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RESUMO 

A utilização de biomassa celulósica para a produção de etanol celulósico é uma 

alternativa como combustível renovável. O principal desafio desta produção é 

aumentar a hidrólise da biomassa celulósica a fim de adquirir produtos com um baixo 

peso molecular, como por exemplo hexoses. O alto custo do processo é o principal 

problema, devido às celulases e ao pré-tratamento que são dispendiosos. A 

utilização de hidrólise celulásica para a produção do bioetanol é considerada 

sustentável, porém inviável economicamente. Outro problema é a inibição do 

complexo celulásico por açúcares redutores, tais como celobiose e glicose. 

Reduções significativas dos custos são necessárias para melhorar a viabilidade 

comercial da tecnologia de hidrólise celulásica, principalmente a da casca de coco. 

Usando a casca de coco como substrato foram aplicadas duas abordagens: primeiro, 

foram isolados fungos da casca de coco, os quais alcançaram atividades celulásicas 

maiores do que as de fungos padrões utilizados na indústria. Na segunda etapa, a 

alta pressão hidrostática (HHP) foi utilizada para melhorar a hidrólise enzimática da 

casca de coco. As celulases dos fungos isolados da casca de coco demonstraram 

melhor desempenho do que as celulases dos fungos padrões durante a hidrólise 

celulásica das fibras da casca de coco, tanto em HHP quanto em pressão 

atmosférica. Observou-se um aumento de cerca de duas vezes na hidrólise da casca 

de coco usando HHP, devido aos aumentos das atividades β-glicosidásicas, 

endoglicanásica e celulásicas totais. As β-glicosidases alcançaram um aumento de 

suas atividades no valor de pressão de 300 MPa, mesmo em presença de 

concentrações inibitórias de glicose (55 mM). Este evento seria resultado das 

alterações conformacionais destas celulases, removendo a inibição por glicose. 

Usando bioinformática para identificar o efeito da HHP nas proteínas, as estruturas 

de β-glicosidases e endoglicanases foram analisadas por similaridade e alinhamento. 

Aminoácidos hidrofóbicos e regiões de glicosilação foram detectadas em cavidades, 

nos sítios ativos e em estruturas β-pregueadas. A análise sugere que a HHP ao 

afetar as regiões internas das proteínas, promove também a ligação de aminoácidos 

hidrofóbicos das cavidades e de regiões de glicosilação aos carboidratos, levando à 

estabilização da proteína e ao aumento da atividade. A HHP foi capaz de causar 

rupturas e de romper ligações de hidrogênio das fibras de coco, acessando partes 

internas. O valor de 300 MPa é capaz de expor as partes apolares das fibras, tais 
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como CEF, que podem se ligar por interação hidrofóbica aos aminoácidos internos 

das celulases expostos pela HHP. O aumento da hidrólise celulásica ao utilizarmos 

pressão, pode ser devido à aproximação do substrato ao sítio ativo via interações 

hidrofóbicas, tais como aquelas promovidas por CBM (modulos ligantes de 

carboidrato). Assim, empregando a tecnologia de HHP juntamente com celulases de 

fungos isolados de substratos específicos, o processo de produção de etanol 

celulósico pode se tornar econômico, viável e eficiente em termos energéticos, 

especialmente com relação ao melhoramento das atividades β-glicosidásicas. 

 

Palavras-chave: HHP, hidrólise celulásica, fungos, etanol celulósico, casca de coco 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 

 

ABSTRACT 

The use of cellulosic biomass for cellulosic ethanol production has been a 

serious option for the production of renewable fuels. The main focus in the cellulosic 

ethanol production is to increase the hydrolysis of these cellulosic materials in order to 

produce products with a low-molecular weight, such as hexoses.The high costs 

involved with this process due to the use of cellulases and the biomass pretreatment, 

causes the main problem in an economically viable large-scale production of 

bioethanol. Even though enzymatic disruption of cellulose has been considered the 

best environmental practice, cellulase is the most expensive step during cellulosic 

ethanol production. Another problem is the inhibition of the cellulase complex by 

reducing-sugars such as cellobiose and glucose.  Significant cost-reduction becomes 

needed in order to enhance viable commercial use of cellulase hydrolysis technology. 

Using coconut husk as a biomass substrate, we applied two approaches: firstly, we 

isolated fungi from coconut husks. We found that their cellulases outperforme the 

cellulases of the industry standards on the hydrolysis of coconut husk. Secondly, we 

employed High Hydrostatic Pressure (HHP) to the cellulases in order to improve the 

enzymatic performance. After the HHP treatment, we observed an increase in 

coconut husk hydrolysis by a factor of 2 as a result of an increase of the β-

glucosidase, endoglucanase and total cellulase activities. The effect of HHP is able to 

break the hydrogen bonds working down to the scales of the coconut fibers. Further, 

the inhibition of β-glucosidases caused by glucose was removed under HHP, the β-

glucosidases achivied higher activities in the presence of 55 mM of glucose as a 

result of changes in the conformation of this cellulase on HHP. Using bioinformatics 

tools to analyse structures of β-glucosidase and endoglucanase, we 

found hydrophobic aminoacids and glycosylation regions in the cavities; in the active 

sites; and on β-sheets structures. While HHP affects the cavities of the proteins, the 

carbohydrates can bind both to their side chains of hydrophobic amino acids as to 

glycosylation regions, leading to an increase of the activities and a stabilization of the 

protein. HHP to value of 300 MPa exposes the internal apolar parts of the coconut 

fiber (CEF) and favors the binding of hydrophobic aminoacids of the cellulase to these 

parts of the fibers, as well as to glucose. The increase of the cellulase hydrolysis 

under HHP can be caused by a factor that works like a CBM (Carbohydrate Binding 

Module) that approaches the substrate at the active site. Thus, employing both the 
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technologies HHP as well as substrate specific fungi can potentially make bioethanol 

production an economic viable and energy-efficient process, especially regarding the 

improvement of β-glucosidase activities. 

Key words: HHP, cellulase hydrolysis, fungi, cellulosic ethanol, coconut husk 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 ETANOL DE SEGUNDA GERAÇÃO 

 

O mercado mundial de etanol tem se expandido de maneira exponencial. Este 

crescimento deveu-se a diversos fatores, como o grande apelo ambiental 

generalizado, levando às políticas ambientais e a busca por fontes energéticas 

alternativas ao petróleo. Desta forma, no Brasil, não só o uso de etanol combustível 

é estimulado, mas também a sua adição a combustíveis fósseis, como a gasolina. 

Ainda a cada ano, existe a tendência do aumento da população mundial, a qual está 

projetada para atingir 9 bilhões de pessoas até 2050, o que aumenta a demanda 

energética e os resíduos agrícolas, principalmente com o aceleramento econômico 

dos países de mercado emergente (BRICS – Brasil, Rússia, Índia, China e África do 

Sul). A produção de etanol celulósico, a partir de materiais lignocelulósicos, um 

combustível renovável e economicamente viável, destaca-se como uma alternativa 

para os custos do petróleo e para os resíduos agrícolas que devem ser reutilizados 

de forma ambientalmente sustentável (MARTIN, 2010). Desta forma, a utilização de 

resíduos agroindustriais apresenta-se como um importante meio para a produção de 

etanol, aliado ao aproveitamento de resíduos (BUCKERIDGE; GOLDMAN, 2011).  

O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de etanol, com uma alta 

produtividade alcançada a partir da cana de açúcar. E o agronegócio tem gerado 

uma grande quantidade de resíduos lignocelulolíticos, que devem ser reutilizados de 

maneira sustentável. A produção de etanol celulósico (etanol de segunda geração) é 

uma das opções para a reutilização dos resíduos (como combustível renovável) e 

contribui para aumentar o cumprimento com as leis ambientais em muitos países 

(CARERE et al. 2008).  

O aumento anual das culturas de cana de açúcar ilustra a aceleração da 

produção de etanol e também a agrícola, contudo 25% da biomassa seca da cana-

de-açúcar, constituída principalmente de lignocelulose e hemicelulose, ainda 

significa uma grande fonte de carbono para a produção de biocombustíveis. Grande 

esforço tem sido feito com a finalidade de transformar esta biomassa em etanol 

celulósico e estas pesquisas acabaram por influenciar a busca por outras fontes de 

biomassas lignocelulósicas como matéria prima para a produção do etanol de 

segunda geração. Os países que mais se destacam na América em pesquisas para 
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a produção do etanol de segunda geração são: o Brasil, com a cana de açúcar, e os 

Estados Unidos com o milho. A Ásia também está consolidando sua posição nessas 

pesquisas, mas tem voltado seus esforços para o estudo da biomassa de árvores, 

igualmente os Canadenses e Europeus. Na América do Sul, Argentina e Chile estão 

em fase inicial de pesquisas em bioenergia (BUCKERIDGE; GOLDMAN, 2011).  

Em geral, as atividades agroindustriais são caracterizadas pela geração de 

grande quantidade de materiais lignocelulósicos, e tais resíduos apresentam-se 

como os recursos naturais renováveis mais abundantes do planeta Terra. 

Adicionalmente, a grande disponibilidade desses materiais os torna uma matéria-

prima ideal para a produção de etanol de forma sustentável, a qual pode ser 

realizada por microrganimos tais como leveduras, bactérias ou fungos (HOWARD et 

al. 2003; CARERE et al. 2008).  

A produção de etanol celulósico, ou de segunda geração, é dividida da seguinte 

forma: pré-tratamento da biomassa lignocelulósica, hidrólise enzimática e 

fermentação (Figura 1). O pré-tratamento da biomassa celulósica consiste em 

remover a lignina que é um composto aromático polifenólico e inibidor da hidrólise 

enzimática e da fermentação. Durante a hidrólise celulásica, os fenóis derivados da 

quebra da lignina são responsáveis por desacelerar a sacarificação, assim como a 

fermentação, o que lidera um problema de ordem econômica para a produção do 

etanol de segunda geração (XIMENES et al. 2010; PEDERSEN et al. 2010). 

Portanto, a lignina deve ser removida, com pré-tramentos, para que a celulose 

apresente-se disponível para a hidrólise celulolítica realizada pelas celulases. Para 

remover a lignina são utilizados tratamentos ácidos e alcalinos, tratamentos com 

explosão a vapor, e hidrólise enzimática com enzimas lacases e peroxidases 

produzidas por microrganismos lignocelulolíticos. Porém, este processo ainda é um 

dos gargalos na produção do etanol, pois os microrganimos que realizam esta 

remoção, pela utilização de enzimas, são lentos, e os reagentes químicos são 

rápidos, porém destrutivos. Assim, muito estudo ainda é necessário para tornar este 

processo economicamente sustentável (MARTIN et al. 2010; SUKUMARAN et al. 

2009; MTUI, 2009). Após o pré-tratamento, as moléculas de celulose apresentam-se 

cerca de 10 a 20 vezes mais disponíveis à hidrólise realizada pelas celulases. 

Entretanto, essa quantidade de celulose ainda apresenta-se muito aquém do que 

poderia ser extraído dos materiais lignocelulósicos (BUCKERIDGE; GOLDMAN, 

2011). 
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O pré-tratamento é um processo que também pode ser designado como 

polpação, o qual é utilizado nas indústrias de papel e também para a remoção de 

lignina.  Esse processo de polpação usando hidrólise ácida ou alcalina é danoso ao 

meio ambiente, produzindo uma grande quantidade de resíduos químicos 

potencialmente poluentes e perigosos (SULAIMAN et al. 2011). A hidrólise alcalina é 

muito reportada como pré-tratamento na produção do etanol de segunda geração. 

Uma alta concentração de 20-30% de NaOH, foi reportada para a deslignificação da 

casca de coco, podendo afetar a economia do processo de produção do bioetanol 

(VAITHANOMSAT et al. 2011). Estes pré-tratamentos químicos, juntamente com a 

explosão a vapor, no processo de deslignificação para a produção de etanol 

celulósico, pode levar à formação de inibidores da fermentação como furfural e 

hidroximetilfurfural, principalmente quando o pré-tratamento é do tipo ácido 

Figura 1  Processo de produção do etanol celulósico. SHF: Hidrólise e Fermentação em Separado, 

SSF: Sacarificação e Fermentação Simultâneas, CBP: Bioprocesso consolidado. Adaptado de 

Canilha et al. (2010). 
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(PEDERSEN et al. 2010). 

   A celulose e a hemicelulose obtidas com o pré–tratamento podem ser 

hidrolisadas por celulases,  assim como por hemicelulases ou ácidos, liberando 

assim glicose, xilose e outros açúcares redutores para a fermentação a etanol 

(ZHANG et al. 2006). Outro gargalo da produção do etanol celulósico é a hidrólise da 

celulose e da hemicelulose e a produção enzimática, pois, além de custosas,  os 

processos são ineficientes no que tange a quantidade de celulases necessárias para 

a hidrólise. A produção de celulases ainda é o maior entrave econômico da indústria 

de biocombustíveis, juntamente com o processo de sacarificação enzimática que é 

lento e necessita ser otimizado (BON et al. 2008). 

   Um outro problema na produção do etanol de segunda geração está 

relacionado com o metabolismo da xilose, um carboidrato de cinco carbonos, que 

não é metabolizado pela levedura S. cerevisiae, a levedura mais utilizada nos 

processos de produção de etanol e a mais estudada. Apesar da grande eficiência na 

produção do etanol a partir da glicose, esta levedura é capaz apenas de fermentar 

açúcares de seis carbonos, assim grande esforço tem sido feito para transformar 

este microrganismo em um fermentador da biomassa lignocelulósica, na presença 

de fenóis e de outros açúcares de cinco carbonos, tais como a arabinose (KUYPER 

et al. 2003; van MARIS et al. 2007). 

  A xilose representa cerca de 25% da biomassa lignocelulolítica, fazendo parte 

da cadeia de hemicelulose. Alguns processos reportam a utilização da levedura do 

gênero Pichia e bactérias para a fermentação da xilose juntamente com a glicose a 

etanol, o fungo filamentoso Fusarium oxysporum também foi reportado fermentando 

xilose a etanol, este fungo foi isolado de talos de milho. Porém, esta etapa do 

processo ainda é ineficiente, e não existe um processo industrial eficiente para a 

fermentação das pentoses (KANOKRATANA et al. 2008; HALDRUP et al. 1998, FAN 

et al. 2011). 

O etanol de primeira geração é produzido a partir da sacarose, a qual gera 

apenas 1/3 de toda energia que pode ser alcançada a partir da produção da cana-

de-açúcar, assim os outros 2/3 restantes de energia podem ser gerados da 

biomassa da cana de açúcar descartada, a qual atualmente é considerada resíduo. 

Expandindo este valor para os milhões de toneladas de resíduos lignocelulósicos 

que são gerados atualmente no Brasil a partir das várias vertentes do agronegócio, 

como exemplo os da produção de coco verde, podemos considerar que a produção 
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do etanol celulósico é realmente viável em termos econômicos e energéticos 

(BUCKERIDGE; GOLDMAN, 2011). 

