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VALORIZAÇÃO DE RESÍDUOS AGROINDUSTRIAS ATRAVÉS DA 

FERMENTAÇÃO EM ESTADO SÓLIDO PARA PRODUÇÃO DE ENZIMAS 

CELULOLÍTICAS POR PENICILLIUM ROQUEFORTI ATCC 10110 E EM 

REAÇÕES DE SACARIFICAÇÃO 

 

RESUMO 

 

O bioprocesso, Fermentação em Estado Sólido (FES), aproveita resíduos agroindustriais 

como nutrientes para crescimento microbiano, que ao crescerem excretam enzimas; e 

para otimizar a mistura de resíduos na FES faz-se uso da mistura com restrição. O uso 

da função desejabilidade, pode garantir que todas as enzimas necessárias estejam 

presentes em proporções ideais em um complexo de enzimas que atuam de forma 

sinérgica, como as celulases endoglucanases (EGL), exoglucanases (EXG) e β-

glicosidase (BGL). Neste estudo, a função desejabilidade é utilizada para otimizar a 

produção do complexo celulolítico pelo fungo Penicillium roqueforti ATCC 10110 via 

FES. O fungo foi cultivado em uma mistura de resíduos: casca de amêndoa de cacau 

(CAC) (1,0 g), casca da fruta de cacau (CFC) (7,5 g) e óleo de dendê (OD) (1,5 g), 

seguindo a matriz de mistura com restrição, resultando nas seguintes atividades para 

EGL (5,38 U/g), EXG (1,01U/g) e BGL (2358,75 U/g). As enzimas celulases 

demonstraram estabilidade superior a 50% em pHs 4,5 e 6,0 ao longo de 5 horas de 

reação, bem como estabilidade térmica de 50% a 50 °C no mesmo período reacional. A 

adição de CoSO4 e EDTA aumentou a atividade das enzimas EGL, EXG e BGL em 

mais de 100%. O efeito da adição de solvente foi analisado por meio de redes neurais 

artificiais com Mapa Auto-Organizável de Kohonen (KSOM) para encontrar 

correlações entre as respostas obtidas, a maioria dos solventes polares apróticos 

aumentaram a atividade enzimática em mais de 100%. As celulases de P. roqueforti 

ATCC 10110 foram aplicadas na hidrólise enzimática dos resíduos: bagaço de cana 

(BC), casca de coco (CC) e palha de milho (PM) antes e após pré-tratamento 

hidrotérmico. O estudo demonstrou que a hidrólise dos resíduos após o pré-tratamento 

hidrotérmico foi mais eficiente na conversão aos açúcares redutores, apresentando os 

seguintes rendimentos de sacarificação PM (57 mg/g), CC (42,83 mg/g) e BC (48,24 

mg/g) em 5 horas de reação. Este estudo destaca o potencial das celulases de P. 

roqueforti ATCC 10110 na produção de açúcares fermentáveis a partir de resíduos 

agroindustriais, contribuindo para futuras pesquisas e aplicações em larga escala no 

campo da biotecnologia, demonstrando o valor dos resíduos agroindustriais e a 

otimização de processos biotecnológicos. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Biotecnologia, Fungos, Celulases, Hidrólise enzimática.  

 

 

 

 

 



 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

VALUATION OF AGRO-INDUSTRIAL WASTE THROUGH SOLID STATE 

FERMENTATION FOR THE PRODUCTION OF CELLULOLYTIC ENZYMES 

BY PENICILLIUM ROQUEFORTI ATCC 10110 AND IN 

SACCHARIFICATION REACTIONS 

ABSTRACT 

 

The bioprocess, Solid State Fermentation (SSF), utilizes agro-industrial waste as 

nutrients for microbial growth, which as they grow excrete enzymes; and to optimize 

the waste mixture in SSF, the mixture with restriction is used. The use of the desirability 

function can ensure that all necessary enzymes are present in ideal proportions in an 

enzyme complex that acts synergistically, such as endoglucanases (EGL), 

exoglucanases (EXG) and β-glucosidase (BGL). In this study, the desirability function 

is used to optimize the production of the cellulolytic complex by the fungus Penicillium 

roqueforti ATCC 10110 via SSF. The fungus was grown in a waste mixture: cocoa 

almond husk (CAC) (1.0 g), cocoa fruit husk (CFC) (7.5 g), and palm oil (OD) (1.5 g), 

following the restricted mixture matrix, resulting in the following activities for EGL 

(5.38 U/g), EXG (1.01U/g) and BGL (2358.75 U/g). The cellulase enzymes 

demonstrated stability above 50% at pHs 4.5 and 6.0 over 5 hours of reaction, as well as 

thermal stability of 50% at 50 °C in the same reaction period. The addition of CoSO4 

and EDTA increased the activity of the EGL, EXG and BGL enzymes by more than 

100%. The effect of solvent addition was analyzed through artificial neural networks 

with Kohonen Self-Organizing Map (KSOM) to find correlations between the obtained 

responses, most aprotic polar solvents increased enzymatic activity by more than 100%. 

The cellulases of Penicillium roqueforti ATCC 10110 were applied in the enzymatic 

hydrolysis of the residues: sugarcane bagasse (BC), coconut husk (CC) and corn straw 

(PM) before and after hydrothermal pretreatment. The study demonstrated that the 

hydrolysis of the residues after hydrothermal pretreatment was more efficient in 

converting to reducing sugars, presenting the following saccharification yields PM (57 

mg/g), CC (42.83 mg/g) and BC (48.24 mg/g) in 5 hours of reaction. This study 

highlights the potential of cellulases from P. roqueforti ATCC 10110 in the production 

of fermentable sugars from agro-industrial residues, contributing to future research and 

large-scale applications in the field of biotechnology, demonstrating the value of agro-

industrial residues and the optimization of biotechnological processes. 

 

KEYWORDS: Biotechnology, Fungi, Cellulases, Enzymatic hydrolysis. 
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INTRODUÇÃO 

 

A Organização das Nações Unidas para a Alimentação e Agricultura (Food and 

Agriculture Organization-FAO) estima que a produção mundial de resíduos 

agroindustriais atinja 1,3 bilhões de toneladas por ano, sendo que, 1/3 dos alimentos 

potencialmente destinados ao consumo humano são desperdiçados, seja como resíduos, 

oriundos do processamento, ou como perca na cadeia produtiva (IBARRURI; 

HERNÁNDEZ, 2021; KAUR; SINGH; SINGH, 2023). Uma grande variedade de 

resíduos agroindustriais pode ser utilizada como suporte na Fermentação em Estado 

Sólido (FES) sendo fonte de nutrientes para os microrganismos, e consequentemente, na 

produção de enzimas (BISWAL; MANDAVGANE, 2021; OLIVEIRA; MELO; 

BUZATO, 2019; RANA et al., 2021). A FES é um bioprocesso que envolve o 

crescimento microbiano em um substrato sólido, contendo uma umidade suficiente 

apenas para manter o crescimento e o metabolismo do microrganismo, técnica versátil 

devido às vantagens econômicas e biotecnológicas além de contribuir para a valorização 

dos resíduos (ARAUJO et al., 2022; DAS NEVES et al., 2022; DE MENEZES et al., 

2023; LONDOÑO-HERNANDEZ et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2019; RUDAKIYA, 

2019).  

Grande parte dos resíduos agroindustriais sólidos apresenta a lignocelulose como 

principal componente da biomassa, compreendendo cerca da metade da matéria vegetal 

produzida e representando o recurso orgânico renovável mais abundante no solo 

(YAFETTO, 2022; ZUCCARO; PIROZZI; YOUSUF, 2020). Além disso, a 

lignocelulose é composta por três tipos de biopolímeros: celulose, hemicelulose e 

lignina (ZUCCARO; PIROZZI; YOUSUF, 2020). Dentre os microrganismos, 

destacam-se os fungos filamentosos pertencentes aos gêneros Trichoderma, Apergillus e 

Penicillium, os quais são capazes de degradar a lignocelulose e têm sido caracterizados 

como bons produtores de enzimas do tipo celulases, essas muito empregadas no setor 

industrial (AHMED; BIBI, 2018; SAMPATHKUMAR et al., 2019) 

As celulases são formadas por um complexo de três enzimas denominadas 

endoglucanases (EGL), exoglucanases (EXG) e β-glicosidades (BGL), que atuam de 

forma sinérgica na degradação da cadeia polimérica da celulose (BHARDWAJ et al., 

2021; INFANZÓN-RODRÍGUEZ et al., 2023; PATEL et al., 2019). A produção das 

enzimas EGL, EXG e BGL é amplamente relatada na literatura, pois pesquisas recentes 
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concentram-se na otimização eficiente da produção analisando fatores para melhorar o 

rendimento enzimático, destacando a produção a partir do fungo Penicillium roqueforti 

ATCC 10110 (DA SILVA NUNES et al., 2020; DAS NEVES et al., 2022; MARQUES 

et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2019) 

As celulases fúngicas podem ser aplicadas em reações de sacarificação de resíduos 

agroindustriais (FRASSATTO et al., 2021; INFANZÓN-RODRÍGUEZ et al., 2023; 

SANTOS GOMES et al., 2023). A celulose, presente nos resíduos agroindustriais, é um 

polissacarídeo complexo, que também é encontrado nas paredes celulares das plantas 

(ZHANG et al., 2021). Em relação, ao aproveitamento desses resíduos, a degradação da 

celulose é fundamental. Isso ocorre por meio da ação do complexo de enzimas 

celulolíticas (EGL, EXG e BGL), que quebra as ligações da celulose em unidades 

menores de (AHMED; BIBI, 2018; EJAZ; SOHAIL; GHANEMI, 2021). Essa 

degradação é de extrema importância para a indústria biotecnológica (ACCOSSATO et 

al., 2019; EJAZ; SOHAIL; GHANEMI, 2021; RANJAN et al., 2023). 

O processo de hidrólise enzimática da fração celulósica dos resíduos resulta na obtenção 

de glicose (RAVEN et al., 2019; SANTOS GOMES et al., 2023). A glicose é um 

açúcar essencial que pode ter diversas aplicabilidades (TRIPATHI et al., 2023). Por 

exemplo, na indústria alimentícia, a glicose é um ingrediente importante em produtos 

como doces, geleias e xaropes (BHARDWAJ et al., 2021; KUMAR; AGGARWAL, 

2024). Além disso, a glicose também é usada na produção de biocombustíveis, como o 

etanol de segunda geração (SINGHANIA et al., 2021; YAVERINO-GUTIÉRREZ et 

al., 2024; ZUCCARO; PIROZZI; YOUSUF, 2020).  

Assim, este trabalho foi dividido em três capítulos. O primeiro capítulo 

apresenta uma revisão abordando a produção de celulases (EGL, EXG e BGL) pelos 

fungos dos gêneros Trichoderma, Aspergillus e Penicillium, com base na literatura 

científica nos últimos seis anos (2018-2024). Já, o segundo capítulo foca a aplicação de 

planejamentos quimiométricos para a produção e caracterização das enzimas celulases 

(EGL, EXG e BGL) pelo Penicillium roqueforti ATCC 10110 via Fermentação em 

Estado Sólido (FES). Enquanto, o terceiro capítulo apresenta a aplicação dessas enzimas 

celulases produzidas a partir do Penicillium roqueforti ATCC 10110 na hidrólise 

enzimática de resíduos agroindustriais, analisando a eficiência do processo antes e após 

o pré-tratamento hidrotérmico. 
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OBJETIVOS 

 

Geral 

Produzir e caracterizar enzimas celulases pelo fungo Penicillium roqueforti 

ATCC 10110 via fermentação em estado sólido e aplicação das enzimas celulases na 

sacarificação de resíduos agroindustriais. 

 

Específicos 

Paralelamente, ao desenvolvendo do projeto, realizou uma revisão visando à 

produção das celulases endoglucanase (EGL), exoglucanase (EXG) e β-glicosidase 

(BGL) por fungos dos gêneros Trichoderma, Aspergillus e Penicillium com base na 

literatura científica dos últimos seis anos (2018-2024). E para alcançar o objetivo geral, 

desenvolveram-se os seguintes objetivos específicos: 

✓ Produzir as enzimas celulolíticas (EGL, EXG e BGL) a partir do Penicillium 

roqueforti ATCC 10110 via FES utilizando ferramentas quimiométricas; 

✓ Caracterizar bioquimicamente as enzimas celulolíticas do Penicillium roqueforti 

ATCC 10110, quanto ao pH, temperatura, e efeito da adição de sais e solventes. 

✓ Aplicar as enzimas celulolíticas do Penicillium roqueforti ATCC 10110 em 

reações de sacarificação de resíduos agroindustriais, antes e após pré-tratamento 

hidrotérmico. 
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CAPÍTULO 1 – Revisão  

 

Avanços na produção de celulases pelos fungos dos gêneros Trichoderma, 

Aspergillus e Penicillium 

 

RESUMO 

 

A produção de celulases fúngicas tem sido alvo de intensa pesquisa devido seu potencial 

em aplicação industrial e impacto no desenvolvimento de processos sustentáveis. A 

compreensão dos mecanismos de produção dessas enzimas, bem como a otimização dos 

bioprocessos fermentação em estado sólido (FES) e fermentação submersa (FS), são 

aspectos cruciais para a eficiência e viabilidade econômica desses bioprocessos. Nesta 

revisão, realizou-se uma pesquisa com base em trabalhos publicados nos últimos 6 anos 

(2018-2024) sobre a produção das celulases endoglucanase (EGL), exoglucanase (EXG) 

e β-glicosidase (BGL) pelos fungos pertencentes aos gêneros Trichoderma, Aspergillus 

e Penicillium, destacando suas características biológicas e estratégias de otimização dos 

bioprocessos; como também, as implicações industriais. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A produção de celulases por fungos filamentosos é um campo de pesquisa em 

constante evolução e de grande interesse para a indústria biotecnológica (CATALÁN; 

SÁNCHEZ, 2020a). Os fungos filamentosos pertencentes ao gênero Trichoderma, 

Aspergillus e Penicillium são reconhecidos  pela capacidade de secretar diversas 

enzimas de interesse comercial, incluindo as celulases, como endoglucanase (EGL), 

exoglucanase (EXG) e β-glicosidase (BGL) que desempenham um papel crucial na 

degradação da biomassa lignocelulósica (SAROJ; P; NARASIMHULU, 2022) Este 

complexo de enzimas é essencial para a conversão eficiente de matéria-prima vegetal 

em produtos de valor agregado, como biocombustíveis, produtos químicos e materiais 

renováveis (CHAVAN; SHETE; DHARNE, 2022). A EGL atua na hidrólise da fração 

amorfa da cadeia de celulose reduzindo seu grau de polimerização (INFANZÓN-

RODRÍGUEZ et al., 2023). A EXG é responsável por despolimerizar a extremidade 

redutora da celulose por hidrólise da ligação β-1,4-glicosídica liberando celobiose (DA 

SILVA NUNES et al., 2020); e a BGL catalisa a hidrólise de ligações β-D-glicosídicas, 
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liberando açúcares simples como glicose (SAROJ; P; NARASIMHULU, 2022). A BGL 

pode atuar em diversos substratos, como a celobiose (DAS NEVES et al., 2022).  

Os bioprocessos de produção de celulases incluem a fermentação em estado 

sólido (FES) e a fermentação submersa (FS), cada um com suas vantagens e 

desvantagens (Tabela 1) (CATALÁN; SÁNCHEZ, 2020; DUTRA et al., 2023) A FES 

apresenta benefícios como produtividade superior, simplicidade técnica, investimento 

de capital reduzido, demanda energética diminuída e consumo de água inferior 

(ABDULLAH et al., 2021), enquanto a FS é vantajosa pela melhor transferência de 

massa, controle de temperatura e pH, e por ser escalonável a nível industrial 

(SUBHOSH CHANDRA et al., 2021).  

Trichoderma, Aspergillus e Penicillium são utilizados em ambos bioprocessos, 

logo a escolha entre fermentação em estado sólido (FES) e fermentação submersa (FS) 

para a produção das celulases pode depender de vários fatores, incluindo a espécie do 

fungo, o substrato disponível e o objetivo do processo.  

Logo, a escolha entre esses métodos de fermentação e a maximização de sua 

eficácia requer uma abordagem integrada que engloba múltiplas variáveis, tais como: 

seleção cuidadosa do microrganismo a ser utilizado, condições ideais para o meio de 

cultivo (temperatura, pH, tempo, substrato), a indução enzimática controlada e a 

avaliação econômica do bioprocesso (CATALÁN; SÁNCHEZ, 2020; DASARI et al., 

2019; DUTRA et al., 2023; SUBHOSH CHANDRA et al., 2021). Assim, a utilização 

de ferramentas quimiométricas, têm sido amplamente utilizadas para estudar múltiplas 

variáveis em um bioprocesso, capaz de permitir a otimização das condições de 

fermentação e maximizar a produção de celulases (DA SILVA NUNES et al., 2020; 

DAS NEVES et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2019). 
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Tabela 1 – Vantagens e desvantagens da FES e FS. 

 
Fermentação em 

estado sólido 

Fermentação 

submersa 
Referências 

Vantagens 

Menor consumo de 

energia; menor de 

águas residuais; 

Baixo requisito de 

água; 

Menor 

suscetibilidade à 

contaminação; 

Simplicidade técnica; 

Baixo custo de 

investimento em 

equipamentos e 

sistemas de controle. 

 

Escalonável a nível 

industrial; 

Pouco trabalho manual; 

Controle de 

temperatura e pH; 

Boa homogeneização; 

Inoculação fácil. 

ABDULLAH et 

al., 2021; 

DAS NEVES et 

al., 2022; 

DINIL; JACOB, 

2022; 

INTASIT et al., 

2021 

 

Desvantagens 

 

 

Menor transferência 

de massa; 

Dificuldade de 

controle e 

monitoramento; 

Dificuldade na escala 

industrial. 

Maior consumo de 

energia; 

Necessidade de maior 

consumo de água; 

Custo elevado de 

reagentes e 

equipamentos; 

Produção de grandes 

volumes de águas 

residuais. 

CATALÁN; 

SÁNCHEZ, 

2020; 

CHAVAN; 

SHETE; 

DHARNE, 

2022; 

INTASIT et al., 

2021) 

 

Esta revisão explora a produção das celulases endoglucanase (EGL), 

exoglucanase (EXG) e β-glicosidase (BGL) por fungos dos gêneros Trichoderma, 

Aspergillus e Penicillium, com base em literatura científica dos últimos 6 anos (2018-

2024) (Tabela 2). Esta pesquisa foi realizada utilizando os bancos de dados da Scopus e 

Web of Science para consulta de periódicos. O foco da revisão é explorar o uso e 
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características biológicas dos fungos dos gêneros Trichoderma, Aspergillus e 

Penicillium e as variáveis de bioprocesso que influenciam a biossíntese de celulases por 

meio da FES e FS. Bem como, as implicações dessas enzimas na indústria de 

bioprocessos e as possibilidades para o avanço de tecnologias sustentáveis que se 

beneficiam do uso de celulases fúngicas.  

