidos. Segundo os autores, cafés tratados por via seca 

apresentam maior conteúdo das referidas hexoses, enquanto os grãos 

tratados por via úmida contêm menores frações destas. Porém, os resultados 

apresentados neste trabalho não corroboram estas afirmativas, contrapostas 

pelas quantificações dos resíduos casca_bio e polpa_bio, exibidas na Figura 

19, que compreendem as respectivas biomassas sem pré-tratamento, ambas 

com baixas quantidades de glicose e frutose em sua composição.   

A eficiência dos pré-tratamentos foi comprovada, devido à presença de 

grandes quantidades de oligossacarídeos de íntima associação da parede 

celular disponíveis nos licores. As condições variáveis presentes em cada pré-

tratamento possibilitaram não somente a ampla solubilização de carboidratos 

em quantidades variadas dos licores, mas também em sua qualidade, uma 

vez que os açúcares se apresentam de forma alterada na composição destes. 

Estes resultados demonstram potenciais biotecnológicos promissores, 

dependendo dos oligossacarídeos de interesse no processo de conversão da 

biomassa em produto.  

Em modelos de biorrefinarias, monossacarídeos possuem alto valor 

agregado.  Xilose e arabinose podem ser convertidas em xilitol (Hernández-

Pérez et al. 2016) ou arabitol (Kumdam et al. 2014), furfural (Agirrezabal-

Telleria et al. 2011) e etanol (Dasgupta et al. 2017). A glicose e outras hexoses 

participam da síntese de ácido levulínico por meio da produção do 

intermediário hidroximetilfurfural gerado durantes pré-tratamentos de 

biomassas lignocelulósicas (Chang et al. 2007; Schmidt et al. 2017). Já 

manose e galactose têm grande utilidade em indústrias alimentícias e 

farmacêuticas, na fabricação de gomas e espessantes (Panegassi et al. 

2000),  produção de manitol (Mussatto et al. 2011a) e como aditivo na 

produção de rações animais (Scapinello et al. 2008). Sobre o ácido 

galacturônico e a ramnose, são empregados na composição de 
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biosurfactantes e tensoativos (Barros et al. 2007) e no tratamento de efluentes 

industriais (Martins e Bueno 2019), dentre outros. 

A fração sólida residual dos pré-tratamentos contendo as biomassas 

teve composição química avaliada depois de cada tratamento. Os resultados 

são apresentados na Tabela 10. 

 

Tabela 10: Composição química da fração sólida de biomassas resultantes dos pré-tratamentos com água 

quente líquida. Todos os valores representam percentuais (%) 

 

Pré-tratamento Cinzas AIS ASL LT Umidade 

1 14,6 ± 0,00 0,7 ± 0,04 13,47 ± 0,01 14,17 58 

2 24,7 ± 0,00 0,82 ± 0,05 2,07 ± 0,02 2,89 57 

3 14,8 ± 0,00 0,74 ± 0,04 12,1 ± 0,00 12,84 58 

4 26,4 ± 0,00 0,79 ± 0,04 1,52 ± 0,01 2,31 49 

5 14,7 ± 0,00 0,90 ± 0,03 12,34 ± 0,00 13,24 56 

6 14,6 ± 0,00 0,89 ± 0,03 13,41 ± 0,01 14,3 57 

7 14,2 ± 0,00 0,73 ± 0,03 10,04 ± 0,00 10,77 55 

8 13,8 ± 0,00 0,82 ± 0,03 12,47 ± 0,02 13,29 58 

PC 15,1 ± 0,00 0,93 ± 0,03 15,61 ± 0,01 16,54 51 

Sólidos água 11,1 ± 0,41 0,87 ± 0,02 37,79 ± 0,00 38,66 60 

Casca 14,6 ± 0,00 0,70 ± 0,03 19,72 ± 0,00 20,42 49 

Polpa nt 13,6 ± 0,00 1,39 ± 0,03 19,33 ± 0,00 20,72 61 

Polpa pt 13,5 ± 0,00 0,89 ± 0,02 13,44 ± 0,00 14,33 63 

AIS: lignina ácido-insolúvel 
AIL: lignina ácido-solúvel 
LT: lignina total 
Nt: não tratada 
Pt: pré-tratada 

 

A partir da análise dos dados apresentados, verifica-se que os pré-

tratamentos promoveram a delignificação parcial dos resíduos. Segundo Silva 

e Filho (2017), frações sólidas de pré-tratamentos hidrotérmicos possuem 

proporções mais altas de lignina e celulose menos recalcitrantes e mais 

favoráveis à conversão microbiológica após o pré-tratamento, uma vez que 

este tratamento hidrotérmico pode remover até 80% da hemicelulose e 

aumentar a digestibilidade enzimática da fração lignocelulósica restante.   

Todas as comparações foram realizadas com a biomassa casca (LT 

20,42% - Tabela 9), com redução de cerca de 11% no teor de linina total nas 

biomassas submetidas aos pré-tratamentos 2 e 4.  A alta temperatura, aliada 

ao tempo máximo de exposição da biomassa, resultou na solubilização dos 
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compostos formadores da lignina na fração líquida do tratamento. 

Concomitantemente, a composição de carboidratos nos licores de ambos os 

tratamentos foi semelhante, exceto pela presença de fucose, somente 

identificada no tratamento 2.   

Notou-se que as biomassas com severidades baixa (7 e 5) e média (3 

e PC) apresentaram baixa redução de lignina resultante, cerca de 5 - 6% e 6 

- 8%, nessa ordem. O ponto comum destes tratamentos encontra-se na 

temperatura média utilizada neles (185 ºC para PC, e 140 ºC para os demais). 

Hendriks e Zeeman (2009) afirmam que temperaturas próximas a 160ºC 

causam, além da solubilização da hemicelulose, a solubilização de lignina. O 

mesmo perfil foi detectado quando a biomassa analisada foi a polpa de café, 

que, após pré-tratamento (condição 5), apresentou 7% menos lignina em seus 

resíduos. 

O alto valor de lignina resultante dos sólidos presentes na água residual 

(38,66%) se deve a compostos desconhecidos que são diluídos em seu meio 

durante o processamento de café. Rattan et al. (2015), e Bonilla-Hermosa et 

al. (2014) identificaram, em seus estudos, que 15,8% e 2,44%, 

respectivamente,  do conteúdo total da água residual do processamento de 

café arábica são componentes adquiridos durante os processos de 

despolpamento e desmucilagem do café.  

Na Figura 28, pode ser visualizada a concentração de açúcares 

presentes nas biomassas recuperadas após os pré-tratamentos. 

 



 

 

104 
 

 

Figura 28 Concentração de açúcares nas biomassas residuais hidrolisadas ( ) Ácido galacturônico ( ) 
Celobiose ( ) Frutose ( ) Manose ( ) Xilose ( ) Glicose ( ) Sacarose ( ) Galactose ( ) 
Ramnose ( ) Arabinose (  ) Fucose. 

 

Na análise de carboidratos das biomassas pós-tratamento, nota-se que 

houve grande redução dos açúcares na porção sólida, estando presentes em 

baixas quantidades. Este resultado era esperado, uma vez que a principal 

vantagem em se utilizar o LHW como pré-tratamento é a solubilização da 

porção hemicelulósica na fração líquida, de forma a evitar a formação de 

compostos inibitórios.  

 

4. Conclusões 

Um screening enzimático realizado em oito cepas de P. variotii revelou 

as três maiores produtoras de pectinases (3RET13, 3RE14 e 3RE21) para 

este experimento, das quais a cepa selecionada para a continuidade do 

trabalho foi a 3RE21.  A tripla identificação molecular destas cepas mostrou-

se bem-sucedida, sendo os isolados identificados como P. formosus. A 

metodologia de superfície de resposta foi empregada visando as melhores 

condições de cultivo e pré-tratamento para indução de pectinases, 

identificando-se a condição de baixa severidade como melhor indicada para 

investigação da produção ótima de pectinases, devido à alta e rápida indução 

dessas enzimas pelo licor resultante. Os diferentes pré-tratamentos utilizados 

foram capazes de solubilizar variados carboidratos em formas monoméricas 
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e oligoméricas, além de porções de lignina com menor grau de polimerização 

entre as biomassas resultantes pós-tratamento. 

 

5. Perspectivas 

Como perspectivas futuras, propõe-se a análise composicional de 

aminoácidos e proteínas dos licores e biomassas lignocelulósicas, bem como 

de compostos fenólicos produzidos nos licores a partir dos pré-tratamentos. 

Ressalta-se que ambas as análises serão realizadas em HPLC. 
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Otimiza­«o da produ­«o de pectinases por 

Paecilomyces formosus em §guas residu§rias do 
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1. Introdução 

O Brasil destaca-se por ser o maior produtor e exportador mundial de 

café e o segundo mercado consumidor (Conab 2017). A indústria de 

processamento de café é uma das principais indústrias agropecuárias, 

contribuindo significativamente para o crescimento econômico nacional. Sua 

importância não está somente no setor de exportações, mas também em sua 

industrialização e geração de grande número de empregos em toda a sua 

cadeia produtiva (FAO 2018a).  

Os frutos do café são processados por dois métodos, classificados em 

beneficiamento úmido ou seco, dependendo da quantidade de água utilizada 

em seu preparo. A demanda por cafés de alta qualidade e, 

consequentemente, sua bebida torna o processamento úmido o preferido para 

que melhores características sensoriais do café e melhores preços no 

mercado sejam alcançados. Portanto, é utilizado em cerca de 40% de todo o 

café beneficiado mundialmente (Aguiar et al. 2016; Garde et al. 2017). Nesse 

método, os frutos de café são submetidos a remoção mecânica da polpa com 

o auxílio da água, gerando enormes quantidades de efluentes de alta 

resistência, denominados águas residuais do café, ou efluentes do café, 

exigindo tratamento sistemático antes do descarte (Rattan et al. 2015). 

Estima-se que a quantia de água necessária para realização do 

beneficiamento úmido varia entre 8000 e 20000 litros por tonelada de café 

processado (Kulandaivelu e Bhat 2012). 

O presente trabalho pretende avaliar o potencial de produção de 

poligalacturonase por meio do cultivo do fungo P. formosus em águas 

residuárias do processamento úmido de café como fonte de carbono, bem 

como purificar e caracterizar enzimas pectinolíticas provenientes dessas 

fermentações. 

2. Materiais e métodos 

2.1. Reagentes  

Os reagentes pectina de frutas cítricas, ácido dinitrosalicílico e tartarato 

de sódio e potássio foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA); 

as colunas cromatográficas DEAE FF, HiPrep16/60 Superdex S-200 HR, 
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Hitrap Desalting GE foram obtidas da GE Healthcare Life Sciences 

(Piscataway, NJ, USA), e o kit de marcador de massa molecular Unstained 

Protein Molecular Weight Marker (UPMWM), da Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, MA, USA).  

 

2.2.  Origem dos resíduos de café 

As águas residuárias do beneficiamento de café arábica foram 

gentilmente cedidas pela Fazenda Boa Sorte, localizada no município de 

Campos Altos - MG. 

Antes de serem submetidas à fermentação, as águas residuais foram 

pasteurizadas seguindo-se o procedimento de aquecimento a 100°C, por 10 

minutos, em autoclave, seguido por resfriamento e armazenagem a 4ºC até o 

momento de utilização, de modo a evitar mudanças das características físico-

químicas e possível contaminação exógena. 

 

2.3. Origem do microrganismo e manutenção 

A cepa 3RE21 de P. formosus isolada de solo, pertencente à micoteca 

do Laboratório de Enzimologia, foi submetida à triagem para produção de 

enzima pectinolítica em experimento anterior neste mesmo estudo, e, dentre 

as três melhores produtoras, foi selecionada para prosseguimento da 

produção enzimática.  

 Para a produção enzimática, as suspensões de esporos do isolado 

foram obtidas por meio da raspagem da superfície das diferentes placas 

crescidas por sete dias contendo meio MEA 2% (Extrato de Malte Agar) a 28 

ºC, durante 10 dias, em câmara de demanda biológica de oxigênio (BOD) 

programada com fotoperíodo de 12 horas.  

Para manutenção do isolado, amostras de seu micélio foram 

armazenadas em tubos contendo glicerol 50% (v/v), mantidas em ultrafreezer 

a -80°C para posterior uso. 