   A qualidade do etanol de primeira geração e do etanol celulósico, ou etanol de 

segunda geração, é semelhante. A única diferença entre os produtos supracitados é 

o processo de produção, em que um utiliza do caldo da cana-de-açúcar, e o outro de 

materiais lignocelulolíticos ou biomassa. Para este processo as celulases mais 

utilizadas são as produzidas pelas empresas NOVOZYMES S/A e GENENCOR S/A, 

as quais são conhecidas por produzirem celulases altamente eficientes. Atualmente 

foi anunciado pela GranBio, que a primeira usina de etanol celulósico do Brasil teria 

suas atividades iniciadas em dezembro de 2013, utilizando enzimas Cellic-CTec3 da 

Novozymes, e como biomassa o bagaço de cana-de-açúcar (GLOBO RURAL, 

2012). 

 

1.2 ALTA PRESSÃO HIDROSTÁTICA 

 

A alta pressão hidrostática (HHP, do inglês High Hydrostatic Pressure) é uma 

força física aplicada a uma coluna de água, atingindo todas as áreas submetidas à 

mesma em um dado momento. Muito utilizada como técnica em diversos estudos 

científicos, apresenta aplicação industrial em vários setores. A utilização da alta 

pressão hidrostática para esterilização de alimentos líquidos ou sólidos, que são 

submetidos a pressões acima de 100 MPa, já é amplamente relatada para melhorar 

a segurança e qualidade dos alimentos, inclusive na literatura patentária. O 

tratamento usando alta pressão hidrostática, que utiliza pressões de 100 a 1000 

MPa, é utilizado para destruição dos microrganismos deteriorantes e, ainda, para 

retardar ou ativar as reações enzimáticas. A pressurização é realizada em espaço 

limitado, com a água como meio de transferência da pressão e de reação. A pressão 

aplicada e o tempo de aplicação dependem do tipo do produto a ser tratado e do 

produto final desejado (TORREZAN, 2003). 

No passado, a comercialização de produtos processados usando alta pressão 

estava focada no alto valor agregado dos alimentos, por causa do alto custo dos 

equipamentos e de suas instalações. No entanto, devido ao desenvolvimento rápido 

da tecnologia de HHP e à sua alta aceitação e demanda desses produtos pelos 

consumidores, mais produtos processados por HHP estão agora disponíveis em 

supermercados de alguns países, tais como Estados Unidos, Japão, Alemanha, 
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Espanha, Holanda, França, Reino Unido e Bélgica, reduzindo os custos de 

equipamento e instalação consideravelmente. Porém, no Brasil, a expansão 

industrial desta tecnologia ainda não é acentuada (AGUIRRE; CÁNOVAS, 2011).   

Equipamentos de alta pressão hidrostática, automatizados, são utilizados em 

escala industrial para processamento de alimentos e podem possuir uma 

capacidade de até 2 ton.h-1, quando operadas em um regime de 600 MPa por 3 

minutos por carga tratada. Em algumas pesquisas, como por exemplo, as de 

monitoramento e amostragem de organismos piezófilos, a 11.000 m abaixo do nível 

do mar, alguns aparelhos de pressão em nível de grande escala, são utilizados 

como veículos operados remotamente no fundo do mar (AERTSEN et al. 2009). 

Alguns vasos de pressão possuem volumes de até 300 litros, sendo muito utilizados 

em pasteurização e esterilização, processando até 8.640 toneladas anualmente 

(MUJICA et al. 2011). 

Barreiras tecnológicas no processamento de alta pressão hidrostática, definem 

aplicações de baixo custo como as que estão abaixo de 420 MPa, como por 

exemplo para processos de pausterização. O limite da tecnologia encontra-se em 

processos utilizados principalmente para a esterilização, e as situações de custos 

maiores para vasos de pressão que utilizam valores maiores que de 680 MPa 

(TORRES; VELASQUEZ, 2005; FRAGOSO et al. 2011; AVELLANEDA et al. 2011). 

O efeito da alta pressão nos compostos vegetais, assim como na parede celular 

de endosperma de grãos de arroz foi reportada entre os valores de pressão de 100-

400 MPa, ocorrendo parcial destruição destes entre os valores de pressão 

reportados, e aumento de sua permeabilidade. Estudos de pressão em 

biomacromoléculas são geralmente realizadas na taxa de 0,1 MPa a 1.500 MPa 

(AERTSEN et al. 2009). O efeito da alta pressão, a valores de 1-6 GPa, foram 

reportados para cadeias de celulose da madeira, criando mudanças nas suas 

estruturas de celulose, hemicelulose e lignina, e foram observadas também a 

amorfização da celulose cristalina e a despolimerização de cadeias de celulose, 

assim como a hidrólise de carboidratos (KOKOREVICS et al. 1997).  

 É conhecido que HHP é capaz de mudar a conformação de proteínas e as 

interações químicas, dependendo da magnitude e período de tratamento. Valores de 

pressão maiores que 400 MPa podem levar à desnaturação de proteínas; já a 

exposição a médias pressões, aproximadamente 200 MPa, frequentemente apenas 

afeta as estruturas quaternárias das proteínas, ocasionando uma dissociação das 
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subunidades. Isto faz da pressão uma força importante para seletivamente sintonizar 

interações não covalentes, tais como ligações de hidrogênio e desestabilizar os 

efeitos hidrofóbicos. 

O efeito da pressão nos sistemas moleculares é governado pelo princípio de 

Le Chatêlier: em que um aumento da pressão irá deslocar um dado equilíbrio para o 

lado que ocupa um menor volume. A dependência da pressão com relação à energia 

de Gibbs é simplesmente dada pela mudança de volume. Ao contrário da 

temperatura, a pressão somente influência o volume de um sistema, sem afetar a 

energia interna. Ao passo que a temperatura pode afetar a velocidade de reação 

favorecendo a formação de espécies com maior volume, a pressão pode dirigir o 

mecanismo de reação por favorecer a formação das espécies com menor volume, 

além disso, a pressão pode acelerar ou desacelerar reações se o volume de 

ativação for positivo ou negativo (AERTSEN et al. 2009).  

Alta pressão hidrostática é requerida para causar mudanças conformacionais, 

e algumas vezes, resultando em desestabilização das proteínas e perda da função. 

Este efeito da pressão hidrostática provoca um empacotamento das cadeias de 

aminoácidos, associada com a compressão das moléculas de proteínas e aumento 

de cavidades, como um resultado das mudanças provocadas pela hidratação 

(MEERSMAN et al. 2006). 

O mecanismo de desnaturação de proteínas pode ser exemplificado pela 

seguinte reação: 

 

P + nH2O  ↔  P(H2O)n  →  PD 

 

Em que P é a proteína nativa, P(H2O)n é a proteína hidratada, e PD é a 

proteína desnaturada. Alta pressão hidrostática induz a penetração da água na 

proteína, rompendo os contatos hidrofóbicos a favor do solvente, expondo assim as 

partes hidrofóbicas. Por fim, as ligações de hidrogênio entre proteína-proteína são 

substituídas pelas ligações de hidrogênio da água formando o complexo água-

proteína, P(H2O)n. A variação do volume associado com a formação de ligação de 

hidrogênio é próxima a zero, implicando que a pressão não irá afetar fortemente esta 

interação. A desnaturação de proteínas está associada com a mudança do volume 

na ordem de -10 a -100 mL.mol-1. Vários fatores podem influenciar na diminuição do 

volume, e a soma de todos estes fatores deve resultar em uma elevada variação de 
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volume, de ordem negativa, para causar a desnaturação da proteína. Dentre os 

fatores que estão diretamente associados com a diminuição do volume podemos 

citar a hidratação das moléculas e formação de cavidades, assim como as reações 

bioquímicas de protonação, de hidratação de grupos hidrofóbicos e de grupos 

apolares, dissociação das proteínas e desnaturação das proteínas por mudanças 

nas características do tampão. Destes, o que possui maior valor de variação de 

volume é o de dissociação de proteínas, cerca de -500 mL.mol-1, e os que possuem 

menor variação de volume, a hidratação de grupos hidrofóbicos e apolares, com 

valores respectivamente de -6,2 e -4,5 mL.mol-1 (MICHIELS, 2008). 

          Elevados aumentos de pressão e temperatura, ou a adição de agentes 

desnaturantes à enzima nativa (En), tornam a proteína primeiramente reversível (Er) 

e, em seguida, irreversivelmente inativada (Ed): 

 

                                  En ↔  Er →  Ed 

 

Contudo, aumentos moderados de pressão podem produzir uma enzima mais 

ativada (Eat), o que representa a pressão induzindo a ativação, entre os seus 

estados nativo e reversível: 

 

                                 En ↔ Eat ↔Er → Ed 

 

Separar os efeitos que a alta pressão hidrostática exerce na velocidade 

constante, ou cinética, daqueles da conformação enzimática, e assim como também 

dos relacionados à disponibilidade de enzimas ativadas a elevadas pressões é difícil 

porque ambos ocorrem simultaneamente afetando a velocidade da catálise. Assim, o 

mecanismo de ativação de enzimas usando alta pressão hidrostática possui três 

variáveis a serem investigadas: mudança na estrutura conformacional da enzima, 

mudanças nos mecanismos de reação, e, por fim, mudanças no substrato ou 

propriedades físicas dos solventes que afetam as estruturas das enzimas ou etapas 

limitantes da sua velocidade. 

É difícil obter um significado fisicamente preciso para o volume de ativação 

(variação de volume) para reações enzimáticas em condições de pressão, pois a 

pressão afeta vários fatores incluindo: conformação enzimática, solvatação 

enzimática (interação com o meio circundante, com outras proteínas, água, íons, 
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etc), equilíbrio químico, dentre outros efeitos bioquímicos. Dependendo das 

alterações de reações ou das mudanças conformacionais das enzimas (as quais são 

dependentes da faixa de temperatura-pressão Figura 2), o volume de ativação pode 

ser positivo, negativo ou insignificante (EISENMENGER; CORCUERA, 2009). 

 

                       

 

Figura 2 Diagrama teórico, pressão – temperatura, mostrando regiões para a conformação nativa 

(ativa) de proteínas e para desnaturação (inativa), respectivamente dentro e do lado de fora da elipse, 

separadas por uma zona de desnaturação irreversível (cinza). (Adaptado de EISENMENGER; 

CORCUERA, 2009). 

 

Alguns estudos relataram melhoramento das atividades celulásicas usando 

pressão, e muitas pesquisas demonstram a ativação de enzimas em condições de 

alta pressão hidrostática, como exemplo, lipases, desidrogenases, fenoloxidases e 

várias hidrolases de diferentes organismos (SALVADOR et al. 2010; 

EISENMENGER; CORCUERA, 2009).  

 Murao et al. (1992), demonstrou o efeito da alta pressão hidrostática no 

aumento da atividade endoglicanásica e avicelásica de Trichoderma viride e de 

Aspergillus aculeatus, porém, o mecanismo de ação, ou explicações para este 

evento de aumento, não foram evidenciados até o momento. Em adição ao aumento 

das atividades de biocatálise, o uso de alta pressão também mostrou ser promissor 

em fermentação com microrganismos, tanto em Trichoderma reesei, melhorando a 

fermentação submersa e a produção de celulases usando alta pressão em valores 

de 20-30 MPa, quanto em Saccharomyces cerevisiae, em que a fermentação de 

glicose a etanol foi mais rápida e eficiente em condições de pressão (CHO, 1990; 

PICARD et al. 2007; BRAVIM et al. 2012). 



31 

 

1.3 BIOMASSA LIGNOCELULÓSICA E RESÍDUOS DA CASCA DE COCO 

 

A biomassa lignocelulósica é essencialmente constituída por celulose, 

hemicelulose e lignina, e constitui cerca de 90% da biomassa de carbono disponível 

na biosfera. Esta constituição é responsável pela rigidez celular, constituindo a 

arquitetura da parede celular vegetal, podendo ser do tipo primária ou secundária. A 

parede celular secundária é possuidora da maior fonte de carbono e, basicamente, 

constituída por 45% de celulose, 30% de hemiceluloses, e 25% de lignina (CANILHA 

et al. 2010, TAIZ; ZEIGER, 2004) (Figura 3).  

A celulose é um homopolissacarídeo de glicose, em que os monossacarídeos 

estão unidos por ligações glicosídicas do tipo β-1,4, via carbono anomérico (C1), 

apresentando um grau de polimerização de até 10.000, sendo sintetizada na 

membrana plasmática pelo complexo enzimático contendo a enzima celulose 

sintase. Uma única molécula de celulose sintetizada por esse complexo enzimático 

pode conter acima de 3.000 unidades de glicose.  

A estrutura linear da celulose é conferida pelas ligações glicosídicas e possibilita 

a união das cadeias de celulose pelas ligações de hidrogênio, intra e 

intermolecularmente, em toda a sua extensão. Formando assim uma camada de 

polímeros horizontais, em que 20 a 40 cadeias individuais de celulose constituem as 

microfibrilas de celulose com uma espessura de 5 a 12 nm (TAIZ; ZEIGER, 2004).       
Cada polissacarídeo pode conter milhares de unidades com cerca de 2 a 3 mm de 

comprimento (terminações redutoras todas ao mesmo lado), e as fibras podem 

atingir centenas de micras de comprimento. 

  Estas “fibrilas elementares” possuem alto grau de cristalinidade, e conferem 

elevada resistência à tensão, tornando a celulose insolúvel em um grande número 

de solventes, e explica pelo menos em parte, a resistência à degradação microbiana 

(MATTHEWS et al. 2006). 

A celulose possui um heteropolissacarídeo de hemicelulose ligado 

externamente ao seu biopolímero, sendo constituída essencialmente de xilana, 

xiloglicanos, arabinoxilanas, glicomanana, glicana. A hemicelulose possui ligações 

glicosídicas do tipo β-1,3 e β-1,4, é ramificada e apresenta um grau de polimerização 

inferior a 200, este polímero recobre a celulose formando um domínio celulose-

hemicelulose da parede celular. As hemiceluloses impedem que as fibras paralelas 

de polímeros de celulose colapsem entre si, e também permite as interações fracas 
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entre uma fibra e outra, formando uma rede (BUCKERIDGE et al. 2008; CANILHA et 

al. 2010). 

 

 

 

 

 

Figura 3 Parede celular vegetal. (A) Arquitetura da parede celular contendo celulose, hemicelulose e 

lignina. (B) Estrutura química do polímero de celulose. (Figura B foi construída usando software 

Quantax 70 da Bukre nano, e a Figura A foi adaptada de CANILHA et al. 2010) 

 

As arabinoxilanas e xilanas são as cadeias da hemicelulose que são 

responsáveis pelas ligações entre as microfibrilas de celulose e a lignina. A lignina é 

um composto polifenólico ou fenilpropanóide, que é formada pela polimerização de 

unidades fenil-propano, e seus constituintes são os três maiores compostos: 

fenólicos, álcool p-cumarílico, álcool coniferílico e álcool sinapílico. Este composto 

A 

B 
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fenólico envolve e preenche o espaço entre as macrofibrilas celulósicas, conferindo 

proteção à degradação química e/ou biológica, podendo formar ligações covalentes 

com a hemicelulose, a partir do ácido ferúlico, uma das moléculas fenólicas (Figura 

4). As microfibrilas de celulose, hemicelulose e a lignina formam estruturas 

chamadas macrofibrilas, que são organizadas dentro de fibrilas formando fibras, as 

quais medeiam à estabilidade estrutural na parede celular vegetal (BURANOV; 

MAZZA, 2009; RUBIN, 2008). 