 

2 PRODUÇÃO DE CELULASE PELOS GÊNEROS TRICHODERMA, 

ASPERGILLUS E PENICILLIUM  

 

Os fungos filamentosos, que pertencem à categoria mais ampla de fungos, são 

considerados uma fonte potencialmente significativa devido à sua particular capacidade 

de secreção em comparação com outras fontes microbianas (MA et al., 2024; METIN, 

2023; SINGH et al., 2021b, 2020) 

Os fungos filamentosos dos gêneros Trichoderma, Aspergillus e Penicillium são 

notáveis por sua capacidade de degradação de substratos complexos (ASIS et al., 2021). 

Estes apresentam a capacidade de produzir enzimas celulolíticas valiosas, como as 

endoglucanases (EGL), exoglucanases (EXG) e ß-glicosidases (BGL), tornando-os de 

grande interesse na biotecnologia e agricultura (CHAVAN; SHETE; DHARNE, 2022; 

GRUJIĆ et al., 2019; RAVEN et al., 2019; REIS et al., 2020), devido a atuação dessas 

enzimas na degradação de celulose, um dos principais componentes da biomassa 

vegetal, potencial considerável para diversas aplicações, incluindo a produção de 

biocombustíveis e o desenvolvimento na indústria de papel e celulose (ASTOLFI et al., 

2019; KUMAR; PRAKASH, 2023). 

As espécies Trichoderma longibrachiatum, T. harzianum e T. reesei são 

encontradas em diversos tipos de solo, especialmente em climas temperados e tropicais, 

e são capazes de degradar amidos, pectinas e celuloses (MICHELIN et al., 2019; TEO 

et al., 2024). Já, Aspergillus fumigatus, A. niger, A. heteromorphus, A. terreus e A. 

awamori são altamente aeróbicos e estão presentes em quase todos os ambientes ricos 

em oxigênio, e são conhecidos por produzir uma variedade de enzimas que degradam 

polissacarídeos vegetais, como a celulose (BELLAOUCHI et al., 2021; DOS SANTOS 

et al., 2019; MOSTAFA et al., 2024; RATUCHNE; KNOB, 2021; SHARMA et al., 

2020; SINGH et al., 2021a). O Penicillium, capaz de colonizar diversos ambientes, 
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desde solos e materiais orgânicos até alimentos, é bem conhecido pela produção do 

antibiótico penicilina e na produção de queijos (A, 2022). Recentemente, também tem 

sido reconhecido como um bom produtor de celulase, produzindo EGL, EXG e BGL 

(A, 2022), e destaca-se por produzir boa quantidade de β-glicosidase (DA SILVA 

NUNES et al., 2020; DAS NEVES et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2019), uma grande 

vantagem deste gênero em relação ao Trichoderma (A, 2022). As espécies mais 

relatadas para produção de celulases são P. funiculosum, P. crustosum, P. citrinum, P. 

rubens, P. oxalicum e P. roqueforti (Tabela 2) (CHAVAN; SHETE; DHARNE, 2022; 

ESPINOZA-ABUNDIS et al., 2023; HE et al., 2023; KUMAR et al., 2022; LI et al., 

2021; OLIVEIRA et al., 2019; SAINI; AGGARWAL, 2020). 

Os bioprocessos FES e FS tem-se destacados na produção das celulases pelos 

fungos pertencentes aos gêneros, Trichoderma, Aspergillus e Penicillium (SINGH et al., 

2021a; SINGHAL; BHAGYAWANT; SRIVASTAVA, 2021; SRIVASTAVA et al., 

2021). Alguns estudos relatam que a qualidade da fonte de carbono, pH, temperatura, 

percentual do inóculo e período de incubação são fatores que demonstram influência 

significativa na produção das enzimas EGL, EXG e BGL tanto pela FES quando FS 

(AREESHI, 2022; DA SILVA NUNES et al., 2020; SHAH; RANAWAT; MISHRA, 

2019; SINGHAL; BHAGYAWANT; SRIVASTAVA, 2021). Na FES, a otimização da 

produção de celulase a partir desses gêneros foi alcançada em diversos estudos mediante 

a utilização de resíduos agroindustriais e planejamentos quimiométricos, resultando em 

aprimoramento da eficiência hidrolítica, como apresentado na tabela 2 (CHAVAN; 

SHETE; DHARNE, 2022). Além disso, a utilização de resíduos de frutas (AREESHI, 

2022) e outros resíduos agroindustriais (CASTRO-OCHOA et al., 2023; COÊLHO et 

al., 2021; DA SILVA NUNES et al., 2020) servem como fontes de nutrientes para a 

produção de celulase microbiana e tem sido amplamente explorada, por apresentar 

potencial para biorrefinarias sustentáveis e produção de biocombustíveis (DA SILVA 

NUNES et al., 2020; DAS NEVES et al., 2022; HENG; HAMZAH, 2022; 

PRAHALADBHAI; MURTY, 2020; SANTOS GOMES et al., 2023; SHRUTHI et al., 

2019; VALLE-PÉREZ; FLORES-COSÍO; AMAYA-DELGADO, 2021). 

Os estudos para produção, caracterização e purificação de celulases proveniente 

de cultivos de espécies de Trichoderma, Aspergillus e Penicillium via FES tem sido 

mais explorada, pois as vantagens da produção de enzimas fúngicas nesse bioprocesso é 

maior em termos de facilidade e custo-benefício (Tabela 2)  No entanto, a nível 
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industrial, a FS é mais utilizada devido à possibilidade de controle de temperatura e pH, 

facilidade de purificação do produto e por ser escalonável a nível industrial (CHAVAN; 

SHETE; DHARNE, 2022; DASARI et al., 2019; DE REZENDE et al., 2020; NAHER 

et al., 2021a; NÚÑEZ-SERRANO; GARCÍA-REYES; GARCÍA-GONZÁLEZ, 2024). 

Os gêneros Trichoderma, Aspergillus e Penicillium tem mostrado extrema 

relevância na produção de enzimas celulolíticas e nas indústrias biotecnológicas. No 

entanto, é crucial observar que os métodos de produção e otimização dessas enzimas 

necessitam de um estudo mais aprofundado sobre suas vantagens e limitações, 

especialmente no contexto da escalabilidade industrial e dos custos associados. Além 

disso, é essencial, no contexto social, abordar as questões relacionadas à 

sustentabilidade e à eficiência dos processos de produção, considerando o uso de 

resíduos agroindustriais como fontes de nutrientes. É importante destacar não apenas os 

avanços e potenciais desses bioprocessos (FES e FS), mas também os desafios e áreas 

de melhoria, contribuindo para uma compreensão mais abrangente e informada do 

campo da biotecnologia de enzimas celulolíticas. 
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Tabela 2 – Variáveis de bioprocessos estudos para produção de celulases (EGL, EXG e BGL) por fungos do gênero Trichoderma, Aspergillus e 

Penicillium. 

Planejamentos Variáveis Fungos Fermentação Substrato Enzimas Referências 

CCRD 
Temperatura (°C) 

Umidade (%) 
Penicillium roqueforti ATCC 10110 FES Palmeira forrageira β-glicosidase 

(DAS NEVES 

et al., 2022) 

CCD 

peptona protease 

Lactose 

MgSO4·7H2O 

KH2PO4 

Trichoderma harzianum HZN11 FES 

Talos de sorgo Farelo de 

trigo 

Bagaço de cana-de-

açúcar 

Cascas de amendoim 

Espigas de milho Farelo 

de arroz 

Casca de arroz 

Bolos de Serragem Óleo 

de amendoim óleo de 

coco 

Bolo de Serapilheira 

Endoglucanas

e 

Exoglucanase 

FPaseβ-

glucosidase 

(BAGEWADI

; MULLA; 

NINNEKAR, 

2018) 

CCD 

pH 

Extrato de levedura 

(p/m%) 

Tamanho do inóculo 

(esporos g−1) 

Umidade (%) 

Aspergillus niger CKB FES Resíduos têxteis Celulase 
(HU et al., 

2018) 
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Plackett-

Burman 

Farelo de trigo (%) 

Avicel (%) 

Lactose (%) 

CSL (%) 

Ureia (%) 

CaCl2 (%) 

Penicillium funiculosum NCIM 1228 FS Sintético 

Fpase* 

CMCase** 

β-glicosidase 

(CHAVAN; 

SHETE; 

DHARNE, 

2024a) 

BBD 

Ureia 

CaCl2 

MgSO4 

Peptona 

Avicel 

Farelo de Trigo 

CSL 

Lactose 

KH2PO4 

Temperatura 

pH 

inóculo 

agitação (RPM) 

BBD-RNA-GA 

Temperatura (°C) 

Tempo 

pH 

Penicillium oxalicum R4 FS Sintético 

Fpase 

CMCase 

β-glicosidase 

(LI et al., 

2021) 

SC-RNA-GA Resíduos de mistura Penicillium roqueforti ATCC 10110 FES 

Bagaço de cana-de-

açúcar 

Casca de coco verde 

Exoglucanase 

(DA SILVA 

NUNES et al., 

2020) 
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Planejamento 

fatorial 

Concentração de inóculo 

Temperatura 

Concentração de farelo 

de trigo 

Penicillium sp. FSDE15 FS 

Farelo de trigo Bagaço de 

cana-de-açúcar 

Palha de cana-de-açúcar 

CMCase 

β-glicosidase 

(COÊLHO et 

al., 2021) 

CCD 

Peptona (%) 

Lactose (%) 

pH 

Penicillium citrinum FES 
Parthenium 

hysterophorus 
Fpase 

(KUMAR; 

AGGARWAL

, 2024) 

BBD 

Temperatura 

pH 

Inóculo 

agitação 

Penicillium funiculosum NCIM 1228 FS Sintético 

Fpase 

CMCase 

β-glicosidase 

(CHAVAN; 

SHETE; 

DHARNE, 

2022) 

Planejamento 

fatorial 

Umidade (%) 

Substrato (g) 
Aspergillus japonicus URM5620 FES 

Casca de laranja 

Casca de maracujá 

Fpase 

CMCase 

(DA SILVA 

et al., 2023) 

BBD 

Uréia (g/L) 

Sulfato de amônio (g/L) 

Extrato de levedura (g/L) 

Aspergillus niger ITV 02 FS Sintético CMCase 

(INFANZÓN-

RODRÍGUEZ 

et al., 2020) 

CCRD 

pH 

Temperatura (°C) 

Tempo (d) 

Aspergillus fumigatus FES Serragem de pinho 
Celulases 

β-glicosidase 

(JOSHI et al., 

2024) 

SC Resíduos de mistura Aspergillus niger B60 FES 

Bagaço branco  

Farelo de trigo 

Bagaço de uva vermelha 

Carboximetil

celulase 

(PAPADAKI 

et al., 2020) 
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CCRD 

pH 

Cultivo do tempo 

Concentração de 

substrato 

Aspergillus fumigatus FS Farinha de canola β-glicosidase 

(RATUCHNE

; KNOB, 

2021) 

BBD 

Temperatura (°C) 

Tempo (h) 

Atividade na água 

Aspergillus oryzae ATCC 10124 FES Casca de cacau CMCase 
(REIS et al., 

2020) 

CCD 

Umidade inicial 

pH 

Temperatura (°C) 

inóculo (%) 

Tempo (h) 

Aspergillus terreus RWY FES Bagaço de sorgo 
Fpase 

β-glicosidase 

(SHARMA et 

al., 2020) 

BBD 

Teor de azoto (%) 

inóculo fúngico 

Tempo (h) 

Aspergillus flavus FES Palha de trigo CMCase 
(SINGHAL et 

al., 2022) 

CCD  

Umidade (%) 

Relação BSG/AP (%) 

pH 

Aspergillus sp. FES 

Bagaço de maçã 

Grão gasto de cervejaria 

Sabugo de milho Caroço 

de algodão Resíduos de 

cenoura 

Cascas de toranja Bagaço 

de uva 

Casca de laranja 

Casca de amendoim 

Resíduo de massa 

alimentícia 

Resíduo de soja   Farelo 

Celulase 

(SOSA-

MARTÍNEZ 

et al., 2023) 
Plackett-

Burman 

Temperatura 

pH do meio mineral 

Umidade 

Quantidade de inóculo 

Idade do inóculo 

Tempo de fermentação 

Razão AFR BSG/AP 
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de trigo 

BBD 

Dosagem de inóculo 

Temperatura 

pH 

Trichoderma reesei  FES Farelo de trigo Fpase 

(VERMA; 

KUMAR, 

2020) 

BBD 

Tamanho do inóculo 

umidade inicial 

pH 

Trichoderma harzianum 

 Aspergillus fumigatus 
FES Folhas de dendê 

Fpase 

EGase 

β-glicosidase 

(TEO et al., 

2024) 

Planejamento 

fatorial 

pH 

umidade 

Maltose 

Farinha de aveia 

Magnésio 

Trichoderma hamatum NGL1 FES Esterco de vaca CMCase 
(MARRAIKI 

et al., 2020) 

CCD 
Razão de substrato 

Razão de conídios 
Aspergillus niger Aspergillus oryzae FES 

Farelo de trigo 

Casca de soja 
CMCase 

(MORILLA; 

STEGMANN; 

TUBIO, 2023) 

CCD 
Talos de Molokhia (g/L) 

Tempo (d) 
Aspergillus awamori MK788209 FES Hastes de Molokhia CMCase 

(MOSTAFA 

et al., 2024) 

RNA-GA 

Tempo 

Concentração da fonte 

de nitrogênio 

Trichoderma stromaticum AM7 FES Resíduo de pupunha CMCase 
(BEZERRA et 

al., 2021) 
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Temperatura 

CCD 
Umidade 

pH 
Aspergillus niger FS 

Resíduos 

lignocelulósicos urbanos 

Fpase 

CMCase 

(SANTOS et 

al., 2022) 

BLAST 

Temperatura (°C) 

pH 

Tempo 

Penicillium oxalicum P-07 FS 
CMC-Na 

Farelo de trigo 

CMCase 

FPase 

CBHase*** 

β-glicosidase 

(XIE et al., 

2023) 

BBD 

Hora (dia) 

Proporção de material 

líquido inicial 

pH 

Temperatura (°C) 

Trichoderma longibrachiatum (MK 

878447) 

Trichoderma afroharzianum(MT 

734073) 

FES Palha de milho Fpase 
(LI; ZHAO; 

HE, 2022) 

CCD 

Temperatura (°C) 

Tamanho do inóculo 

(esporos/g) 

Trichoderma reesei CCT-2768 FES Opuntia ficus-indica 

Fpase 

β-glicosidase 

CMCase 

(SOUZA 

FILHO; DOS 

SANTOS, 

2023) 

CCRD 
Temperatura (ºC) 

pH 
Trichoderma reesei NRRL 3652 FES 

Casca de arroz Casca de 

soja 

Bagaço de cana-de-

açúcar 

Palito de dente em pó 

erva-mate 

Fpase 

CMCase 

(ASTOLFI et 

al., 2019) 

CCD 

Bolo de amendoim em 

pó 

Umidade Inicial 

Farelo de trigo 

Penicillium oxalicum 16              

Trichoderma reesei RUT-C30 
FES 

Farelo de trigo 

Palha de arroz 

Endoglucanas

e 

FPase 

Exoglucanase 

(ZHAO; YI; 

LI, 2019) 
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Plackett-

burman 

Bolo de amendoim em 

pó 

Umidade Inicial 

Temperatura 

pH inicial 

Palha de arroz 

Farelo de trigo 

Dummy 1 

β-glicosidase 

Plackett-

Burman 

Peptona 

Farelo de trigo 

K2HPO4 

KCl 

MgSO4.7H2O 

FeSO4 

pH 

Temperatura (°C) 

Volume do meio (ml) 

Tamanho do inóculo 

(ml/50 ml) Velocidade 

de agitação (rpm) 

Aspergillus ochraceus 
FES 

FS 

Farelo de arroz Farelo de 

trigo 

Casca de limão 

Casca de laranja 

Farelo de aveia 

Milho de pipoca 

Fpase 

CMCase 

(ALNUSAIR

E; FARAG, 

2022) 
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Plackett-

Burman 

FeSO4.7H2O 

Tween 80 

Amido solúvel 

Peptona 

CaCl2 

extrato de levedura 

KH2PO4 

MgSO4.7. H2O 

(NH4)2SO4 

MnSO4. ZnSO4.7H2O 

Ureia 

Acetato de sódio 

desidrogenato 

Carbonato de sódio 

anidro 

Tempo de incubação 

Aspergillus niger 3ASZ FS Sintético Celulase 
(SOROUR et 

al., 2023) 

BBD 

Amido solúvel 

MnSO4 

CaCl2 

CCRD 
Atividade de água 

Massa de fibra (g) 
Trichoderma reesei CCT-2768 FES Fibras de coco verde 

Fpase 

CMCase 

(CAMPOS et 

al., 2024) 

*Fpase – Celulase total **CMCase- Endoglucanase ***CBHase 
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2.1 Produção de Celulases por FES 

 

Os resíduos agroindustriais frequentemente são descartados 

indiscriminadamente no meio ambiente, resultando em problemas ambientais, tais 

como: saneamento, poluição e riscos à saúde de animais e seres humanos. Uma 

alternativa bastante positiva é fermentação em estado sólido (FES), técnica de 

bioprocessamento, que ocorre em uma matriz sólida (suporte/substrato), geralmente 

resíduos agroindustriais, na ausência ou quase ausência de água livre levando a produtos 

de alto valor agregado. No entanto, o substrato requer umidade para sustentar o 

crescimento e a atividade metabólica dos microrganismos (BEHERA; KERKETTA; 

RAY, 2023; CATALÁN; SÁNCHEZ, 2020; RUDAKIYA, 2019; YAFETTO; 

ODAMTTEN; WIAFE-KWAGYAN, 2023). 

A primeira etapa crítica durante a FES envolve a seleção cuidadosa do resíduo 

agroindustrial e dos fungos adequados, que serão empregados no processo de 

fermentação. Devido à composição lignocelulósica e ao grande tamanho dos substratos, 

geralmente é necessário tratar o resíduo, picando, triturando ou quebrando para reduzir 

o tamanho das partículas. Isso aumenta a área superficial e torna os substratos mais 

acessíveis para a colonização microbiana durante a fermentação (SUBHOSH 

CHANDRA et al., 2021; YAFETTO, 2022; YAFETTO; ODAMTTEN; WIAFE-

KWAGYAN, 2023). 

Apesar disso, estudos relatam que alguns resíduos agroindustriais não contêm 

todos os nutrientes essenciais necessários para o crescimento fúngico(BISWAL; 

MANDAVGANE, 2021; YAFETTO; ODAMTTEN; WIAFE-KWAGYAN, 2023). 