 

2.4. Produção enzimática 

Para produção enzimática, os cultivos foram realizados em frascos de 

2L, contendo 600 ml de água residual de café, inoculados com uma 
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concentração de esporos equivalente a aproximadamente 2,4 x 107 

esporos/ml de fonte de carbono, durante 6 dias, sob agitação de 87 rotações 

por minuto (rpm), temperatura de 20°C e pH 4,0. Após este período, os 

cultivos foram filtrados a vácuo com auxílio de papel-filtro Whatman nº 5, e o 

material filtrado, denominado extrato bruto, foi preservado em câmara fria a 

4°C, acrescido de azida sódica 0,2%. As mesmas condições de cultivo foram 

aplicadas aos licores de casca e polpa de café, para verificação do melhor 

meio indutor de pectinases. 

Tais condições de cultivo foram instauradas por meio de análise fatorial 

realizada anteriormente neste mesmo estudo (condição A, experimento 24, 

item 2.10, capítulo II), em que os licores provenientes dos pré-tratamentos em 

água quente líquida de cascas de café foram utilizados para se determinar 

quais as melhores condições para produção de enzima pectinolítica. Dentre 

as variáveis testadas para os cultivos, avaliaram-se: temperatura de 

incubação, pH do licor, concentração final de nitrogênio e agitação, sendo que 

as variáveis testadas nos pré-tratamentos foram concentração de biomassa, 

tempo e temperatura de exposição destas aos tratamentos. 

 

2.5. Determinação da atividade enzimática  

Para determinação da atividade de pectinase, foram realizados ensaios 

pelo método de DNS, conforme descrito por Miller (1959) e adaptado por Vale 

(2012). O substrato (pectina de frutas cítricas) foi preparado em água Milli-Q 

na concentração final de 1%. As atividades enzimáticas de CMCase, xilanase 

e mananase foram dosadas, porém não apresentaram valores significativos. 

Realizaram-se ensaios em microplacas de PCR 96 poços (Applied 

Biosystems), incubadas em termociclador (BioRad), utilizando-se 5 ɛL de 

enzima e 10 ɛL de substrato. A mistura foi incubada a 50ÜC por 10 minutos, 

e, ap·s esse per²odo, foram adicionados 30 ɛL de DNS, fervendo-se a mistura 

por 10 minutos a 97°C (Miller 1959). Adicionaram-se 150 ɛL de §gua destilada 

para posterior quantificação dos açúcares redutores através de leitura da 

absorbância a 540 nm, por meio de um leitor de placa (SpectraMax M2e, 

Molecular Devices Co., Sunnyvale, CA, EUA). 
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As atividades enzimáticas foram expressas em UI/ml, sendo definidas 

como a quantidade de açúcares redutores liberados por minuto por mililitro de 

extrato bruto (ɛmol de a­¼car redutor/min/ml).  

Para determinação da quantidade de açúcar redutor liberado durante 

os ensaios enzimáticos, foram construídas curvas de calibração com ácido D-

galacturônico. Estas foram elaboradas a partir de uma solução-estoque de 2 

mg/ml do monossacarídeo, variando a concentração do açúcar redutor entre 

0,2 - 2 mg/ml, totalizando o volume final de 15 ɛL.  

 

2.6. Ultrafiltração do extrato bruto enzimático 

O extrato bruto enzimático foi concentrado 10 vezes por meio do 

processo de ultrafiltração, utilizando-se uma membrana com retenção de 30 

kDa no sistema Amicon Filtration System-Stirred Cells (Amicon Millipore Co., 

Bedford, MA, USA), com pressão de 75 psi, em ar comprimido, a 4°C. O limite 

de exclusão da membrana foi selecionado com base na alta massa molecular 

esperada nas pectinases (Jayani et al. 2005; Damásio et al. 2010b). As 

alíquotas do concentrado e do ultrafiltrado foram armazenadas a 4ºC, para 

posterior avaliação do perfil holocelulolítico. 

 

2.7. Purificação parcial da pectinase 

A purificação parcial da pectinase foi realizada a 28°C, no sistema 

cromatrográfico automatizado Akta Prime, com software Unicorn 5.0 integrado 

(GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, USA). 

A fração concentrada proveniente do processo de ultrafiltração (200 ml) 

foi aplicada em coluna de troca iônica DEAE FF (dimensões h= 14 cm, d= 5 

cm, para 60 ml de volume) pré-equilibrada com tampão A (fosfato de sódio 20 

mM, pH 7.4).  A eluição foi realizada mediante uma lavagem inicial de 70 ml 

de mistura de solução tampão A e 25% de solução tampão B (tampão A 

contendo 1M de NaCl). Posteriormente, efetuou-se um gradiente linear desde 

25% até 70% de solução tampão B, sendo que a cromatografia foi realizada 

com um fluxo de 3 ml/min (fluxo linear 54 ml/h), coletando-se frações de 3ml, 

e o resultado, monitorado pela absorbância a 280 nm. As atividades 

enzimáticas de cada fração foram determinadas, e as frações 
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correspondentes aos picos de atividade enzimática de pectinase foram 

coletadas e analisadas por SDS-PAGE 12% (Laemmli 1970); depois, 

armazenadas em câmara fria a 4°C, com 0,01% (m/v) de azida sódica até sua 

utilização. 

As frações de proteínas correspondentes aos picos de atividade 

pectinolítica foram liofilizadas, dissolvidas em água Milli-Q e dessalinizadas 

em colunas de 5 ml Hitrap Desalting (GE Healthcare Life Sciences). 

 

2.8. Determinação da massa molecular enzimática 

 As frações de proteínas dessalinizadas e com atividade pectinolítica 

foram submetidas a fracionamento por cromatografia de exclusão molecular 

em coluna HiPrep16/60 Superdex S-200 HR (120 ml) pré-equilibrada com 

água Milli-Q. Foram aplicados 2 ml de amostra a um fluxo de 1 ml/min, sendo 

coletadas frações de 1 ml. A absorbância a 280 nm e a atividade enzimática 

das frações foram determinadas conforme protocolo do item 2.5. As frações 

de proteínas correspondentes aos picos de atividade enzimática de pectinase 

foram coletadas e analisadas por SDS-PAGE 12% (Laemmli 1970) e por 

zimografia (Bischoff et al. 1998). 

As frações equivalentes aos picos de atividade pectinolítica da 

cromatografia de exclusão molecular em coluna Superdex S200 foram 

novamente eluídas na mesma coluna, na presença de tampão ureia 8 M, a 

fim de se detectar a presença de oligômeros. A coluna Superdex S-200 HR 

foi pré-equilibrada com Ureia 8M em água, com aplicação de 2 ml de amostra 

a um fluxo de 1 ml/min, eluidas isocraticamente, coletando-se frações de 1 ml. 

A eluição foi realizada em banho de gelo e acompanhada por absorção óptica 

a 280 nm. 

As massas moleculares das pectinases foram estimadas mediante 

calibração da coluna por ajuste linear da curva entre os coeficientes de 

partição (Kav) e os pesos moleculares dos marcadores: com blue dextran 2000 

(2000 kDa), tiroglobulina (669 kDa), apoferritina (443 kDa), ɓ-amilase (200 

kDa), álcool desidrogenase (150 kDa), soroalbumina bovina (66 kDa) e 

anidrase carbônica (29 kDa). O coeficiente de partição (Kav) foi calculado pela 

seguinte equação: 
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onde: 

Ve: volume de eluição das proteínas 

Vo: volume de eluição da blue dextran (volume vazio) 

Vc: volume geométrico da coluna 

 

2.9. Determinação de massa molecular por espalhamento 

por luz dinâmica  

As medições de dispersão dinâmica da luz (DLS, do inglês Dynamic 

light scattering) foram feitas em um Zetasizer Nano Series Nano-ZS (Malvern 

Instruments, Reino Unido), para a determinação do tamanho de partícula a 

25°C, com o programa Zetasizer Software v7.11 (Malvern Instruments Ltd., 

Reino Unido). Um laser He-Ne com ɚ = 633nm foi usado para as medições 

em 173° de detecção por retrodispersão, usando-se cubetas de vidro 

PCS8501 com abertura redonda. Os experimentos foram feitos com 3 

medições para cada uma das frações de proteínas das cromatografias de 

exclusão molecular em condições nativas e desnaturantes (8 mol/L de ureia). 

As amostras foram centrifugadas durante 5 min a 10000 rpm em 

microcentrífuga de bancada e 1 ml do sobrenadante degaseificado com 

bomba a vácuo, antes das medições.  

Os parâmetros adicionais utilizados para as medidas foram: material = 

proteína (RI = 1,45, absorção = 0,001), dispersante na condição nativa água 

(viscosidade 0,8872 cp, RI = 1,330) e na condição desnaturante de 8 mol/L de 

ureia (viscosidade 1,5464 cp, RI = 1,397). Utilizou-se a viscosidade do 

dispersante como a viscosidade da amostra e foram empregados os 

parâmetros Mark-Houwink no cálculo do peso molecular por DLS. No 

processamento, utilizou-se o modelo de análise de várias populações com alta 

resolução (Multiple narrow modes (high resolution)). 
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2.10. Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante 

O grau de pureza da enzima parcialmente purificada foi analisado por 

SDS-PAGE (Laemmli 1970), e as amostras do extrato bruto, concentrado, 

DEAE FF e frações da exclusão molecular (Superdex S-200) foram 

analisadas.  A um volume de 20 ɛL de amostra previamente precipitada com 

ácido tricloacético (TCA 10%), foram adicionados 5 ɛL de tamp«o de amostra 

5X (tris-HCl 125 mM, pH 6,8; SDS 2%; azul de bromofenol 0,05%, glicerol 

20% e ɓ-mercaptoetanol 5%), fervidos por 10 min e aplicados no gel de 

poliacrilamida 12%.  

A eletroforese foi realizada em sistema Mini-Protean Tetra Cell (Bio-

Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) contendo SDS 0,1% (v/v). Para cada 

corrida, utilizaram-se 4 ɛL de marcador de massas moleculares (UPMWM) 

contendo: ɓ-galactosidase (116,3 kDa), soroalbumina bovina (66,2 kDa), 

ovoalbumina (45,0 kDa), lactato desidrogenase (35,0 kDa), REase Bsp98I 

(25,0 kDa) e lisozima (14,4 kDa). A eletroforese foi realizada em tampão de 

corrida (tris-HCl 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1% (v/v), pH 8,3) a 4 °C, 

submetida a 25 mA constantes por 90 minutos.  

Após a corrida eletroforética, as bandas proteicas foram coradas pelo 

método de nitrato de prata (Blum et al. 1987) e zimograma (Bischoff et al. 

1998). 

 

2.11. Determinação do efeito do pH na atividade enzimática 

Para determinação do efeito do pH na atividade pectinolítica, as 

amostras do extrato bruto e parcialmente purificadas foram avaliadas na 

presença de tampões citrato-fosfato-glicina 50 mM de diferentes valores de 

pH no intervalo de 2.0 - 12.0. Determinou-se o efeito do pH por meio do 

método de DNS (Miller 1959), alterando-se o protocolo do item 2.5 da seguinte 

maneira: manteve-se a quantidade de enzima das amostras (5 ɛl), porém 

dobrou-se a concentra­«o do substrato (5 ɛl de pectina cítrica 2%) e foram 

adicionados 5 ɛl ao tampão concentrado  (100 mM), de forma que, ao final da 

reação, o substrato encontrava-se tamponado no pH desejado, na 

concentração ideal (1%), para ensaio de atividade. 
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A atividade enzimática foi expressa como atividade relativa, sendo que 

o valor de 100% correspondeu à atividade enzimática-controle da reação em 

substrato com pH neutro (7,0). 

 

2.12. Determinação do efeito da temperatura na atividade 

enzimática 

Para avaliação do efeito da temperatura na atividade pectinolítica, 

foram realizados ensaios enzimáticos com as amostras do extrato bruto e 

parcialmente purificadas, alterando-se a temperatura de incubação de 30°C a 

80°C a cada 10ºC. Determinou-se o efeito da temperatura pelo método de 

DNS (Miller 1959), adaptado ao protocolo do item 2.5. 

A atividade enzimática foi expressa como atividade relativa, sendo que 

o valor de 100% correspondeu à atividade enzimática-controle da reação em          

50ºC. 

 

2.13. Parâmetros cinéticos 

Os parâmetros cinéticos (KM e VMAX) das amostras semipurificadas 

foram definidos por meio da variação da concentração de substrato (0,5 ï 10 

mg/ml) com atividade constante da enzima (2,10 UI/ml) em suas condições 

ótimas de pH e temperatura. A constante de Michaelis-Menten (KM) e a 

velocidade de reação (VMAX) foram estabelecidas pelo método de regressão 

não linear e ajuste de curva hiperbólico calculados pelo software OriginPro 

(OriginLab, Northampton, MA, USA). 