 

 

 

Figura 4 Estrutura da lignina. (A) Lignina ligada à hemicelulose (B). Ácido ferúlico, ligante 

intermediário entre o polissacarídeo de arabinoxilana e o fenilpropanóide de lignina. (Estrutura 

construída usando software Quantax 70 da Bukre nano).  

 

A casca de coco verde é um dos tipos de resíduos lignocelulolíticos, tais como 

bagaço e palha da cana de açúcar, palha de arroz, madeira, dentre outros, 

apresentando todas as caracteríticas supracitadas de uma fibra celulolítica. A 

mesma pode ser obtida a partir do epicarpo e mesocarpo do fruto do coqueiro, o 

coco, e são caracterizadas por sua dureza, atribuída ao elevado teor de lignina, 

semelhante ao da madeira (CORRADINI, 2009). Assim como outros resíduos 

lignocelulolíticos possui lignina, hemicelulose e celulose, constituindo microfibrilas e 

macrofibrilas de celulose. É reportado que estas fibras possuem em torno de 36 - 

43% em teor de celulose, e de lignina em torno de 41 - 45%, e para a hemicelulose 

em torno de 0.15 – 0.25% (BISMARCK et al. 2001). 

 

A 
B 
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A produção agrícola no Brasil gera toneladas de resíduos por ano e, em 

particular, nas regiões tropicais, milhares de toneladas de casca de coco são 

descartadas todos os dias gerando um problema ambiental. Atualmente o Brasil 

descarta até 6,7 milhões de toneladas de casca de coco por ano. Esses resíduos 

levam cerca de oito anos para serem degradados, tornando um problema para a 

saúde humana e animal, assim como para o meio ambiente. O problema existe 

especificamente nas áreas de alto consumo da água de coco. Ainda, nas regiões de 

utilização do coco para extração da polpa, nos casos do coco seco, o volume de 

resíduos é acentuado (BITENCOURT; PEDROTTI, 2008; ROSA et al. 2001). 

Desta forma, uma excelente alternativa para a redução da geração de resíduos 

do coco verde é a utilização deste material como fonte de carboidratos para a 

produção de etanol combustível. Estes resíduos, poluentes em potencial, podem ser 

transformados em uma gama de produtos com alto valor agregado (MTUI, 2009; 

HOWARD et al. 2003; VAITHANOMSAT et al. 2011).  

Além de trazer importantes vantagens ambientais, a produção de etanol a 

partir das cascas do coco verde proporciona outros benefícios como a redução da 

competição entre etanol e alimentos, maior aproveitamento dos recursos naturais, 

diminuição da quantidade de resíduos gerados pela indústria, barateamento da 

produção de etanol, dentre outros (MTUI, 2009; BITENCOURT; PEDROTTI, 2008). 

Além da grande produção e consumo atual, o mercado do coco verde tende a 

expandir-se, principalmente, em termos de exportações. Esta elevada produção e 

consumo do coco verde geram uma grande quantidade de resíduos, constituído 

essencialmente pelas cascas do fruto, que representam de 80-85% do peso bruto do 

coco.  

Atualmente, o país é o quarto maior produtor mundial com uma produção 

aproximada de 2,8 milhões de toneladas de coco, em uma área colhida de 287 mil 

hectares de coqueiros. Existe a tendência do aumento da produção e de sua 

produtividade, visto o incremento tecnológico na cultura e, principalmente, o avanço 

da fronteira agrícola com cultivo de coqueiros do tipo anão e híbridos. O Brasil 

possui cerca de 280 mil hectares cultivados com coqueiro, os quais estão 

distribuídos, praticamente, em quase todo o território nacional (MARTINS; JESUS 

JUNIOR, 2011).  

A casca de coco possui em média um peso de 1,5 kg (SILVEIRA, 2008), 

considerando-se que de 80 a 85% do peso bruto do coco verde são constituídos de 



35 

 

cascas, consideradas lixo (ROSA et al. 2001). O problema da disposição dos 

resíduos do coco verde acentua-se nos grandes centros urbanos e aumenta 

exponencialmente juntamente com o crescimento populacional. Esses resíduos da 

casca de coco são de difícil descarte, sendo enviados para lixões e aterros 

sanitários. Além disso, o descarte desses resíduos sólidos representa um custo 

adicional às indústrias processadoras do coco verde, que como grandes geradoras 

de resíduo, apresentam responsabilidade pela coleta do material (CARRIJO et al. 

2002;  ROSA et al. 2002;  ROSA et al. 2001; SILVA  et al. 2006). 

A deposição e a aglomeração das cascas de coco em regiões industriais de 

envasamento da casca de coco gera pillhas de resíduos lignocelulósicos sem um 

destino próprio para utilização, o que providência um foco para mosquitos 

transmissores de doenças, tais como o Aedes aegypti, „o mosquito da dengue‟. As 

cascas entram em um processo de degradação dos seus compostos recalcitrantes, 

e substâncias tóxicas, tais como o chorume, são produzidas com a consequente 

infiltração no solo, o que caracteriza um problema ambiental (ROSA et al. 2002;  

ROSA et al. 2001).  

Assim, os resíduos do coco verde, provenientes do consumo de sua água, 

apesar de representarem um grande problema ambiental para as áreas 

consumidoras, podem constituir-se uma valiosa fonte de matéria-prima para a 

produção de etanol, visto que seu mesocarpo fibroso representa 79% a 81% dos 

resíduos do coco (ROSA et al. 2001, RODRIGUES et al. 2009), e que esta parte do 

casca é de fácil manipulação. Porém, para que se possam aproveitar os 

carboidratos complexos existentes na casca do coco verde faz-se necessária uma 

hidrólise eficiente destes carboidratos. 

 

1.4 CELULASES E FUNGOS LIGNOCELULOLÍTICOS 

 

As celulases são utilizadas para vários fins, nas indústrias de papéis, nas 

têxteis, na produção de alimentos e bebidas, na formulação de detergentes e mais 

atualmente para a produção do etanol celulósico. Podem ser produzidas por 

bactérias e fungos, porém as suas maiores atividades enzimáticas são encontradas 

em fungos filamentosos, principalmente em fungos do tipo Trichoderma sp, sendo 

este o mais estudado para produção de celulases e para os processos de 

biodegradação (SANCHEZ, 2009; WILSON, 2009). 

https://www.google.com.br/search?biw=1138&bih=473&q=Aedes+aegypti&spell=1&sa=X&ei=CuKwUf_IL4iL0QGDyYDoDA&ved=0CCgQvwUoAA
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A literatura disponível sugere que T. reesei secreta no mínimo quatro 

diferentes endoglicanases (EGI-EGIV), duas celobiohidrolases (CBHI and CBHII) e 

duas β-glicosidases (HERPÖEL-GIMBERT et al. 2008). A análise de suas celulases 

via proteômica comparativa dos secretomas de T. reesei RUTC 30 e de fungos 

derivados da cepa T. reesei 26921 (QM9414) não demonstrou diferença no 

secretoma destes fungos (HERPOEL-GIMBERT et al. 2008). Assim, T. reesei RUTC 

30 and T. reesei 26921 (QM9414), aparentemente apresentam a mesma quantidade 

de celulases, e são mutantes obtidos aleatoriamente da mesma cepa parental (T. 

reesei QM6a) (SEIDL et al. 2008).  

As medidas de atividades celulásicas foram padronizadas pela primeira vez 

por Ghose (1987) para as celulases de fungos do gênero Trichoderma, usando pH  

5,0 e temperatura de 50 °C, porém em 2009, Eveleigh et al. (2009) relatou também 

uma padronização de atividades celulásicas sendo medidas a 50 °C pH 4,8 para 

celulases dos fungos do gênero Trichoderma, assim como também para celulases 

de outros fungos tais como Pestalotiopsis, Aspergillus, e celulases de bactéria 

Thermomonospora. Farinas (2010) reportou atividades celulásicas do sobrenadante 

de Aspergillus niger, cultivado em fermentação semi-sólida, com valores ótimos de 

pH em torno de 4,4 e 5,0 , e as temperaturas ótimas encontradas entre os valores de 

35 °C a 60 °C. Juhász et al. (2004) encontrou que a produção enzimática na 

fermentação submersa e a atividade celulásica de T. reesei RUT C30 aumentaram 

em um pH ótimo de 5,0, e a atividade não foi detectada a pH 6,0.   

O complexo celulásico é de grande importância na hidrólise de biomassa, 

sendo constituído por três tipos de enzimas: as primeiras são as endoglicanases, 

que hidrolisam as ligações  β -1,4 intramoleculares da cadeia de celulose, essas 

ligações glicosídicas intramoleculares acessíveis das cadeias de celulose são 

clivadas aleatoriamente para produzir extremidades de cadeias novas; as segundas 

são as exoglicanases, que progressivamente clivam as cadeias de celulose nas 

extremidades para libertar celobiose solúvel ou glicose; e por último as β-

glicosidases (ou celobiases), que hidrolisam celobiose à glicose a fim de eliminar a 

inibição por celobiose. Estes três processos de hidrólise podem ocorrer 

simultaneamente (Figura 5 e 6) (ZHANG et al. 2006). 

Uma única enzima do complexo celulásico não é capaz de hidrolisar a 

celulose eficientemente, sendo necessária a complementação e ação sinérgica do 

complexo celulolítico e da β-glicosidase, aumentando o seu rendimento (ANDRIÉ et 
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al. 2010). A  sinergia durante o processo de hidrólise ocorre primeiramente com as 

endoglicanases atuando randomicamente nas regiões amorfas da fibra, o que 

produz uma mudança rápida no grau de polimerização, e disponibiliza terminais 

redutores e não redutores para a atuação das celobiohidrolases, estas liberam 

celobiose que é substrato para a β-glicosidase (BON et al. 2008). 

De acordo com a classificação de Carbohydrate-Active enZymes (CAZy) 

(http://www.cazy.org), as celulases são classificadas dentro da família das glicosil 

hidrolases, sendo caracterizadas como um vasto grupo de enzimas capazes de 

catalisar a hidrólise de ligações glicosídicas entre polímeros de glicose ou entre uma 

glicose e outra molécula não polissacarídica. Esta classificação é baseada em seus 

substratos específicos e ocasionalmente em seus mecanismos de ação, é também 

baseada na similaridade das seqüências de aminoácidos visto que existe uma 

relação direta de similaridade entre as seqüências. 

Cerca de 125 famílias de glicosil hidrolases são conhecidas e na maioria dos 

casos pssuem como mecanismo de ação a hidrólise da ligação glicosídica catalisada 

por dois resíduos de aminoácidos da enzima: um ácido geral e um nucleófilo. 

Dependendo da posição espacial desses resíduos catalíticos, a hidrólise ocorre 

através da retenção total ou inversão geral da configuração anomérica. Em uma 

visão estrutural, glicosil hidrolases da família 1 são enzimas que enovelam dentro de 

uma estrutura em barril (α/β)8 (Figura 5) e agem com um mecanismo de β-retenção 

usando glutamato (Glu/E) como nucleófilo catalítico. Glicosil hidrolases da família 3, 

com somente poucas estruturas resolvidas, exploram um resíduo de aspartato 

(Asp/D) no ataque nucleofílico durante a atividade enzimática (JENG et al. 2011). 

As celulases diferenciam-se das outras glicosil hidrolases por hidrolisarem 

ligações β-1,4 entre resíduos de glicose. A hidrólise da celulose resultando em 

monômeros de glicose é realizada por sistemas enzimáticos que geralmente incluem 

três tipos de enzimas que diferem com base no modo de catálise da celulose, mas 

agem sinergisticamente: endo-1,4-β-glicanase, exo-1,4-β-glicanase ou 

celobiohidrolase, e celobiase ou β-glicosidase (Figura 5). 

CBH1, CBH2, e EG2 são os três principais componentes do sistema 

celulásico de T. reesei representando de 20 – 60% das proteínas totais celulásicas. 

As preparações de celulases são reconstituídas a partir de seus componentes 

purificados, em proporções que exibem atividades específicas equivalentes para as 

preparações não fracionadas. A estrutura de CBH1, CBH2, e EG1, EG2 caracteriza-
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se por um domínio catalítico e um domínio ligante de celulose (CBM do inglês 

cellulose-binding domains), os quais são conectados por um ligante peptídico 

glicosilado. 

 

 

 

Figura 5 Celulases de T. reesei. (A) CBH1 (celobiohidrolase 1, PDB:7CEL), (B) EG1 (endoglicanase 

1, PDB:1EG1), (C) Bgl2 (β-glicosidase 2, PDB:3AHY), (D) Bgl1 (β-glicosidase 1, PDB:3ZYZ). 

Estruturas secundárias de α-hélice em azul, β-pregueada em vermelho, e alças em rosa, estruturas 

dos ligantes de reconhecimento dos resíduos do sítio ativo em cinza (Estruturas geradas usando o 

software YASARA versão 12.8.26)  

 

As estruturas do domínio catalítico de CBH1 e CBH2 são inteiramente 

diferentes, porém ambas caracterizam-se por possuírem estruturas em túnel 

formadas por pontes dissulfeto. CBH2 possui uma estrutura do tipo α/β-barril („TIM 

barrel‟) e CBH1 possui uma estrutura β-sanduíche com quatro alças formando um 

túnel em sua superfície (Figura 5).  

A 
B 

D C 
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A topologia em formato de túnel de CBH1 e CBH2 permite a interpretação 

estrutural da progressiva ação de exoglucanases. EG1 e CBH1 tem uma significante 

homologia, cerca de 45% de identidade. O local do sítio ativo de EG1 é um sulco em 

vez de um túnel permitindo que cadeias de glicana possam ser clivadas 

randomicamente para a obtenção de duas curtas cadeias. Os sítios catalíticos de 

ambas celobiohidrolases estão na superfície do túnel, assim ligações β-glicosídicas 

são clivadas por mecanismos de retenção em CBH1, ou mecanismo de inversão, no 

caso de CBH2. As celobiohidrolases de T. reesei podem clivar várias ligações após 

um simples evento de adsorção antes da dissociação do complexo enzimático 

(ZHANG; LYND, 2004).  

 

 

Figura  6 Sinergismo (clivagem randômica) das celulases em uma formulação enzimática durante a 

hidrólise celulásica. (1) Endocelulase de Thermobifida fusca. (2)  exo-celulase/celobiohidrolase de 

Hypocrea jecorina. (3)  β-glicosidase de Thermotoga maritima. 