Portanto, a adição de suplementos nutricionais aos resíduos agroindustriais serve para 

melhorar a necessidade de nutrientes durante o crescimento microbiano e a formação de 

produtos durante a fermentação. Os nutrientes comumente usados para complementar 

substratos na FES incluem fontes de nitrogênio, como sulfato de amônia (NH3)2SO2, 

nitrato de amônia (NH3NO3), nitrato de sódio (NaNO3), peptona, uréia, extrato de 

levedura (YAFETTO; ODAMTTEN; WIAFE-KWAGYAN, 2023).  

Os gêneros Trichoderma, Aspergillus e Penicillium são frequentemente 

empregados na FES, devido sua capacidade de rápida proliferação em substratos sólidos 

com reduzido teor de água (ACCOSSATO et al., 2019; LODHA; PAWAR; RATHOD, 

2020; SHRUTHI; ACHUR; NAYAKA BORAMUTHI, 2020; SHRUTHI et al., 2019). 
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As pesquisas têm se concentrado na otimização da produção de celulases, utilizando 

resíduos agroindustriais como substratos por meio de FES (DA SILVA NUNES et al., 

2020; DAS NEVES et al., 2022; ESPINOZA-ABUNDIS et al., 2023; OLIVEIRA et al., 

2019).  

T. harzianum e T. reesei são frequentemente relatados para a produção de 

celulase (Tabela 2), destacando T. reesei que é um dos fungos filamentosos 

extensivamente estudado, porque produz EGL, EXG e BGL suficiente para degradar 

completamente a celulose (FRASSATTO et al., 2021; HENG; HAMZAH, 2022). A 

maior parte das celulases comerciais disponíveis é produzida a partir de T. 

reesei (KSHIRSAGAR et al., 2020). Contudo, foi bem documentado que o T. 

reesei produz BLG em quantidade menor comparado a EGL e EXG, que estão em 

proporção suficiente, para a hidrólise eficiente da biomassa lignocelulósica (KAUR; 

SINGH; SINGH, 2023; LONG et al., 2022). Assim, a BGL de Aspergillus niger é 

geralmente adicionada à celulase de T. reesei para gerar uma mistura de coquetel para 

hidrólise eficiente de biomassa, levando a uma conversão de biomassa economicamente 

viável (LEGODI; LA GRANGE; VAN RENSBURG, 2023).  

No contexto da FES, Aspergillus, especificamente, A. terreus, A. flavus, A. 

fumigatus e A. niger foram relatadas como produtores de quantidades elevadas de 

celulases (EGL, EXG, BGL) quando cultivado em substratos lignocelulósicos 

individuais (Tabela 2) ((MOSTAFA et al., 2024; SALDAÑA-MENDOZA et al., 2023; 

SINGH et al., 2021a; SINGHAL et al., 2022; THAKUR et al., 2024; VALLE-PÉREZ; 

FLORES-COSÍO; AMAYA-DELGADO, 2021). Como também, o gênero Penicillium 

mostrou potencial na produção de celulases frente à FES, destacando o P. funiculosum, 

P. roqueforti ATCC 10110 e P. crustosum quando cultivado em substratos 

lignocelulósicos individuais ou em misturas (Tabela 2)  (CHAVAN; SHETE; 

DHARNE, 2022; DA SILVA NUNES et al., 2020; NÚÑEZ-SERRANO; GARCÍA-

REYES; GARCÍA-GONZÁLEZ, 2024; OGUNYEWO et al., 2020).   

Embora a FES tenha emergido como uma técnica promissora na produção de 

celulases a partir de resíduos agroindustriais existe limitações e desafios associados a 

esse método; e os gêneros Trichoderma, Aspergillus e Penicillium sejam frequentemente 

explorados devido à sua capacidade de crescimento em substratos sólidos com baixo 

teor de água, a dependência de uma umidade adequada para o crescimento desses 

fungos levanta preocupações sobre a eficiência da FES, devido à falta de controle de 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/trichoderma-reesei
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/aspergillus-niger
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/biomass-conversion
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parâmetros, como temperatura e pH durante o bioprocesso. Além disso, é essencial 

reconhecer que, embora Trichoderma, Aspergillus e Penicillium tenham demonstrado 

potencial na produção de celulases, a eficácia desses gêneros em diferentes substratos e 

condições de cultivo ainda não foi completamente explorada a nível industrial. Portanto, 

uma visão da pesquisa atual em FES sugere a necessidade de uma abordagem mais 

abrangente, que leve em consideração não apenas a produção de celulases, mas também 

a espécie de fungo utilizada, os parâmetros estudados e a adaptação do fungo aos 

substratos, para obter uma mistura de celulases com boas concentrações de EGL, EXG e 

BGL e com grande potencial de aplicação biotecnológica que seja eficiente e 

economicamente viável. 

 

2.2 Produção de celulases por FS 

 

FS é considerada vantajosa industrialmente, pois requer menor tempo de 

manuseio, é escalonável a nível industrial e a purificação do produto final é mais fácil 

(CHAVAN; SHETE; DHARNE, 2022). Dessa forma, é uma técnica preeminente na 

produção de celulase, destacando o fungo aeróbico Trichoderma reesei como uma das 

cepas mais utilizadas, conforme amplamente documentado na literatura (Tabela 2) 

(ACCOSSATO et al., 2019; CATALÁN; SÁNCHEZ, 2020; GRUJIĆ et al., 2019; 

HENG; HAMZAH, 2022; LEGODI; LA GRANGE; VAN RENSBURG, 2023; NOVY 

et al., 2021). Contudo, na FS, o custo de produção dessas enzimas é relativamente 

elevado. Isso representa um obstáculo significativo para sua aplicação em escala mais 

abrangente, conforme discutido na literatura (DE REZENDE et al., 2020; NAHER et 

al., 2021a, 2021b; YANG et al., 2024).  

Em comparação com a FES, a produção de enzimas por meio da FS apresenta 

vantagens em termos de melhor transferência de massa, boa homogeneização e 

disponibilidade de equipamentos industriais (Tabela 1). Ambas, FES e FS têm sido 

empregadas na produção de enzimas celulolíticas fúngicas (CATALÁN; SÁNCHEZ, 

2020; INTASIT et al., 2021; LEGODI; LA GRANGE; VAN RENSBURG, 2023). No 

entanto, ao analisar a tabela 2, observa-se uma tendência entre os pesquisadores pela 

FES. Essa preferência pela FES pode ser atribuída a diversas razões, como a capacidade 
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dos fungos filamentosos a adaptar-se em ambientes com menor teor de água. Além 

disso, a FES é reconhecida por proporcionar condições mais simples para o crescimento 

dos fungos e pela produção de enzimas em maior quantidade em comparação com a FS 

(DASARI et al., 2019). Os trabalhos apresentados na tabela 2 sugerem que a FES tem 

sido mais eficaz na obtenção de altos rendimentos de produção de enzimas celulases.  

  Apesar, a FS ser uma técnica amplamente utilizada na indústria biotecnológica, 

essa enfrenta alguns desafios. Sua dependência de condições de cultivo controladas, 

como temperatura e pH, pode aumentar os custos de produção e reduzir a viabilidade 

econômica e ambiental, em função do uso de matérias-primas de alto valor e reagentes 

que podem levar a formação de subprodutos indesejados (NANDA et al., 2023). 

Reconhecer e abordar esses desafios são cruciais para melhorar a eficiência, 

sustentabilidade e a viabilidade econômica da FS, podendo aprimorar o meio de cultivo 

através da exploração de fontes alternativas de matéria-prima de baixo custo. 

 

3 CONDIÇÕES FERMENTATIVAS  

 

A escolha do fungo para a produção de celulases depende do bioprocesso (FES e 

FS) escolhido, das demandas de produção e das propriedades desejadas das enzimas 

(SHARMA et al., 2020). 

Durante a FES ou FS diversas variáveis podem influenciar a eficiência de 

crescimento fúngico e produção de celulases, como temperatura, pH do meio, umidade 

inicial, tempo de incubação, adição de nutrientes e quantidade de substrato (RAVEN et 

al., 2019; SAMPATHKUMAR et al., 2019). A temperatura e o pH são as variáveis mais 

estudadas, pois pode variar muito de acordo com o fungo utilizado, já que ambas as 

variáveis podem causar estresse para o fungo em valores muito elevados ou reduzidos 

(LI et al., 2022). Estudos detalhados sobre a resposta de diferentes fungos a variações 

de temperatura e pH são fundamentais para entender as necessidades específicas de cada 

sistema. De modo geral, as celulases têm sido produzidas em pH’s levemente ácidos 

(4,0 – 6,0) e temperaturas entre 27 a 35 °C (PATEL et al., 2019). A umidade e o tempo 

de fermentação também são variáveis bastantes estudadas, alguns trabalhos analisam o 

tempo de crescimento do fungo, chamado de perfil fermentativo para avaliar como o 

fungo cresce de acordo com as variações de umidade, temperatura e principalmente 
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tempo (DAS NEVES et al., 2022; LEGODI; LA GRANGE; VAN RENSBURG, 2023). 

Estudos detalhados sobre a resposta dos fungos a essas variáveis são essenciais para 

entender as necessidades específicas de cada sistema e otimizar o processo de produção 

de celulases. Logo, é necessário explorar cada uma dessas variáveis em detalhes.  

 

3.1 Temperatura  

 

Em sistemas de fermentação fúngicos, a temperatura demonstrou ter efeito sobre 

a secreção de certas enzimas (PATEL et al., 2019). Os fungos do gênero Trichoderma 

são relatados na literatura com faixa de temperatura de 25 a 30°C (LEGODI; LA 

GRANGE; VAN RENSBURG, 2023; MICHELIN et al., 2019; PELÁEZ et al., 2022). 

Já fungos do gênero Aspergillus podem crescer em uma ampla faixa de temperatura. Por 

exemplo, o Aspergillus niger pode crescer em temperaturas que variam de 20°C a 45°C, 

sendo relatada temperatura de 30 ºC como a ideal para o seu crescimento 

(BELLAOUCHI et al., 2021; DOS SANTOS et al., 2019). Os fungos do gênero 

Penicillium podem crescer em uma faixa de temperatura ainda mais ampla do que a do 

Aspergillus e Trichoderma. Por exemplo, o Penicillium pode crescer em temperaturas 

baixas (5 °C) e a temperaturas relativamente altas (35 °C) (COTON et al., 2020). 

Estudos revelam que as temperaturas ideais para o seu desenvolvimento estão entre 20 e 

25 ºC. No entanto, temperaturas acima de 35 ºC, seu desenvolvimento é muito ruim ou 

eles não crescem diretamente ((COTON et al., 2020; ESPINOZA-ABUNDIS et al., 

2023; HE et al., 2023; KUMAR et al., 2022; SHRUTHI; ACHUR; NAYAKA 

BORAMUTHI, 2020; VALLE-PÉREZ; FLORES-COSÍO; AMAYA-DELGADO, 

2021).  

Assim, a taxa de crescimento pode diminuir fora do intervalo ideal e essas faixas 

de temperatura podem variar dependendo da espécie dos fungos e do meio de cultivo 

escolhido. 

 

3.2 Umidade  
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Ao comparar os bioprocessos, FES e FS, a umidade é uma variável, 

exclusivamente, avaliada na FES e determinada pelo tipo de resíduo utilizado como 

substrato e desempenha um papel crucial no processo fermentativo, pois a umidade 

influencia diretamente na disponibilidade de nutrientes, na solubilidade de compostos e 

a manutenção das condições ideais para a atividade microbiana (DAS NEVES et al., 

2022; LEGODI; LA GRANGE; VAN RENSBURG, 2023; SOSA-MARTÍNEZ et al., 

2023).  

A quantidade adequada de umidade é essencial para garantir a eficiência do 

bioprocesso, fornecendo um ambiente propício para o crescimento microbiano 

(BEHERA; KERKETTA; RAY, 2023; COTON et al., 2020; DASARI et al., 2019; 

MAURICE, 2019; RUDAKIYA, 2019). Na literatura, a umidade tem sido expressa em 

porcentagem (%) (SOSA-MARTÍNEZ et al., 2023) ou como atividade de água (Aw) 

(REIS et al., 2020). A umidade em porcentagem indica a quantidade real de água 

presente em um material, expressa como uma proporção do peso total. Aw é uma 

medida adimensional que reflete a disponibilidade da água para reações químicas e 

atividade microbiana(REIS et al., 2020; SOSA-MARTÍNEZ et al., 2023; TEO et al., 

2024). 

Na FES, onde o substrato é sólido com pouca água disponível, manter a umidade 

constante é desafiador devido à evaporação, heterogeneidade do substrato e dificuldades 

de monitoramento (CATALÁN; SÁNCHEZ, 2020; DASARI et al., 2019). A perda de 

umidade ao longo da fermentação pode afetar a disponibilidade de água para os fungos 

e influenciar a eficiência do bioprocesso (DASARI et al., 2019; MITCHELL; RUIZ; 

KRIEGER, 2023). Diante disso, o tempo é um fator que influencia diretamente na 

umidade. 

 

3.3 Tempo 

 

O tempo de fermentação é um fator crucial que influencia a taxa de crescimento 

microbiano, a produção de metabólitos desejados e a eficiência global do processo de 

crescimento. Durante a fermentação, os fungos alimentam-se dos nutrientes presentes 

no substrato, crescem, multiplicam-se e produzem enzimas que continuam a degradar o 
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substrato para obter mais nutrientes (DASARI et al., 2019; RAVEN et al., 2019; 

SHARMA et al., 2020) esse processo requer um tempo, que é indeterminado a depender 

da enzima desejada. A produção de celulases (EGL, EXG, BGL) tem sido relatada em 

fermentações que duram de 3 a 7 dias (DA SILVA NUNES et al., 2020; DASARI et al., 

2019; RAVEN et al., 2019; SHARMA et al., 2020).  

No entanto, é razoável supor que um período de fermentação adequado seja 

necessário para permitir o crescimento dos fungos dos gêneros Trichoderma, 

Aspergillus e Penicillium para obter maiores quantidades de celulases (Tabela 2). Em 

geral, o tempo de fermentação é um fator que deve ser otimizado para cada espécie 

fúngica, individualmente, bem como as condições de fermentação para garantir o 

crescimento ideal do fungo e a produção de enzimas celulolíticas (DASARI et al., 

2019).  

 

3.4 pH 

 

O pH é uma variável crítica tanto para FES quanto FS, afetando diretamente o 

crescimento microbiano e a produção de enzimas, incluindo as celulases (AREESHI, 

2022; RAVEN et al., 2019). 

Na FES, o pH é frequentemente considerado durante o processo de extração das 

enzimas celulases (JOSHI et al., 2024). Isso ocorre porque o pH pode influenciar a 

estabilidade e a atividade dessas enzimas, afetando, assim, sua eficiência na degradação 

do substrato sólido. Estudos mostraram que diferentes faixas de pH podem ser ideais 

para EGL, EXG e BGL produzidas por fungos dos gêneros Trichoderma, Aspergillus e 

Penicillium (DA SILVA NUNES et al., 2020; DAS NEVES et al., 2022; INFANZÓN-

RODRÍGUEZ et al., 2023; MARRAIKI et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2019). Portanto, 

ajustar o pH durante o processo de extração pode ser crucial para garantir alto 

rendimento enzimático (AREESHI, 2022; RAVEN et al., 2019).   

Por outro lado, na FS, o pH é um parâmetro chave para controlar o crescimento 

microbiano e induzir a produção de celulases (CHAVAN; SHETE; DHARNE, 2022; 

SINGH et al., 2021a). Fungos dos gêneros Trichoderma, Aspergillus e Penicillium têm 

diferentes faixas de pH ótimo para o crescimento e produção de celulases. Manter o pH 

dentro da faixa ideal pode maximizar a atividade enzimática e, consequentemente, 
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aumentar a eficiência do processo de fermentação (AREESHI, 2022; RAVEN et al., 

2019). Alguns estudos relatam atividades ótimas das enzimas EGL, EXG e BGL em pH 

ácido tanto na extração pela FES (GOMES et al., 2021; GOMES et al., 2023), quanto na 

produção pela FS e FES (CATALÁN; SÁNCHEZ, 2020; TEO et al., 2024; XIE et al., 

2023) conforme os trabalhos citados na tabela 2. 

Logo, o pH desempenha um papel significativo na regulação da atividade 

enzimática durante a fermentação, seja na FES ou na FS. É necessário um estudo e 

controle cuidadoso do pH para melhorar a produção de celulases e, consequentemente, 

maximizar a eficiência dos bioprocessos (FES e FS).  

 

3.5 Otimização da produção de celulases  

 

A otimização da produção enzimática é uma abordagem que visa maximizar a 

eficiência do crescimento microbiano e consequentemente, a produção de enzimas. A 

integração de diferentes abordagens possibilita melhorias significativas na eficiência, 

robustez e sustentabilidade dos bioprocessos (FES e FS). Em função disso, há um 

aumento crescente nos estudos com uso de ferramentas quimiométricas para avaliar 

variáveis nos processos de fermentação, visando aprimorar a produção de enzimas, 

como as celulases (DE MENEZES et al., 2023a, 2023b).  

As ferramentas quimiométricas referem-se a métodos estatísticos e matemáticos 

aplicados a dados químicos para extrair informações relevantes e compreender padrões 

complexos, elas permitem considerar, simultaneamente, as interações entre as variáveis, 

economizando tempo e reagente (NOVAES et al., 2017). A tabela 2 expõe os trabalhos 

que utilizaram planejamentos estatísticos para otimização de celulases (EGL, EXG e 

BGL) utilizando fungos do gênero Trichoderma, Aspergillus e Penicillium nos últimos 6 

anos tanto pela FES quanto FS (DE MENEZES et al., 2023a). Dentre os planejamentos 

estatísticos mais relatados nesta revisão, em relação aos bioprocessos FES e FS, 

destacam-se o Delineamento Composto Central (DCC) e o Delineamento Box-Behnken 

(DBB) (Tabela 2).   

Delineamento Composto Central (DCC) foi desenvolvido por Box e Wilson em 

1951 (DE MENEZES et al., 2023b). Ele envolve a combinação de múltiplos fatores-

chave em diferentes níveis, permitindo a análise de como esses fatores influenciam o 
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resultado desejado. O DCC combina um design fatorial fracionário de dois níveis com 

pontos axiais adicionais e um ponto central, abrangendo uma ampla gama de condições 

experimentais (DE MENEZES et al., 2023b; MOSTAFA et al., 2024). Essa abordagem 

sistemática permite explorar de forma eficiente o espaço de resposta e identificar a 

combinação ótima de fatores para maximizar ou minimizar uma variável de interesse. A 

aplicação DCC na produção de enzimas celulases têm sido eficaz tanto em fermentação 

em estado sólido quanto em fermentação submersa (MOSTAFA et al., 2024; THAKUR 

et al., 2024) A otimização da produção de BGL e EGL (MOSTAFA et al., 2024; 

SANTOS et al., 2022; THAKUR et al., 2024) tem sido alcançada com sucesso através 

do uso do DCC, proporcionando melhorias significativas nos processos de produção 

(DE MENEZES et al., 2023b). 