 

2.14. Determinação do efeito de íons metálicos e 

modificadores de aminoácidos na atividade enzimática 

Para determinação dos efeitos de íons metálicos e modificadores de 

aminoácidos sobre a atividade pectinolítica, as amostras parcialmente 

purificadas foram pré-incubadas durante 20 minutos, a 28 ºC, na presença 

dos íons metálicos Ca2+, Co2+, Cu2+, Fe2+, Hg2+, K+, Mg2+, Mn2+, Na+ e Zn2+ 

nas concentrações finais de 1 e 10 mmol.L-1. A influência dos seguintes 

reagentes na atividade enzimática, nas mesmas concentrações finais, foi 
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testada: DTT (ditiotreitol), SDS (dodecil sulfato de s·dio), ɓ-mercaptoetanol e 

EDTA.  

A atividade enzimática foi expressa como atividade relativa, sendo que 

o valor de 100% correspondeu à atividade enzimática-controle, sem a 

presença do íon ou modificador. 

 

2.15. Determinação do efeito de compostos fenólicos e etanol 

na atividade enzimática 

O  efeito de ativação/inibição na atividade pectinolítica pelos compostos 

fenólicos (ácido transferúlico, ácido4-hidroxibenz·ico, §cido ɟ-cumárico, 

siringaldeído, ácido transcinâmico, ácido tânico, ácido gálico e vanilina), assim 

como pelo etanol foi adaptado do item 2.5 da seguinte maneira:  as amostras 

semipurificadas foram incubadas previamente durante 20 minutos a 28 °C 

com 2 mg/ml dos reagentes ou 20% (v/v) de etanol.  

A atividade enzimática foi expressa como atividade relativa, sendo que o 

valor de 100% correspondeu à atividade enzimática controle, sem a presença 

do composto fenólico ou etanol. 

3. Resultados e discussão 

3.1. Produção de holocelulases em diferentes resíduos de 

café 

Os resíduos agroindustriais são fontes de nutrientes altamente atrativas 

para o crescimento microbiológico e produção enzimática, devido, 

principalmente, à sua grande disponibilidade (visto as inúmeras quantidades 

e qualidades de culturas agrícolas existentes no mundo) e não 

competitividade alimentícia. Além disso, têm composição bromatológica 

variada, constituindo-se, portanto, substratos alternativos para elaboração de 

diferentes biomateriais (Caicedo et al. 2016; Yang et al. 2016). 

A utilização de fungos filamentosos pode ser vantajosa por causa da 

sua capacidade de decompor resíduos lignocelulósicos através da secreção 

de complexos arsenais enzimáticos, baixo custo material, alta produtividade e 

modificação de enzimas sob condições distintas (Caramez et al. 2012; Souza 

et al. 2017). A capacidade de P. formosus de produzir holocelulases quando 
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crescido em resíduos de café pré-tratados como fonte de carbono foi avaliada 

por meio de indução enzimática durante 6 dias de crescimento (condição A, 

experimento 24, item 2.8, capítulo II).  

A Figura 29 apresenta o perfil holocelulolítico do extrato bruto de P. 

formosus quando crescidos em água residual, casca e polpa de café. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Observa-se que P. formosus foi capaz de produzir diferentes atividades 

holocelulolíticas quando crescidos nos diferentes resíduos do processamento 

de café por via úmida (polpa e água residual) e via seca (casca de café). 

Diversos estudos demonstram a utilização dos resíduos de café na produção 

de enzimas, metabólitos secundários, compostos bioativos e antioxidantes 

(Velázquez-Cedeño et al. 2002; Murthy et al. 2009; Navya e Pushpa 2013; 

Bonilla-Hermosa et al. 2014; Dias et al. 2015; Figueroa et al. 2016; Novita 

2016; Pinto et al. 2018).  

Embora derivados do mesmo produto (café arábica), os resíduos 

possuem composições distintas, sendo a casca diferente da polpa de café, 

porém com natureza similar dos compostos presentes nelas. Esta diferença 

pode ser percentual na composição dos constituintes, dependendo do tipo de 

processamento, cultivar analisada, condições de cultivo, dentre outros 
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Figura 29 Perfil holocelulolítico de P. formosus crescido em diferentes resíduos dos 
beneficiamentos de café onde ( ) licor de polpa de café, ( ) licor de casca de café e ( ) 

água de lavagem residual. 
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elementos (Pandey et al. 2000). Sendo a água residual rica em matéria 

orgânica, obtida durante a polpação do café e remoção da mucilagem, pode-

se observar que esta foi melhor indutora de enzimas pectinolítica (2,11 UI/ml) 

e xilanolítica (0,82 UI/ml) em comparação aos demais resíduos - polpa (0,85 

UI/ml e 0,22 UI/ml) e casca de café (0,27 UI/ml e 0,06 UI/ml), respectivamente. 

Por este motivo, a água residual foi selecionada para dar continuidade aos 

estudos. 

Pectinases possuem um importante papel na hidrólise lignocelulósica, 

pois permitem maior acesso de celulases e xilanases às porções de celulose 

e xilana das paredes vegetais (Zhang et al. 2013). O sinergismo entre 

pectinases, celulases e xilanases foi descrito por Zhang et al. (2013) na 

hidrólise de cânhamo fresco, pré-tratado por explosão a vapor e ensilado com 

ácido fórmico 3,4%. Seus resultados demonstraram que, após 48h de 

incubação, as pectinases foram mais eficientes que as xilanases na 

solubilização de carboidratos em cânhamo fresco e ensilado, exibindo menor 

quantidade no que foi pré-tratado a vapor, devido à solubilização do conteúdo 

de pectina durante o pré-tratamento. No entanto, o sinergismo entre todas as 

enzimas analisadas foi observado na hidrólise e na consequente solubilização 

dos carboidratos em cânhamo pré-tratado e ensilado, correspondendo a 

59,4% e 45,5%, nessa ordem. 

A produção de poligalacturonases e xilanases tem sido descrita na 

fermentação de resíduos cítricos, devido à natureza heterogênea dos 

substratos, uma vez que os resíduos agroindustriais são estrutural e 

nutricionalmente complexos. Nos estudos de Mamma et al. (2008) e 

Rodríguez-Fernández et al. (2011), ambas as enzimas foram produzidas a 

partir de 48h de fermentação na presença de pectina e/ou xilana no meio de 

crescimento e na ausência de monômeros ou açúcares simples que poderiam 

atuar como inibidores da síntese enzimática. 

 Resíduos cítricos possuem, aproximadamente, 20% de pectina de 

peso seco (Rivas-Cantu et al. 2013) enquanto resíduos do café podem variar 

de 0,91% a 6,5% (Antier et al. 1993; Esquivel e Jiménez 2012) dependendo 

de qual resíduo se trata e qual a metodologia de beneficiamento aplicada. 

Embora o teor de pectina seja menor, a possível disposição da pectina em 

regiões mais expostas nos resíduos cafeeiros pode influenciar na indução de 
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alta produção de pectinases, justificando o padrão observado no presente 

trabalho. 

 

3.2. Purificação parcial pectinase 

O extrato bruto obtido pelo crescimento de P. formosus em água 

residual foi fracionado por ultrafiltração usando-se membrana de corte de 30 

kDa. Os volumes correspondentes ao extrato bruto, fração do ultrafiltrado e 

concentrado foram de 300 ml, 250 ml e 50 ml, respectivamente.  

Pectinases microbianas apresentam faixa de peso molecular variadas 

entre 30 e 80 kDa (Jayani et al. 2005; Sharma et al. 2013). A escolha da fração 

concentrada para estudos de purificação se deu em função da atividade 

específica da pectinase se apresentar maior no concentrado em comparação 

ao extrato bruto. Na Tabela 11, é apresentado o perfil pectinolítico.  

 

Tabela 11: Perfil pectinolítico de P. formosus no extrato bruto, concentrado e ultrafiltrado. 

Fração Atividade enzimática 

volumétrica (UI/ml) 

Atividade enzimática 

específica (UI/mg) 

Extrato bruto 2,11 ± 0,03 52,36 ± 0,01 

Concentrado 2,84 ± 0,06 80,45 ± 0,01 

Ultrafiltrado 0,33 ± 0,02 * 

*Abaixo do limite de detecção do método 

 

 

3.6. Cromatografia de troca iônica  

Após ultrafiltração, a fração concentrada foi fracionada em coluna de 

troca iônica débil com matriz DEAE FF, sendo que o perfil cromatográfico 

resultante é apresentado na Figura 31.  
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O cromatograma mostra que grande parte das proteínas contaminantes 

presentes no concentrado não se ligou à resina DEAE FF, saindo antes do 

gradiente de NaCl aplicado a partir de 281 ml de corrida. 

 A cromatografia foi realizada em passos com diferentes lavagens em 

porcentagens de NaCl e um gradiente linear, objetivando-se liberar 

gradualmente as proteínas contaminantes de acordo com o grau de interação 

das proteínas com a resina presente na coluna. Grande parte das proteínas 

totais, dentre elas celulase, xilanase e mananase eluiu logo ao início do 

gradiente de NaCl. Esta pré-lavagem possibilitou a eliminação de proteínas 

contaminantes à pectinase de interesse, que apresentou interação com a 

resina de troca aniônica, eluindo como um único pico e proteína dentro do 

gradiente de NaCl, exibindo atividade pectinolítica.  

Este pico começou na fração 70, com uma atividade volumétrica de 

0,34 UI/ml, (eluído com condutividade de 25,5 mS/cm de tampão fosfato de 

sódio 20 mM pH 7.4 e aproximadamente 34% de NaCl), e terminou na fração 

87, com uma atividade enzimática de 0,10 UI/ml. 

Figura 30:  Perfil cromatográfico da troca iônica em resina de DEAE FF. Volume de coluna = 60 ml, 
volume de amostra = 200 ml, lavagem com 25% de tampão  com 1 mol/L de NaCl) e gradiente linear 
de 20-90% de tampão B, coletadas 96 frações de 3 ml em fluxo de 3 ml/min. ( ) Espectro de 
absorbância a 280 nm, ( ) Gradiente de NaCl 1M, ( ) CMCase ( ) Xilanase, ( ) Mananase, 
(  ) Pectinase, (  ) Proteínas totais. 
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As frações 70 - 87 (nomeadas PEC_DEAE) foram coletadas, 

congeladas a -20ºC e liofilizadas para posterior cromatografia de 

dessalinização. O processo de cromatografia em troca iônica foi repetido 

diversas vezes, para acúmulo de amostras. 

Após liofilização, a fração PEC_DEAE foi ressuspensa em 5 ml de água 

Milli-Q e aplicada em coluna de cromatografia HiPrepÊ 26/10 Desalting 

(Sephadex® G25 Fine) (GE Healthcare). O perfil cromatográfico da 

dessalinização é apresentado na Figura 32. 

 

 

 

Figura 31: Perfil cromatográfico da fração PEC_DEAE em resina HiPrep 26/10 Desalting 
Sephadex G25. Volume de coluna = 53 ml, volume de amostra = 10 ml, coletadas 20 frações de 
2 ml fluxo de 10 ml/min. ( ) Absorbância a 280 nm, ( ) Atividade enzimática volumétrica 
(UI/ml), ( ) Proteínas totais (mg). 

 

Ao se analisar o cromatograma, podemos observar um primeiro pico de 

atividade pectinolítica que coincide com o de proteínas totais. Embora a 

quantidade de proteínas seja pequena (0,10 mg), uma grande atividade 

enzimática (2,10 UI/ml) é evidenciada, demonstrando alta atividade específica 

(21 U/mg) da pectinase em questão. Um segundo pico é distinguido, 

correspondente a condutância presente na amostra PEC_DEAE, certificando 

a total separação das proteínas, dos contaminantes coloridos de pequeno 

peso molecular, contidos no extrato bruto, e dos sais presentes na amostra.  
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As frações 7 - 17 (nomeadas PEC2) foram reunidas para posterior 

cromatografia em exclusão molecular.  

 

3.3. Cromatografia de exclusão molecular 

Na cromatografia de exclusão molecular, em resina Superdex S-200 

HR, a amostra resultante da cromatografia de dessalinização (Figura 33) foi 

fracionada, gerando um perfil de eluição contendo um pico principal bem 

definido. Porém, a atividade de pectinase foi observada somente no começo 

desse ápice. No pico predominante, observa-se que a pectinase foi eluida a 

partir da fração 3, com uma atividade de 0,53 UI/ml, correspondente a 44 ml 

de eluição (limite de exclusão superior da coluna), até a fração 12, com uma 

atividade de 0,19 UI/ml, o equivalente a 55 ml de eluição (Figura 34). Não 

houve eluição de outras proteínas com atividades enzimáticas durante o 

processo cromatográfico, indicando separação significativa entre as proteínas 

totais. Dessa forma, as frações 3 - 12 (nomeadas PEC_S200) foram reunidas 

para posterior análise de caracterizações bioquímicas e biofísicas.  