 

Estas classes de celulases, as quais podem ser divididas em endoglicanases, 

exoglicanases e β-glicosidases, podem conter um número variado de celulases 

dentro de uma mesma classe, e vários microrganimos de diferentes gêneros podem 

produzir números diferentes de enzimas dentro de uma mesma classe de celulases. 

Como por exemplo, T. reesei produz duas β-glicosidases, enquanto A. niger produz 

acima de quatro β-glicosidases. Vale lembrar que essas celulases podem ser 
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misturadas como um coquetel, para alcançar uma eficiência na hidrólise de 

biomassa, como é o caso da Figura 6, em que diferentes celulases foram misturadas 

em uma formulação (BUCKERIDGE; GOLDMAN, 2011). 

As celulases podem ser produzidas por diversos tipos de organimos e 

microrganimos. Porém, entre os microrganimos, os mais eficientes para a sua 

produção são os fungos filamentosos, os quais são de fácil crescimento em qualquer 

meio de cultura, inclusive em meios de cultura contendo resíduos sólidos. Entre os 

fungos mais correntemente utilizados para a produção de celulases estão os dos 

gêneros: Trichoderma sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Humicola sp., 

Pestalotiopsis sp., Cephalosporium acremonium, Mucor miehie, Chalara sp.,  

(HOWARD et al. 2003; EVELEIGH et al. 2009; BENOLIEL et al. 2010, RUEGGER et 

al. 2004). 

Umas das maneiras de aumentar a atividade das enzimas celulásicas é 

realizando a mutação em fungos. Isolados de Trichoderma são frequentemente 

reportados sofrendo mutações para a melhoria da excreção e atividade das 

celulases (SEIDL et al. 2008). O isolado padrão, Trichoderma reesei RUT C30, o 

mais pesquisado e usado em experimentos comparativos de atividades celulásicas, 

foi reportado com uma maior atividade de secreção de enzimas após ser submetido 

ao tratamento que gerou mutação com N-methyl-N′-nitro-N-nitrosoguanidine (NG) 

por 6 horas seguidas, e por irradiação UV. Sucessivos mutantes mostraram aumento 

na produção de celulases, com um rápido e maior clareamento do meio de cultura 

durante o crescimento em placas contendo avicel (celulose microcristalina) (JUN et 

al. 2009). Porém, um dos problemas da mutação aleatória é a perda da 

característica adquirida com sucessivas gerações. Assim, a inserção dos genes em 

regiões específicas de cromossomos, pela tecnologia do DNA recombinante, seria 

uma maneira segura de manter essas características. Desde o surgimento desta 

técnica, os fungos filamentosos vêm demonstrando diversas vantagens sobre as 

bactérias e leveduras na expressão de proteínas heterólogas, destacando-se a 

elevada capacidade de secreção e produção, e de realizar modificações pós-

traducionais como a glicosilação e a formação de pontes dissulfeto. Com a relativa 

facilidade de obtenção de recombinantes mitoticamente estáveis, estes fungos 

podem ser utilizados em cruzamentos controlados (BON et al. 2008). 

É reconhecido que a maior produção do complexo de celulase é realizada por 

fungos do gênero Trichoderma e Aspergillus, fungos celulolíticos que possuem 
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celulases comercializadas, e também as mais pesquisadas. Estas celulases 

industriais de T. reesei e A. niger,  são exaustivamente estudadas com relação aos 

inibidores da hidrólise celulásica, tal como glicose e celobiose, bem como, quanto ao 

impacto dos diferentes tratamentos, de temperatura e inibidores gerados pelos pré-

tratamentos e condições de reações  enzimáticas (ANDRIÉ et al. 2010; FUGITA et 

al. 2004).   

O fator principal de custo da produção do etanol de segunda geração é 

encontrado nas enzimas celulases. Vários estudos estão sendo realizados para 

reduzir os seus custos, entre eles o isolamento de novos fungos celulolíticos com 

alta atividade celulásica, bem como a melhoria das cepas, usando a genética e 

tecnologia de DNA recombinante, a engenharia enzimática, misturas de celulases, 

melhoria dos fatores de produção, e mudanças operacionais  tais como, a escolha 

do substrato, pH e temperatura, as condições de cultivo, a reciclagem de enzimas e 

desenho de novos processos (EVELEIGH et al. 2009; HOWARD et al. 2003; 

CARERE et al. 2008; MTUI, 2009; ZHANG et al. 2006). 

No que tange à produção das celulases, são utilizadas atualmente dois tipos de 

fermentações: a fermentação submersa e a fermentação estado semi-sólido e sólido 

que utiliza resíduos sólidos. A produção das celulases é realizada em bioreatores, 

com condições de operação adequadas e esterilizadas, tais como temperatura, pH, 

agitação e fluxo de ar (JUHÁSZ et al. 2004; AHAMED; VERMETTE, 2010). As 

celulases comerciais são produzidas em processos de fermentação submersa, e são 

preparações brutas, em que a enzima foi apenas concentrada e misturada com 

estabilizantes após a produção em bioreatores submersos. As operações que se 

seguem ao processo fermentativo, o processo de „downstream’, da produção 

comercial, é custoso e consiste da concentração das enzimas e de sua purificação 

ou não. O grau de pureza das enzimas comerciais varia de preparações enzimáticas 

purificadas a preparações enzimáticas brutas em que são removidos os interferentes 

(BON et al. 2008). Os meios de cultura para a produção são variados, utilizando-se 

meios de cultura adequados para cada tipo de microrganismos, contendo sais 

minerais necessários para o crescimento, podendo ou não utilizar indutores para a 

produção de celulase. A fermentação submersa para a produção de celulases, ainda 

é custosa em termos de produção enzimática e de equipamentos para a produção 

comercial, com muito gasto de água e de energia. Assim novos processos para a 

produção de celulases, como por exemplo, a utilização de resíduos lignocelulósicos 
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para a fermentação sólida e semi-sólida, estão em fase de pesquisa para diminuir os 

custos da produção (LIU et al. 2011; JUN et al. 2009).  

Embora a expressão heteróloga das celulases em isolados industriais de 

Trichoderma e Aspergillus, tenha sido um sucesso, o rendimento raramente atinge o 

nível de um grama por litro. Estudos de biologia molecular e de processos utilizando-

se de fermentação semi-sólida devem aumentar a secreção dessas celulases 

heterólogas, visto que este processo apresenta um rendimento significativamente 

maior do que o de fermentação submersa (BON et al. 2008; FARINAS et al. 2008) 

 

1.5 HIDRÓLISE CELULÁSICA OU SACARIFICAÇÃO 

 

A hidrólise enzimática é uma estratégia que não produz as substâncias tóxicas 

e inibitórias que são geradas pelos processos industriais convencionais, tais como 

hidrólise química (hidrólise ácida ou alcalina), além de minimizar a inibição da 

fermentação. A hidrólise enzimática caracteriza-se por ser uma tecnologia limpa, 

apesar de ser um processo custoso, já que o mesmo utiliza uma grande quantidade 

de água, de energia térmica e de enzimas (BUCKERIDGE; GOLDMAN, 2011). 

A sacarificação é o processo utilizado para a conversão da biomassa 

lignocelulósica a açúcares fermentescíveis. Durante o processo é utilizada a 

biomassa pré-tratada e o complexo celulásico em condições adequadas de 

temperatura e pH.  Os processos atuais reportados demonstram um tempo que varia 

de 48 a 96 horas de hidrólise, e ainda utilizam de grandes cargas enzimáticas para 

obter uma quantidade suficiente de glicose (SUKUMARAN et al. 2009; XIMENES et 

al. 2010). 

O aumento da biomassa também é capaz de aumentar a liberação dos 

açúcares para a fermentação, porém aumentos na concentração de biomassa acima 

de 7 - 10% (p/v) para a sacarificação, ainda são reportadas por decrescerem a taxa 

de hidrólise e por inibir a hidrólise celulásica em poucas horas, mesmo com o 

aumento da concentração de celulases (GOTTSCHALK et al. 2010; EVELEIGH et al. 

2009). Este tipo de inibição é reportado como diferente da inibição causada por 

substrato e por produto formado, a causa é descrita como sendo consequência da 

ligação das celulases à lignina, ou à resistência da biomassa a ser hidrolisada, ou 

ainda, ao efeito do tamanho das partículas (XIMENES et al. 2010). Assim, a lignina, 

que não foi totalmente removida das fibras de celulose pelo processo de pré-
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tratamento, pode funcionar como um inibidor enzimático, fazendo a adsorção e 

precipitação das enzimas celulásicas (KIM et al. 2011) (Figura 7).  

 

 

Figura 7 Hidrólise celulásica da biomassa. (1) Clivagem da celobiose pela β – glicosidase, e inibição 

da enzima pelo glicose (em vermelho). (2) Clivagem pela celobihidrolase das cadeias cristalinas e 

inibição da enzima pela celobiose (em vermelho). (3) Hemicelulose e lignina embebidas na matriz 

celulósica, vestígios do pré - tratamento. (4) Lignina liberada pela hidrólise e inibição das celulases 

por adsorção. 

 

Completando a degradação da celulose à glicose, a celobiose, dissacarídeo de 

duas moléculas de glicose e solúvel em água, inibidor de muitas celulases, é 

hidrolisado em duas moléculas de glicose pela enzima β-glicosidase (celobiase). O 

nível de atividade da β-glicosidase nas preparações de celulases durante a hidrólise 

é crítico, não apenas para evitar a inibição das celulases, como também para 

finalizar a degradação completa da celulose em glicose, extremamente fundamental 

para a produção do etanol de biomassa (BON et al. 2008; ZHANG et al. 2006). 

Existem dois tipos de sacarificações enzimáticas: a Hidrólise e Fermentação em 

Separado (SHF do inglês Separated Hydrolysis and Fermentation), em que a 

hidrólise ocorre isoladamente da fermentação, e onde pode ocorrer inibição por 

produto formado; separadamente os carboidratos solúveis são fermentados. E a 
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Sacarificação e Fermentação Simultâneas (SSF do inglês Simultaneous 

Saccharification and Fermentation), diferentemente da SHF, a biomassa com as 

enzimas e a levedura são colocadas em contado para que a fermentação e 

sacarificação ocorram simultaneamente; neste processo a levedura converte a 

glicose a etanol, retirando desta maneira a inibição da β-glicosidase por glicose, 

aumentando a atividade das enzimas celulásicas e a hidrólise. Ainda, outro processo 

almejado é o CBP (Bioprocesso Consolidado), em que um único microrganismo 

seria utilizado como catalisador biológico, produzindo as celulases e excretando-as 

durante a sacarificação e fermentação da biomassa celulósica (Figura 1) (WILSON, 

2009). As celulases usadas para estes processos são principalmente comerciais, 

designadas como “celulases industriais padrões” de T. reesei e A. niger, derivadas 

de fungos desenvolvidos para a utilização na sacarificação do bagaço de cana-de-

açúcar. Embora um considerável esforço seja realizado para aperfeiçoar as 

propriedades de hidrólise das celulases, os processos e estas enzimas permanecem 

ineficientes. Visto que a casca de coco possui maior concentração de lignina do que 

o bagaço da cana-de-açúcar (CORRADINI, 2009; ANDRIÉ et al. 2010; SÁNCHEZ, 

2009), espera-se que fungos específicos isolados dos resíduos da casca de coco 

possuam uma maior atividade celulásica, aumentando assim a hidrólise do 

substrato. A produção de celulases e a sua utilização em hidrólise de biomassa  

permanece custosa, assim o isolamento de fungos com alta atividade celulásica 

poderia resolver este problema. Os estudos realizados para resolver os gargalos não 

são suficientes, tanto no que tange à produção de enzimas quanto ao que se refere 

às suas atividades celulásicas para a utilização durante a hidrólise de biomassa. 

Apesar da existênica do melhoramento de microrganismos, ou de processos com 

diferentes substratos, ou modificação das enzimas por engenharia de proteínas, 

novas opções de melhoramento fazem-se necessárias.  Outra opção é a utilização 

da HHP, a qual se destaca como uma ferramenta energeticamente econômica e 

eficiente. Assim, visto os efeitos já reportados da HHP tanto em polímeros de 

celulose quanto no aumento da atividade celulásica e na produção de etanol, foi 

proposto utilizar a HHP para aumentar a hidrólise celulásica de resíduos da casca de 

coco, utilizando-se tanto de celulases de fungos específicos quanto de celulases 

comerciais.  

2 OBJETIVOS 
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2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Analisar o efeito da alta pressão hidrostática nas celulases comerciais, nas celulases 

de isolados fúngicos e no substrato, para fins de aumento da hidrólise dos resíduos 

da casca de coco. Identificar o envolvimento das β-glicosidases no mecanismo de 

aumento das atividades celulásicas em condições de alta pressão hidrostática, 

assim como possíveis sequências polipeptídicas envolvidas neste aumento 

utilizando bioinformática. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Isolar fungos a partir da casca de coco verde; 

- Selecionar fungos lignocelulolíticos com atividades celulásicas e fenoloxidásicas;  

- Comparar as atividades celulásicas dos isolados da casca de coco com as de 

T.reesei RUT C30 e de A. niger (celulásica total ou FPase, endoglicanásica e β-

glicosidásica) e selecionar altas atividades celulásicas; 

- Identificar os fungos isolados por análise morfológica e molecular;  

- Selecionar o melhor valor de alta pressão hidrostática para o aumento da atividade 

celulásica, mais especificamente de atividades β-glicosidásicas, usando as enzimas 

padrões da indústria e enzimas dos fungos isolados; 

- Utilizar bioinformática para analisar sequências e estruturas polipeptídicas, a fim de 

obter sequências relacionadas com a mudança conformacional e aumento da 

atividadade; 

- Realizar o pré-tratamento dos resíduos da casca de coco para posterior hidrólise 

celulásica; 

- Estudar o efeito da HHP nas fibras da casca de coco, nas celulases e na hidrólise 

celulásica, assim como o seu mecanismo de hidrólise; 

- Realizar a sacarificação celulásica dos resíduos da casca de coco utilizando HHP;  

- Propor um possível mecanismo para o aumento da hidrólise celulásica da casca de 

coco em condições de alta pressão hidrostática. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

A metodologia aplicada para o aumento da hidrólise da casca de coco em condições 

de alta pressão hidrostática utilizou de duas abordagens:  

1 - Isolamento de fungos da casca de coco e análise das atividades das suas 

celulases em condições de pressão atmosférica e de alta pressão hidrostática 

(Figura 8);  

2 - Deslignificação da casca de coco e estudo do processso de hidrólise celulásica 

das suas fibras em condições de alta pressão hidrostática (Figura 9). 

 

 

 

Figura 8  Fluxograma  da abordagem 1: Isolamento de fungos da casca de coco e medida das 

atividades das suas celulases em condições de pressão atmosférica e de alta pressão hidrostática. 
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Figura 9  Fluxograma  da abordagem 2: Deslignificação da casca de coco e estudo do processo de 

hidrólise celulásica de suas fibras em condições de alta pressão hidrostática. 