Já o Delineamento Box-Behnken (DBB) é uma alternativa eficaz aos 

experimentos de composto central, especialmente, na otimização da produção de 

enzimas celulases (CHAVAN; SHETE; DHARNE, 2022, 2024b; DA SILVA NUNES 

et al., 2020; INFANZÓN-RODRÍGUEZ et al., 2023). Baseados em desenhos fatoriais 

de três níveis incompletos, os DBB são designs de rotação de segunda ordem ou quase 

rotativos (DE MENEZES et al., 2023a, 2023b). Uma das vantagens dos DBB é sua 

eficiência matemática e econômica na modelagem estatística (DE MENEZES et al., 

2023a). Embora apresente uma pequena vantagem sobre o DCC em alguns casos, o 

DBB tem sido amplamente utilizado nos últimos anos para otimizar a produção de EGL 

e BGL (Tabela 2) (CHAVAN; SHETE; DHARNE, 2022, 2024b; INFANZÓN-

RODRÍGUEZ et al., 2023; REIS et al., 2020; TEO et al., 2024).  

Tanto o DCC quanto o DBB têm sido fundamentais na otimização da produção 

de celulases. Enquanto, o DCC oferece uma variedade de possibilidades de desenhos 

experimentais, incluindo o Delineamento composto central rotacional (DCCR) (Tabela 

2), o DBB destaca-se pela sua eficiência matemática e econômica, pois requer menor 

número de experimentos. Ambos os métodos têm sido eficazes na melhoria dos 

processos de produção de celulases, contribuindo para avanços significativos na área de 

bioprocessos e biotecnologia. A escolha entre esses dois delineamentos experimentais 

depende das características específicas do processo de produção e das necessidades de 

otimização de cada aplicação. 
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4 CONSIDERAÇÕES GERAIS  

 

A produção de celulases (EGL, EXG e BGL) pelos fungos dos gêneros 

Trichoderma, Aspergillus e Penicillium através dos bioprocessos (FES ou FS) é uma 

área de pesquisa crucial para a biotecnologia. Os estudos têm buscado otimizar a 

produção dessas enzimas, explorando a seleção de fungos eficientes, o desenvolvimento 

de meios de cultivo de baixo custo e produção enzimática controlada, objetivando obter 

apenas a enzima de interesse ou uma mistura enzimática. Embora a FS ofereça 

vantagens industriais, como escalabilidade e menor intervenção manual, a FES tem sido 

preferida devido à sua capacidade de proporcionar condições controladas para o 

desenvolvimento dos fungos, resultando em maior produção enzimática. A preferência 

pela FES também é evidenciada pela capacidade dos gêneros Trichoderma, Aspergillus 

e Penicillium desenvolverem-se em ambientes com menor teor de água, além de 

proporcionar uma maior transferência de massa e homogeneização. No entanto, ambas 

as abordagens possuem suas vantagens e desvantagens, destacando a importância de 

avaliar, cuidadosamente, as condições do processo e as espécies de fungos envolvidos 

ao selecionar a melhor estratégia de fermentação para aplicações específicas. A 

compreensão das variáveis críticas, como temperatura, umidade, pH e tempo de 

fermentação, é essencial para maximizar a eficiência na conversão de biomassa 

lignocelulósica. A utilização de ferramentas quimiométricas para avaliação e otimização 

do processo tem se mostrado promissora, oferecendo uma abordagem sistemática para 

entender e melhorar a produção de celulases. Logo, esses avanços contribuem 

significativamente para a sustentabilidade ambiental e o desenvolvimento 

biotecnológico mais eficiente na produção de celulases que possibilitem aplicações 

industriais mais viáveis.   
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CAPÍTULO 2 

 

Aplicação de ferramentas quimiométricas na produção simultânea das enzimas 

celulolíticas por Penicillium roqueforti ATCC 10110 em fermentação em estado 

sólido 

RESUMO 

 

Neste estudo, o planejamento de mistura restrito foi aplicado para explorar o 

potencial de subprodutos como casca do fruto do cacau (CFC), casca da amêndoa do 

cacau (CAC) e borra do óleo de dendê (OD).  A função desejabilidade foi utilizada para 

otimizar a produção simultânea das enzimas endoglucanase (EGL), exoglucanase 

(EXG) e β-glicosidase (BGL) pelo Penicillium roqueforti ATCC 10110 por meio da 

fermentação em estado sólido (FES). A função desejabilidade foi 0,84, indicando que a 

meta foi totalmente alcançada. As proporções otimizadas de CFC (7,5 g), CAC (1,0 g) e 

OD (1,5 g) resultaram nas respectivas atividades de EGL (5,38 UI/g), EXG (1,01 UI/g) 

e BGL (2358,75 UI/g). EGL, EXG e BGL demonstraram excelente estabilidade a 50 ºC 

e nos pHs 4,5 e 6,0. CoSO4 e EDTA aumentaram a atividade das enzimas EGL, EXG e 

BGL em mais de 100%. O efeito da adição de solventes foi analisado por meio das 

redes neurais artificiais com Mapa Auto-organizado de Kohonen (KSOM) com o 

objetivo de encontrar correlação entre as respostas obtidas. A aplicação da 

desejabilidade na produção enzimática, otimizada por meio do planejamento de mistura 

restrito, revelou-se crucial para aprimorar a produção de enzimas celulases por P. 

roqueforti ATCC 10110. Essas enzimas revelaram, por meio da caracterização, 

potencial significativo para aplicações industriais.  

Palavras-chave: Celulases, Análise multi-resposta, fermentação em estado sólido, fungo 

filamentoso, rede neural artificial.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

As celulases são as enzimas mais utilizadas comercialmente e desempenham um 

papel crucial na hidrólise da celulose que é o polímero vegetal mais abundante 

disponível na biomassa lignocelulósica de alguns resíduos, tornando-as inestimáveis em 

diversas indústrias (alimentícias, têxtil, farmacêuticas e de cosméticos) (LIU et al., 

2020; LV et al., 2022; PATEL et al., 2019; RANJAN et al., 2023).  

As celulases constituem um grupo de três enzimas individuais endoglucanase 

(EGL) (endo-1,4-β-D-glucanase (EC 3.2.1.4), exoglucanase (EXG) (exo-1,4-β-D-

glucanase (EC 3.2.1.91) e β-glicosidase (BGL) (1,4-β-D-glicosidase (EC 3.2.1.21) 

(Ahmed & Bibi, 2018). Essas enzimas atuam em sinergia na quebra das ligações β-1,4-
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glicosidicas presentes na estrutura da celulose para a liberação de açúcares, destacando 

a glicose que desperta maior interesse industrial. EGL atua clivando as ligações internas 

(β-1,4) das cadeias amorfas de celulose, produzindo glicose e oligossacarídeos de vários 

comprimentos (RANJAN et al., 2023). Já a EXG exerce a função de despolimerizar as 

extremidades formadas na etapa anterior gerando estruturas de celobiose e a BGL 

hidrolisam a celobiose liberando moléculas de D-glicose (MA et al., 2024).  

As celulases podem ser excretadas por bactérias (ARJU HOSSAIN et al., 2021), 

leveduras (EJAZ; SOHAIL; GHANEMI, 2021) e fungos filamentosos (DAS NEVES et 

al., 2022; REIS et al., 2020). Destacando os fungos filamentosos devido à grande 

capacidade de secretar um pool de enzimas, contendo endoglucanase, exoglucanase e β-

glicosidase motivando o seu intensivo uso na produção de enzimas industriais 

(SRIVASTAVA et al., 2020). O Penicillium roqueforti ATCC 10110 têm sido 

amplamente estudados para produção de celulases por meio da fermentação em estado 

sólido (FES) utilizando resíduo agroindustriais, como a casca da amêndoa do cacau  

(DA SILVA NUNES et al., 2020; NOGUEIRA et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2019). 

FES é um método de cultivo que vem destacando-se nos últimos anos (ARAUJO 

et al., 2022; DE MENEZES et al., 2023b) devido às suas vantagens, como alta 

produtividade volumétrica, maior concentração dos produtos, necessidade de 

equipamento de fermentação simples e menor geração de efluentes (LONDOÑO-

HERNANDEZ et al., 2020). Bem como, ecologicamente correta e economicamente 

relevante, pois permite o aproveitamento de resíduos agroindustriais, resultando em 

menor consumo e produção de água residual, produtos de alta estabilidade, baixo custo 

de produção e diminuição na geração de poluentes (SALOMÃO et al., 2019). Assim, a 

FES simula um habitat ideal para o crescimento do fungo e consequentemente a 

excreção enzimática, e, o resíduo é o componente que serve para simular uma condição 

de crescimento mais favorável para o fungo que irá excretar a enzima de interesse (DE 

MENEZES et al., 2023b). Com o objetivo de melhorar o processo fermentativo e 

maximizar a obtenção das enzimas desejadas, ferramentas quimiométricas que auxiliam 

no controle do processo são utilizadas. 

Dentre as ferramentas quimiométricas, o planejamento de misturas com restrição 

tem como principal objetivo auxiliar na identificação das condições experimentais 

ideais, visando otimizar o processo de produção enzimática (MEIRA; DE SOUZA 

DIAS, 2017). O planejamento de mistura com restrição é aplicado limitando as 
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proporções dos componentes da mistura em limites máximos e mínimos. O 

planejamento de mistura restrito é aplicado em duas situações distintas: quando todos os 

componentes devem estar presentes para alcançar a resposta desejada e quando a 

proporção dos componentes na mistura precisa ser controlada (MEIRA; DE SOUZA 

DIAS, 2017). Por exemplo, quando um substrato líquido é usado na FES, a quantidade 

desse substrato no meio de crescimento deve ser limitada, porque na FES, o meio 

água/líquido é necessário apenas para manter o teor de umidade necessário, um 

requisito básico para o crescimento microbiano (RODRIGUES et al., 2020; SINGHVI; 

ZINJARDE, 2020).  

O extrato multienzimático produzido pelo fungo na FES contém uma variedade 

de enzimas, como lipases, celulases, hemicelulases, lacases, entre outras(RAJESH; 

GUMMADI, 2023; SHRUTHI; ACHUR; NAYAKA BORAMUTHI, 2020). Quando há 

o interesse em maximizar a produção de mais de uma enzima de forma simultânea, 

como é o caso das celulases que atuam em conjunto, pode se aplicar a função 

desejabilidade. Essa surge como um método analítico capaz de contornar a limitação de 

otimizar uma enzima por vez permitindo a otimização de multi-respostas 

simultaneamente, garantindo uma abordagem mais abrangente e eficiente (INFANZÓN-

RODRÍGUEZ et al., 2023) 

 A função desejabilidade é aplicada quando se deseja encontrar uma condição 

favorável onde todas as respostas estejam dentro de uma região aceita como desejável 

(BEZERRA et al., 2019; DERRINGER; SUICH, 1980; NOVAES et al., 2017). Assim, 

as respostas originais são codificadas entre 0 (condição indesejável) e 1 (condição 

desejável) (BEZERRA et al., 2019). Quanto mais próximo de 1 for o valor da 

desejabilidade, melhor para a otimização simultânea. Esse valor indica que os ótimos 

individuais correspondentes a cada resposta estão próximos entre si e que pode haver 

uma condição experimental que os satisfaçam simultaneamente (BEZERRA et al., 

2019; NOVAES et al., 2017). Portanto, a função desejabilidade serve como uma 

ferramenta valiosa para aprimoramento de processos em diversas áreas. 

Outra ferramenta multivariada bastante utilizada na quimiometria é o mapa auto-

organizado de Kohonen (KSOM), utilizado para reconhecimento de padrões baseado 

em algoritmos de redes neurais artificiais com alto poder de aprendizagem. Este 

algoritmo tem sido amplamente aplicado, pois é considerado uma maneira simples de 

organizar dados dimensionalmente complexos de acordo com suas semelhanças, 
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proporcionando reconhecimento de padrões como estratégia de análise exploratória. 

Nessa aplicação de rede neural artificial, os neurônios são colocados em nós das redes e 

sintonizados seletivamente aos padrões de entrada durante um processo de 

aprendizagem competitiva (FERDE et al., 2021). 

Diante desse contexto, este estudo buscou aprimorar a produção simultânea de 

endoglucanases (EGL), exoglucanases (EXG) e β-glicosidases (BGL) pelo P. roqueforti 

ATCC 10110 através da FES com o auxílio de planejamentos quimiométricos. Como 

também, a caracterização e atividade enzimática foram avaliadas frente à estabilidade 

em diferentes temperaturas e pHs, assim como em diversos sais, compostos e solventes 

orgânicos.  

 

2 METODOLOGIA  

 

2.1 Preparo dos substratos  

 

Os resíduos de casca da amêndoa do cacau e casca do fruto do cacau (Theobroma 

cacao) e a borra do óleo de dendê (Elaeis guineenses) foram adquiridos junto a 

agroindústrias situadas na região sul da Bahia. A Comissão Executiva do Plano da 

Lavoura Cacaueira - CEPLAC (Ilhéus, Bahia, Brasil) gentilmente cedeu os resíduos de 

cacau, enquanto a borra do óleo de dendê líquido foi obtida da indústria de dendê MIL 

SELECT (Ituberá, Bahia, Brasil). 

Os resíduos de cacau foram triturados em um moinho de facas tipo Willey (ACB 

LABOR) e dimensionados através de uma peneira granulométrica de 20 mesh e depois 

submetidos a esterilização em autoclave (121 ºC/1 atm /15 min) (PRISMATEC-CS 50) 

seguido do processo de secagem em uma estufa de ventilação forçada de ar (SOLAB SL 

102) a 50 ºC por 24 horas. O material resultante foi armazenado em um recipiente 

fechado de plástico em local seco.  

O resíduo da borra do óleo de dendê líquido também foi submetido a um processo 

de esterilização em autoclave (121 ºC/1 atm /15 min) (PRISMATEC-CS 50). 

Posteriormente, o material esterilizado foi armazenado em um recipiente fechado, 

garantindo condições adequadas para sua preservação até o uso futuro. 
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2.2 Cultivo do fungo e preparo da solução de esporos  

 

O fungo utilizado para os ensaios de fermentação foi o Penicilium roqueforti ATCC 

10110, fornecido da coleção de microrganismos do Instituto Nacional de Controle de 

Qualidade em Saúde (INCQS) da Fundação Osvaldo Cruz (Fiocruz, Manguinhos, RJ, 

Brasil) sob o registro de número 40074 e lote 041140074. Este fungo foi preservado em 

meio de sílica e glicerol a -80ºC em ultra freezer. O repique das cepas foi realizado em 

meio de cultura de Batata Dextrose Agar (BDA) (KASVI®, Paraná, PR, Brasil) em 

placas de Petri, previamente esterilizados em autoclave vertical (121 ºC/1 atm /15 min) 

(PRISMATEC CS-50). As placas inoculadas foram incubadas em câmara de incubação 

microbiológica (SL 222, SOLAB), com temperatura controlada de ±25ºC por 7 dias ou 

até esporulação abundante. 

Após o período de incubação, a cultura esporulada foi submetida a uma raspagem 

com auxílio de pérolas de vidro e 50 mL de água destilada estéril, previamente 

esterilizadas em autoclave vertical (121 ºC/1 atm /15 min) (PRISMATEC CS-50). A 

suspensão foi coletada em frasco âmbar. Uma alíquota de 0,1 mL da solução foi tomada 

e diluída em tubo de eppendorf para a contagem do número de esporos utilizando 

câmara de Neubauer em microscópio binocular (BIOVAL® L1000). 

 

2.3 Processo de fermentação  

 

2.3.1 Planejamento de mistura com restrições 

 

O planejamento de mistura com restrição foi utilizado para obter a composição da 

mistura ótima dos resíduos agroindustriais: casca do fruto do cacau (CFC), casca da 

amêndoa do cacau (CAC) e borra do óleo de dendê (OD) para máxima produção das 

enzimas celulolíticas EGL, EXG e BGL e para avaliar os efeitos da interação em uma 

mistura de componentes (Tabela 1). De acordo com a definição teórica, as proporções 

entre os substratos foram expressas como frações, e sua soma deve ser igual a 100%. No 

presente estudo as variáveis envolvidas na metodologia do planejamento da matriz de 

fermentação foram analisadas e otimizadas utilizando um desenho de delineamento de 

três componentes com restrições máximas e mínimas, sendo realizado sistematicamente 
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um total de onze ensaios definidos a partir do software STATISTICA® Software v. 

10.0 (Statsoft, USA).  

Tabela 1– Matriz do planejamento de mistura com restrição 

Exp 
CFC 

(g) 

CAC 

(g) 

OD 

(mL) 

EGL 

UI/g 

EXG 

UI/g 

BGL 

UI/g  
1 8 1 1 1,87±0,02 0,15±0,021 432,36±0,2 

2 5 4,5 0,5 5,36±0,35 0,33±0,015 1982,36±0,043 

3 8 1,5 0,5 1±0,18 0,24±0,023 317,91±0,021 

4 7,5 1 1,5 5,38±0,054 1,01±0,010 2358,75±0,015 

5 5 3,5 1,5 5,49±0,065 0,44±0,18 1751,8±0,065 

6 5 4 1 7,33±0,015 0,21±0,10 1994,86±0,18 

7 8 1,25 0,75 1,89±0,042 0,25±0,015 503,19±0,042 

8 7,75 1 1,25 6,29±0,015 1,0±0,18 3093,47±0,015 

9 6,5 3 0,5 3,81±0,016 0,84±0,054 2468,47±0,054 

10 6,25 2,25 1,5 3,82±0,01 0,89±0,042 1854,58±0,015 

11 6,7 2,3 1 4,79±0,013 1,08±0,015 2212,91±0,033 

 

2.3.2 Fermentação em estado sólido  

 

As misturas de resíduos (10 g) (Tabela 1) foram autoclavadas (121 ºC/1 atm /15 min) 

em Erlenmeyers (250 mL). Após o resfriamento, o substrato estéril foi inoculado com 

solução 107 esporos/g e água destilada estéril até 70% de umidade. As fermentações 

foram mantidas em câmara de incubação microbiológica (SL 222, SOLAB) a 28 °C por 

72 horas. As condições experimentais ótimas (temperatura e tempo de incubação) 

estabelecidas para os testes foram obtidas através de trabalhos previamente realizados 

de acordo com a experiência do grupo de pesquisa. Todos os pontos experimentais 

presentes na matriz foram realizados em triplicata.  