As análises do peso molecular das proteínas presentes nas frações 

iniciais e finais do pico (Figura 35), a partir da calibração da coluna com 

proteínas padrões (marcadores moleculares ï Figuras 36 e 37), 

demonstraram que as frações com maior atividade pectinolítica possuem 853 

kDa; entretanto, as de menor atividade possuem 472 kDa. 
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 Figura 32: Perfil cromatográfico da fração PEC2 em resina Superdex S-200 de exclusão 
molecular. Solvente de eluição: água Milli-Q. Volume de coluna = 120 ml, volume de amostra = 
2 ml, coletadas frações de 1 ml fluxo de 1ml/min. ( ) Absorbância a 280 nm, ( ) Atividade 
enzimática volumétrica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33: Perfil cromatográfico da calibração de coluna Superdex S-200 HR.  
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Figura 34: Equação para determinação do peso molecular das proteínas presentes 

nas frações com atividade pectinolíticas. 

 

3.4. Eletroforese: SDS-Page e Zimograma 

   As análises por SDS-Page 12% geraram perfis eletroforéticos das 

proteínas do extrato bruto, fração obtida pela DEAE e fração obtida da 

Superdex S-200 (PEC_S200). A diversidade de proteínas da amostra do 

extrato bruto e fração DEAE é demonstrada pelas distintas bandas formadas 

no gel de eletroforese (Figura 36 - EB e DEAE). Após todas as etapas de 

purificação, nota-se que a multiplicidade de bandas reduz expressivamente, 

sendo visível a presença de aproximadamente 3 bandas após a etapa de 

filtração em gel, confirmando a purificação parcial da pectinase (Figura 38). 
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Figura 35: Gel de eletroforese em condições desnaturantes e zimograma. (MM) Marcador de 
massa molecular em kDa, (EB) Extrato bruto, (DEAE) fração obtida na cromatografia de troca 
iônica DEAE FF, (S200) fração obtida na cromatografia de exclusão molecular Superdex 

 

   Considerando-se as condições desnaturantes do SDS-Page, também é 

possível que a proteína com atividade pectinolítica seja constituída por um 

olig¹mero de subunidades catal²ticas (å38 kDa) (Figura 36) e não catalíticas 

(å62 e 65 kDa) (Figuras 36 e 37).  

   Por meio do zimograma, é possível confirmar a presença de pelo menos 

uma proteína ou subunidade com massa molecular de 38 kDa com alta 

atividade pectinolítica. Contudo, não se pode descartar que as subunidades 

de 62 e 65 kDa também possam apresentar atividade pectinolítica, mas não 

foi possível registrá-la, uma vez que não ocorreu renaturação adequada 

durante o tratamento de coloração do método utilizado.  

    A ampla variação de massa molecular entre pectinases fúngicas e 

bacterianas é relatada na literatura na ordem de  25 a 115 kDa , a depender 
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do grupo de enzimas ao qual pertencem e ao substrato péctico a ser 

hidrolisado (Gummadi e Panda 2003; Jayani et al. 2005; Prathyusha e 

Suneetha 2011; Kohli e Gupta 2015; Rahman et al. 2019).  Semenova e 

colaboradores (2003) isolaram um complexo pectinolítico composto por cinco 

pectinases ativas de cultura líquida de Aspergillus japonicus, dentre as quais 

duas endo-poligalacturonases de 38 e 65 kDa, duas pectina esterases com 

pesos moleculares semelhantes de 46 e 47 kDa, além de uma pectina liase 

de 50 kDa. 

 

 

 

Figura 36:Avaliação das bandas do gel de eletroforese correspondente à fração PEC_S200 pelo 
software TotalLab 1D. 

 

3.5. Cromatografia de exclusão molecular em condições 

desnaturantes 

Observando-se o perfil de eluição a partir da fração PEC2, a 

cromatografia de exclusão molecular em condições desnaturantes com 8 

mol/L de ureia foi realizada, visando-se à identificação de uma enzima 

oligomérica. A Figura 38 apresenta o perfil de eluição. 
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Figura 37: Perfil cromatográfico da fração PEC2 em resina Superdex S-200 de exclusão 
molecular desnaturante. Tampão de eluição: Ureia 8M.  Volume de coluna = 120 ml, volume 
de amostra = 2 ml, coletadas frações de 1 ml fluxo de 1ml/min. ( ) Absorbância a 280 nm,   
( ) Condutividade 

 

A ureia tem sido um potente agente desestabilizante de complexos 

proteicos por meio da desnaturação das proteínas que a formam, podendo 

esta ser reversível ou não (Parente e Wetlaufer 1984).  Na concentração de 

ureia 8 M, pode-se observar a desassociação das proteínas, verificadas como 

pico único na Figura 33, obtendo-se, portanto, três picos - dois dos quais 

bastante pronunciados, alcançando cerca de 36 kDa e 122 kDa eluídos em 

55,7 e 95,6 ml, respectivamente.  

Analisando-se a Figura 38, a identificação do peso molecular das 

proteínas eluidas nos primeiros dois picos, eluidos aos 48 e 55,7 ml, nessa 

ordem, permite concluir que estes apresentam massas de 853 kDa e 472 kDa, 

respectivamente. Esses dois picos, provavelmente, são traços dos oligômeros 

observados nas condições sem ureia (Figura 33), devido à similaridade 

apresentada pelas massas moleculares deles. O peso molecular estimado 

para as proteínas que eluem aos 55,7 ml é de 122 kDa (Figura 38). A partir 

dos resultados e considerando-se o caráter redutor das condições de SDS-

PAGE e não redutor da exclusão molecular, propõe-se que as unidades 

catal²ticas (å38 kDa) e n«o catal²ticas, ou estruturais (å62 e 65 kDa), possam 



 

 

134 
 

permanecer unidas combinadamente sob as condições desnaturantes da 

ureia por ligações dissulfeto em oligômeros entre 90-122 kDa. 

A Figura 39 apresenta a comparação entre os perfis cromatográficos 

da fração PEC_S200 em condições normais (água Milli-Q) e desnaturantes 

(ureia 8 M). Considerado-se o peso molecular mínimo de 853 kDa para 

oligômero com atividade pectinolítica (ombro linha azul) e 472 kDa para o 

oligômero sem atividade (resto do pico), existe uma diferença de 381 kDa 

entre eles, determinada principalmente pela presença das subunidades 

catalíticas. Então, dividindo-se os 381 kDa pelo peso molecular das 

subunidades catalíticas, sugere-se que, como peso máximo, o oligômero ativo 

possui 10 subunidades catalíticas a mais que o não ativo, e a massa molecular 

do oligômero não ativo e a massa média das subunidades não catalíticas (63 

kDa) indicam que este é formado por 7 subunidades não catalíticas. 

Resumindo, os oligômeros não catalíticos são formados aproximadamente 

por 7 subunidades não catalíticas (62-65 kDa), que permanecem unidas, 

provavelmente, por ligações dissulfeto como dímeros (120 kDa) nas 

condições desnaturantes da ureia. Estes oligômeros podem associar-se às 

subunidades catalíticas, as quais também permanecem ligadas 

covalentemente por pontes dissulfeto às subunidades não catalíticas em 

dímeros ou trímeros de 90-120 kDa. 
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Figura 38: Comparação dos perfis cromatográficos da fração PE_S200 em resina Superdex 
S-200 de exclusão molecular em condições normais e desnaturantes. Volume de coluna = 
120 ml, volume de amostra = 2 ml, coletadas frações de 1 ml fluxo de 1ml/min. ( ) 
Absorbância a 280 nm do oligômero ativo, ( ) Condutividade do oligômero não ativo, ( ) 
Atividade volumétrica (UI/ml) 

 
 

A presença de diferentes enzimas na forma de oligômeros é 

amplamente difundida entre diferentes grupos de seres vivos. Endo e 

colaboradores (1993) isolaram uma Ŭ-fucosidase tetramérica de subunidades 

idênticas de caramujo Pomace canaliculata, de massa molecular de 60 kDa 

em SDS-Page e 260 kDa, por filtração em gel. Silva (2010)  também isolou e 

caracterizou uma Ŭ-fucosidase oligomerizada de carrapato Amblyomma 

cajennense com massa molecular aproximada de 110 kDa em condições 

nativas. 

Entre os microrganismos, uma infinidade de complexos oligoméricos 

formados por subunidades catalíticas idênticas (homo-oligomêros), ou não 

(hetero-oligômeros), foi identificado. Fungos metilotróficos, leveduras e 

ascomicetos produzem metanol oxidase (MOX) peroxissomal, ocorrendo a 

tradução de seus monômeros (70 ï 75 kDa) no citosol, sendo posteriormente 

importados para os peroxissomos, para modificações pós-traducionais e 

montagem dos octâmeros ativos (Gunkel et al. 2004). Oliveira e colaboradores 

(2012) demonstraram a produção e a secreção extracelular de uma MOX por 

Moniliophthora perniciosa (basidiomiceto causador da ñvassoura de bruxaò) 
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capaz de metabolizar metanol a partir da degradação da pectina presente nas 

plantas de cacau. Já Souza e colaboradores (2011) avaliaram as 

caracter²sticas bioqu²micas e biof²sicas de uma Ŭ-L-arabinofuranosidase 

hexadimérica da família GH51 produzida pela bactéria hipertermófila 

Thermotoga petrophila RKU1. 

Nos vegetais, a celulose é comumente sintetizada a partir de um 

hétero-oligômero obrigatório, denominado complexo de síntese de celulose 

(CSC), que catalisa a polimerização das cadeias de glucanas individuais. Este 

complexo transmembr©nico possui estrutura em forma de ñrosetaò, organizada 

em hexâmeros contendo 36 subunidades catalíticas de celulose sintase 

individuais (CESA) (Mutwil et al. 2008; Li et al. 2019). Vários genes CESA 

compõem os genomas de plantas superiores, estando presentes dez vezes 

em Arabidopsis, 18 no choupo e pelo menos nove em arroz (Li et al. 2019). 

Alguns microrganismos anaeróbios possuem um sistema de 

degradação da celulose que envolve a formação de um grande complexo 

multienzimático extracelular chamado celulossoma. Este complexo se 

diferencia dos sistemas já amplamente estudados de degradação celulolítico 

de outros microrganismos aeróbios devido à secreção de enzimas individuais, 

que atuam sinergicamente na desconstrução da parede celular vegetal, 

embora alguns fungos anaeróbios também apresentem a produção destes 

complexos. Os celulossomas são compostos por proteínas fibrilares 

(scaffolding protein), com subunidades enzimáticas posicionadas ao longo 

das fibrilas (coesinas e módulos de ligação a carboidratos). A ancoragem 

destes à parede microbiana ocorre por meio de um módulo não catalítico 

chamado doquerina. Além de celulases, o celulossoma pode incluir muitas 

outras enzimas auxiliares que degradam os compostos das paredes celulares, 

tais como hemicelulases, pectinases e quitinases (Doi e Kosugi 2004). 

 

3.6. DLS 

O tamanho das proteínas contidas nas frações de eluição F3-12 

(nomeadas PEC_S200) do fracionamento por cromatografia de exclusão 

molecular em coluna HiPrep16/60 Superdex S-200 HR, na presença de água 

Milli-Q, foi determinado por medições de dispersão dinâmica da luz. Os 
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resultados das três medições realizadas (Figura 40) mostraram duas ou três 

populações de partículas, sendo que as duas com maior tamanho [Figura 40 

(a)] correspondem, provavelmente, a grandes contaminantes de pó presentes 

na água da dissolução, como observado nas medições-controle da água. 

Somente foi notada uma população de proteínas monodispersa representada 

por o 29 - 51 % do total de partículas detectadas, com diâmetro entre 56 - 67 

nm (Tabela 12). A estimativa do peso molecular dessas proteínas, utilizando-

se um modelo globular e linear, indica que, com o último modelo, possuem o 

menor valor de 700-1200 kDa (Tabela 12). Esse valor como proteína linear é 

muito similar ao de peso molecular estimado para as proteínas da fração por 

cromatografia de exclusão molecular em coluna HiPrep16/60 Superdex S-200 

HR. Portanto, os resultados sugerem que as proteínas eluidas no volume 

morto da exclusão molecular, provavelmente, possuem uma conformação não 

globular, porém mais linear ou fibrosa. 

As análises por DLS dos dois picos de frações proteicas eluidas aos 48 

ml (F11-23 PEC_S200 com ureia) e 55,7 ml (F46-67 PEC_S200 com ureia), 

respectivamente, da exclusão molecular desnaturante com 8 mol/L de ureia 

em coluna HiPrep16/60 Superdex S-200 HR são mostradas na Figura 40 (b). 