 

3.1 FUNGOS E ENZIMAS PADRÕES 

 

Os fungos A. niger e T. reesei RUT C30, foram  crescidos em meio de cultura 

BDA  (batata dextrose agar; Acumedia Manufactures, Inc. Langing, Michigan, EUA) 

a 28 °C, e utilizados como padrões de comparação nos ensaios enzimáticos. As 

culturas de todos os fungos adquiridos e isolados neste trabalho foram estocadas e 

mantidas em meio de cultura BDA a 4 °C, sendo renovadas  periodicamente. As 

enzimas comerciais utilizadas neste estudo foram celulases de T. reesei 26921 

(Sigma Aldrich, Saint Louis, EUA) e β - glicosidase de A. niger (Novozyme 

188/Sigma Aldrich, Saint Louis, EUA). 
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3.2 COLETA DAS AMOSTRAS E ISOLAMENTO DOS FUNGOS 

 

3.2.1 Coleta das amostras 

 As amostras de cascas de coco verdes foram amostras não decompostas 

obtidas de frutos de coco aparentemente saudáveis para o isolamento de 

endofíticos, coletados em visita técnica realizada em uma propriedade rural 

produtora de coco verde da variedade anã (localizada em Pedro Palácios, município 

de Ibiraçu, distante cerca de 70 km de Vitória, capital do Espírito Santo). Esta 

propriedade produz coco para comercialização da água de coco verde, e gera 

resíduos da sua produção, descartando toneladas de casca de coco verde, as quais 

entram em estado de decomposição. Assim as amostras em estado avançado de 

decomposição também foram coletadas para isolamento de fungos decompositores, 

utilizando frascos esterilizados. 

 

3.2.2 Isolamento dos fungos 

Os fungos foram isolados das amostras de casca de coco verde de frutos 

saudáveis (endofíticos), e das amostras em decomposição (decompositor). 

Amostras (1,2 cm x 0,5 cm) foram lavadas em água corrente com detergente, e 

então desinfestadas em etanol 70% por 30 segundos e por último em hipoclorito 

10% por 5 minutos. Após estes procedimentos as amostras foram lavadas 3 vezes 

em água destilada esterilizada e secas em papel de filtro esterilizado, em câmara de 

fluxo laminar.  Para o controle de contaminação foi retirada uma alíquota de 100 µL 

da última água destilada esterilizada utilizada para lavagem e adicionada em meio 

BDA. As amostras de casca de coco foram semeadas em placas de Petri contendo 

meio de cultura BDA com 100 mg.L-1 de cloranfenicol e incubadas a 28 °C (LIMA et 

al. 2001).  

Após um período de 7 a 14 dias, as colônias fúngicas crescidas sobre as 

superfícies vegetais foram isoladas e purificadas em meio de cultura BDA (contendo 

100 mg.L-1 de cloranfenicol), de acordo com métodos propostos por Lima et al. 

(2001). Inicialmente as culturas foram armazenadas em tubos de ensaio com YEPD 

(20 g.L-1 de peptona, 10 g.L-1 de extrato de levedura, 10 g.L-1 de glicose, 20 g.L-1 de 

ágar) e depois de alguns meses passaram a ser mantidas em BDA. 
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3.3 SELEÇÃO DOS FUNGOS LIGNOCELULOLÍTICOS 

 

             A seleção dos fungos celulolíticos foi realizada utilizando o seguinte meio de 

cultura CMC sólido (g.L-1): NaNO3 (3.0); K2HPO4 (1.0); MgSO4 (0.5); KCl (0.5); 

FeSO4.7H2O (0.01); carboximetilcelulose – CMC (10.0) e ágar (20.0) (RUEGGER et 

al. 2004). Os fungos isolados foram inoculados com palitos esterilizados, em quatro 

posições sobre meio CMC 1%, e após 5 dias de crescimento a 28 °C, as placas 

foram coradas com 0.2 % de vermelho Congo durante  15 minutos, e depois  

lavadas com água destilada e com NaCl 1M por 15 minutos. A atividade celulolítica é 

observada ao redor da colônia pela formação de um halo amarelado contrastando 

com o vermelho do corante na área não degradada (adaptado de RUEGGER  et  al. 

2003).  

            A atividade lignolítica foi identificada pela reação de Bavendamm em meio 

sólido malte (extrato de malte: 20,0 g.L-1, 20,0 g.L-1de bacto ágar, 5 g.L-1de ácido 

tânico, pH 4,5). As placas de Petri contendo os inóculos dos fungos foram incubadas 

a 28 ºC no escuro.  Após, foi observada diariamente a formação de halo 

amarronzado ao redor das colônias (URS et al. 2004). Os fungos selecionados 

também foram crescidos em meio sólido contendo fibras da casca de coco não 

deslignificada e sais minerais tais como o da seção 3.5.1. Os fungos foram 

inoculados em uma concentração inicial de 10 7 esporos por grama de substrato, em 

umidade inicial de 50 – 60%. As culturas selecionadas estão armazenadas no 

Laboratório de Biotecnolgia Aplicada ao Agronegócio (LBAA) com as siglas de 

BTF0948 e BTF0919. 

3.4 IDENTIFICAÇÃO MORFOLÓGICA E MOLECULAR 

 

3.4.1 Identificação morfológica 

 

3.4.1.1 Microcultivo 

 

Microcultivos foram utilizados para a realização da identificação microscópica, 

assim placas de Petri foram esterilizadas contendo: papel toalha, lâminas sobre um 

suporte e lamínulas. Cerca de 100 µL do meio BDA foi colocado sobre a superfície 

das lâminas de vidro. Após a solidificação, foram depositadas opostamente, ou em 
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fendas, duas gotículas da suspensão fúngica à concentração de 109 esporos.mL-1. 

Sobre as lamínulas, com uma micropipeta, foi depositada homogeneamente uma 

película de BDA (temperatura menor que 40 °C), e estas foram cuidadosamente 

colocadas sobre as lâminas. Água destilada esterilizada foi vertida nas placas para 

mantê-las úmidas, e as mesmas foram vedadas.  O microcultivo foi incubado a 28 °C 

em um período de 48 – 72 horas. Após esse período, as lâminas foram observadas 

em microscópio óptico e as estruturas fúngicas identificadas de acordo com a 

literatura. As lâminas foram coradas com azul de metileno ou fucsina (MARTINS et 

al. 2008). 

 

3.4.2  Identificação molecular 

 

3.4.2.1 Crescimento da biomassa fúngica 

 

            Inóculos de 5 mm de diâmetro („plugs‟) dos micélios fúngicos foram 

adicionados em 100 mL de meio malte (10 g.L-1 de extrato de malte, 4 g.L-1 glicose, 

4 g.L-1 glicose de extrato de levedura) em erlenmeyers de 250 mL, e crecidos por 3 

dias a 28 °C com agitação de 150-160 rpm. Após o crescimento, a biomassa foi 

centrifugada a 11.000 rpm, a 4 °C por 10 minutos. O sobrenadante foi separado e o 

micélio acondicionado em tubos falcons a 4 °C. 

 

3.4.2.2  Extração do DNA fúngico 

 

            Cerca de 50 mg de micélio fúngico congelado foi macerado com nitrogênio 

líquido, utilizando almofariz de porcelana previamente congelado, até o micélio virar 

pó. O pó foi então acondicionado em microtubos eppendorf (1,5 mL) previamente 

congelados. Foram adicionados 500 µL de tampão de extração (0,5% de SDS 10%; 

25 mmol de EDTA 0,5 M pH 8,0 ; 200 mmol de Tris HCl 1 M pH 8,5; 250 mmol de 

NaCl 1 M) e a solução foi ressuspendida por agitação. Foram adicionados à mistura 

350 µL de fenol equilibrado, misturando até ficar homogêneo, logo após foram 

adicionados 150 µL de clorofórmio e novamente misturado. A suspensão foi 

centrifugada por 1 hora a 1.300 rpm, o sobrenadante foi transferido para um novo 

tubo contendo 25 µL de solução de RNase A e incubadas por 5 a 10 minutos a 37 

°C. A amostra foi então extraída com um volume de clorofórmio, agitadas 
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suavemente, e centrifugadas por 10 minutos a 13.000 rpm. A fase aquosa foi 

transferida para novos tubos e 250 µL de isopropanol gelado foi adicionado. A 

amostra foi acondicionada a -20 °C por 3 a 4 horas ou a 4 °C de 16 a 18 horas. Após 

transcorrido o tempo, foi centrifugada a 13.000 rpm por 15 minutos, o máximo de 

líquido foi retirado com uma pipeta sem causar distúrbio no precipitado, e um spin (5 

seg) para retirar o líquido remanescente.  A amostra foi lavada com etanol 70%, para 

retirar o sal, e uma vez com etanol 95% e seca a vácuo, o pellet foi ressuspendido 

em 100 µL de TE (10 mmol Tris-HCl, 1 mmol EDTA) pH 8,0. Em cada poço do gel de 

agarose foram colocados 10 μL da amostra e tampão de amostra (Biolabs) (gel 0,8% 

agarose feito com TAE 1X), e a corrida de eletroforese realizada por 2 horas em 60 

Volts. O gel foi corado com brometo de etídeo 10 ng.mL-1 seguido de 

fotodocumentação digitalizada em transluminador L. Pix (Lotus Biotecnologia® 

Molecular Imaging). A qualidade dos extratos e a quantidade de ácido nucléico 

foram estimadas em espectrofotômetro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific 

Spectrophotometer). Para cada dosagem foi utilizado 1 μL da amostra (RAEDER; 

BROEDA, 1987).  

3.4.2.3 Reação em cadeia polimerase (PCR)  

 

A reação de PCR ocorreu em tubo de reação 0,2 mL contendo 3 μL de 

tampão 10X, 1,5 μL de MgCl2 2,5 mM, 3 μL de dNTP 2 mM, 1 μL de primer F (10 

µM), 1 μL de primer R (10 µM), 0,4 μL de Taq DNA polimerase  5U/ μL (kit com 

tampão 10X e MgCl2) 500U (Cenbiot/Ludwig Biotec), alíquota de 1 μL de DNA (cerca 

de 20 ng) e água para completar 30 μL de reação. A ciclagem foi com aquecimento 

inicial de 94 °C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos de 94 ºC por 1 minuto, com 

temperatura de anelamento de 50 °C por 90 segundos, e 72 ºC por 90 segundos, 

concluindo a extensão final com 72 ºC durante 10 minutos, e 4 °C/∞, em 

termocilador Veriti 96 well, (Thermal cycler Applied Biosystems). Os „amplicons‟ 

foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 0,8% em transluminador, 

utilizando marcador plus ladder 1kb e 100 pb, para observar uma banda de 600 pb. 

As regiões D1/D2 das linhagens foram amplificadas por PCR, utilizando-se os 

iniciadores NL1 (5‟ GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG 3‟) e NL4 (5‟ GGT 

CCG TGT TTC AAG ACG G 3‟). A purificação foi realizada utilizando o Kit Centrisep 

spin columns (Princeton separation Inc, Applied Biosystems, São Paulo, Brazil ).  
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3.4.2.4 Preparo das amostras e sequenciamento 

 

Com os „amplicons‟ purificados seguiu-se a reação de sequenciamento, ou de 

marcação, usando-se: 3,2 pmol de cada primer, 8 μL de „big dye‟, 5 – 20ng de 

„template‟, água milli-Q q.s.p 20 μL. . A ciclagem foi com aquecimento inicial de 96° 

C por 1 minuto, seguido de 40 ciclos de 96 ºC por 15 segundos, com temperatura de 

anelamento de 50 °C por 15 segundos, e 60 ºC por 4 minutos, concluindo a 

extensão final com 60 ºC por 4 minutos, e 4 °C/∞, em termocilador Veriti 96 well, 

(Thermal cycler Applied Biosystems, EUA). As bandas de 600 pb foram analisadas 

em gel de agarose 0,8%, após a corrida. Os „amplicons‟ foram visualizados por 

eletroforese em gel de agarose 0,8% em transluminador,  para observar uma banda 

de 600 pb. Para a quantificação foi utilizado o marcador „low DNA mass ladder‟. 

As amostras provenientes da reação de sequenciamento foram purificadas 

utilizando-se 40 μl de isopropanol 75% e, homogeneizadas no vortex, sendo então 

incubadas por 20 minutos no freezer. As amostras foram centrifugadas a 3.700 rpm 

durante 45 minutos a 25 °C. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 250 

μl de etanol 60%, seguiu-se com centrifugação a 3.700 g durante 15 minutos a 25 

°C. O sobrenadante foi descartado e a amostra colocada no evaporador rotatório por 

20 minutos. As amostras foram encaminhadas para ACTGene Análises Moleculares 

Ltd. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS, Brazil) e sequenciadas 

usando o sequenciador automático ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer, usando 

capilares de 50 cm e polímero POP6 (Applied Biosystems, São Paulo, Brazil).  

A análise de similaridade das sequências de ácidos nucléicos geradas foi 

realizada usando BLAST, as sequências geradas foram analisadas contra 

sequências depositadas no EMBL-EBI tal como contra as do NCBI. A identificação 

morfólogica foi realizada de acordo com Martins et al. (2008) e Houbraken et al. 

(2011). As árvores filogenéticas foram construídas usando alinhamento das 

sequências sob o programa CLUSTALW2, dentro EMBL-EBI, usando o método de 

clusterização de Neighbour-joining. 

 

 3.5 ENSAIOS ENZIMÁTICOS 

 

 3.5.1 Fermentação submersa  

 



53 

 

Para produção de celulases foi utilizada a fermentação submersa e assim os 

fungos foram crescidos a uma concentração inicial de 107 esporos.mL-1 em 100 mL 

de meio de cultura, em um frasco erlenmeyer de  250 mL a 28 °C, na agitação de 

180 rpm por um período de 7 dias. A composição do meio de cultura usado para o 

crescimento fúngico e produção enzimática foi a seguinte (g.L-1): CMC (10.0); 

KH2PO4 (2.0); MgSO4.7H2O (0.3); CaCl2 (0.3) e 1 mL de solução de elementos 

traços contendo: ácido cítrico (5.0); ZnSO4
 (5.0).7H20; Fe (NH4)2 (SO4)2 .6H2O (1.0); 

Cu SO4.5 H2O (0.25); MnSO4.4 H2O (0.05); H3BO3 (0.05); NaNO3.2H2O (0.05) 

(adaptado de DUFF et al. 1985; DAKAM et al. 1995, JUHÁSZ et al. 2004). Após 7 

dias, uma alíquota do meio de cultura foi centrifugada a 10.000 g, a uma 

temperatura de 4 °C por 10 minutos para remoção do micélio, e o sobrenadante foi 

utilizado para os ensaios de atividades celulásicas como extrato bruto celulásico. 