 

2.4 Extração multienzimática 

 

Após a etapa de fermentação, 10 mL de água destilada estéril foram adicionados aos 

meios fermentados para cada 1.0 g de resíduo. A mistura foi mantida em incubadora 

com agitação orbital (Q315IA, QUIMIS) a 200 rpm e 28 °C por 30 minutos. O conteúdo 

inteiro de cada Erlenmeyer foi prensado (prensa manual) através de gaze para separar o 

sólido do extrato enzimático. O filtrado foi coletado e centrifugado (CT-6000R; 
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CIENTEC) a 3000 rpm por 10 minutos. Os ensaios enzimáticos foram realizados 

utilizando-se a parte sobrenadante (extrato enzimático bruto). 

 

2.4.1 Ensaio da atividade da endoglucanase (EGL) 

 

Seguindo a metodologia de Oliveira et al. (2019), a atividade de endoglucanase foi 

determinada pela quantidade de açúcares redutores liberados a partir da incubação de 

diferentes ensaios, controle e branco. As análises foram realizadas em triplicata. No 

tubo de ensaio com a reação foi adicionado 0,5 mL de carboximetilcelulose (CMC) na 

concentração de 2% (m/v) preparado em tampão citrato de sódio 50 mM (pH 4,8), com 

0,5 mL do extrato enzimático bruto e 0,5 mL de tampão citrato de sódio 50 mM (pH 

4,8). Para o ensaio de controle foram incubados 1,0 mL de tampão citrato de sódio 50 

mM (pH 4,8) com 0,5 mL do extrato enzimático bruto. O ensaio branco continha 1,0 

mL da mesma solução tampão e 0,5 mL de CMC. Os tubos foram incubados em banho-

Maria a 50°C por 10 min.  Após o período de incubação, os açúcares redutores foram 

dosados com adição de 0,5 mL de ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, EUA) aos meios reacionais, seguindo de incubação em água fervente por 5 

minutos e posterior resfriamento em banho de gelo. Posteriormente, foi realizada uma 

diluição com 6,0 mL de água destilada, agitação em vortex (PHOENIX Ap 56) seguido 

da leitura das amostras em espectrofotômetro (SF200DM-UV Vis; Bel Photonics) no 

comprimento de onda a 540 nm. A quantidade de açúcar redutor liberada foi 

quantificada usando curva padrão de glicose. Uma unidade internacional de atividade 

enzimática (UI) é definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1,0 μmol de 

açúcares redutores por minuto a 50 °C. Os resultados dessas análises foram expressos 

em unidades internacionais por grama de substrato (UI/g) (OLIVEIRA et al., 2019). 

2.4.2 Ensaio da atividade da β-glicosidases (BLG) 

 

Seguindo a metodologia de Das Neves et al. (2022), a atividade enzimática foi 

determinada pelo extrato enzimático bruto utilizando p-NP β Glc (p-nitrofenil β - D –

glicopiranosídeo) (Sigma-Aldrich) como substrato e a curva de calibração padrão foi 

preparada com p-nitrofenol (p-NP) (Sigma-Aldrich). O ensaio reacional foi realizado 

com 0,25 mL de extrato enzimático bruto e 1,0 mL de tampão citrato de sódio (0,05 M, 
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pH 5,0), o meio reacional foi incubado em banho-Maria a 42 °C por 5 min seguido da 

adição de 0,25 mL do substrato com concentração 10 mM preparada em tampão citrato 

de sódio (0,05 M, pH 5,0). Posteriormente, a reação foi incubada por 10 min a 42 ºC e 

interrompida com a adição de 1,0 mL de uma solução de carbonato de sódio 1,0 M. O 

ensaio branco foi realizado sem a adição do extrato bruto enzimático ao meio e o ensaio 

de controle foi realizado com 1,25 mL da mesma solução tampão e 0,25 mL de extrato 

bruto enzimático. A concentração de glicose produzida é determinada indiretamente 

pela medida da concentração de p-nitrofenol no meio reacional, lida através de um 

espectrofotômetro (SF200DM-UV Vis; Bel Photonics) a 410 nm. Uma unidade 

internacional de atividade enzimática (UI) é definida como a quantidade de enzima 

capaz de hidrolisar 1,0 μmol de p-nitrofenol por minuto de reação (DAS NEVES et al., 

2022). 

 

2.4.3 Ensaio da atividade da exoglucanase (EXG) 

 

Seguindo a metodologia adaptada de Da Silva Nunes et al. (2020), a atividade de 

exoglucanase no extrato enzimático bruto foi avaliada em triplicata por degradação de 

1,60 mL de Avicel® (Sigma-Aldrich) (1,25% w.v-1) suspenso em água destilada estéril 

e 0,40 mL de extrato bruto enzimático.  O ensaio branco foi realizado de forma análoga 

ao tubo de reação, substituindo o extrato enzimático por água destilada estéril e o ensaio 

da reação controle foi realizado substituindo a solução de avicel por água destilada 

estéril. Os ensaios foram incubados a 50 °C por 120 minutos. Após a incubação, 1,0 mL 

de ácido 3,5-dinitrossalicílico foi adicionado, seguido de aquecimento por 5 minutos a 

100 °C. Ao término do aquecimento, a mistura foi diluída em 6,0 mL de água, e a 

liberação de açúcares redutores foi determinada a 540 nm em um espectrofotômetro 

(SF200DM-UV-Vis; BEL PHOTONICS), utilizando o método de Miller. Uma unidade 

de atividade enzimática (UI) foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 

μmol de açúcares redutores por minuto (DA SILVA NUNES et al., 2020). 

 

2.5 Caracterização enzimática  

 

2.5.1 Efeito da temperatura e estabilidade enzimática 
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O impacto da temperatura na atividade enzimática foi investigado ao variar a 

temperatura de reação entre 40, 50, 60, 70 e 80 °C, seguindo a metodologia padrão de 

quantificação das enzimas EGL, EXG e BGL previamente estabelecidas. As respostas 

foram quantificadas e expressas como atividade relativa (%), sendo que o resultado 

mais elevado foi considerado como 100%. 

Para avaliar a termoestabilidade, ensaios com o extrato bruto enzimático foram 

realizados em frascos schott de 10 mL e incubando em banho-Maria em diferentes 

faixas de temperatura (50 a 80 °C). Amostras de 0,5 mL foram retiradas para EGL e 

EXG, e 0,2 mL para BGL, em intervalos de 1 hora, seguindo as metodologias de 

atividade das enzimas EGL (item 2.4.1), EXG (item 2.4.3) e BGL (item 2.4.2). Os 

resultados foram expressos como atividade relativa (%), considerando a atividade 

enzimática inicial como 100%. 

 

2.5.2 Efeito do pH e estabilidade enzimática 

 

Para determinar o pH ótimo, diferentes tampões foram utilizados, variando o pH de 3 

a 8 (citrato de sódio 0,1 mol L−1 para pHs 3,0, 4,5 e 6,0 e fosfato de sódio 0,1 mol L−1 

para pHs 7,5 e 9,0). Para cada tampão utilizado, o extrato bruto enzimático foi diluído 

na proporção 1:1. A atividade das enzimas foi determinada a uma temperatura de 40 °C 

(BGL) e 50 °C (EXG e EGL) por tempo determinado seguindo as metodologias de 

atividade das enzimas EGL (item 2.4.1), EXG (item 2.4.3) e BGL (item 2.4.2).  Os 

resultados foram expressos como atividade relativa, sendo o resultado mais alto 

considerado como 100%. 

A estabilidade do pH foi determinada incubando o extrato bruto enzimático em 

banho-Maria a 50 °C, utilizando tampões com pHs 3,0, 4,5, 6,0 7,5 e 9,0 na diluição 

(1:1) do extrato a ser incubado. Durante o período de incubação (5 horas), alíquotas (0,5 

mL) foram retiradas em intervalos de 1 hora para quantificar as atividades enzimáticas 

seguindo as metodologias de atividade das enzimas EGL (item 2.4.1), EXG (item 2.4.3) 

e BGL (item 2.4.2). As respostas foram expressas como atividade relativa (%), 

considerando a atividade enzimática determinada antes da incubação como 100%. 

 

2.5.3 Efeito dos sais metálicos e compostos orgânicos 
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A influência dos sais metálicos CoSO4, CuSO4, FeSO4, MgSO4, Na2SO4, ZnSO4 e 

dos compostos orgânicos ácido etileno-diamino tetra-acético (EDTA), T-octil-fenoxi-

polietoxi-etanol (Triton X-100) e 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-cromano-2-ácido 

carboxílico (Trolox) na atividade enzimática foi investigada em concentração de 2,0 

mmolL-1 no meio reacional. A seleção desses sais de sulfato e compostos orgânicos foi 

previamente realizada por nosso grupo de pesquisa, os quais demonstraram que esses 

sais promoveram atividades superiores a 100% em celulases de P. roqueforti ATCC 

10110 (DA SILVA NUNES et al., 2020; DAS NEVES et al., 2022; OLIVEIRA et al., 

2019; SANTOS GOMES et al., 2023). Os ensaios envolveram a incubação do extrato 

enzimático em tampão citrato de sódio (0,1 M, pH 5,0), contendo os aditivos, por 15 

minutos, seguido da avaliação da atividade das enzimas seguindo as metodologias de 

atividade das enzimas EGL (item 2.4.1), EXG (item 2.4.3) e BGL (item 2.4.2). Os 

resultados foram expressos como atividade relativa (%). Essas considerações refletem a 

complexidade das interações entre os ânions sulfatos presentes nos sais e o efeito na 

atividade enzimática, destacando a importância de estudos específicos para 

compreender os efeitos desses compostos em diferentes contextos enzimáticos. 

2.5.4 Efeito dos solventes  

 

Os solventes orgânicos acetona, etanol, metanol, dimetilsulfóxido (DMSO), N,N-

dimetilformamida (DMF) e acetonitrila (ACN) foram avaliados quanto à atividade 

enzimática. Os ensaios consistiram na incubação de diferentes porcentagens de solvente 

(10, 20, 30, 40, 50%) em extrato enzimático por 15 minutos seguido da determinação da 

atividade da EGL (item 2.4.1), EXG (item 2.4.3) e BGL (item 2.4.2). Os resultados 

foram expressos como atividade relativa (%). 

As redes neurais artificiais com o Mapa Auto-Organizado de Kohonen (KSOM) 

foram empregadas para avaliar as interações entre as diferentes proporções e tipos de 

solventes utilizados durante a reação com as enzimas EGL, EXG e BGL, bem como 

para investigar como esses solventes influenciam na ativação e inibição enzimática. 

Para o KSOM, foi utilizado um pacote de ferramentas que foi desenvolvido pelo 

Laboratório de Informática e Informação Ciência (Universidade de Tecnologia de 

Helsínquia, Finlândia) (VATANEN et al., 2015). O software MatLab foi usado para 
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implementação dos códigos (Versão R2018b, MathWorks, EUA), elaborados a partir de 

algoritmos sugeridos na literatura (SIMON HAYKIN, 2009). O conjunto de dados foi 

organizado em uma matriz 15 x 18 e o total de neurônios utilizados no mapa foi 

definido pela fórmula 5√𝑛, onde 𝑛 é o número total de amostras. O KSOM foi treinado 

com o conjunto de grupos de dados de entrada utilizando um algoritmo de treinamento 

em lote, no qual todo o conjunto é apresentado ao mapa antes de qualquer ajuste. A 

função que limitou a vizinhança utilizada no treinamento da plataforma e na estrutura da 

rede foi do tipo hexagonal. Mesmo com esta configuração, foram realizados inúmeros 

treinos até que fosse alcançado o melhor com os menores erros e os melhores índices. A 

arquitetura da rede foi avaliada com base em índices qualitativos como erro de 

quantização (QE) e erro topológico (TE). 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÕES  

 

3.1 Planejamento de mistura com restrição  

 

Um planejamento de mistura é um delineamento experimental usado para 

otimizar a composição das misturas, ou seja, a resposta gerada é uma função das 

proporções de cada componente da mistura. Em um planejamento de mistura 

convencional, cada componente de mistura é avaliada em todas as suas proporções, 

incluindo mínimo (0%) e máximo (100%) (DE MENEZES et al., 2022). No presente 

estudo, um dos componentes (óleo de dendê) da mistura está no estado líquido e, 

portanto, sua proporção máxima não atende ao princípio da FES cujo crescimento 

microbiano deve ocorrer na ausência total ou parcial de água livre. A CFC e CAC 

apresentaram os seguintes valores de umidade 12,26% e 8,27%, respectivamente, que 

foram definidos, experimentalmente, em laboratório utilizando a balança de umidade. Já 

o óleo de dendê tem valor percentual de umidade desconhecido. Logo, esta 

incompatibilidade é resolvida adicionando restrições que podem estabelecer limites 

inferiores e superiores para cada um dos componentes da mistura, retirando os 

experimentos contendo apenas um componente puro (100%) e, desta forma, alterando 

as configurações experimentais do planejamento de mistura convencional (DE 

MENEZES et al., 2022). Em função disso, obteve-se uma matriz de planejamento de 
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mistura com restrições máximas e mínimas para cada componente da mistura. O gráfico 

ternário (Figura 1a) ilustra a restrição.  

Figura 1– Gráfico Ternário da matriz de projeto de misturas restritas (a) Perfis para 

valores previstos e desejabilidade (b) Superfície de contorno da função desejabilidade 

(c). 

 

As múltiplas respostas obtidas para as variáveis dependentes (EGL, EXG e 

BGL) foram analisadas em conjunto utilizando a função desejabilidade (Figura 1b). 

Para fazer esse tipo de análise foi necessário realizar a normatização das respostas entre 

0 e 1. Onde 0 representa uma meta não alcançada, e 1 representa uma meta totalmente 



 

   

79 

 

alcançada (BEZERRA et al., 2019). Ela é definida como uma combinação ponderada de 

funções de desempenho para cada objetivo, como por exemplo, a obtenção do ponto 

ótimo das enzimas (EGL, EXG e BGL) neste trabalho; cujas ponderações refletem a 

importância relativa de cada objetivo (DE MENEZES et al., 2022). Neste trabalho, a 

desejabilidade obtida foi de 0,84 e o modelo que melhor se ajustou foi o quadrático. 

Esse valor é considerado aceitável, significa que a meta foi obtida. Porém, é necessário 

realizar experimentos para validar experimentalmente e avaliar se os valores ótimos 

atendem aos objetivos. A precisão da análise foi avaliada ao realizar triplicatas do ponto 

ótimo, utilizando 7,5 g de CFC, 1,0 g de CAC e 1,5 g de OD. Durante as análises houve 

concordância entre os resultados observados e preditos. 

A utilização da função desejabilidade na obtenção de enzimas celulolíticas é 

fundamental, pois as enzimas endoglucanase (EGL), exoglucanase (EXG) e β-

glicosidade (BGL) operam sinergicamente na quebra das ligações β-1,4. A otimização 

conjunta da produção dessas três enzimas confere uma vantagem significativa no 

contexto industrial, uma vez que sua aplicação combinada pode ser empregada em 

processos industriais para maximizar a obtenção de produtos específicos. Em processos 

biotecnológicos, por exemplo, em reações de sacarificação, atuação coordenada dessas 

três enzimas é crucial para a conversão eficiente de açúcares. As enzimas EGL, EXG e 

BGL, quando atuam em conjunto, degradam resíduos de lignocelulose, possibilitando a 

produção de açucares e subsequente bioetanol a partir desses açúcares (BEHERA; 

KERKETTA; RAY, 2023). 

De acordo com alguns estudos citados na literatura, planejamentos 

experimentais para obter multi-respostas já foram aplicados. No entanto, alguns autores 

decidiram otimizar as respostas individualmente, como o estudo de Marques et al. 

(2018), que utilizaram resíduo de casca de arroz com cultivo do Penicillium roqueforti 

ATCC 10110 para gerar um extrato multienzimático com potencial aplicação 

biotecnológica. Os autores aplicaram um delineamento experimental do tipo Doehlert e 

a otimização das condições de fermentação para a produção de atividades de xilanase 

(U/g) e endoglucanase (U/g) foi realizada de forma individualizada. Embora a atividade 

ideal da xilanase tenha sido 1,04 U/g a 32 °C/82 h, representando um desvio de apenas 

3% em relação ao valor teoricamente otimizado, a atividade da endoglucanase não pôde 

ser ajustada a um modelo quadrático, mas alcançou 2,37±0,01 U/g a 32 °C por 72 h 
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(MARQUES et al., 2018). Logo, os pesquisadores não conseguiram encontrar uma 

condição ótima que favorece a produção das duas enzimas simultaneamente.  

Já De Castro e Sato (2013) exploraram o planejamento simplex centroide para 

otimizar o processo de fermentação em estado sólido e utilizaram resíduos de farelo de 

trigo, farelo de soja e farelo de algodão como substratos, isoladamente ou em 

combinação. Eles buscaram a produção simultânea de protease e α-amilase por 

Aspergillus oryzae. No entanto, eles analisaram as respostas das enzimas 

individualmente. Os resultados indicaram que apenas as misturas binárias tiveram uma 

influência positiva na produção simultânea das enzimas, com o farelo de trigo 

promovendo as maiores atividades, mas não obtiveram um ponto em comum para a 

obtenção das duas enzimas. Possivelmente, a aplicação da função desejabilidade, 

poderia ter sido benéfica para encontrar o ponto ótimo de produção simultânea dessas 

enzimas nesses correspondentes estudos (DE CASTRO; SATO, 2013). 

Os gráficos de contorno dispostos na (Figura 1c) permitem ilustração dos efeitos das 

variáveis e suas interações. No estudo do planejamento de mistura da fermentação o 

resíduo de OD teve influência mínima na mistura em comparação aos resíduos de cacau. 

O P. roqueforti ATCC 10110, assim como qualquer outro microrganismo necessita de 

nutrientes para seu crescimento microbiano. Provavelmente, o OD não contém 

nutrientes necessários para o crescimento desse fungo nessas condições de mistura. Os 

resíduos de cacau já foram apontados em outros trabalhos como potencial produtor de 

enzimas celulolíticas (OLIVEIRA et al., 2019; REIS et al., 2020).  

 

3.2 Caracterização Bioquímica  

 

3.2.1 Efeito da Temperatura  

 

A temperatura é um fator que influencia diretamente na atividade enzimática 

através da velocidade da reação que aumenta com o aumento da temperatura até atingir 

um ponto ótimo (alta energia de ativação enzimática). A temperatura ótima para as 

enzimas celulolíticas varia de 50 a 60 °C (PATEL et al., 2019) que propicia uma melhor 

atividade, seja na ligação ao substrato ou tempo de ação no metabolismo. Quando há 

uma variação gradual ou muito brusca na temperatura, elas sofrem desnaturação e 

perdem a sua capacidade funcional (PATEL et al., 2019).  
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A Figura 2a demonstra as faixas de temperatura ótima para as enzimas EGL, 

EXG e BGL. A EGL obteve máximo de atividade em 50 °C, enquanto as enzimas EXG 

e BGL obtiveram máximo de atividade relativa em 40 °C. A atividade relativa foi 

calculada considerando a atividade das enzimas em condições padrão de quantificação 

como 100%.  Alguns autores relataram em seus trabalhos faixas de temperatura ótimas 

de 50 ºC para a EGL e EXG (DA SILVA NUNES et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2019; 

SANTOS GOMES et al., 2023), e 52 ºC para BGL (DAS NEVES et al., 2022) obtidas a 

partir do P. roqueforti ATCC 10110.  Essas pesquisas corroboram com os resultados 

encontrados neste trabalho, pois as enzimas EGL, EXG e BGL obtiveram atividade 

ótima à 50 °C.  