A fração F11-23 PEC_S200 ureia é minoritária e possui o mesmo volume de 

eluição que as proteínas que eluiram nas condições nativas em água. 

Portanto, o peso molecular estimado para essas proteínas é similar (600-1200 

kDa) ao dos oligômeros observados nas condições sem ureia (Figura 33). Os 

resultados de DLS estão em correspondência com esta previsão, pelo fato de 

que foram detectadas populações de proteínas majoritárias (>92 %), 

monodispersas, com menor tamanho (å20 nm) e com peso molecular 

estimado similar por modelo globular de 700-800 kDa (Tabela 12). Estes 

resultados sugerem que traços dos oligômeros, observados nas condições 

sem ureia (Figura 33), são estáveis ainda abaixo das condições extremas de 

8 mol/L de ureia. Com relação aos resultados das análises de DLS da fração 

F46-67 PEC_S200 com ureia, notam-se populações de proteínas majoritárias 

(82-88 %), monodispersas, com menor tamanho (å16-17,3 nm) e com peso 

molecular estimado similar por modelo de estrutura linear de 94-102 kDa 

(Tabela 12). Esses tamanhos são semelhantes aos estimados pela 

cromatografia de exclusão molecular em coluna HiPrep16/60 Superdex S-200 
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HR na presença de 8 mol/L de ureia em água Milli-Q. As populações de 

partículas com maior tamanho, observadas em ambas frações de proteínas 

analisadas, correspondem a grandes contaminantes de pó presentes na água 

com ureia da dissolução, como percebido nas medições-controle. 

Os resultados estimados de peso molecular, obtidos pelas 

cromatografias de exclusão molecular, em condições nativas e desnaturantes, 

e pelas análises de DLS dessas frações, igualam-se em relação ao fato de 

que a enzima com atividade pectinolítica, provavelmente, é um oligômero de 

600-1200 kDa formado por protômeros de 100-122 kDa, os quais, por sua vez, 

poderiam estar constituídos por subunidades de menor tamanho (38 kDa e 

62-65 kDa), como indicam os resultados de SDS-PAGE e zimograma, que 

poderiam estar estabilizadas por ligações dissulfeto, em decorrência de não 

terem sido conduzidos experimentos na presença de agente redutor.  

 

 

(a)  
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(b)  

 

Figura 39: Distribuição de tamanho das frações eluidas da cromatografia de exclusão molecular 
em coluna HiPrep16/60 Superdex S-200 HR na presença da água por dispersão dinâmica da 
luz. Distribuição de intensidade (a) e volume (b) indicando que duas populações de partículas 
estão presentes, principalmente. As linhas pretas, vermelhas e azuis representam as leituras 
realizadas ( ) leitura 1 ( ) leitura 2 ( ) leitura 3. 

 

Tabela 12: Resumo dos parâmetros do espalhamento de luz para os picos observados: diâmetro 
hidrodinâmico, índice de polidispesidade (I.P.), Polidispersidade (P, Mono= Monodisperso) e 
pesos moleculares (P.M.). 

 

Medições 
F3-12 

PEC_S200 

P
ic

o
s
 

Diâmetro 
(nm) 

Intensidade 
(%) 

Volume 
(%) 

I.
P

. 
(%

) 

P 
P.M. 
(kDa) 

(globular) 

P.M. 
(kDa) 

(linear) 

1 
1 

56,63 ± 
4,20 

13,5 51,8 7,4 Mono 8410 873 

2 
286,3 ± 
24,51 

86,5 48,2 8,6 Mono 373 000 16 500 

2 

1 
50,80 ± 

5,54 
6,0 29,2 10,9 Mono 6520 717 

2 
188,6 ± 
36,76 

47,7 20,3 19,5 Mono 140 000 7740 

3 
537,1 ± 
97,39 

46,3 50,5 18,1 Mono 1 620 000 517 000 

3 

1 
67,54 ± 

6,83 
15,1 42,1 10,1 Mono 12 700 1 200 

2 
305,6 ± 

33,3 
84,9 57,9 10,9 Mono 434 000 18 600 
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O esquema simplificado dos passos estratégicos utilizados na purificação 

de pectinase de P. formosus é apresentado na Figura 41, e a Tabela 13 

apresenta os cálculos de rendimento e índice de purificação parcial da enzima 

PEC_S200. 

 

Figura 40: Fluxograma das etapas de purificação de PEC_S200 
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Tabela 13: Rendimento e índice de purificação parcial de PEC_S200 

Etapa 
Volume 

(ml) 
Proteína 

(mg) 
Atividade 

(UI) 

Atividade 
específica 

(UI/mg) 

Índice de 
purificação 

(Vezes) 

 
Rendimento 

(%) 

 

Extrato bruto 300 4,03 211 52,36 1 100 

Concentrado 100 3,53 284 80,45 1,5 87,6 

DEAE FF 55 2,37 238 100,42 1,92 58,8 

HiTrap 
Desalting 

GE 
20 0,89 214 240,45 4,59 22,1 

Superdex 
S200 HR 

10 0,67 226 337,31 6,44 16,6 

 

    Após as etapas de ultrafiltração, dessalinização e cromatografias, foi 

constatado um índice de purificação de 6,44%. Porém, como confirmado pelo 

perfil de proteínas da Figura 36 (S200), não foi possível alcançar a purificação 

total da pectinase.  

    O baixo grau de purificação e rendimento (16,6 vezes) pode ser 

potencialmente definido devido à baixa porcentagem de massa ativa (38 kDa) 

da enzima que compõe o oligômero, apresentando este maior massa de 

subunidades não catalíticas (65 e 62 kDa). Outra possível hipótese é a 

ausência de interação entre moléculas ativas não oligomerizadas e as resinas 

utilizadas nas diversas cromatografias realizadas, dificultando sua captura e 

isolamento para posterior análise de purificação e caracterização bioquímica. 

 

3.7. Caracterização bioquímica pectinase 

3.7.1. Determinação do efeito do pH na atividade enzimática 

 A Figura 42 apresenta o efeito do pH sobre as atividades 

enzimáticas da pectinase contidas no extrato bruto e PEC_S200 parcialmente 

purificada. 



 

 

142 
 

 

 

Figura 41: Efeito do pH na atividade enzimática pectinolítica do extrato bruto de P. formosus.           
( ) Extrato bruto ( ) PEC_S200 

 

A estabilidade em pH, para o extrato bruto, foi ampla, com as maiores 

retenções de atividade (cerca de 90%) na faixa de pH 6.5-8.0. Porém, 

PEC_S200 apresentou maiores retenções em faixas ácidas no intervalo de 

pH 2,0-5,0, indicando possível ativação em pH 2,0, onde seus níveis de 

atividade subiram para 176%. Resultados semelhantes foram obtidos por Li e 

colaboradores (2020) quando investigaram a produ­«o de pectinase e Ŭ-

galactosidase por A. niger em diferentes condições de pH e temperatura. Em 

todos os sistemas de combinações realizados, observaram que as condições 

de pH afetaram fortemente a produção e o funcionamento da atividade 

enzimática, ao passo que o pH diminuía no decorrer do crescimento celular, 

sendo que uma maior atividade pectinolítica era observada quando o pH do 

meio se apresentava entre 1,9 e 2,3, a 20°C, havendo um consistente declínio 

quando o pH do meio estava acima de 5,5, corroborando os resultados 

apresentados neste estudo. 

Alterações de pH após procedimento de purificação não são 

comumente relatadas na literatura, exceto em casos de imobilização 

enzimática. Mohammadi e colaboradores (2020) realizaram estudo de 
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imobilização de uma pectinase de A. aculeatus em suporte de argila 

montmorilonita sililada e analisaram o efeito do pH na atividade enzimática 

antes e após a imobilização. O pH de maior atividade da enzima livre foi de 

5,5; já para a enzima imobilizada, houve um deslocamento de apenas 0,5 

ponto, atingindo pH 5. 

O fato de a atividade enzimática do extrato bruto manter-se estável em 

faixas básicas de pH pode indicar a existência de sinergismo entre enzimas 

diferentes, que foram separadas durante os processos de purificação, uma 

vez que os fungos são descritos na literatura como produtores de pectinases 

ácidas, não justificando as altas atividades enzimáticas em faixa de pH 

alcalino. 

A mudança no pH de maior atividade observada para a enzima 

PEC_S200 sugere aplicação na indústria animal, onde pectinases são 

utilizadas em consórcio com proteases, liberando peptídeos, aminoácidos e 

monossacarídeos, prontamente digeríveis e facilmente absorvidos, ao mesmo 

tempo que reduzem a viscosidade, propiciando aumento de crescimento, 

ganho de peso, aumento da eficiência de conversão de alimentação, aumento 

da digestibilidade de matéria orgânica, além da  redução de fezes em aves e 

ruminantes (Ali 2009; Murad e Azzaz 2011).  

 

3.7.2. Determinação do efeito da temperatura na atividade 

enzimática 

 A Figura 43 apresenta o efeito da temperatura sobre as 

atividades enzimáticas do extrato bruto e fração PEC_S200 da água residual.  

 



 

 

144 
 

 

 

Figura 42: Efeito da temperatura na atividade enzimática pectinolítica do extrato bruto de P. 
formosus ( ) Extrato bruto e ( ) PEC_S200 

 

Para a amostra de pectinase contida no extrato bruto, houve maior 

retenção de atividade na faixa de 55 - 65º C, enquanto a maior atividade na 

fração PEC_S200 foi obtida a 60 - 65 °C. Foram retidos, pelo menos, 70% da 

atividade máxima na faixa de temperatura entre 40 e 50 °C em todas as 

amostras analisadas, sugerindo que o potencial de aplicação industrial destas 

enzimas ocorra em altas temperaturas. 

Diferentes estudos mostram que enzimas pectinolíticas podem ser 

estáveis e ativas em uma ampla faixa de temperaturas, variando de 30 a 80ºC 

(KC et al. 2020). Silva e colaboradores (2002) realizaram estudos de produção 

e caracterização de pectina liase e poligalacturonase secretadas de 

Penicillium viridicatum a partir de seu crescimento em biomassas 

lignocelulósicas mistas (baraço de laranja, tegumento de milho, farelo de trigo 

e cascas de banana e manga). As frações contendo poligacturonase 

apresentaram melhor temperatura de trabalho a 55 ºC, enquanto aquelas que 

continham amostras de pectina liase, a 50 ºC. Patil e colaboradores (2012) 

utilizaram resíduos industriais para produção e secreção de exo-

poligacturonase de P. variotii (peso molecular 39,4 kDa), que apresentou 
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condições ótimas de trabalho à temperatura de 30ºC. Damásio e 

colaboradores  (2010) estudaram características físico-químicas de uma 

poligacturonase termoestável de P. variotii crescido em meio Czapeck, 

enriquecido com 1% pectina cítrica, que exibiu melhor temperatura de trabalho 

a 65ºC. Já Ur Rehman e colaboradores (2020) avaliaram características físico-

químicas de uma pectinase secretada por Bacillus liqueniformis encapsulada 

em gel de poliacrilamida (9,5% acrilamida e 0,5% bisacrilamida). A ampliação 

da atividade relativa da pectinase encapsulada em relação à pectinase livre 

manteve-se em ampla faixa de pH ácido e básico, bem como para 

temperaturas mais altas (acima de 45 ºC).  

Pectinases são amplamente utilizadas na indústria têxtil associadas a 

amilases, lipases, celulases e hemicelulases, para facilitar a degradação e a 

eliminação da pectina e de ceras contidas nas fibras de algodão de maneira 

segura e ecologicamente confiável. Neste âmbito, pectinases alcalinas são 

mais utilizadas, enquanto pectinases ácidas e termotolerantes têm sido objeto 

de vários estudos (Garg et al. 2016). Antes do processo de coloração final de 

peças têxteis, a despigmentação das fibras naturais de algodão precisa ser 

executada. Preġa e Tavļer (2008) realizaram o branqueamento e a limpeza 

de fibras de algodão utilizando uma mistura de ácido peracético 15% e 

coquetel comercial ácido Forylase KL (Alemanha) a 55 ºC durante 1h. Após 

30 minutos de incubação, 88% da viscosidade foi reduzida, sem acréscimo de 

redução no decorrer do tempo. No entanto, a eliminação significante de ceras 

só foi eficiente em temperaturas acima de 80 ºC (temperatura na qual ocorre 

a dissolução destas).   

 

3.7.3. Determinação do efeito de íons e modificadores na 

atividade enzimática 

Entender as interações específicas de enzimas com compostos iônicos 

ou com aqueles que não atuam em suas reações catalíticas fornece base para 

amplas funções e aplicações enzimáticas.  