Estes foram estocados a -10 °C (adaptado de SUKUMARAN et al. 2009). 

 

3.5.2 Medida de sacarificação celulásica usando alta pressão hidrostática 

 

         O potencial de sacarificação foi quantificado usando como substrato o papel de 

filtro „Whatman‟ n° 1 (1.2 cm x 0.2 cm) e celulases produzidas por fermentação 

submersa dos fungos padrões, T. reesei RUT C30 e A. niger, individualmente e 

combinadas como mistura (proporção de 1:1) em tampão acetato de sódio 0.1 M pH 

5.0 (2% p/v) (Eveleigh et al. 2009). Os tratamentos de alta pressão hidrostática 

foram realizados em diferentes valores com níveis crescentes de pressão (50, 150 e 

300 MPa), as reações foram incubadas nas temperaturas de 22 ± 1 °C e de 50 ± 1 

°C. O equipamento de alta pressão hidrostática, utilizado nos ensaios, foi 

anteriormente descrito por Palhano et al. (2004). A célula de alta pressão foi pré-

aquecida para incubar o substrato e extratos brutos enzimáticos a 50 ± 1 °C, em 

condições de alta pressão hidrostática. Toda bolha de ar contida na mistura 

reacional foi removida e a pressão hidrostática foi rapidamente aplicada usando um 

pistão cilíndrico de BeCu  (Eureka Ltda, Minas Gerais, Brazil), e medida usando uma 

manômetro mecânico (Woler Ind. Brasileira, Minas Gerais, Brazil). Os diferentes 

tratamentos de pressão foram realizados durante 30 minutos e, após este período, a 

pressão foi retornada à atmosférica, e sua hidrólise medida imediatamente pelo 

método de Miller (1959) (adaptado de Yang et al. 2009).  A atividade celulásica total 

foi quantificada para todos os tratamentos de pressão, foi feita uma média para 
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todas as atividades celulásicas dos extratos brutos celulásicos dos fungos, e o mais 

efetivo tratamento de pressão foi escolhido para ser aplicado aos outros métodos 

analíticos de atividades celulásicas.  

 

3.5.3 Métodos analíticos de atividades celulásicas 

 

         Os extratos brutos celulásicos dos fungos, T. reesei RUT C30, A. niger e suas 

enzimas misturadas (1:1) (v/v), foram utilizadas como celulases padrões para 

ensaios de atividades celulásicas, e também como padrão de comparação para as 

medidas de atividades das celulases produzidas pelos fungos selecionados da 

casca de coco verde. 

O ensaio de papel de filtro foi utilizado para estimar a atividade celulásica total 

e o ensaio de carboximetilcelulase para estimar a atividade endoglicanásica dos 

extratos brutos celulásicos. As atividades celulásicas totais e as endoglicanásicas 

foram ensaiadas por incubação do extrato celulásico bruto com o subtratos de papel 

de filtro „Whatman‟ n° 1 (1.2 cm x 0.2 cm) e o substrato de carboximetilcelulose 1% 

(Sigma, St. Louis, USA), respectivamente, em tampão acetato de sódio 0.1 M pH 5.0 

(2% w/v) a 50 ± 1 °C por 30 minutos (EVELEIGH et al. 2009). Os açúcares redutores 

foram dosados usando DNS (ácido 2,4-dinitrosalicilíco/Vetec, Rio de Janeiro, Brazil), 

método de Miller (1959), e quantificados usando uma curva padrão de glicose. A 

leitura, realizada em espectrofotômetro, a 540 nm (foi conduzida em aparelho de 

marca Thermo Spectronic, modelo BIOMATE 3). 

A atividade β-glicosidásica foi determinada de acordo com o método de 

Ghose (1987). O extrato celulásico bruto foi incubado com o substrato celobiose 0.5 

% (Sigma, St. Louis, USA) em tampão acetato de sódio 50 mM pH 5.0 a 50 °C 

durante 30 minutos. A glicose liberada foi quantificada usando o kit de glicose 

oxidase (Glucox 500 kit, Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratórios Ltda, 

Brazil). A atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima requerida 

para liberar 1 µmol de açúcar redutor por minuto por mL, e foi expressa como 

atividade específica (unidades por miligrama de enzima). Todas as reações foram 

realizadas com um volume na proporção de (1:1) (extrato bruto celulásico: tampão). 

As proteínas totais foram determinadas pelo método de Bradford (1985), usando 

albumina como padrão. Amostras do extrato bruto enzimático (100 μl) foram 
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adicionadas a 5 mL de reagente de Bradford e incubadas por 15 minutos à 

temperatura ambiente, antes de serem lidas a 595 nm (BRADFORD, 1985).  

 

3.5.4 Precipitação das celulases dos extratos brutos enzimáticos e ensaios 

celulásicos 

 

Os extratos brutos celulásicos, de todos os fungos, foram precipitados pela 

adição de 4 volumes de acetona para 2 volumes de amostra, para a remoção de 

açúcares redutores, os quais interferem com a atividade celulásica total. Após a 

adição da acetona, a solução foi levemente misturada e então centrifugada a 10.000 

g por 10 minutos a 4 °C. Logo, o sobrenadante foi descartado, e os precipitados 

obtidos foram ressuspendidos em tampão acetato de sódio 0,1 M (para a realização 

das atividade celulásicas totais) ou em 50 mM (para a realização de atividades β-

glicosidásicas), ambos em pH 5,0 (GHOSE, 1987).  As atividades celulásicas totais e 

β-glicosidásicas foram realizadas. Celulases comerciais de T. reesei 26921 e β-

glicosidase de A. niger (Novozymes 188) foram diluídas em tampão acetato de sódio 

50 mM pH 5, até a obtenção da ausência de glicose na solução enzimática. As 

atividades β-glicosidásicas, das amostras de celulases precipitadas e das comerciais 

diluídas em tampão, foram realizadas na presença de diferentes concentrações de 

glicose (1,2; 10; 20 e 30 mg.mL-1). 

 

3.6 APLICAÇÃO DA ALTA PRESSÃO HIDROSTÁTICA PARA HIDRÓLISE 

ENZIMÁTICA DA CASCA DE COCO 

 

3.6.1 Remoção da lignina (pré – tratamento) 

Cascas de coco foram obtidas in natura dos campos de produção e dos 

comerciantes de água de coco, na cidade de Vitória no estado do Espírito 

Santo/Brasil, e estocadas a -10 °C.  As cascas foram lavadas fortemente em água 

destilada para remoção de resíduos, e secas primeiramente ao sol antes de serem 

secas em estufa a uma temperatura de 80 – 82 °C até atingirem um peso constante, 

em um período de 24 horas.  Após a secagem, foram moídas em moinho de disco 

vibratório por cerca de 5 minutos (adaptado de SILVA et al. 2010). As fibras da 

casca de coco obtidas tiveram suas partículas padronizadas em uma peneira 40 – 
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mesh com aberturas de 0,42 mm. Para a deslignificação, as fibras foram misturadas 

em uma solução de NaOH 2,5 M, e a solução resultante foi colocada em agitação de 

150 -160 rpm a 28 °C em shaker por 30 minutos. Após este período em shaker, a 

solução alcalina foi autoclavada por 30 minutos. O produto resultante da 

saponificação, após ser esfriado, foi lavado com água, utilizando funil de Büchner, 

até atingir um pH neutro. As fibras deslignificadas foram secas em estufa, a uma 

temperatura de 80 – 82 °C, até atingir um peso constante (adaptado de 

SUKUMARAN et al. 2009). 

3.6.2 Dosagens de polifenóis 

 

Para este ensaio, foram utilizadas amostras das fibras tratadas, oriundas do 

tratamento de deslignificação anteriormente descritos. A análise do conteúdo de 

fenóis totais foi realizada usando metanol 70% como agente de extração e Folin-

Ciocalteau para a quantificação de polifenóis. Primeiramente, a 300 mg das fibras de 

coco de cada amostra foram adicionados 4 mL de metanol 70% e deixados em 

repouso por 1,5 hora, com três agitações em intervalos de tempos iguais. Logo 

após, o material foi centrifugado a 11.000 g por 15 minutos. A 150 µL do 

sobrenadante foram adicionados 3 mL de carbonato de sódio (Na2CO3), 2% m/v em 

tubo de ensaio com capacidade para 10 mL. Homogeneizou-se, deixando o sistema 

em repouso, por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 150 µL de reagente de 

Folin-Ciocalteau diluído em água ultrapura, na proporção de 1:1 v/v; e aguardados 

20 minutos (GUZZO et al. 1999). O branco foi feito substituindo 150 µL do 

sobrenadante do metanol por água destilada.  Algumas dosagens, como as de 

sobrenadantes resultantes de hidrólise, foram realizadas sem extração com metanol. 

Para isso, sabendo-se que proteínas também reagem com reagente Folin–Ciocalteu, 

a absorbância nos primeiros segundos antes da hidrólise foi medida, logo após a 

centrifugação. Esta absorbância foi subtraída da absorbância final, após a hidrólise, 

para calcular a quantidade de fenóis no sobrenadante hidrolisado (modificado de 

CAO et al. 2011; KIM et al. 2011). A leitura, realizada em espectrofotômetro, a 750 

nm foi conduzida em aparelho de marca Thermo Spectronic, modelo BIOMATE 3. A 

curva de calibração foi construída com solução-padrão de ácido clorogênico. 
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3.6.3 Desenho experimental para estudo do efeito da alta pressão hidrostática nas 

fibras da casca de coco e nas celulases 

 

         Foram estudados cinco diferentes tratamentos combinados. Todos os 

experimentos foram realizados de acordo com os métodos analíticos para medida de 

atividade celulásica total (item 3.5.3). Foram utilizados os extratos brutos celulásicos 

produzidas em fermentação submersa, dos fungos padrões T. reesei RUT C30 e A. 

niger, e também a mistura de suas celulases combinadas em proporção de volume 

de 1:1 (v/v). 

 

1. As fibras da casca de coco moídas e deslignificadas, não pressurizadas, foram 

incubadas com os extratos brutos celulásicos não pressurizados, em pressão 

atmosférica, na temperatura de 50 ± 1 ºC por 30 minutos. 

2. As fibras da casca de coco moídas e deslignificadas foram tratadas 

separadamente, em alta pressão hidrostática, por 30 minutos, sendo 

subsequentemente incubadas com os extratos brutos celulásicos não pressurizados, 

em pressão atmosférica, na temperatura de 50 ± 1 ºC por 30 minutos. 

3. Os extratos brutos celulásicos foram tratados separadamente, em alta pressão 

hidrostática por 30 minutos, sendo subsequentemente incubados com as fibras da 

casca de coco deslignificadas em pressão atmosférica a uma temperatura de 50 ± 1 

°C por 30 minutos. 

4. As fibras da casca de coco moídas e deslignificadas foram incubadas juntamente 

com os extratos brutos celulásicos, em alta pressão hidrostática, na temperatura de 

22 ± 1 ºC por 30 minutos.  

5. As fibras da casca de coco moídas e deslignificadas foram incubadas juntamente 

com os extratos brutos celulásicos, em alta pressão hidrostática, na temperatura de 

50 ± 1 ºC por 30 minutos.  

A hidrólise das fibras da casca de coco deslignificadas, na ausência dos extratos 

brutos celulásicos, foi analisada em condições de alta pressão hidrostática. Assim, 

somente fibras da casca de coco deslignificadas (2% p/v) foram submetidas à alta 

pressão por 30 minutos, sendo realizadas subsequentemente as dosagens de 

açúcares redutores totais e de compostos fenólicos. Estas dosagens foram 

comparadas com as das fibras deslignificadas não pressurizadas (2% p/v). 
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3.6.4 Hidrólise celulásica das fibras da casca de coco utilizando pressão hidrostática 

e celulases dos fungos isolados 

                

        As fibras da casca de coco moídas e deslignificadas foram incubadas com o 

extrato bruto celulásico dos fungos isolados (2% p/v), em tampão acetato de sódio 

0,1 M pH 5,0. A reação de hidrólise foi realizada durante 30 minutos a uma 

temperatura de 50 ± 1 ºC, sendo incubada em condições de HHP e à pressão 

atmosférica (controle).  Decorridos os 30 minutos, a solução reacional foi 

rapidamente retirada das condições estabelecidas acima, e a quantidade de açúcar 

redutor liberada foi dosada conforme método analítico do item 3.5.3. A taxa de 

hidrólise foi calculada como a quantidade de enzima necessária, em miligramas, 

para liberar 1 µmol de açúcar redutor.min. mL-1, e a atividade expressa como 

atividade específica. 

 

3.6.5 Sacarificação enzimática utilizando alta pressão hidrostática 

       

        Para o processo de sacarificação enzimática, foram utilizadas celulases 

comerciais, que possuem uma maior concentração de enzimas e pureza em sua 

formulação do que os extratos brutos celulásicos da fermentação submersa 

produzidos neste trabalho. 

         Celulases de T. reesei 26921 e β-glicosidase de A. niger (Novozymes 188) 

foram diluídas 100 vezes, separadamente, em tampão acetato de sódio 0,1 M pH 

5,0 e após a diluição foram misturadas (1:1). A atividade celulásica total da mistura 

diluída (celulase de T. reesei 26921 e β – glicosidase de A. niger) foi quantificada 

(FPU.mL-1), e a carga enzimática calculada por grama de substrato. 

         A sacarificação enzimática foi realizada durante um período de 96 horas 

usando uma carga enzimática de 7,5 FPU por grama de fibra da casca de coco 

moída deslignificada (2% p/v), em tampão acetato de sódio 0,1 M  pH 5.0 (2% p/v) a 

50 ± 1 °C. Foram testadas as seguintes condições: pressão atmosférica sem 

agitação, pressão atmosférica com agitação de 150 - 160 rpm e HHP. A glicose 

liberada foi quantificada usando o kit de glicose oxidase (Glucox 500 kit, Doles 

Reagentes e Equipamentos para Laboratórios Ltda, Brazil).  

         O mesmo procedimento foi repetido para as celulases precipitadas dos fungos 

isolados da casca de coco, as quais foram concentradas até 1 mg.mL-1de proteínas, 
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por precipitação com acetona e incubadas nas condições citadas acima. 

3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

As análises estatísticas foram realizadas usando análise de variância 

(ANOVA) e Teste de Tukey (p < 0,05) (Prism versão 5.0 e Origin 7.0 software, 

OriginLab Corporation, Northampton, EUA), os experimentos foram realizados em 

triplicata, com três repetições experimentais. 

 

3.8 ANÁLISE MORFOLÓGICA DAS FIBRAS DA CASCA DE COCO POR 

MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) 

  

Foram analisadas amostras das fibras de casca de coco deslignificadas e não 

deslignificadas, assim como também as submetidas por um período de 30 minutos à 

alta pressão hidrostática na ausência de celulases e, aquelas submetidas à alta 

pressão hidrostática por um de 72 horas na presença e na ausência de celulases. As 

medidas de comprimento e largura das fibras também foram realizadas no MEV. 