Figura 2– Temperaturas ótimas das EGL, EXG e BGL (a); Termoestabilidade: EGL (b), 

EXG (c) e BGL (d). 

 

Além da temperatura de atividade das enzimas, o estudo da estabilidade 

enzimática é de grande importância para aplicações industriais. A literatura indica, 

consistentemente, que as celulases microbianas tendem a apresentar maior estabilidade 
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térmica quando comparadas as enzimas oriundas de outras fontes, como as de origem 

animal, especialmente em temperaturas relativamente elevadas (EJAZ; SOHAIL; 

GHANEMI, 2021; POTPROMMANEE et al., 2017; RIGOLDI et al., 2018). Tanto 

fungos termofílicos, quanto mesofílicos são fontes de celulases, cujas temperaturas 

ideais, após o processo de purificação, mostram-se similares. Os fungos termofílicos 

destacam-se, especialmente, devido à sua capacidade de secretar grandes quantidades de 

celulases, tornando-os objeto de estudo frequente (PATEL et al., 2019). As celulases 

fúngicas termofílicas, por exemplo, demonstram alta estabilidade com atividades 

máxima a 50–80 °C (PATEL et al., 2019). Além disso, as enzimas celulases de fungos 

termofílicos exibem notável estabilidade térmica, permanecendo estáveis a 60°C, com 

meias-vidas mais longas a 70, 80 e 90°C em comparação com fungos mesofílicos, como 

o Penicillium roqueforti ATCC 10110 (DA SILVA NUNES et al., 2020; DAS NEVES 

et al., 2022; PATEL et al., 2019; SANTOS GOMES et al., 2023). 

No entanto, P. roqueforti ATCC 10110, classificado como mesofílico, tem sido 

objeto de estudo para a produção de enzimas celulases termoestáveis (COTON et al., 

2020; NOGUEIRA et al., 2020). Em um estudo realizado por Oliveira (2019) e 

colaboradores, a produção de um extrato multienzimático, contendo uma endoglucanase 

termoestável mantendo-se 100% estável a 50°C por 3 horas. Além disso, a enzima 

reteve mais de 40% de sua atividade relativa em 40 e 50°C ao longo de 5 horas de 

reação, com a atividade diminuindo após esse período. A EGL do P. roqueforti ATCC 

10110 obtida neste trabalho se mostrou termoestável, pois reteve mais de 70% de 

atividade a 50 °C por 5 horas.  E reteve apenas 30% de sua atividade em 70 e 80 °C, 

caracterizando que a enzima sofreu desnaturação ao longo das 5 horas de reação em 

temperatura elevada.  

A enzima EXG apresentou estabilidade térmica reduzida em comparação à EGL 

(Figs. 2b e 2c). A EXG em 50°C manteve 60% de sua atividade relativa após 5 horas de 

reação, enquanto a 40 e 60 °C em 3 horas de reação manteve 50% de sua atividade 

relativa. Em 5 horas de reação a 50 °C, a atividade foi reduzida em mais 50% em 40, 

60, 70 e 80 ºC. A enzima EXG foi mais sensível a exposição prolongada nas diferentes 

temperaturas e sofreu desnaturação com mais facilidade. A enzima BGL (Fig 2d) 

demonstrou ser a mais termoestável, mantendo mais de 50% de sua atividade relativa 

em 5 horas de reação nas temperaturas 40 e 50 °C. 
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Neste estudo, as enzimas EGL, EXG e BGL demonstraram um desempenho 

promissor dentro das faixas de temperatura, destacando seu potencial para aplicações 

em processos biotecnológicos que operam em temperaturas entre 40 e 50°C, como por 

exemplo, a sacarificação enzimática e co-fermentação simultânea para produção de 

bioetanol (LEE et al., 2017; MONDAL; NEOGI; CHAKRABORTY, 2024; SIQUEIRA 

et al., 2020; ZHANG et al., 2022). 

 

3.2.2 Efeito do pH 

 

O pH também afeta a atividade enzimática, pois as enzimas têm uma faixa de pH 

ótima para sua atividade que irá contribuir para efetividade da ação enzimática, e cada 

enzima opera em uma variação de pH específico. pH ótimo é o pH em que a atividade 

enzimática é máxima. pHs distantes do pH ótimo alteram as ligações interespecíficas da 

molécula, comprometendo desde sua estrutura e função à inativação enzimática 

completa (NIYONZIMA, 2021). Quando o pH está fora da faixa ótima, a atividade 

enzimática diminui. Para enzimas celulolíticas, o pH ótimo geralmente varia de 4,0 a 

5,5 (NIYONZIMA, 2021).  

A atividade ótima das celulases EGL, EXG e BGL foi determinada em 

diferentes pHs. A Figura 3a demonstra o pH ótimo. As enzimas obtiveram máxima 

atividade relativa nos respectivos pHs 6,0 (EGL), 4,5 (EXG) e 4,5 e 7,5 (BGL).  

Alguns trabalhos relatam a obtenção de β-glicosidase alcalinas com pHs que 

variam de 8,0-9,0 (BIVER et al., 2014; CAO et al., 2015). No entanto, outros estudos 

demonstram que as enzimas celulolíticas endoglucanase e exoglucanase obtidas do P. 

roqueforti ATCC 10110 elevam suas atividades catalítica em pHs ácidos (DA SILVA 

NUNES et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2019). Neste trabalho, a BLG demonstrou ter 

dois pHs ótimos em 4,5 (ácido) e 7,5 (alcalino). Diante deste resultado é possível que no 

extrato multienzimático contenha mais de um tipo de enzima BGL, sendo uma ativa em 

pH ácido e outra em pH alcalino, enquanto as enzimas EGL e EXG demonstraram 

maior atividade em pHs ácidos.  
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Figura 3 – pHs ótimos das EGL, EXG e BGL (a); Estabilidade: EGL (b), EXG (c) e 

BGL (d). 

 

 

Conforme mostrado na Figura 3b, mais de 55% da atividade máxima da EGL foi 

retida em valores de pHs 4.5 e 6.0 após 5 horas de incubação, com uma estabilidade 

superior a 20% para valores de pHs 7,5 e 9,0. No entanto, em pHs 3,0 e 9,0, a atividade 

catalítica da EGL foi inferior a 20% após 5 horas de reação. Esse comportamento pode 

ser explicado pela desnaturação da enzima em condições muito ácidas (pH 3,0) e 

alcalinas (pH 9,0), levando à perda de sua atividade catalítica (DA SILVA NUNES et 

al., 2020; DAS NEVES et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2019).  

A enzima EXG (Figura 3c) demonstrou estabilidade superior a 40% em valores 

de pHs de 4,5, 6,0 e 7,5 após 5 horas de reação, o que é interessante do ponto de vista 

industrial, pois sugere que a enzima mantém sua atividade efetiva em uma ampla faixa 

de pH relevante para várias aplicações. No entanto, em pHs 3,0 e 9,0, a atividade 
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catalítica foi inferior a 20% após 5 horas de reação, o que pode ser explicado pela 

desativação da enzima nessas condições extremas de pH. 

A BGL proveniente de Penicillium roqueforti ATCC 10110 apresentou um 

comportamento catalítico comparável ao EGL. Ambas demonstraram um bom 

desempenho catalítico em pH na faixa de 4,5 a 7,5. Além disso, elas mostraram baixa 

atividade catalítica em pH muito ácido (3,0) e pH muito alcalino (9,0), que é consistente 

com a desativação enzimática observada em condições extremas de pH. Constantemente 

é relatado na literatura aplicações industriais de enzimas celulases em pH 4,5 a 5,0 no 

processo de hidrólise enzimática e durante o processo de fermentação de açucares para 

produção de bioetanol a partir da hidrólise da celulose (AHMED; BIBI, 2018). Além 

disso, é relatado a aplicação de enzimas celulases neutras e ácidas na indústria textil 

(BHARDWAJ et al., 2021) e celulases alcalinas na indústria de detergentes 

(NIYONZIMA, 2021). Isso ressalta a importância de escolher o pH apropriado para as 

aplicações industriais dessas enzimas, garantindo que elas mantenham sua atividade e 

estabilidade (SHAH; RANAWAT; MISHRA, 2019; ZHANG et al., 2019; ZUCCARO; 

PIROZZI; YOUSUF, 2019).  

 

3.2.3 Efeito dos sais metálicos e compostos orgânicos  

 

Os sais metálicos CoSO4, CuSO4, FeSO4, MgSO4, Na2SO4 e ZnSO4 podem influenciar a 

atividade de enzimas celulases fúngicas de diversas formas, dependendo da 

concentração do sal, do tipo de metal envolvido e das características específicas das 

enzimas celulases (LOPINA, 2017). Diversos mecanismos são observados nos efeitos 

dos sais metálicos sobre as celulases, destacando-se a atuação como cofatores. Certos 

íons metálicos, como manganês (Mn2+) e cobalto (Co2+), desempenham o papel de 

cofatores, facilitando a atividade enzimática de algumas celulases fúngicas. No âmbito 

deste estudo, destaca-se a EGL de P. roqueforti ATCC 10110, a qual foi ativada pela 

presença de Co2+ que é relatado como um bom cofator para enzimas celulases (Figura 4) 

(OLIVEIRA et al., 2019; PEREIRA et al., 2017). 
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Figura 4– Efeito dos sais metálicos e compostos orgânicos em EGL, EXG, BGL 

 

 

 

 

Outro fator importante é a variação nos efeitos de íons divalentes. Íons metálicos 

mono-, di- e trivalentes são frequentemente estudados nos ensaios de caracterização de 

celulases. Além da carga iônica, o tamanho do raio iônico, influencia significativamente 

a atividade e estabilidade da enzima. Estudos indicam que raios maiores têm menos 

impacto nos aminoácidos catalíticos, enquanto raios menores podem alterar a 

conformação geral da enzima, prejudicando o sítio catalítico (LOPINA, 2017; 

PEREIRA et al., 2017).  

O íon Mg2+ teve efeito ativador em todas as enzimas do presente estudo, bem 

como Co2+, Fe2+ e Na+. Logo, alguns metais, como ferro II e cobre, são relatados como 

tendo efeitos inibitórios específicos nas atividades das celulases (LOPINA, 2017; 

PEREIRA et al., 2017). Esse efeito foi notado na A EXG do P. roqueforti ATCC 

10110, que mostrou melhor desempenho com Co2+ e Na+, mas foi inibida pelo Cu2+. 

Outros estudos (DA SILVA NUNES et al., 2020) corroboram com os resultados obtidos 

nesse estudo, indicando que a influência desses íons divalentes pode variar entre 

diferentes enzimas mesmo quando secretadas pelo mesmo microrganismo. 

O efeito ativador com a adição de diferentes sais metálicos foi notado também 

na β-glicosidase do P. roqueforti ATCC 10110. Um estudo adicional com β-glicosidase 
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do P. roqueforti ATCC 10110 indicou uma ativação específica com íons de Fe2+, Mg2+ 

e Na+. No entanto, outros íons, como Cu2+ e Zn2+, tiveram efeito inibidor (DAS NEVES 

et al., 2022). A complexidade dessas interações destaca a importância de considerar as 

condições específicas de obtenção da enzima.  

Certos íons metálicos, como cobre (Cu2+) e zinco (Zn2+), podem inibir a 

atividade enzimática, frequentemente ligando-se aos grupos sulfidrilas de resíduos de 

cisteína nas enzimas resultando em inativação (PEREIRA et al., 2017). Torna-se 

evidente que a influência dos sais metálicos nas celulases é complexa, sendo essencial 

considerar as características específicas de cada enzima, as condições de obtenção e a 

presença de diferentes íons para compreender completamente os efeitos observados. 

Os compostos orgânicos EDTA, Triton-X, Trolox e lactose tiveram um impacto 

significativo na atividade das enzimas endoglucanase (EGL), exoglucanase (EXG) e β-

glicosidase (BGL). O EDTA (ácido etilenodiaminotetra-acético) é um agente quelante 

que pode ativar algumas atividades enzimáticas, especialmente de celulases, ao 

sequestrar íons metálicos inibidores do sistema aquoso. Quando os agentes quelantes se 

complexam com metais no meio de reação, o sítio ativo da enzima fica disponível para 

reagir com o substrato, o que representa o efeito positivo desses compostos nas 

atividades das celulases (PEREIRA et al., 2017). Isso resultou no aumento da atividade 

relativa acima de 100% para EGL, EXG e BGL (Figura 4). 

O triton-X é um surfactante tensoativo não iônico que facilita sua interação com 

as enzimas, aumentando a estabilidade e a atividade enzimática (DA SILVA NUNES et 

al., 2020; DAS NEVES et al., 2022). Esse composto exerceu um efeito positivo nas 

enzimas EXG e BGL, aumentando a atividade em mais de 100%. No entanto, exibiu um 

efeito inibidor na EGL reduzindo a atividade em cerca de 10% (Figura 4). 

Já o trolox é um composto que possui atividade antioxidante, baseado nos 

resultados observados, as enzimas EGL e BGL de P. roqueforti ATCC 10110 tiveram 

suas atividades aumentadas em mais de 10%, isso leva a sugerir que o trolox exerceu 

um efeito protetor, provavelmente, evitando a oxidação de grupos das enzimas e 

permitindo a manutenção de sua forma ativa (OLIVEIRA et al., 2019). O mesmo efeito 

não ocorreu para enzima EXG, indicando que provavelmente não houve efeito protetor 

para esta enzima, ocorrendo uma possível desnaturação.  

A lactose aumentou a atividade das enzimas EGL e BGL de P. roqueforti ATCC 

10110 (Figura 4). A lactose é um dissacarídeo formado por uma molécula de glicose e 
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outra de galactose(PEREIRA et al., 2017). A presença desses açúcares pode estar 

causando a ativação da enzima, pois representa um substrato com afinidade potencial 

com o sítio ativo (DA SILVA NUNES et al., 2020; DAS NEVES et al., 2022; 

OLIVEIRA et al., 2019). 

 

3.2.4 Efeito dos solventes  

 

A análise foi realizada utilizando redes neurais artificiais com o Mapa Auto-

organizado de Kohonen (KSOM), usada tipicamente para dados não lineares, mas 

também para dados lineares. Os solventes etanol (Et), metanol (Met), acetona (Ac), 

dimetilsulfóxido (DMSO), N,N-Dimetilformamida (DMF) e acetonitrila (ACN) em 

diferentes concentrações (10%, 20%, 30%, 40% e 50%) foram utilizados para avaliar 

seus efeitos ativadores e inibidores às enzimas EGL, EXG e BGL. Por meio dos dados 

coletados, realizou-se uma análise utilizando o KSOM, com o objetivo de organizar os 

dados complexos de acordo com suas semelhanças, permitindo o reconhecimento de 

padrões (Figura 5a, Tabela 2).  
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Tabela 2– Efeito dos solventes na ativação/inativação enzimática 

Interação solvente-enzima 

% 
ACN-

BGL 

DMS

O-

BGL 

ACN-

EGL 

DMF-

EXG 

Met-

BGL 

DMF-

BGL 

Ac-

EGL 

Ac-

BGL 

ACN-

EXG 

DMS

O-

EXG 

Met-

EGL 

DMS

O-

EGL 

Et-

BGL 

ET-

EGL 

Et-

EXG 

DMF-

EGL 

Met-

EXG 

Ac-

EXG 

10 76,50 26,60 90,77 111,25 28,74 80,97 18,84 32,53 41,72 23,80 100,32 102,55 28,98 90,91 94,73 86,94 16,44 22,53 

20 82,53 31,34 92,84 111,61 28,74 82,29 22,44 37,15 55,78 84,87 24,17 111,00 46,98 98,99 101,72 94,43 114,15 263,38 

30 85,13 66,79 93,41 111,61 28,94 79,55 82,29 52,91 81,26 85,58 11,12 59,03 37,98 52,55 102,43 112,59 113,66 308,45 

40 128,85 105,53 98,18 128,16 30,99 101,01 92,28 109,30 96,02 113,73 0 40,40 36,56 44,49 98,24 71,50 97,41 278,83 

50 136,67 116,40 122,02 154,92 32,06 103,48 105,32 106,50 104,99 122,88 0 65,61 36,56 80,93 99,26 29,62 94,29 278,52 

Ac- Acetona; ACN-Acetonitrila, DMF- N,N-dimetilformamida, DMSO-Dimetilsulfóxido, Et-Etanol, Met-Metanol  
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Figura 5 – a) Mapa Auto-Organizado de Kohonen (KSOM) para as concentrações dos 

solventes (10, 20, 30, 40, 50%); b) Correlações solvente-enzima de acordo com as 

diferentes concentrações. 

 

 

Correlações comuns para diferentes solventes foram identificadas. Por exemplo, 

para a interação solvente-enzima, os solventes ACN-EGL, DMF-EXG, ACN-BGL e 

DMSO-BGL demonstraram correlação entre si por serem solventes polares apróticos, 

influenciando na ativação enzimática em concentrações de 40% a 50% (Figura 5b, 

Tabela 2). No entanto, o metanol, sendo um solvente polar prótico, apresentou um 

comportamento inibitório, resultando na diminuição da atividade da BGL. A Figura 5b 

ilustra a semelhança entre DMF-EXG e Met-BGL, sendo inversamente proporcional, 

pois o aumento da concentração de DMF aumenta a atividade da EXG, levando à 

ativação enzimática, enquanto o aumento da concentração de metanol resulta na 

inibição da BGL. 

Para as interações DMF-BGL, Ac-EGL, Ac-BGL, ACN-EXG e DMSO-EXG, o 

aumento da concentração até 50% do solvente influenciou positivamente na ativação 

enzimática. Por outro lado, para Met-EGL e DMSO-EGL, concentrações menores do 

solvente (10-20%) não inibiram as enzimas, mas o aumento da concentração (30 a 40%) 

levou à inibição dessas enzimas (Tabela 2). Nas interações Et-BGL, Et-EGL, Et-EXG, 

DMF-EGL, Met-EXG, Ac-EXG, concentrações entre 20% e 30% influenciaram na 
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ativação de algumas enzimas e na inativação de outras, de forma inversamente 

proporcional (Tabela 2). 