O processo de ativação enzimática por íons e outros compostos 

(proteínas, lipídios, peptídeos e pequenas moléculas orgânicas) ocorre devido 

a mudanças na conformação, estabilização e rearranjo do sítio catalítico da 
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enzima, promovendo, consequentemente, aumento da velocidade de sua 

atividade básica. Outros fatores podem aumentar a atividade metabólica das 

enzimas e também a ativação por cofatores e alterações do substrato (Smith 

e Simons 2004). Alguns cátions podem interagir diretamente com o substrato, 

modificando e intensificando suas propriedades de modo a aumentar a 

afinidade da enzima com este. Os íons ativadores mais relatados na literatura 

são Ca2+, Mg2+, Zn2+ e K+ (Lopina 2016).  

O processo de inibição enzimática pode ocorrer de diferentes formas, 

que incluem desde a inibição do produto e substrato, resistência da 

transferência de massas entre eles, efeitos do tamanho de partículas e ligação 

improdutiva entre a enzima e lignina (Ximenes et al. 2010). Como resultado 

da ligação do inibidor à molécula da enzima, acontece a supressão da 

atividade que interrompe a reação catalítica (Lopina 2016). O modo de ação 

dos inibidores enzimáticos pode ser reversível ou irreversível, sendo que 

inibidores irreversíveis geralmente reagem com a enzima de forma a alterá-la 

química ou estruturalmente.  Inibidores reversíveis podem ser competitivos ou 

não competitivos, dependendo de seu ponto de entrada no esquema de 

reação enzima-substrato. Em ambos os casos, o inibidor é ligado à enzima 

por meio de uma combinação adequada de forças tempo dependente (Smith 

e Simons 2004; Ximenes et al. 2011; Lopina 2016). Destaca-se que os 

principais íons com atividade inibitória são Hg+, Fe+, Cu+ (Lopina 2016).  

A fração parcialmente purificada PEC_S200 foi submetida a ensaios 

com reagentes que poderiam modular sua atividade enzimática, e o resultado 

dessa dessa caracterização pode ser visto na Figura 44. 
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Figura 43: Efeito de íons e reagentes modificadores da atividade pectinolítica de P. formosus.         
( ) reagentes na concentração de 1 mM  ( ) Controle enzimático concentração 1mM ( ) 
reagentes na concentração de 10 mM ( ) Controle enzimático concentração 10mM 

 

Dentre os íons que apresentaram ativação do sítio ativo, em ambas as 

concentrações analisadas (1 e 10 mM), estão os compostos CoCl2, KCl e 

MnCl2. O efeito ativador de K+ sobre enzimas holocelulolíticas é amplamente 

descrito na literatura, por estar incluído no grupo de moléculas inorgânicas 

que atuam como cofatores enzimáticos (Smith e Simons 2004). Em 

contrapartida, a grande maioria dos estudos apresenta Co2+ e Mn+ como 

inibidores enzimáticos (Karbassi e Vaughn 1980; Ahmed 2018), sendo que o 

presente estudo identificou aumento da atividade pectinolítica de 41% e 38% 

quando as enzimas foram expostas a CoCl2, bem como 33% e 27% ao 

composto MnCl2 em concentrações de 1 e 10 mM, respectivamente. Uma 

possível hipótese para ativação enzimática por cloreto de manganês se deve 

ao fato de sua alta capacidade de gerar soluções ligeiramente ácidas (pH 4,0) 

em soluções aquosas, uma vez que a faixa ácida de pH foi a que melhor 

reteve a atividade enzimática da pectinase do presente estudo (Swaddle 

1997).  
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Analisando-se a concentração de 1 mM, observa-se ativação 

pectinolítica na presença dos compostos ZnSO4, ZnCl, CaCl2, MgSO4, NaCl, 

DTT, ɓ-mercaptoetanol, SDS, aumentando a atividade em 15%, 18%, 24%, 

20%, 18%, 23% e 22%, respectivamente. 

Os cátions metálicos Zn2+, Ca2+ e Mg2+ são cofatores que possibilitam 

a catálise enzimática e que podem atuar como ativadores ou inibidores, 

dependendo da concentração com que são aplicados. Em concentrações de 

0 ï 30 mM, metais alcalinos, bem como K+ e Na+, podem aumentar a atividade 

enzimática (Banu et al. 2010).  Em alguns casos, tais cofatores podem 

aumentar a atividade enzimática por meio da formação de complexos com 

outras moléculas (Smith e Simons 2004; Lopina 2016). O pectato de cálcio e 

o pectato de magnésio, presentes nas substâncias pécticas da lamela média 

em vegetais, podem interferir na formação de tais complexos, uma vez que 

pectato liases são dependentes de cálcio para catálise, e pectina liases 

podem ser estimuladas por Ca2 e outros cátions (Jayani et al. 2005). O íon 

Mg2+ (assim como Mn+) é um ácido de Lewis fraco que atrai pares de elétrons 

livres dos átomos de oxigênio, formando ligações glicosídicas na presença de 

água, ocasionando a terminação da ligação da enzima com o substrato e a 

formação de monômeros de açúcares redutores. Além disso, reage com íons 

cloreto, formando complexos metálicos durante sua oxidação. A determinação 

do efeito de Mg2+ na atividade pectinolítica de Bacillus firmus foi avaliada por 

Anggraini e colaboradores (2020), que, durante a caracterização, observaram 

que concentrações abaixo de 4 mM funcionavam como ativadores da enzima, 

formando um complexo com o substrato. Já em concentrações na faixa de 6 

a 10 mM, a atividade enzimática diminuiu devido à não atração livre da 

pectinase com a pectina e ao bloqueio da ligação da enzima ao substrato. 

O efeito de vários íons metálicos foi avaliado por Ahmed (2018) na 

caracterização de uma pectinase produzida pela levedura Geotrichum 

candidum fermentada em pectina cítrica como única fonte de carbono. Os 

resultados indicaram ativação enzimática na presença de 1 mM de ZnSO4 e 

CaCl2 e 5 mM de MnCl2, NaCl e inibição alostérica por CoCl2, MgSO4 e EDTA. 

A ativação pectinolítica por DTT, ɓ-mercaptoetanol e SDS sugere a 

presença de grupamentos tiol no sítio catalítico desta enzima, uma vez que 

estes compostos atuam no afrouxamento das ligações dissulfeto presentes no 
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sítio catalítico enzimático (Jiang et al. 2019). A baixa concentração aplicada, 

associada ao curto intervalo de tempo durante a caracterização, permitiu a 

desagregação do oligômero e consequente expansão do sítio ativo sem que 

houvesse perda da conformação enzimática, criando acesso livre ao sítio 

catalítico, aumentando, assim, a velocidade da reação enzimática.  

 Na concentração de 10 mM, observou-se a ativação enzimática por 

EDTA, a qual se deve à supressão de inibidores atuando como agente 

quelante na ligação de cátions inibidores, eliminando o efeito destes, além da 

formação de complexos muito estáveis com diversos íons metálicos, como 

magnésio e cálcio, em condições alcalinas, e Mn, Fe, Zn, Co, Cu, Pb e Ni em 

condições ácidas (Swaddle 1997; Lopina 2016). A utilização de EDTA em 

associação a uma pectinase termoestável de B. subtilis como agente quelante 

e umectante na desengomagem e bioescoragem de tecidos de algodão e 

micropólio foi avaliada por Ahlawat e colaboradores (2009). Notou-se que a 

adição de EDTA na solução de enzima acelerou significativamente ambos os 

processos de remoção das impurezas do tecido de algodão e a degradação 

das frações de tegumento, indicando efeito sinérgico entre enzima e EDTA. 

Além disso, modificou a estrutura do substrato, removendo os íons de cálcio 

das pontes cruzadas que ligam as macromoléculas de pectina entre si, 

sugerindo auxílio na criação de áreas livres e acessíveis para a enzima 

presente.  

A desativação/inibição da atividade pectinolítica por FeCl3, FeSO4, 

CuCl2 e HgCl2, em ambas as concentrações analisadas, além de SDS 10 mM, 

foi demonstrada. O efeito inibitório de Cu2+ Fe2+, Co2+, Hg+ sobre pectinases 

é relatado em diversos trabalhos (Karbassi e Vaughn 1980; Smith e Simons 

2004; Ximenes et al. 2010; Patil et al. 2012; Martos et al. 2014; Lopina 2016; 

Trindade et al. 2016; Ahmed 2018). A inibição realizada pelo íon Hg2+ reforça 

a interação deste com grupos sulfidrila (-SH) e com os resíduos de cisteínas 

presentes no grupamento tiol do sítio catalítico enzimático ou em seus 

arredores (Silva 2014; Jiang et al. 2019).  

Surfactantes constituem uma importante classe de químicos industriais 

que apresentam capacidade de agregar estruturas em soluções aquosas. A 

formação de micelas ocorre quando tais soluções estão diluídas, e a 

concentração crítica de micelas, da qual os agregados são observados, 
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depende da estrutura molecular do surfactante, caráter iônico, concentração 

e condições termodinâmicas da reação. Pelo fato de o SDS ser um surfactante 

iônico que se autoagrega em micelas esféricas em concentrações 

aproximadas de 8 mM a 8,5 mM, quando acondicionados em água, em 

temperaturas de 4 a 25 ºC, sem nenhuma adição de sal, pode-se inferir que, 

no atual estudo, a concentração crítica micelar foi atingida de forma a inibir a 

atividade pectinolítica em questão (Khan e Shah 2008; Ruiz-Morales e 

Romero-Martínez 2018).  

Um padrão de comportamento foi identificado na atividade enzimática 

a partir da inclusão de íons Cl aumentando a atividade pectinolítica, de forma 

a ativá-la. Por ser um forte agente oxidante presente em uma infinidade de 

compostos iônicos, bem como em materiais orgânicos clorados, que variam 

desde substâncias inertes a tóxicas, tais como pesticidas e 

clorofluorcarbonetos (Vaillancourt et al. 2005), a ativação enzimática a partir 

destes íons sugere que eles possam estar diretamente interligados ao seu 

sítio ativo ou mesmo à capacidade de detoxificação de compostos químicos 

presentes no gênero do fungo secretor de tal enzima (Ogawa et al. 2003; Oka 

et al. 2014; Laguna et al. 2015; Mioso et al. 2015; Oka et al. 2015) 

 

3.7.4. Determinação do efeito de compostos fenólicos na 

atividade enzimática 

Os compostos fenólicos solúveis, derivados de lignina, são gerados a 

partir das tecnologias de pré-tratamento e possuem diferentes maneiras de 

interagir com as proteínas. Uma delas é através da formação de ligações 

covalentes e não covalentes, causando mudanças na conformação proteica e 

ocasionando a desativação/inibição enzimática, bem como a capacidade 

fermentativa de bactérias e leveduras (Ladeira Ázar et al. 2018). Embora tais 

mecanismos de inibição ainda não estejam completamente elucidados, a 

investigação do modo de atuação sobre as enzimas holocelulolíticas é 

importante para aprimoramento dos processos de conversão, sacarificação e 

degradação enzimática destes. 

Para investigar o potencial inibitório sobre a atividade da pectinase 

contida na fração PEC_S200, foram realizados ensaios enzimáticos na 
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presença de cada um dos compostos analisados (Figura 45) separadamente. 

O termo inibição será empregado para se referir à diminuição imediata da 

atividade enzimática. 

      Figura 44: Estrutura dos compostos fenólicos testados sobre a atividade de PEC_S200 

 

 

Os resultados de inibição, obtidos a partir da incubação dos compostos 

fenólicos e PEC_S200, são apresentados na Figura 46. 
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Figura 45: Efeito de compostos fenólicos na atividade enzimática pectinolítica de PEC_S200 de 
P. formosus. ( ) Controle enzimático concentração 2 mg/ml 

 

Como mostrado na figura 48 pode-se observar que os compostos: 

ácido 4-hidroxibenz·ico, §cido ɟ-cumárico e ácido transcinâmico inibiram a 

atividade pectinolítica em 25%, 26% e 66%, respectivamente. Ácido 

transferúlico e ácido tânico mostraram aumento da atividade relativa, 

enquanto siringaldeído, ácido gálico e vanilina não alteraram a atividade. 

O ácido tânico popularmente chamado tanino pertence ao grupo dos 

compostos fenólicos produzidos em alguns vegetais como metabólito 

secundário que possui importante papel de proteção no mecanismo de defesa 

destes contra infecções microbianas, principalmente. Por serem polifenóis 

hidrossolúveis apresentam como característica determinante a adstringência 

(capacidade de se ligar a outras moléculas) e turbidez; estão presentes na 

maioria dos tecidos vegetais (folhas, sementes, raízes e frutos) (Prommajak 

et al. 2020). Em subprodutos de café são componentes estruturais liberados 

durante o processo de pré-tratamento (Murthy e Madhava Naidu 2012; Murthy 

e Naidu 2012; Villa-Montoya et al. 2017).  