As amostras secas foram metalizadas com uma camada fina de ouro. As 

superfícies das amostras foram analisadas em um microscópio eletrônico de 

varredura. No MEV, a imagem é, ponto a ponto, formada na interação do feixe de 

elétrons com a amostra metalizada, durante a passagem do feixe de elétrons pela 

superfície da amostra, com voltagem de aceleração do feixe de elétrons de 10 kV. O 

aparelho utilizado foi o Scanning Electron Microscope, Fabricante: 

JEOL/Modelo: JSM 6610 LV. 

 

3.9 ANÁLISE EM HPLC 

As análises em HPLC („High Performance Liquid Cromatograph‟) foram 

realizadas no „Laboratory of Molecular Microbiology and Biotechnology‟ (KU Leuven, 

Bélgica). As análises de ácido ferúlico e vanilina por HPLC foram realizadas de 

acordo com método proposto por Cogne et al. (2004). As fibras da casca de coco 

foram solubilizadas em tampão juntamente com as celulases (2% p/v), centrifugado 

a 11.000 g por 5 minutos, e o sobrenadante foi dosado antes da realização da 

hidrólise. A fase móvel (1,5L) foi H20 /CH3OH /H3PO4 (640:350:10) (v/v), em 
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voltagem de 900mV, aparelho acoplado a um detector eletroquímico,  a coluna 

utilizada foi Nucleosyl C18 100-10 (Machery Nagel) em uma taxa de fluxo de 1 

mL.min-1, com injeção automática da amostra de 40 µL.  

 

3.10 ANÁLISE DE BIOINFORMÁTICA 

 

A análise das sequências das celulases foi realizada utilizando ferramentas 

de bioinformática. O Server MRS (http://mrs.cmbi.ru.nl) foi utilizado para a busca das 

sequências e estruturas usando bancos de dados tais como PDB, TrEMBL, Uniprot 

e Swissprot, dentro do próprio server exclusivo para proteínas. Para a análise de 

similaridade das celulases foi utilizado o BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool). As sequências das celulases foram escolhidas a partir do seu PDB mais 

relevante considerado pelo Server, e as sequências consideradas similares a este 

PDB foram encontradas utilizando o BLAST no Server MRS. O múltiplo alinhamento 

das sequências foi realizado utilizando CLUSTALW2 no banco de dados do EMBL-

EBI (http://www.ebi.ac.uk). O alinhamento das estruturas, a análise dos aminoácidos 

e das sequências polipeptídicas foi realizada utilizando-se os programas YASARA 

versão 12.8.26 e WHAT IF. PROSITE (http://prosite.expasy.org) foi utilizado para a 

análise e busca de motivos ou padrões protéicos significativos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://mrs.cmbi.ru.nl/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://prosite.expasy.org/
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES  

 

4.1 ISOLAMENTO E SELEÇÃO DOS FUNGOS LIGNOCELULOLÍTICOS 

 

Dos 40 fungos filamentosos isolados, foram selecionados dois fungos (um 

endofítico*1 e outro decompositor*2, Tabela 1), apresentando maiores halos de 

degradação em CMC 1% do que o fungo padrão A. niger (Figura 10). Além das 

características apresentadas em CMC, estes fungos foram os únicos que 

apresentaram atividade lignolítica em placa (BTF0919*1 e BFT0948*2) (Figura 10).   

  

          Fungos decompositores e endofíticos isolados da casca de coco verde, com 

atividade celulolíticas e lignolíticas, não foram encontrados reportados na literatura 

até o momento. Fungos endofíticos isolados de sementes oleaginosas como 

amêndoas de coco, relatados como sendo dos gêneros Penicillium e Trichoderma 

foram reportados apresentando atividade lipolítica, proteolítica, amilolítica e 

celulolítica (VENKATESAGOWDA et al. 2012) . 

             Fungos decompositores são bem conhecidos por suas atividades 

lignocelulolíticas, principalmente os do gênero Trichoderma (RUEGGER et al. 2004; 

SCHUSTER; SCHMOLL. 2010). Porém, pouco se conhece sobre as atividades 

lignocelulolíticas de fungos endofíticos, já que estes não causam danos às plantas e 

possuem uma relação mutualística com as plantas hospedeiras, recebendo 

nutrientes e proteção. A maioria dos estudos relatados com endofíticos esta 

correlacionada com a produção de metabólitos secundários tornando a planta mais 

competitiva ao ambiente de estresse (SCHULZ et al. 2002).   

Tabela 1  Fungos isolados da casca de coco e selecionados pelo maior halo em meio CMC. 

Fungo Origem Gênero/Espécie 

 

BTF0919*
1
 

Endofítico 

 

 

Casca de coco verde, fruto sadio (da indústria de 

envazamento de água de coco) 

 

Penicillium variabile 

 

BTF0948*
2 

decompositor 

 

Casca de coco em decomposição (da indústria de 

envazamento de água de coco) 

 

Trichoderma sp 

http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=1AGgANd87o@3cfm1Nbi&field=AU&value=Venkatesagowda,%20B
http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=1AGgANd87o@3cfm1Nbi&field=AU&value=Schuster,%20A
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Figura 10 Atividades lignocelulolíticas em placas de Petri. (A) A. niger. (B) Trichoderma sp (BTF0948) 

(decompositor). (C) P. variabile (BTF0919) (endofítico). (1 e 3) Atividades lignolíticas (reações de 

Bavendamm), o escurecimento do meio demonstrou a atividade de fenoloxidases, principalmente 

lacase. (2) Atividade celulolítica, o maior halo demonstrou a maior degradação da CMC.  

 

Porém, quando a planta se encontra em condições adversas, o endófito 

tornar-se patógeno ou saprófita, e manifesta seu potencial decompositor. Para 

colonizar os tecidos vegetais, estes são capazes de produzir enzimas, liberando 

lignases e celulases que quebram a parede celular dos vegetais (SCHULZ et al. 

2002). Monotospora sp, Fusicoccum sp e Periconia sp são alguns dos fungos 

endofíticos relatados por produzir celulases e ligninases (WANG et al. 2006; 

KANOKRATANA et al. 2008; HARNPICHARNCHAI et al. 2009). Alguns genes 

destes fungos expressando CBH (celobiohidrolases) e Bgl (β-glicosidase) foram 

inseridos em Pichia pastoris (KANOKRATANA et al. 2008; HARNPICHARNCHAI et 

 A1  B1 

 A2 

 A3 

 B2 

 B3 

 C1 

 C2 

 C3 
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al. 2009) e após a expressão destes genes, esta levedura demonstrou uma alta 

atividade celulásica para aplicação biotecnológica, principalmente, no que se refere 

à produção do etanol de segunda geração.  

Os poucos relatos a cerca das atividades lignocelulolíticas de alguns fungos 

endofíticos com demasiada importância demonstra a necessidade de mais estudos 

relacionados. Os dois fungos selecionados foram crescidos em meio sólido contendo 

fibras da casca de coco moída não deslignificadas e sais minerais (Figura 11). 

 

  

 

 

 

 

     

 

 

Figura 11 Crescimento dos fungos P.variabile (BTF0919) (A) e Trichoderma sp (BTF0948) (B), em 

meio sólido de fibras da casca de coco não deslignificada, demonstrando atividade de degradação da 

lignocelulose. 

 

         Após cerca de 5 dias, os fungos cresceram normalmente demonstrando que 

mesmo em presença de uma alta concentração de fenóis, o crescimento micelial e a 

esporulação não são inibidos, o que confirma a presença de fenoloxidases e a sua 

capacidade de degradar a lignina. Os fungos Penicillium variabile e Trichoderma sp 

também demonstraram crescimento em meio de cultura mínimo contendo como 

única fonte de carbono a xilana. Penicillium sp e Trichoderma sp são bem 

reportados por produzirem xilanases (DWIVEDI et al. 2011; HERPOËL-GIMBERT et 

al. 2008) 

 

4.2 IDENTIFICAÇÃO MORFOLÓGICA E MOLECULAR 

  

        Com a finalidade de identificar as espécies dos fungos isolados da casca de 

coco, a identificação molecular foi realizada a partir da análise dos „amplicons‟ 

  

A B 
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gerados pelas reações de PCR e de marcação para sequenciamento (Figura 12 A). 

As relações de 260/230 e 260/280, dos „amplicons‟ purificados, ficaram entre 1,70 – 

2,02, demonstrando que a purificação foi eficiente (Figura 12 B).  Após a purificação 

foi obtida uma concentração de ácidos nucléicos que variou de 60 – 90 ng.µL-1. A 

reação de sequencimento gerou „amplicons‟ na região de 600 pb que foram 

observados em gel de agarose (Figura 12 C e D). A quantidade de „amplicons‟ 

gerados com a reação de sequencimento, de acordo com a intensidade das bandas 

(marcador „low mass ladder‟), ficou entre 60 – 100 ng. Os fungos filamentosos 

isolados da casca de coco utilizados neste trabalho estão listados na Tabela 1. 

 

                             

 

Figura 12 Gel de agarose com bandas características na região de 600 pb. (A) „Amplicons‟ sem 

purificação. (B) „Amplicons‟ purificados. (C) „Amplicons‟ da reação de sequenciamento.  

A morfólogica mostrou que os fungos BTF0919 e BTF0948 pertencem 

respectivamente aos gêneros Trichoderma e Penicillium (Figura 14 e 15). Utilizando 

identificação molecular baseada na amplificação e análise de sequências da região 

D1/D2 do rDNA de Penicillium sp (BTF0919) e de Trichoderma sp (BTF0948), as 

sequências foram analisados por similaridade de alinhamento e as espécies 

identificadas como mais próximas foram: Penicillium variabile KUC1476 (acc. n°. 

HM469398, similaridade de 98%) e o Trichoderma sp clone KL 2W E11 (acc. n°. 

JF449619, similaridade de  99%) (Figura 13). As sequências do rDNA geradas no 

sequenciamento e utilizadas para a análise filogenética podem ser encontradas no 

apêndice deste trabalho.  

A B C 
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Figura 13 Análise das distâncias filogenéticas das sequências geradas de rDNA, realizada no banco 

de dados do EMBL-EBI, P. variabile (BTF0919) e Trichoderma sp (BTF0948). 

 

 

Figura 14 Imagem das estruturas reprodutivas de Trichoderma sp em microscópio óptico (aumento: 

400 X) e a olho nu. (A) Conidióforos e conídios. (B) Clamidosporos. (C) Micélio em esporulação após 

3 semanas de crescimento, cor verde escuro. (D) Reverso da placa, crescimento do micélio de cor 

creme.  
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Classificação proposta por Persoon C.H. 1794 (MYCOBANK, 2012): 

 

Reino: Fungi 

Filo: Ascomycota 

Classe: Sordariomycetes 

Ordem: Hypocreales 

Família: Hypocreaceae 

Gênero: Trichoderma 

 

           Trichoderma é um fungo filamentoso largamente distribuído no solo, em 

materiais vegetais, ou vegetação em decomposição, e em madeiras. Hypocrea spp. 

são teleomórficos das espécies do gênero Trichoderma. Colônias de Trichoderma 

crescem rapidamente e são maduras em 5 dias. Estes fungos proliferam facilmente 

a 25 °C e em meio BDA, as colônias são de aspecto algodonoso e tornam-se 

campactadas com o tempo. Inicialmente o micélio é branco, e quando os conídios 

são formados com a esporulação algumas manchas azuis esverdeadas ou amarelas 

esverdeadas tornam-se visíveis. O reverso da placa é de cor creme a amarelada. 

Microscopicamente foram notadas hifas hialinas septadas, conidióforos, 

fiálides e conídios. Conidióforos são hialinos, ramificados e podem ocasionalmente 

exibir um arranjo piramidal. Fiálides são hialinas, em forma de balão e insufladas na 

base. Elas estão ligadas aos conidióforos em ângulos retos. As fiálides podem ser 

solitárias ou organizadas em „clusters‟. Seus conídios possuem cerca de 3 µm de 

diâmetro, são unicelulares e arredondados ou elipsoidal em sua forma. Eles são 

lisos ou ásperos e agrupados nas pontas das fiálides. Esses aglomerados 

frequentemente são interrompidos durante o procedimento de preparação de 

lâminas microscópicas. A cor dos conídios é principalmente verde (DE HOOG apud 

DOCTORFUNGUS 2012; PUTZKE; PUTZKE 1998; MENEZES; OLIVEIRA 1993) .  

            De acordo com Martins et al. (2008) o gênero Trichoderma é capaz de 

produzir clamidósporos, além dos conídios e conidióforos. Trichoderma sp pode ser 

principalmente isolado de amostras ambientais, o fungo Trichoderma clone KL 2W 

E11 foi isolado de madeira em decomposição, provenientes de espécies arbóreas de 

„Beech‟ na Áustria, apresentando características de biodeteriorização e de 

biodegradação, semelhantemente ao isolado deste trabalho (MOLL et al. 2011). 

 

http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000061&Rec=1169&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=374831&Fields=All
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Figura 15 Imagem das estruturas reprodutivas de Penicillium variabile em microscópio óptico 

(aumento: 400 X) e a olho nu. (A) Conidióforos e conídios em microcultivo. (B) Verso da placa de cor 

alaranjado. (C) Micélio em esporulação, cor verde cinzentado. (D) Micélio com 7 dias de crescimento, 

esporulado de coloração verde cinzentado. 

 

Classificação proposta por Link. H.F. 1809 (MYCOBANK, 2012) 

Reino: Fungi 

Filo: Ascomycota 

Classe: Eurotiomycetes 

Ordem: Eurotiales  

Família: Trichomaceae 

Gênero: Penicillium 

 

            As colônias de Penicillium sp, com exceção de Penicillium marneffei, são de 

crescimento rápido, liso, filamentosas e aveludadas, lanosas, ou cotonosas na sua 

textura. As colônias são inicialmente brancas e tornam-se azuis, verdes, cinzas, 

verdes cinza oliva, amareladas ou rosadas com o tempo. O inverso da placa é 

geralmente pálido a amarelo. As hifas de Penicillium sp são hialinas e septadas, 

suas estruturas reprodutivas são formadas por conidióforos, métulas, fiálides e 

conídios, as métulas podem se ramificar nos conidióforos. As fiálides são suportadas 

pelas métulas e sobre as fiálides existem as cadeias de conídios, arredondados, as 

quais podem medir de 2,5 – 5 µm de diâmetro (de HOOG et al. 2000). A forma 

anamórfica de P. variabile possui fase teleomórfica chamada Talaromyces variabile, 

na sua fase anamórfica o fungo P.variabile KUC1476 foi reportado por Jang et al. 