 

4 CONCLUSÃO  

A otimização da produção das EGL, EXG e BGL por Penicillium roqueforti 

ATCC 10110 através da FES com auxílio de um planejamento de mistura com restrição 

e a partir da função desejabilidade para análise de multi-respostas, simultaneamente, 

indicou uma desejabilidade aceitável de 0,84. Os experimentos de validação 

confirmaram a precisão dos resultados preditos, destacando a eficácia do método 

proposto. 

EGL, EXG e BGL apresentaram ótima estabilidade a 50°C e nos pHs 4,5 e 6,0. 

A estabilidade em diferentes pHs destaca a importância de escolher o pH apropriado 

para aplicações industriais tornando-as particularmente adequadas para aplicações 

biotecnológicas. Mg2+, Co2+, Fe2+ e Na+ apresentaram efeito ativador nas enzimas, 

enquanto Cu2+ e Zn2+ exibiram efeito inibitório para EXG e EGL, respectivamente. A 

complexidade dessas interações ressalta a necessidade de considerar as condições 

específicas de obtenção das enzimas ao aplicar metais. Quanto ao efeito de solventes, a 

análise utilizando o Mapa Auto-organizado de Kohonen (KSOM) revela a influência 

complexa dos solventes na atividade das enzimas EGL, EXG e BGL. Os solventes 

polares apróticos demonstraram influência positiva, enquanto solventes próticos, como 

o metanol, mostraram tendência à inibição. O KSOM proporcionou uma compreensão 

detalhada dessas interações, destacando a importância das propriedades químicas dos 

solventes na sua escolha adequada em futuras aplicações industriais. 

Os resultados deste estudo contribuem para a compreensão das condições ideais 

para a produção e aplicação de enzimas celulolíticas, abrindo caminho para avanços 

biotecnológicos e industriais nesse campo. 
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CAPÍTULO 3 

 

Aplicação das celulases do Penicilium roqueforti ATCC 10110 na hidrólise de 

resíduos agroindustriais 

 

RESUMO 

Os resíduos agroindustriais são uma crescente preocupação ambiental devido à 

produção anual de mais de 37 bilhões de toneladas de resíduos provenientes da 

agricultura, processamento de alimentos e criação de animais. Os resíduos 

agroindustriais contêm lignocelulose, composta por celulose, hemicelulose e lignina. A 

celulose é um dos polímeros mais abundantes presente em boa parte dos resíduos. A 

celulose pode ser convertida em glicose através da hidrólise das ligações β-D-(1,4) pela 

ação de enzimas celulolíticas, endoglucanase (EGL), exoglucanase (EXG) e β-

glicosidase (BGL). Neste estudo, as enzimas celulolíticas EGL, EXG e BGL obtidas do 

fungo P. roqueforti ATCC 10110 através da FES foram extraídas com tampão citrato de 

sódio e água destilada, cujas atividades enzimáticas foram 10,36 U/g (EGL), 5,8 U/g 

(EXG) e 3086,15 UI/g (BGL); e 5,38 U/g (EGL), 1,01 U/g (EXG) e 2358,75 UI/g 

(BGL), respectivamente, mostrando uma eficiente maior para o tampão. O tampão 

manteve o pH ideal para as enzimas, prevenindo sua desnaturação e melhorando o 

rendimento da extração. A sacarificação dos resíduos agroindustriais sem e com pré-

tratamento hidrotérmico foi realizado e o pré-tratamento hidrotérmico da biomassa 

lignocelulósica facilitou a sacarificação dos resíduos: bagaço de cana (BC), casca de 

coco (CC) e palha de milho (PM). Sem pré-tratamento, o PM produziu 44 mg/g de 

açúcares redutores, enquanto com pré-tratamento atingiu 57 mg/g. Os resíduos de BC e 

CC, sem pré-tratamento, geraram 43,1 mg/g e 29,8 mg/g respectivamente, e com pré-

tratamento, 48,24 mg/g e 42,83 mg/g. As enzimas demonstraram boa estabilidade 

térmica durante a sacarificação, mantendo cerca de 50% de sua atividade após 5 horas 

de reação. A proporção otimizada de biocatalisador e resíduo foi crucial para maximizar 

a eficiência do processo. 

Palavras-chave: Agroresíduos, Bioconversão, enzimas celulolíticas, hidrólise enzimática 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Os resíduos agroindustriais representam uma significativa preocupação em meio 

ao cenário de industrialização intensiva, urbanização acelerada e aumento populacional 

(KUTHIALA et al., 2022). Estima-se que mais de 37003x106 t de resíduos são 

produzidos anualmente em todo o mundo, provenientes de atividades agrícolas, 

processamento de alimentos e criação de animais (ZUCCARO; PIROZZI; YOUSUF, 

2019). Embora os resíduos agrícolas não sejam inerentemente poluentes, a produção 

extensiva destes e a má gestão representam potencial ameaça à poluição da terra, da 

água, como também, contribui a produção de gases ao efeito estufa (KUTHIALA et al., 

2022). Contudo, a biomassa lignocelulósica dos resíduos é composta por celulose, 

hemicelulose e lignina, e que pode ser considerada a fonte renovável neutra em carbono 

mais abundante, o que pode diminuir as emissões de CO2 e a poluição atmosférica 

(ZUCCARO; PIROZZI; YOUSUF, 2019).  

Para que a celulose, presente na biomassa lignocelulósica seja utilizada em 

diversas aplicações industriais, ela precisa primeiro ser convertida em seus blocos de 

construção (glicose) pela hidrólise de ligações glicosídicas β-D-(1,4) (AHMED; BIBI, 

2018). Naturalmente, a degradação da celulose é mediada por um complexo enzimático, 

composto pelas enzimas celulase, endoglucanase (endo-1,4-β-D-glucanase (EGL), EC 

3.2.1.4), exoglucanase (exo-1,4-β-D-glucanase (EXG), EC 3.2.1.91) e β-glicosidase 

(1,4-β-D-glucosidase (BGL), EC 3.2.1.21) (AHMED; BIBI, 2018; SINGHAL; 

BHAGYAWANT; SRIVASTAVA, 2021; SRIVASTAVA et al., 2021). Estas enzimas 

trabalham sinergicamente para degradar a celulose em unidades de glicose que podem 

então ser utilizadas em diversas aplicações industriais, tais como indústria de papel e 

celulose (KORSA et al., 2023) , indústria de lavanderia (KUMARI et al., 2019), têxtil 

(NYANHONGO et al., 2016), além, da produção de biocombustíveis (Pendse et al., 

2023) e síntese de aminoácidos (AHMED; BIBI, 2018; RANJAN et al., 2023; RAVEN 

et al., 2019). Dentre os microrganismos, destacam-se os fungos filamentosos, na 

produção de enzimas celulolíticas via fermentação em estado sólido (FES) (AHMED; 

BIBI, 2018). 

Logo a valorização dos resíduos agroindustriais por meio da FES emerge como 

uma estratégia promissora (AHMED; BIBI, 2018; BEHERA; KERKETTA; RAY, 
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2023; COTON et al., 2020; RANA et al., 2021) e tem se destacado como um 

bioprocesso eficaz auxiliando na produção de enzimas celulolíticas (BISWAL; 

MANDAVGANE, 2021; DASARI et al., 2019; MAURICE, 2019). A FES é um método 

que simula o ambiente natural dos fungos, pois necessita de baixo requisito de água, o 

suficiente para simular a umidade de crescimento ideal do fungo (AHMED; BIBI, 2018; 

BEHERA; KERKETTA; RAY, 2023; METIN, 2023).  

O complexo celulolítico fúngico através da FES pode ter diversas aplicações, 

tais como: em reações de sacarificação a partir de resíduos agroindustriais (GOMES et 

al., 2023).  Esse processo permite a transformação eficaz da celulose presente nos 

resíduos agroindustriais em açúcares fermentáveis, contribuindo ainda mais para a 

valorização dos resíduos agroindustriais (ACCOSSATO et al., 2019; GOMES et al., 

2021), e o açúcar pode ser aplicado, por exemplo; na indústria de alimentos (KUMAR; 

AGGARWAL, 2024) ou na produção de etanol de segunda geração (ALABDALALL et 

al., 2023), demonstrando o potencial das celulases na economia circular (KUMAR; 

AGGARWAL, 2024).  

Para maximizar o rendimento da produção de açucares pela reação de 

sacarificação, tornando-o mais eficiente, realiza o pré-tratamento hidrotérmico dos 

resíduos agroindustriais, que emerge como uma etapa crucial (ANU et al., 2023; DA 

SILVA et al., 2022; PENDSE; DESHMUKH; PANDE, 2023). O pré-tratamento 

hidrotérmico é um método físico-químico utilizado para decompor a biomassa 

lignocelulósica com água sob condições de alta temperatura e pressão, também 

conhecido como pré-tratamento com água quente líquida (PENDSE; DESHMUKH; 

PANDE, 2023). É um método verde e livre de poluição que promove a decomposição 

da biomassa lignocelulósica, facilitando a liberação dos açúcares complexos presentes 

na celulose (LI et al., 2022; PENDSE; DESHMUKH; PANDE, 2023). 

Aqui foram aplicadas as enzimas do complexo celulolítico (EGL, EXG e BGL) 

do P. roqueforti ATCC 10110 via FES em reações de sacarificação de resíduos 

agroindustriais. Um estudo comparativo dos resíduos sem e com pré-tratamento 

hidrotérmico foi realizado, buscando avaliar a eficácia dessas enzimas na conversão da 

celulose em açúcares simples, bem como a eficiência do processo de pré-tratamento, 



 

   

101 

 

assim, contribuindo com o avanço das tecnologias de bioconversão a açucares e para o 

desenvolvimento sustentável. 

 

2 METODOLOGIA 

 

2.1 Fermentação em estado sólido 

 

2.1.1 Preparo do inóculo 

 

O fungo utilizado para a fermentação foi o Penicilium roqueforti ATCC 10110, 

fornecido pela coleção de microrganismos do Instituto Nacional de Controle de 

Qualidade em Saúde (INCQS) da Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz, Manguinhos, RJ, 

Brasil), registrado sob o número 40074 e lote 041140074. Este fungo foi preservado em 

meio de sílica e glicerol a -80°C em ultra-freezer. 

As cepas, foram repicadas em meio de cultura Batata Dextrose Ágar (BDA) 

(KASVI®, Paraná, PR, Brasil) em placas de Petri, previamente esterilizadas em 

autoclave vertical (121ºC/1 atm/15 min) (PRISMATEC CS-50) e incubadas em câmara 

de incubação microbiológica (SL 222, SOLAB) a ±25ºC por 7 dias. 

Após a incubação, a cultura esporulada foi raspada com auxílio de pérolas de vidro e 50 

mL de água destilada estéril, previamente esterilizadas em autoclave vertical (121ºC/1 

atm/15 min) (PRISMATEC CS-50). A suspensão resultante foi coletada em frasco 

âmbar. Uma alíquota de 0,1 mL dessa solução foi diluída em tubo de Eppendorf para 

contagem do número de esporos utilizando câmara de Neubauer em microscópio 

binocular (BIOVAL® L1000).  

 

2.1.2 Preparo dos resíduos 

 

Os resíduos de casca da amêndoa do cacau e casca do fruto do cacau 

(Theobroma cacao) e a borra do óleo de dendê (Elaeis guineenses) foram adquiridos 

junto a agroindústrias situadas na região sul da Bahia. A Comissão Executiva do Plano 

da Lavoura Cacaueira - CEPLAC (Ilhéus, Bahia, Brasil) gentilmente cedeu os resíduos 
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de cacau, enquanto a borra do óleo de dendê líquido foi obtida da indústria de dendê 

MIL SELECT (Ituberá, Bahia, Brasil). 

Os resíduos de cacau foram triturados em um moinho de facas tipo Willey (ACB 

LABOR) e dimensionados através de uma peneira granulométrica de 20 mesh e depois 

submetidos a esterilização em autoclave (121 ºC/1 atm /15 min) (PRISMATEC-CS 50) 

seguido do processo de secagem em uma estufa de ventilação forçada de ar (SOLAB SL 

102) a 50 ºC por 24 horas. O material resultante foi armazenado em um recipiente 

fechado de plástico em local seco.  

O resíduo da borra do óleo de dendê líquido também foi submetido a um 

processo de esterilização em autoclave (121 ºC/1 atm /15 min) (PRISMATEC-CS 50). 

Posteriormente, o material esterilizado foi armazenado em um recipiente fechado, 

garantindo condições adequadas para sua preservação até o uso futuro. 

 

2.1.3 Processo fermentativo 

 

Uma mistura de resíduos (10 g) contendo 7,5 g de casca do fruto do cacau 

(CFC), 1,0 g de casca da amêndoa do cacau (CAC) e 1,5 g de óleo de dendê (OD) foram 

autoclavados (121 ºC/1 atm /15 min) em Erlenmeyers (500 mL). Após o resfriamento, o 

substrato estéril foi inoculado com solução 107 esporos/g do P. roqueforti ATCC 10110 

e água destilada estéril até 70% de umidade. As fermentações foram mantidas em 

câmara de incubação microbiológica (SL 222, SOLAB) a 28 °C por 72 horas. 

 

2.2 Extração multienzimática  

 

Após o período de fermentação, 250 mL de tampão citrato de sódio (0,05 M, pH 

5,0) foram adicionados em frascos Erlenmeyer (500mL) aos meios fermentados para 

cada 1,0 g de resíduo. A mistura foi mantida em incubadora com agitação orbital 

(Q315IA, QUIMIS) a 200 rpm e 28 °C por 30 minutos. Posteriormente, a mistura foi 

prensada (prensa manual) através de gaze para separar o sólido do extrato enzimático. O 

filtrado foi coletado e centrifugado (CT-6000R; CIENTEC) a 3000 rpm por 10 minutos. 
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Os ensaios enzimáticos foram realizados utilizando-se a parte sobrenadante (extrato 

enzimático bruto). 

 

2.2.1 Ensaio da atividade da endoglucanase (EGL) 

 

Seguindo a metodologia de Oliveira et al. (2019), a atividade de endoglucanase 

foi determinada pela quantidade de açúcares redutores liberados a partir da incubação de 

diferentes ensaios, controle e branco. As análises foram realizadas em triplicata. No 

tubo de ensaio com a reação foi adicionado 0,5 mL de carboximetilcelulose (CMC) na 

concentração de 2% (m/v) preparado em tampão citrato de sódio 50 mM (pH 4,8), com 

0,5 mL do extrato enzimático bruto e 0,5 mL de tampão citrato de sódio 50 mM (pH 

4,8). Os tubos foram incubados em banho-Maria a 50 °C por 10 min.  Após o período 

de incubação, os açúcares redutores foram dosados com adição de 0,5 mL de ácido 3,5-

dinitrosalicílico (DNS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) aos meios reacionais, 

seguindo de incubação em água fervente por 5 minutos e posterior resfriamento em 

banho de gelo. Posteriormente, foi realizada uma diluição com 6,0 mL de água 

destilada, agitação em vortex (PHOENIX Ap 56) seguido da leitura das amostras em 

espectrofotômetro (SF200DM-UV Vis; Bel Photonics) no comprimento de onda a 540 

nm. A quantidade de açúcar redutor liberada foi quantificada usando curva padrão de 

glicose. Uma unidade internacional de atividade enzimática (UI) é definida como a 

quantidade de enzima capaz de liberar 1,0 μmol de açúcares redutores por minuto a 50 

°C. Os resultados dessas análises foram expressos em unidades internacionais por 

grama de substrato (UI/g) (OLIVEIRA et al., 2019). 

 

2.2.2 Ensaio da atividade da exoglucanase (EXG) 

 

Seguindo a metodologia adaptada de Da Silva Nunes et al. (2020), a atividade de 

exoglucanase no extrato enzimático bruto foi avaliada em triplicata por degradação de 

1,60 mL de Avicel® (Sigma-Aldrich) (1,25% w.v-1) suspenso em água destilada estéril 

e 0,40 mL de extrato bruto enzimático.  O ensaio branco foi realizado de forma análoga 
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ao tubo de reação, substituindo o extrato enzimático por água destilada estéril e o ensaio 

da reação controle foi realizado substituindo a solução de avicel por água destilada 

estéril. Os ensaios foram incubados a 50 °C por 120 minutos. Após a incubação, 1,0 mL 

de ácido 3,5-dinitrossalicílico (DNS) (Sigma-Aldrich) foi adicionado, seguido de 

aquecimento por 5 minutos a 100 °C. Ao término do aquecimento, a mistura foi diluída 

em 6,0 mL de água, e a liberação de açúcares redutores foi determinada a 540 nm em 

um espectrofotômetro (SF200DM-UV-Vis; BEL PHOTONICS), utilizando o método de 

Miller. Uma unidade de atividade enzimática (UI) foi definida como a quantidade de 

enzima que libera 1 μmol de açúcares redutores por minuto (DA SILVA NUNES et al., 

2020). 

 

2.2.3 Ensaio da atividade da β-glicosidases (BLG) 

 

Seguindo a metodologia de Das Neves et al. (2022), a atividade enzimática foi 

determinada pelo extrato enzimático bruto utilizando p-NP β Glc (p-nitrofenil β - D –

glicopiranosídeo) (Sigma-Aldrich) como substrato e a curva de calibração padrão foi 

preparada com p-nitrofenol (p-NP) (Sigma-Aldrich). O ensaio reacional foi realizado 

com 0,25 mL de extrato enzimático bruto e 1,0 mL de tampão citrato de sódio (0,05 M, 

pH 5,0), o meio reacional foi incubado em banho-Maria a 42 °C por 5 min seguido da 

adição de 0,25 mL do substrato com concentração 10 mM preparada em tampão citrato 

de sódio (0,05 M, pH 5,0). Posteriormente, a reação foi incubada por 10 min a 42 ºC e 

interrompida com a adição de 1,0 mL de uma solução de carbonato de sódio 1,0 M. O 

ensaio branco foi realizado sem a adição do extrato bruto enzimático ao meio e o ensaio 

de controle foi realizado com 1,25 mL da mesma solução tampão e 0,25 mL de extrato 

bruto enzimático. A concentração de glicose produzida é determinada indiretamente 

pela medida da concentração de p-nitrofenol no meio reacional, lida através de um 

espectrofotômetro (SF200DM-UV Vis; Bel Photonics) a 410 nm. Uma unidade de 

atividade enzimática (UI) é definida como a quantidade de enzima capaz de hidrolisar 

1,0 μmol de p-nitrofenol por minuto de reação (DAS NEVES et al., 2022). 