O gênero Paecilomyces é descrito como produtor de tanases (Battestin 

e Macedo 2007), portanto sua alta familiaridade a esse composto possibilita 

efeito sinérgico entre tanases e pectinases, uma vez que as pectinases atuam 

na remoção imediata da turbidez e tanases agem na diminuição da 

adstringência (Cerreti et al. 2016).  Acredita-se, portanto, que este seja o 

principal motivo pelo quais os resultados obtidos nesse estudo sejam 

controversos a literatura existente, demonstrando aumento de 35% da 

atividade pectinolítica imediata e 15% após 24h (dados não mostrados) na 

presença de ácido tânico quando em sua maioria este reduz hidrólise 

enzimática.  

O ácido transferúlico não causou inibição ou desativação de PEC_S200 

de P. formosus, aumentando sua atividade em 187% inicialmente e retendo 

sua atividade em 120% após 24h (dados não mostrados). O aumento de 

atividade pectinolítica foi descrito em outros trabalhos. A hidrólise de pectina 

pelo extrato bruto e pectinase parcialmente de A. terreus  foi aumentada em 

190% e 160% pela presença de ácido ferúlico  (Vaz et al. 2020). A 
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metabolização de ácido ferúlico pelos fungos pertencentes ao gênero 

Paecilomyces foi descrita por Rahouti e colaboradores  (1989), sugerindo que 

a ativação por este composto seja possível pela eliminação do efeito inibidor, 

uma vez que o grau de inibição por fenólicos é depende da correlação linear 

e não-linear entre as proteínas e os compostos derivados de lignina (Ximenes 

et al. 2011; Qin et al. 2016). 

A comparação dos resultados deste trabalho com a literatura mostra 

que o efeito de compostos fenólicos sobre pectinases varia de acordo com as 

enzimas, os compostos, as concentrações utilizadas, as temperaturas de 

ensaio testadas e os microrganismos produtores, podendo haver inibição, 

desativação, manutenção ou ativação da enzima. 

 

3.7.5. Determinação de estabilidade da atividade enzimática 

em etanol  

A partir dos experimentos com compostos fenólicos foi possível 

observar que a atividade de PEC_S200 manteve-se estável por longos 

períodos de tempo. Tal efeito estimulou a investigação do efeito do etanol 

sobre a atividade pectinolítica de P. formosus. A figura 47 mostra o efeito do 

etanol sobre a atividade enzimática. 
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Figura 46 Efeito do etanol na atividade enzimática pectinolítica de P. formosus ( ) PEC_S200   
( ) PEC_S200 incubada em etanol 20% 

 

Os dados apresentados anteriormente mostram que PEC_S200 é 

estável na presença de etanol a 28ºC. Além do mais, este aumentou 11% de 

sua atividade a 20% (v/v) (correspondendo a 157,8 g/L), em contraste com a 

perda de atividade em 18% na ausência deste composto. A inibição de 

holocelulases por etanol é um problema potencial em processos que utilizam 

fermentação e sacarificação simultâneas, diminuindo os rendimentos finais de 

etanol (Wu e Lee 1997). A identificação de meia-vida de 72h indica que este 

complexo enzimático é um candidato à aplicação em processos fermentativos 

sólidos onde alta tolerância a etanol é requerida. Adicionalmente, 100% da 

atividade pectinolítica foram mantidos depois de 6 meses (dados não 

mostrados) em incubação com etanol a 4ºC. Os mecanismos pelos quais o 

etanol interfere na atividade enzimática são desconhecidos, mas alterações 

conformacionais e na flexibilidade da estrutura proteica podem estar 

envolvidas, sendo que estudos mais aprofundados devem ser realizados para 

desvendá-las. 

Inúmeras aplicações de enzimas pectinolíticas têm sido descritas na 

indústria biotecnológica: emprego na produção e clarificação de sucos, 
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auxiliando na redução da viscosidade durante esses processos (Sethi et al. 

2016; Mahmoodi et al. 2017); produção de etanol de primeira e segunda 

geração, onde o enriquecimento com estas enzimas melhora a eficiência da 

conversão enzimática dos polissacarídeos em monômeros fermentescíveis 

pelas leveduras produtoras de bioetanol (Zavala-Páramo et al. 2020); durante  

o processo de produção de vinho, sendo as mais importantes enzimas 

utilizadas, pois atuam de forma multifuncional na trituração das uvas, 

liberação de pigmentos e fenólicos, na sedimentação de partículas suspensas 

e na melhora das características organolépticas frente aos compostos 

fenólicos e antocianinas, além de colaborarem na intensificação do sabor e 

do aroma finais (Sieiro et al. 2012).  

Pectinases capazes de se manterem ativas em altas concentrações de 

etanol são relevantes para as indústrias, pois se tornam inibidores no decorrer 

do processo fermentativo. Merín e de Ambrosini (2015) avaliaram o potencial 

enológico de pectinases produzidas por leveduras não Saccharomyces em 

baixas temperaturas e verificaram alta tolerância a compostos inibitórios, 

como etanol 15% e dióxido de enxofre (120 mg/ml), na retenção de 84% da 

atividade. Em consonância com estes resultados, Sahay e colaboradores 

(2013) identificaram enzimas pectinolíticas ativas de Cystofilobasidium 

capitatum e Rhodotorula mucilaginosa em baixas temperaturas de 

crescimento (6 e 12ºC, respectivamente, capazes de manter cerca de 50% e 

80% de suas atividades ótimas, nessa ordem, em condições ácidas de pH 

(3,5) e temperaturas variando entre 6 e 12ºC.  

 

3.7.6.  Determinação dos parâmetros cinéticos 

Os parâmetros cinéticos para a pectinase da fração PEC_S200 foram 

determinados a partir de regressão não linear e do ajuste de curva hiperbólico, 

sendo apresentados na Tabela 14. 

 

Tabela 14: Parâmetros cinéticos de PEC_S200 

Enzima Km (µg/ml) Vmáx (UI/ml) 

PEC_S200 
0,029 

4,51 
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A Vmáx mostra a taxa catalítica máxima de conversão de substrato para 

o produto desejado quando todos os locais ativos da enzima estão saturados 

com o substrato. A concentração de substrato na metade do valor Vmax é 

considerada como o valor da constante de afinidade (Km). Um Km alto indica 

afinidade fraca da enzima para seu substrato, que depende dos efeitos de 

difusão do tipo de substrato e das condições ambientais, como pH, 

temperatura e força iônica (Anggraini et al. 2020; Mohammadi et al. 2020). 

De acordo com a literatura, os resultados apresentados sugerem alta 

afinidade enzimática pelo substrato com taxa de conversão mediana. Valores 

similares de Km  têm sido descritos por vários microrganismos produtores de 

poligacturonases, tais como 0,173 mg/min em Wickerhamomyces anomalus 

(Martos et al. 2014), 0,3105% de Bacillus firmicutis  com substrato enriquecido 

por magnésio (Anggraini et al. 2020), 0,021 mg/ml e Vmax  410,43 U/mg de 

Bacillus paralicheniformis (Rahman et al. 2019). Alguns trabalhos apresentam 

valores elevados de Km  e Vmax sobre a cinética de pectinases, como 

apresentado por  Vaz e colaboradores (2020) na caracterização de PGA livre 

de A. terreus relatados por  24,54 ɛg/ml e 1,39 ɛg/min. No trabalho de Banu 

et al. (2010), foi expressa uma pectinase de P. chrysogenum de massa 31 

kDa com Km  de 1,0 mg/ml e Vmax de 85 U/mg, respectivamente. Suresh e 

Viruthagiri (2010) caracterizaram uma pectinase de A. niger produzida em 

farelo de trigo e casca de arroz sob condições ótimas de pH e temperatura 

com massa de kDa, Km  de 294,12 e Vmax de 2,33 U/mg.  

4. Conclusões   

O presente capítulo teve como objetivos a produção e a purificação de 

uma pectinase a partir da água residual do processamento de café como meio 

indutor de P. formosus. Este resíduo se mostrou eficiente na indução 

enzimática sem necessidade de nenhum tipo de pré-tratamento 

lignocelulósico.  

Foram aplicadas diferentes abordagens de purificação; no entanto, não 

foi possível chegar à purificação total da pectinase, determinando-se que essa 

enzima é formada por um hetero-oligômero entre proteínas de massas 

moleculares distintas, onde somente parte deste oligômero possui atividade 

catalítica caracteristicamente ácida, termoestável, estável em etanol e 
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altamente catalítica ao seu substrato. Destaca-se a não ocorrência, na 

literatura, de uma pectinase com tais características oligoméricas. 

Diante das especificidades apresentadas pela pectinase deste estudo, 

as melhores aplicações seriam nas indústrias: alimentar humana, têxtil, de 

rações animais e de produção de etanol de 2ª geração. 

5. Perspectivas futuras 

Como perspectivas futuras, propõe-se otimizar o processo de purificação 

enzimática, de modo a aumentar o rendimento final, e também dar 

prosseguimento aos estudos estruturais do oligômero, realizando-se 

experimentos de cunho biofísico (ultracentrifugação, dicroísmo circular e 

coeficiente de extinção molecular proteico), com identificação da enzima 

purificada por meio de análise em MALDI-TOF LS, além da análise da 

termoestabilidade na presença dos principais ativadores enzimáticos. Outra 

perspectiva é a elaboração de mapas proteômicos para identificação das 

diferentes proteínas secretadas por P. formosus, crescido nos variados resíduos 

de café (água residual, casca e polpa), e a verificação da presença de pectinases 

glicosiladas. A análise do secretoma auxiliará na descrição da indução 

diferenciada das fontes de carbono e como estas influenciam no processo de 

excreção enzimática do fungo. 
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Artigo de revisão aceito na revista Frontiers in Energy (Editora Springer). 

Fator de impacto 2,657. Qualis Capes A2 (Ciências Biológicas I). 

 

Neste artigo, revisamos a vasta gama de diferentes resíduos agrícolas 

disponíveis para a produção de bioenergia e produtos de valor agregado. 

Revisamos o uso desses diferentes resíduos na perspectiva do desenvolvimento 

de uma bioeconomia circular em que todos os resíduos da produção agrícola 

podem ser usados como produtos de base para a produção agrícola e para 

outros usos industriais. A relevância da revisão reside na importância de 

desenvolver formas sustentáveis de produção de energia que limitem a emissão 

de gases de efeito estufa e reduzam maciçamente nossa dependência de 

combustíveis fósseis. A maioria dos resíduos agrícolas é atualmente 

considerada de baixo valor; no entanto, nossa revisão destaca as inúmeras 

maneiras pelas quais esses resíduos podem não apenas reduzir nossa 

dependência de combustíveis fósseis, consequentemente reduzindo a poluição 

e as mudanças climáticas, mas também gerar riqueza para uma série de 

indústrias, agregando valor comercial a esses resíduos. 
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Abstract 

Interest in lignocellulosic biomass conversion technologies has increased 

recently because of their potential to reduce the dependency on non-

renewable feedstocks. Residues from a variety of crops are the major source 

of lignocellulose, which is being produced in increasingly large quantities 

worldwide. The commercial exploitation of crop residues as feedstocks for 

biorefineries which could be used to produce a variety of goods such as 

biofuels, biochemicals, bioplastics and enzymes is an attractive approach not 

only for adding value to residues but also for providing renewable products 

required by the expanding bioeconomy market. Moreover, the implementation 

of biorefineries in different regions has the potential to add value to the specific 

crop residues produced in the region. In this review, several aspects of crop 

residue application in biorefineries are discussed, including the role of crop 

residues in the bioeconomy and circular economy concepts, the main technical 

aspects of crop residue conversion in biorefineries, the main crop residues 

generated in different regions of the world and their availability, the potential 

value-added bioproducts that can be extracted or produced from each crop 

residue, and the major advantages and challenges associated with crop 

residue utilization in biorefineries. Despite their potential, most biomass 

refining technologies are not sufficiently advanced or financially viable. Several 

technical obstacles, especially with regard to crop residue collection, handling, 

and pre-treatment, prevent the implementation of biorefineries on a 
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commercial scale. Further research is needed to resolve these scale-up-

related challenges. Increased governmental incentives and bioeconomic 

strategies are expected to boost the biorefinery market and the cost 

competitiveness of biorefinery products. 

Keywords: crop residue, biorefinery, bioproduct, biomass, circular 

bioeconomy, enzyme 
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1. Introduction 

Sustainable development is defined as ñproducing for the needs of 

today without compromising those of future generationsò by the World Summit 

on Sustainable Development (Finkelstein and Sheehan 2009). In this context, 

bioenergy is one of the several resources used to improve living standards and 

promote sustainable development using renewable sources for the generation 

of "clean energy" and reduction of the dependence on fossil fuels (Energy 

2018). The interest in lignocellulosic biomass conversion technologies has 

increased recently owing to their potential for energy and bioproduct 

generation without the use of non-renewable feedstocks; thus, these 

technologies can potentially contribute to air quality improvement and 

reduction of greenhouse gas (GHG) emissions (Silva et al. 2018).  

Lignocellulosic biomass is mainly derived from plant materials, including 

crop residues, forest residues, wood crops, industrial wastes, municipal solid 

waste, and food waste. Additionally, grasses can be grown for biomass 

generation (Energy 2018). Lignocellulosic biomasses of different types are 

distributed worldwide, but vary spatiotemporally in their availability. Each 

region produces a specific set of biomasses according to its agricultural and 

agro-industrial activity. These alternative feedstocks can be converted into a 

variety of bioproducts in biorefineries, including bioenergy (in the form of 

biofuels and bioelectricity), enzymes, chemicals, and materials (e.g., 

biosorbents and bioplastics) that are valuable to the market.  

Our review focuses on the importance of crop residues in the context of 

biorefineries and the circular bioeconomy concept. We summarize the main 

crop residues generated in different regions of the world and their availability, 

the potential value-added bioproducts that can be extracted or produced from 

crop residues, and the major advantages and obstacles associated with crop 

residues utilization in biorefineries.  

 

2. Crop residues in circular bioeconomy 

The European Commission defines bioeconomy as "the production of 

renewable biological resources and the conversion of these resources and 

waste streams into value-added products, such as food, feed, bio-based 

products and bioenergyò (European Comission 2018). The bioeconomy 
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concept covers all the economic and industrial sectors and systems that use 

or process renewable biological resources (animals, plants, microorganisms, 

and derived biomass, including organic waste) as well as their functions and 

principles (Bugge et al. 2016; European Comission 2018; BIOPRO BW 2019). 

Importantly, a fundamental aspect of the bioeconomy is the mitigation of GHG 

emissions using renewable resources rather than fossil resources. For this 

reason, a shift from a fossil-based economy to a bio-based economy is seen 

as essential for achieving global climate targets set in the Paris agreement 

(Silva et al. 2018). Complimentary to the bioeconomy concept, a circular 

economy is based on the concept that the residues from one industrial process 

will be useful as feedstock for another, in such a way that the environmental 

impact will be almost zero and the residues, which were originally considered 

to be waste products, will have economic value (Bos et al. 2017), as 

demonstrated in Figure 1.  

In a circular economy, the ñrestorationò pathway replaces the ñend-of-

lifeò concept and residues are recycled, resulting in high-value-added 

products. By using residues as feedstock, the circular economy aims to add 

commercial value to otherwise discarded waste products and reduce 

environmental, economic, and social problems that arise from inappropriate 

residue disposal (Tozlu et al. 2016; Nizami et al. 2017). Combining both 

concepts, the circular bioeconomy is an economic system in which the basic 

building blocks for materials, chemicals, and energy are derived from 

renewable biological resources (including crop residues and byproducts from 

crop residue processing) and is described as an industrial system that is 

restorative or regenerative by design. In this context, biorefineries that use 

crop residues as feedstock to produce value-added products are key players 

in the circular economy (Venkata Mohan et al. 2016; Bos et al. 2017).  

 



 

 

176 
 

 

 

Fig. 1 Use of crop residues in the context of biorefineries and circular 

bioeconomy 

 

3. Enzyme-based crop residue biorefineries 

Crop residues have the potential to replace non-renewable resources 

owing to their high availability and structural composition (rich in 

polysaccharides and lignin). The increasing production of lignocellulosic 

biomass from crop residues as a result of the growing demand for agricultural 

products is currently raising environmental concerns. Consequently, interest in 

the utilization of crop residues as feedstock for biorefineries has increased, as 

it represents a biomass management tool that integrates recycling and 

remediation in an environmentally friendly manner [3], reduces the pollution 

generated by inappropriate disposal (Yang et al. 2016), and adds value via 

bioproduct generation. 

Biorefineries based on lignocellulosic biomass, such as crop residues, 

have emerged as the most suitable substitutes for petroleum-based refineries. 

This new concept includes a wide range of new technologies capable of 

converting the structural components of biomass into bio-based products such 

as fuels, value-added co-products, and other applications (Silva et al. 2015; 

Squinca et al. 2018). There are several biorefinery platforms (e.g., 

carbohydrates, syngas, lignin, and pyrolytic liquid) that can be employed as 

key intermediates between raw materials and final products (Rosales-

Calderon and Arantes 2019).  
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Holocellulose (cellulose, hemicellulose, and pectin) and lignin are the 

main structural components of lignocellulosic raw materials. The complex 

three-dimensional constitution of these substrates involves physical and 

chemical interactions between holocellulose and lignin, ensuring structural 

stability and resistance of the plant cell wall (Gomes et al. 2017; Thorenz et al. 

2018). The degradation of polymers from lignocellulose into their structural 

monomers, usually achieved via an enzymatic pathway, is essential for further 

synthesis of biofuels and building block chemicals in biorefineries (Silva et al. 

2018). 

A pool of enzymes (e.g., cellulases, hemicellulases, lytic polysaccharide 

monooxygenases, ligninases, and cellobiose dehydrogenases), in 

combination with other proteins (swollenins and expansins), is required to fully 

degrade the cell wall from crop residues (Silva and Filho 2017). In a natural 

system, this degradation is performed by microbial consortia that synthesize a 

broad range of hydrolytic and non-hydrolytic enzymes with different modes of 

action and broad and restricted specificities that act synergistically to disrupt 

and fully degrade plant biomass (Lopes et al. 2018).  

Based on this natural process, large-scale biomass degradation in 

biorefineries is achieved using enzymatic cocktails produced by selected 

microorganisms. Enzyme production is one of the most important steps for 

biomass refining to be economically viable, but the cost of production remains 

high. An understanding of enzymatic synergism is crucial to enhance the speed 

of enzymatic biomass conversion and reduce enzyme loads and hydrolysis 

time, important factors determining the cost of hydrolysis of lignocellulosic 

substrates (Silva and Filho 2017). It is necessary to select highly productive 

microorganism strains that demonstrate high expression of a wide range of carbohydrate-active enzymes 

(CAZymes) and lignin-degrading enzymes when cultured on different types of lignocellulosic substrates 

[17]. Filamentous fungi are generally employed as enzyme-producing organisms. Trichoderma [98, 148], 

Aspergillus [149], and Penicillium species are frequently used for CAZyme production, whereas white-

rot fungi are mostly used to produce lignin-degrading enzymes (Fillat et al. 2017).  

Either off-site enzyme production (in which one single enzyme-

producing plant provides enzymes for multiple biorefinery plants) or on-site 

enzyme production (in which enzymes are produced in an operational unit 

annexed to a biorefinery plant) approaches can be employed. On-site enzyme 

production in biorefineries may be a viable alternative to reduce costs and 
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GHG emissions associated with enzyme production. In this approach, crude 

enzyme cocktails can be directly applied to crop residue hydrolysis with 

minimal enzyme processing and no transportation requirements (Silva and 

Filho 2017). In addition, the use of lignocellulosic biomass such as crop 

residues as a carbon source for on-site enzyme production (a process referred 

to as integrated enzyme production) enables the synthesis of enzyme 

consortia tailored to the topographic and bromatological characteristics of each 

particular lignocellulosic material (Bech et al. 2015; Yang et al. 2016; Silva and 

Filho 2017; Lopes et al. 2018; Thorenz et al. 2018; Rosales-Calderon and 

Arantes 2019). In this case, depending on its structure and composition, each 

specific crop residue induces the production of a specific set of enzymes (Bech 

et al. 2015). Integrated enzyme production adds further value to crop residues 

and broadens the portfolio of products produced in biorefineries, since 

enzymes are highly valuable biocatalysts (more valuable than biofuels) that 

have industrial applications other than crop residue biorefining, such as in the 

pulp and paper industry, textiles, detergents, animal feed, food, beverage, and 

nutraceuticals (e.g., probiotics, antioxidants, and vitamins) [21, 25, 30-32]. 

Figure 2 summarizes the different types of lignocellulose-degrading enzymes 

involved in biomass refining and other potential biotechnological applications. 

The use of crop residues for the production of enzymes is a promising market. 

The global market for enzymes has grown in recent years, reaching almost 

$4.6 billion and $4.9 billion in 2014 and 2015, respectively (BBC 2017). This 

market is expected to expand to around $6.3 billion by 2021, with a compound 

annual growth rate of 4.7% from 2016 to 2021 (BBC 2017). 
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Fig. 2 Lignocellulose-degrading enzymes from microorganisms and their 

biotechnological applications 

 

4. Global overview of crop residue generation 

The term agricultural residue encompasses all plant biomass generated 

as a byproduct during harvesting or crop processing. Crop residues were 

defined by Searle and Marlins (Searle and Malins 2015) as the parts of the 

aboveground plant that are not eaten nor have other primary uses. The residue 

ratio, or ratio of residues to the main crop product, is highly variable. These 

residues can be classified as primary, secondary, or tertiary (Hoogwijk 2003; 

Zalfar 2019). Primary residues (e.g., rice straw, sugarcane top and straw, 

coffee husks, corn stalks and straw, wheat straw, empty palm fruit bunches 

and frond, and vine trimming shoots) are generated in the field at the time of 

harvest, while secondary residues (e.g., rice husks, sugarcane bagasse, 

corncobs, soybean hulls, distillerôs dried grains, sand from sugarcane ash 

bagasse, wastewater, and black liquor) are co-produced during processing. 

Tertiary residues are the remains that arise from (partial) final consumption 

(e.g., food leftovers). 

According to a study conducted by Tripathi et al. (Tripathi et al. 2019), 

cereal straw contributes to 66% of the worldôs residual plant biomass. 

Nevertheless, cereal primary residues (e.g., wheat straw, rice straw, and corn 
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stover) cannot be entirely removed from the field and destined for bioenergy 

production and biorefining since these biomasses play a key role in 

maintaining the fertility, organic carbon levels, nitrogen levels, humidity, and 

the micro- and macrobiota of soils; stabilizing soil temperature; and preventing 

soil erosion (Tarkalson et al. 2009; Monteleone et al. 2015; Cherubin et al. 

2018). Importantly, if biomass is removed, soil fertilizer must be added to 

compensate for biomass removal, but that does not compensate for other 

factors such as erosion, temperature, and humidity control (Andrew 2006; 

Monteleone et al. 2015). Broad projections usually estimate that 60-70% of 

crop residues must be left in the field for ecological purposes (Searle and 

Malins 2015; Daioglou et al. 2016). When individual crop residues are 

considered, the estimated average sustainable removal rate is 40% for wheat 

straw (ranging from 15% to 60%), 50% for corn stover (ranging from 25% to 

80%), and around 60% for rice straw (Scarlat et al. 2010); however, these are 

broad generalizations. The rates of sustainable biomass removal vary greatly 

according to not only crop type, but also a number of other site-specific factors 

such as soil characteristics, climate pattern, the slope of the terrain, and 

farming practices such as tillage and crop rotation (Scarlat et al. 2010; 

Monteleone et al. 2015). Residue removal from the field is also restricted by 

the costs and technical limitations of biomass collection, baling, handling, and 

transportation (Sietske Boschma et al. 2013). The amount of collected crop 

residues that may be utilized for bioenergy production and biorefining is further 

limited by other competing uses of the biomass, such as feed for livestock, 

animal bedding, horticulture, substrate for mushroom production, and 

traditional burning for heat (Scarlat et al. 2010; Searle and Malins 2015). The 

effects of crop residue removal on soil fertility, crop yields, and GHG emissions 

have been studied, but further efforts are required to calculate the sustainable 

balance between biomass-to-soil and biomass-to-bioproduct conversions with 

respect to their environmental, economic, and social impacts (Cherubin et al. 

2018). 

Crop residues are not equally distributed worldwide; they have distinct 

regional characteristics, and their availability varies spatiotemporally. Table 1 

summarizes the agricultural production and the associated residue generation 

of different crops globally and the main countries producing each crop during 
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the 2016/17 harvest. Figure 3 shows a map of the main agricultural residues 

produced in each continent. The major crop residues produced in each global 

region are discussed below. 

 

 

 

 

Fig. 3 An overview of the main agricultural crops produced in the world 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
















































































