 

2.3 Aplicação das celulases em reações de sacarificação  
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2.3.1 Preparo dos substratos - Lavagem dos resíduos  

 

Os resíduos utilizados foram moídos em um moinho de facas tipo Willey (ACB 

LABOR) e dimensionados através de uma peneira granulométrica de 20 mesh. Um 

processo de lavagem foi realizado na proporção sólido-líquido (1:5); 20 g de cada 

resíduo [bagaço de cana (BC)], [casca de coco (CC)] e [palha de milho (PM)] foram 

lavados em 100 mL de água destilada a 50 ºC. A mistura sólido/líquido foi separada por 

filtração simples. 0,2 mL da fração líquida foram dosadas quanto à quantidade de 

açúcares redutores utilizando 0,2 mL de ácido 3,5-dinitrossalicílico (DNS) (Sigma-

Aldrich). Uma curva padrão de glicose (0–1 mmol/mL) foi preparada utilizando um 

espectrofotômetro a 540 nm (SF200DM-UV Vis; Bel Photonics). O processo foi 

realizado em triplicata até que fosse removido todo o açúcar presente no resíduo. 10g do 

resíduo sólido lavado foi coletada para aplicação no processo de pré-tratamento 

hidrotérmico e a quantidade restante do resíduo lavado foi armazenado para futura 

aplicação na reação de sacarificação (resíduo sem tratamento).  

 

2.3.2 Pré-tratamento hidrotérmico dos resíduos 

 

O pré-tratamento foi realizado em reator hidrotermal (150 mL com manifold e 

poço de aquecimento) (WT indústria, São Carlos, SP). Uma proporção sólido/líquido 

(1:10) (m/v) que continha 10g dos resíduos lavados em 100 mL de água destilada foi 

utilizada. O pré-tratamento hidrotérmico foi realizado entre 170-190 ºC durante 30 min. 

A mistura (fração sólida e líquida) foi filtrada a vácuo (PRISMATEC, 131, 2VC) e a 

fração sólida dos resíduos foi submetida a secagem em uma estufa de ventilação forçada 

de ar (SOLAB SL 102) a 70 ºC por 5 horas. A fração sólida foi armazenada para 

posterior aplicação nas reações de sacarificação.  

 

2.3.3 Aplicação do extrato enzimático bruto na sacarificação de resíduos 

lignocelulósicos.  
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O extrato enzimático bruto produzido pelo Penicillium roqueforti ATCC 10110 

via FES foi aplicado na sacarificação dos resíduos BC, CC e PM sem pré-tratamento 

(seção 2.3.1) e com pré-tratamento hidrotérmico (seção 2.3.2). Em um frasco Schott (50 

mL) preparou-se o meio reacional para sacarificação (1:20m/v), 1g de resíduo (p/v) em 

20 mL de extrato enzimático bruto. O experimento controle foi realizado em frasco 

Schott (50 mL) contendo apenas o extrato enzimático bruto. As reações (sem e com pré-

tratamento) foram submetidas a banho-Maria (TECNAL, T-054-MAG) a 50 °C por 5 

horas. A cada 1 hora, 200 µL de cada reação foram retiradas e adicionadas em tubo de 

ensaio para quantificação do açúcar redutor, seguida da adição de 200 µL de ácido 3,5-

dinitrosalicílico (DNS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), e incubadas em água 

fervente por 5 min; e posteriormente resfriamento em banho de gelo. Adicionalmente, 

uma diluição com água destilada (4,0 mL) foi realizada e submetido à agitação em 

vortex (PHOENIX Ap 56). As amostras foram analisadas em espectrofotômetro a 540 

nm. (SF200DM-UV Vis; Bel Photonics). Para analisar a atividade das enzimas durante 

o processo de sacarificação, 200 µL do controle de reação foi adicionada em três 

diferentes tubos de ensaio para quantificar as enzimas EGL (seção 2.2.1), EXG (seção 

2.2.2) e BGL (seção 2.2.3). Para determinar a quantidade de açúcares liberados, uma 

curva padrão de glicose (0–1 mmol/mL) foi preparada utilizando um espectrofotômetro 

(SF200DM-UV Vis; Bel Photonics) a 540 nm. Ao fim do processo de sacarificação, 1,0 

mL da solução sacarificada foi armazenada em tubos eppendorf para posterior análise 

em Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE).  

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÕES  

 

3.1 Celulases do P. roqueforti ATCC 10110 

 

As celulases (EGL, EXG e BGL) produzidas pelo fungo P. roqueforti ATCC 

10110 através da Fermentação em Estado Sólido (FES). O meio de fermentação foi 

composto por CFC (7,5 g), CAC (1,0 g) e OD (1,5 g). Após um período de 72 horas a 

uma temperatura de 28 °C, realizou-se à extração enzimática utilizando tampão citrato 

de sódio (0,05 M, pH 5,0), seguida da quantificação enzimática das enzimas (EGL, 

EXG e BGL). Baseado em estudo preliminares, o pH 5,0 mostrou-se ideal para 

maximizar a atividade enzimática.  
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A avaliação das atividades enzimáticas do extrato multienzimático foi realizada 

tanto a partir da extração com tampão, quanto com água destilada estéril, cujos valores 

foram (EGL) (5,38 UI/g), (EXG) (1,01 UI/g) e (BGL) (2358,75 UI/g) para extração com 

água e (EGL) (10,36 U/g), (EXG) (5,8 U/g) e (BGL) (3086,15 UI/g) para extração com 

tampão. Pelas atividades alcançadas, observou-se que a extração com o tampão foi mais 

eficiente do que a extração realizada com água. As enzimas, incluindo as celulases, têm 

uma faixa de pH ideal onde são mais ativas e estáveis (DAS; NADAR; RATHOD, 

2021; VALLE-PÉREZ et al., 2023). Os tampões mantêm um pH constante durante a 

extração, garantindo que a enzima permaneça em seu ambiente de pH ideal, em 

contraste, o pH da água é variável e pode reduzir a eficiência da extração (DAS; 

NADAR; RATHOD, 2021; MONDAL et al., 2020; VALLE-PÉREZ et al., 2023). O pH 

ideal pode prevenir a desnaturação enzimática, e consequentemente, pode aumentar o 

rendimento e a pureza da extração (AMADI et al., 2020; MONDAL et al., 2020).  

Neste estudo, observou-se que a extração com o pH ideal acarretou unidades 

enzimáticas mais altas. A extração com pH ideal leva a obtenção de um blend de 

celulases mais concentrado sendo altamente atrativo para diversas aplicações, como em 

reações de sacarificação, podendo garantir maior eficiência na hidrólise enzimática 

potencializando a conversão de celulose em açúcares fermentáveis (OGUNYEWO et 

al., 2020). 

 

3.2 Aplicação das celulases (EGL, EXG e BGL) do P. roqueforti ATCC 10110 na 

hidrólise de resíduos agroindustriais 

 

No presente estudo, inicialmente, os resíduos bagaço de cana (BC), casca de 

coco (CC) e palha de milho (PM) foram lavados para remoção do açúcar e secos, após a 

secagem, os resíduos foram submetidos à reação de sacarificação por duas vias, com e 

sem pré-tratamento hidrotérmico. O pré-tratamento hidrotérmico da biomassa 

lignocelulósica dos resíduos agroindustriais foi realizado com o objetivo de decompor a 

estrutura lignocelulósica, e assim facilitar o acesso das enzimas EGL, EXG e BGL à 

fração polissacarídica de celulose. Os resultados mostraram que todos os resíduos sem 

pré-tratamento foram sacarificados pelo complexo celulolítico (EGL, EXG e BGL) 

(Figura 1). 
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No entanto, o resíduo PM levou aos melhores resultados e mais altas 

quantidades de conversão a açúcares redutores, chegando a 44 mg/g sem pré-tratamento 

(Figura 1) e 57 mg/g após o pré-tratamento hidrotérmico (Figura 2) durante 5 horas de 

sacarificação. Já o rendimento de sacarificação dos resíduos CC e BC sem pré-

tratamento foi 29,8 e 43,1 mg/g, respectivamente (Figura 1) e 42,83 e 48,24 mg/g após 

o pré-tratamento, respectivamente (Figura 2) em 5 horas de sacarificação. 

Figura 1 – Hidrólise dos resíduos: bagaço de cana (BC), casca de coco (CC) e palha de 

milho (PM) sem pré-tratamento pela EGL, EXG e BGL do P. roqueforti ATCC 10110. 
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Figura 2 – Hidrólise dos resíduos: bagaço de cana (BC), casca de coco (CC) e palha de 

milho (PM) com pré-tratamento pela EGL, EXG e BGL do P. roqueforti ATCC 10110 

 

Esses resultados sugerem que após o pré-tratamento hidrotérmico as enzimas 

celulases (EGL, EXG e BGL) do P. roqueforti ATCC 10110 hidrolisaram com mais 

facilidade a celulose presente no resíduo após a decomposição da lignocelulose por 

tratamento hidrotérmico (ANU et al., 2023).  

Ao avaliar a atividade enzimática em relação ao tempo de sacarificação (5 

horas), pode-se observar que as enzimas EGL, EXG e BGL mantiveram 

aproximadamente 50% de sua atividade relativa (Figura 3). O tempo de 5 horas, pré-

estabelecido para as reações de sacarificação, foi o que melhor adequou-se para 

quantificação dos açucares redutores devido às análises no espectrofotômetro. 

No entanto, durante um tempo maior de reação, é importante considerar que, a 

possível presença de inibidores como o hidroximetilfurfural (HMF)  (YAVERINO-

GUTIÉRREZ et al., 2024). O HMF é formado principalmente pela desidratação de 

monômeros de açúcar, como a glicose (MENEGAZZO; GHEDINI; SIGNORETTO, 

2018; YAVERINO-GUTIÉRREZ et al., 2024). A presença de HMF no processo pode 

reduzir significativamente a eficiência da hidrólise enzimática, pois ele interfere na ação 
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das enzimas, dificultando a conversão completa aos açúcares fermentáveis (CHANDA 

et al., 2021; YAVERINO-GUTIÉRREZ et al., 2024). 

Figura 3 – Atividade relativa da EGL, EXG e BGL durante a reação de sacarificação 

dos resíduos: bagaço de cana (BC), casca de coco (CC) e palha de milho (PM). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neste estudo, o meio reacional foi composto por 1,0 g de resíduo e 20 mL de 

extrato enzimático bruto, que corresponde a 5% da carga de substrato/resíduos (m/v). 

Logo a quantidade de biocatalisador (extrato enzimático bruto) foi maior que a 

quantidade de resíduo. O aumento da concentração do biocatalisador aumenta a 

quantidade de sítios ativos disponíveis para a reação (CHAVAN; SHETE; DHARNE, 

2024b). Essa proporção foi necessária, pois tentativas de análise com apenas 10 mL de 

extrato enzimático resultaram na completa retenção do extrato na matriz sólida dos 

resíduos. Portanto, otimizar a proporção entre biocatalisador e resíduo é crucial para a 

eficiência do processo. Em um estudo recente, Gomes (2023) e seus colaboradores 

realizaram a sacarificação de diferentes resíduos: bagaço de cana-de-açúcar, casca de 

coco, farelo de trigo, casca do fruto do cacau e casca de semente de cacau a partir da 

endoglucanase de P. roqueforti ATCC 10110 sem uso do pré-tratamento hidrotérmico. 

A sacarificação ocorreu a 50 °C, utilizando tampão acetato de sódio (0,1M, pH 5,0) por 
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24 horas. A carga de substrato/resíduos foi 1% (m/v) com 5,0 mL de extrato enzimático 

e 5,0 mL de tampão acetato de sódio (0,1M a pH 5,0). Os resultados mostraram que o 

resíduo farelo de trigo apresentou 6,1 mg/g de açúcares redutores em 24 horas, enquanto 

os resíduos de bagaço de cana-de-açúcar, casca de coco, casca do fruto do cacau e casca 

de semente de cacau tiveram concentrações 4,4; 4,23; 4,76 e 4,69 mg/g, 

respectivamente, nas primeiras 3 horas (GOMES et al., 2023). Ou seja, o tempo de 

sacarificação dos resíduos e a carga enzimática foram superiores ao estudo apresentado 

aqui, e os resultados obtidos para os resíduos bagaço de cana-de-açúcar, casca de coco, 

por exemplo, foram inferiores. Logo, o uso de uma quantidade maior de biomassa 

lignocelulósica, assim, como o processo de pré-tratamento hidrotérmico da biomassa 

pode ser benéfico na sacarificação, pois pode resultar na liberação de uma maior 

quantidade de açúcares, como a glicose.  

Por exemplo, Wang (2019) e seus colaboradores conduziram um estudo 

utilizando a palha de colza. Eles realizaram o pré-tratamento hidrotérmico com 10,0 g 

do resíduo misturado com 200 mL de água deionizada em diferentes temperaturas 

(variando de 145 a 205 °C) por vários tempos de retenção (15–120 min). O tratamento a 

190 °C por 15 min foi identificado como a condição ótima para a sacarificação. Durante 

a hidrólise enzimática, utilizaram uma concentração de substrato de 2% e uma adição de 

enzima de 115 mg/g de substrato/resíduo. Como resultado, o pré-tratamento 

hidrotérmico a 190 °C por 15 min resultou em um rendimento significativamente maior 

de glicose, sendo 3,5 vezes maior em relação ao material não tratado (WANG et al., 

2019). Os resultados alcançados neste estudo corroboram com a literatura, mostrando, 

assim, que o pré-tratamento hidrotérmico pode aumentar significativamente a eficiência 

da hidrólise enzimática em menor tempo de sacarificação tornando atrativo 

industrialmente. 

 

3.3 Identificação dos açucares redutores por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (CLAE) 

 

Em todos os sistemas foram observados sinais nos cromatogramas 

correspondentes à formação de sacarose e glicose, com diferenças notáveis entre as 

amostras com e sem pré-tratamento hidrotérmico (Tabela 1). 
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Tabela 1- Concentração dos açucares detectados por CLAE.  

Amostras 

Sacarose Frutose Glicose 

Ci 

(mg/L) 

Cf 

(mg/L) 

Ci 

(mg/L) 

Cf 

(mg/L) 

Ci 

(mg/L) 

Cf 

(mg/L) 

Controle 10771,6 929,7 1607,8 2,7 3312,6 289,7 

Palha milho1 4670,4 402,9 996,7 81,1 4595,5 396,5 

Palha milho2 5896,9 508,2 919,7 40,9 9451,8 813,2 

Casca de coco1 10196,8 877,1 451,3 73,4 266,9 25,1 

Casca de coco2 9888,8 850,7 830,3 60,4 2058,3 178,8 

Bagaço de cana1 9275,8 798,1 678,4 60,9 146,9 14,8 

Bagaço de cana2 5628,5 485,1 684,2 140,1 4595,5 396,5 

Ci – Concentração inicial; Cf – Concentração final; 1 sem pré-tratamento hidrotérmico; 2 

Com pré-tratamento hidrotérmico 

Para a palha de milho (PM), o pré-tratamento hidrotérmico resultou em um 

aumento significativo na concentração de glicose, passando de 4595,5 mg/L para 

9451,8 mg/L, um incremento de mais de 100%. Esse aumento pode ser atribuído à 

maior acessibilidade das enzimas a celulose após o pré-tratamento, o que corrobora com 

a maior eficiência de sacarificação observada anteriormente. A concentração de frutose, 

no entanto, apresentou uma leve redução, de 996,7 mg/L para 919 mg/L, o que pode 

sugerir uma maior conversão preferencial a glicose em relação a frutose no processo. 

Em relação a casca de coco (CC), houve uma notável elevação na concentração 

de glicose com o pré-tratamento, passando de 266,9 mg/L para 2058,3 mg/L, o que 

também corrobora com o resíduo de sacarificação apresentado nas figuras 1 e 2. Além 

disso, a concentração de frutose aumentou de 451,3 mg/L para 830,3 mg/L, 

evidenciando que o pré-tratamento hidrotérmico foi eficaz em liberar açúcares 

fermentáveis. No entanto, a concentração de sacarose, que inicialmente era de 10196,8 

mg/L, apresentou um declinio para 9888,8 mg/L, o que pode indicar uma maior 

conversão da sacarose em monossacarídeos de glicose durante a sacarificação. 

No caso do bagaço de cana (BC), o efeito do pré-tratamento também foi 

evidente. A concentração de glicose aumentou significativamente, de 146,9 mg/L para 

4595,5 mg/L, demonstrando uma eficiente conversão de celulose. Curiosamente, a 
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concentração de frutose manteve-se praticamente constante, com valores de 678,4 mg/L 

sem pré-tratamento e 684,2 mg/L após o pré-tratamento. A sacarose, entretanto, 

apresentou uma queda acentuada, de 9275,8 mg/L para 5628,5 mg/L, o que reflete uma 

maior conversão da sacarose em glicose, como foi demonstrado para a palha de milho. 

A formação dos monossacarídeos foi significativamente mais pronunciada 

quando as amostras foram expostas ao reator. Os resultados sugerem que o pré-

tratamento hidrotérmico não apenas aumenta a eficiência da sacarificação, mas também 

possibilita a liberação de açúcares fermentáveis, como a glicose, sacarose, frutose, 

favorecendo a hidrólise enzimática dos resíduos lignocelulósicos. A maior formação de 

monossacarídeos nas amostras pré-tratadas é um indicativo de que o pré-tratamento não 

apenas facilita a sacarificação, mas também melhora a qualidade dos açúcares obtidos, o 

que pode ser benéfico para processos industriais que visam a produção de bioetanol ou 

outros bioprocessos subsequentes, que utilizam a fermentação para produção de álcoois.   

 

4 CONCLUSÃO  

 

As celulases (EGL, EXG e BGL) a partir do P. roqueforti ATCC 10110 através 

da FES, mostraram mais eficiente quando extraídas com tampão citrato de sódio (0,05 

M, pH 5,0) em relação a extração com água destilada, provavelmente devido à 

preservação de um pH ideal para a atividade enzimática. 

O pré-tratamento hidrotérmico dos resíduos agroindustriais facilitou a ação do 

complexo celulolítico, resultando em uma maior conversão de celulose em açúcares 

redutores. O resíduo palha de milho demonstrou melhores resultados e mais altas 

quantidades de conversão a açúcares redutores, chegando a 44 mg/g sem pré-tratamento 

e 57 mg/g após o pré-tratamento hidrotérmico durante 5 horas de sacarificação. 

Os resultados obtidos a partir da análise por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (CLAE) demonstram que o pré-tratamento hidrotérmico dos resíduos 

lignocelulósicos é altamente eficaz em aumentar a concentração dos açucares, como a 

glicose, com destaque para a palha de milho (9451,8 mg/L) e casca de coco (4595,5 

mg/L). 

Este estudo demonstra o potencial das celulases produzidas pelo P. roqueforti 

ATCC 10110 na bioconversão de resíduos agroindustriais em açúcares fermentáveis. 
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No entanto, a otimização do processo, incluindo o pré-tratamento dos resíduos e a 

proporção entre biocatalisador e resíduo, é crucial para aumentar a eficiência do 

processo. Esses resultados abrem caminho para futuras pesquisas sobre a aplicação 

dessas enzimas na produção de biocombustíveis e outros produtos de valor agregado a 

partir de resíduos agroindustriais.  
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