(2011) como isolado de madeira do tipo coníferas, na Korea, exibindo alto grau de 

descolaração de madeiras do tipo Pinus assim como também atividades de 

fenoloxidases em meio MEA (meio extrato de malte ágar). Estes dados corroboram 

com os dados demonstrados neste trabalho, visto que o P. variabile foi isolado da 

A B

 A  

C

 A  

D

 A  

http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=431002&Fields=All
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casca de coco, a qual possui alto grau de rigidez e uma alta concentração de fenóis 

como a da madeira. P. variabile, tal como Trichoderma sp, foi capaz de crescer em 

meio malte exibindo atividade fenoloxidase e na casca de coco em meio sólido.  

 

4.3 MEDIDA DE SACARIFICAÇÃO CELULÁSICA USANDO ALTA PRESSÃO 

HIDROSTÁTICA 

 

Para identificar o melhor valor de pressão para sacarificação enzimática foram 

usados como controles os extratos brutos celulásicos dos fungos padrões tais como 

T. reesei RUT C30 e de A. niger. Estas enzimas foram provenientes da fermentação 

submersa e foram testadas separadamente e como mistura. O ensaio padrão de 

papel de filtro foi usado como medida de sacarificação (EVELEIGH et al. 2009). 

Níveis crescentes de pressão hidrostática causaram um aumento na atividade 

enzimática para as celulases testadas. Este aumento demonstrou ser dependente 

de pressão, e o efeito foi mais pronunciado a 50 ± 1 °C do que a 22 ± 1 °C (Figura 

16). Portanto, a temperatura ótima de 50 °C descrita para celulases (EVELEIGH et 

al. 2009, GHOSE, 1987) juntamente com a HHP aumenta a hidrólise. Na 

temperatura de 22 ± 1 °C em condições de pressão, a única celulase que não 

alcançou um aumento relativo da atividade celulásica total foi a de A. niger.  

Em determinadas condições, os aumentos de temperatura e de pressão 

hidrostática podem ter um efeito de estabilização ou, ao contrário, de desnaturação 

da enzima. Aumentos moderados de temperatura e pressão hidrostática podem 

estabilizar enzimas, porém é reportado que temperaturas elevadas e valores de 

pressão acima de 300 MPa desnaturam e inativam  enzimas. Mudanças na 

solubilidade e diminuição de volume são capazes de aumentar a estabilidade e a 

atividade das enzimas em HHP. Além disso, o aumento da solubilização de muitas 

moléculas, tais como a do substrato e das proteínas e suas regiões hidrofóbicas 

podem ocorrer em condições de pressão, assim estes efeitos combinados podem 

levar ao aumento da atividade (EISENMENGER; CORCUERA, 2009).  
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Figura 16  Atividades celulásicas totais (FPase) dos extratos brutos celulásicos em crescentes valores 

de alta pressão hidrostática. (p<0,05). Dentro do círculo, atividades diminuídas. 

 

Este aumento da atividade celulásica pode ser explicado também pela 

mudança conformacional e desdobramento ou desordem das enzimas em condições 

de alta pressão hidrostática, os quais podem ocorrer a valores de pressão de até 

400 MPa (MICHIELS et al. 2008). Estas mudanças afetam as interações proteína-

proteína ou interações proteína-substrato, neste último caso o substrato ao se ligar 

no sítio ativo pode estabilizar a enzima, deslocando o desdobramento ou desordem 

de volta para seu estado nativo ou ordenado (EISENMENGER; CORCUERA, 2009).     

Algumas proteínas nas condições de pressão atmosférica, quando em estado 

desordenado utilizam de ligantes para voltar ao seu estado ordenado, como exemplo 

a proteína CREB, uma proteína regulatória de gene (fator de transcrição). Esta 

proteína utiliza do substrato para moldar si mesma e adquirir uma nova 

conformação. Proteínas como Sic1 (proteína de sinal, regulatória do ciclo celular) e 

p53 (proteína fator de supressão tumoral) também apresentam domínios 

desordenados, que interagem com ligantes específicos, adquirindo novas funções, 
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ou exercendo funções específicas (CHOUARD, 2011). Assim proteínas que 

adquirem uma desordem em condiçoes de alta pressão podem possivelmente 

adquirir novas funções, visto que existem proteínas desordenadas funcionais em 

condições de pressão atmosférica.  

Ao analisarmos os resultados apresentados no gráfico da Figura 16 foi notado  

a presença de um decréscimo da atividade celulásica de T. reesei RUTC30 em 

baixas pressões (valores de 50 MPa) enquanto observou-se o aumento da atividade 

em altas pressões (valores de 150 e 300 MPa). Murao et al. (1992) reportou o valor 

ótimo de aumento das atividades avicelásicas e endoglicanásicas de Aspergillus 

aculeatus entre 200 - 400 MPa. Após este valor, ocorreu o decréscimo da atividade 

nos dados publicados por Murao et al. (1992). Assim podemos esperar que para as 

atividades reportadas na Figura 16 ocorra um decréscimo da atividade após 400 

MPa. Ainda, os dados reportados corroboram com os apresentados nesse trabalho, 

na Figura 16, pois foi encontrada uma cinética de atividade celulásica de T. reesei 

RUTC30 similar à reportada para as atividades celulásicas de A. aculeatus em 

condições de HHP. Isto demonstra que existe similaridade entre os dois complexos 

de celulases e em suas conformações protéicas, as quais podem reagir à pressão 

hidrostática semelhantemente. Pode-se notar, analisando a cinética enzimática, o 

decréscimo das atividades celulásicas a valores menores de pressão (50 MPa) para 

as celulases destes dois fungos (T. reesei RUTC30 e A. aculeatus), o que 

possivelmente está ligado a fenômenos de instabilidade da proteína provocada pela 

pressão. Visto que a ligação do substrato à enzima pode estabilizá-la em condições 

de pressão, o aumento das atividades a 150 MPa e 300 MPa, seria devido a esta 

ligação aos carboidratos-substratos. O aumento da pressão diminuiria o volume e 

aumentaria a superfície de contato da proteína com substrato ou carboidratos, 

promovendo sua ligação, estabilizando a enzima e aumentando sua atividade. 

(BOONYARATANAKORNKIT et al. 2002).  

Sabemos que proteínas possuem regiões de glicosilação onde os 

carboidratos podem ser ligar. Com o intuito de analisar a presença destas regiões, a 

análise de similaridade das sequências de CBH (celobiohidrolases), EG 

(endoglicanases) e Bgl (β-glicosidase) de A. aculeatus foi realizada no MRS, 
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utilizando ferramentas de alinhamento contra o „protein databank‟ (PDB). De todas 

as sequências de celulases analisadas (CBH, EG e Bgl), apenas Bgl1 demonstrou 

alta similaridade. Dos 119 „hits‟ gerados para a Bgl1 de A. aculeatus 

(BGL1_ASPAC), pelo alinhamento, Bgl1 de T. reesei (PDB:3ZYZ) foi encontrada 

como primeiro „hit‟ de estrutura similar, com uma similaridade de 61%. Assim as Bgl1 

destes fungos supracitados, possuidores de cinéticas celulásicas semelhantes em 

HHP, possuiriam relação com aumento da atividade celulásica na pressão. 

Ao analisarmos no Swissprot a sequência de A. aculeatus (BGL1_ASPAC) 

pode-se notar a presença de numerosas regiões de N-glicosilação (N-X-T/S), as 

quais poderiam estar envolvidas no processo de estabilização da enzima. Como 

também aumenta as reações, a mesma poderia aumentar as reações de 

glicosilação, ou até as reações de glicação, as quais são o primeiro passo da reação 

de Maillard. Assim, regiões de ligação ao carboidrato da proteína poderiam estar 

envolvidas com a estabilização da enzima ou mudança da conformação para uma 

mais ativa (JAEGER et al. 2010, CHOUARD, 2011).  

Foi reportado que regiões de N-glicosilação de T. reesei estão relacionadas 

com o aumento da estabilidade términa das celulases e proteção contra proteases, 

por interação a carboidratos (MERIVUORI et al. 1985). Enquanto que regiões de O-

glicosilação foram reportadas como relacionadas com a secreção destas enzimas 

(KUBICEK et al. 1987). Assim, essas regiões de N-glicosilação poderiam estar 

relacionadas com a estabilidade em condições de pressão. 

Ao alinharmos as sequências de Bgl1 de A. aculeataus e de T. reesei 

(PDB:3ZYZ) apenas duas regiões de glicosilação foram encontradas como similares, 

estas regiões foram analisadas na estrutura protéica de T. reesei (PDB:3ZYZ) 

(Figura 17). Pode-se notar que estas regiões são situadas em estruturas 

secundárias do tipo β-pregueadas, altamente hidrofóbicas, como também eram 

próximas ao sítio ativo.  

Boonyaratanakornkit et al. (2002) reporta que baixas pressões (50 MPa) 

facilitam a hidratação dos resíduos de aminoácidos mais externos, ou hidrofílicos, 

normalmente situados em sua superfície. Porém, pressões elevadas (300 MPa) 

podem mudar a conformação das proteínas, acessando primeiramente os resíduos 
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de aminoácidos hidrofóbicos, e posteriormente hidratando resíduos do sítio ativo e 

de cavidades. Assim, hipoteticamente, nestes maiores valores de pressão, existe um 

efeito da pressão nos resíduos hidrofóbicos, nas cavidades e nos resíduos do sítio 

ativo de Bgl1 quando a atividade é aumentada (Figura 17). 

 

 

 
 

 

Figura 17 Análise da estrutura protéica de Bgl1 de T.reesei (PDB:3ZYZ) e de suas regiões de N-

glicosilação (N-X-T/S) idênticas a Bgl1 de A. aculeatus (amarelo). Aminoácidos hidrofóbicos (cinza), 

aminoácidos hidrofílicos (vermelho, verde e azul), aminoácidos alcoólicos (azul cian), ligantes do sítio 

ativo em roxo e cavidades em vermelho.  

 

Messner et al. (1990) reportou um polissacarídeo heteroglicano isolado da 

parede celular de T. reesei capaz de aumentar a atividade β-glicosidase deste fungo, 

composto de glicose, manose, ácido glucorônico e ácido galacturônico. Ainda, 

Messner propõe que este aumento é devido a um mecanismo de reconhecimento, 

ou à ligação desses carboidratos negativamente carregados à β-glicosidase que é 

uma proteína positivamente carregada. Este relato demonstra que pode existir uma 

relação do aumento da atividade enzimática e a ligação aos carboidratos. 

Assim a região de N-glicosilação encontrada na estrutura secundária β-

pregueada (Figura 17), destaca-se como uma região importante, visto que estas 

estruturas possuem os resíduos de valina, triptofano, isoleucina, tirosina, treonina e 

fenilalanina, resíduos altamente hidrofóbicos, e que facilmente se ligam a 

carboidratos (BORASTON et al. 2004). Podemos também notar na região de N-
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glicosilação (Bgl1 de T. reesei) a presença de arginina bem relatada para processos 

de glicação ocorridos com o aumento dos valores de pressão hidrostática 

(SCHWARZENBOLZ et al. 2002). „In vitro‟ ligação de aminoácidos tais como 

arginina, lisina a açúcares tais como ribose, glicose, frutose e outros, foram 

demonstratadas pela formação de pentosidina (ABED et al. 1995). Arginina (R586) é 

um aminoácido positivamente carregado, podendo se ligar a açúcares 

negativamente carregados, estes relatos parecem comprovar as evidências de 

Messner et al. (1990) supracitadas. Como evidenciam uma possível ligação dos 

carboidratos à arginina em condições de HHP. 

         Também podemos notar como mostrado nos resultados da Figura 17, o 

resíduo de tirosina que se localiza próximo a uma cavidade. Após a modificação da 

estrutura da enzima, e consequente hidratação das cavidades por pressão de 300 

MPa, esse resíduo poderia ser acessado. Assim, com a hidratação das cavidades 

esse resíduo se deslocaria e tornaria a enzima mais ativa para se ligar a 

carboidratos (NIMLOS et al. 2007). Pela teoria de Ramachandran, com a rotação 

das cadeias laterais dos resíduos, ângulos dos aminoácidos poderiam ser mudados 

o que afeta a conformação da proteína ou do polipeptídeo.  

Assim, a queda da atividade a pressões menores como mostrado nos 

resultados da Figura 16, pode ser devido à não glicosilação de Bgl1 e 

consequentemente perda da estabilidade. Este valor de pressão não aproxima a 

proteína do substrato suficientemente para a ligação e principalmente não acessa as 

cavidades. Contudo o aumento da atividade celulásica aconteceria devido ao acesso 

das regiões hidrofóbicas, das cavidades protéicas e de regiões de N-glicosilação, a 

altas pressões. A HHP agiria expondo estes resíduos de aminoácidos favorecendo a 

ligação aos carboidratos e estabilizando a enzima. A pressão pode também 

aumentar a hidratação dos resíduos localizados no „pocket‟, aumentando assim a 

atividade enzimática pela maior formação de ligações de hidrogênio 

(BOONYARATANAKORNKIT et al. 2002). O valor de pressão de 300 MPa liberou 

uma maior quantidade de açúcares redutores e apresentou uma maior atividade 

celulásica total relativa. Assim este valor foi aplicado para as análises das outras 

atividades celulásicas dos fungos isolados da casca de coco e dos fungos padrões. 
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4.4 ATIVIDADES CELULÁSICAS EM CONDIÇÕES DE ALTA PRESSÃO DAS 

CELULASES DOS FUNGOS ISOLADOS DA CASCA DE COCO  

 

O efeito da HHP nas atividades celulásicas de A. aculeatus e T. reesei RUT 

C30, como a análise de bioinformática, sugeriram que as enzimas β-glicosidásicas 

são mais susceptíveis ao tratamento de pressão. Assim, com a finalidade de 

investigar o efeito da HHP nas atividades β-glicosidásicas, e seu efeito nas outras 

atividades celulásicas, o tratamento de pressão foi aplicado às atividades celulásicas 

das enzimas dos fungos padrões e dos isolados da casca. De modo geral, pode-se 

perceber que os fungos isolados da casca de coco apresentaram suas atividades 

celulásicas maiores do que a dos fungos padrões (T. reesei RUT C30 e A. niger), 

tanto em HHP quanto à pressão atmosférica (Figura 18). Analisando as atividades β-

glicosidases, pode-se notar que as atividades de T. reesei RUT C30, Trichoderma sp 

e P. variabile foram aumentadas em condições de HHP quando comparadas à 

pressão atmosférica. As atividades β-glicosidásicas aumentadas por pressão tanto a 

22 ± 1 °C quanto a 55 ± 1 °C não foram estatisticamente diferentes entre si (Figura 

18 A). Rath et al. (1995) propôs que existe um mecanismo geral de aumento da 

atividade β-glicosidase de ascomicetos via ligação com o heteroglicano isolado da 

parede celular de fungos. Em seus resultados, os heteroglicanos aumentaram cerca 

de duas vezes a atividade β-glicosidase de dois ascomicetos filogeneticamente 

distantes (T. reesei e A. niger). O relato ainda cita Talaromyces flavus (Penicillium) 

como possível possuidor do mesmo mecanismo. Assim, podemos supor que exista 

um mecanismo em comum de aumento da atividade β-glicosidásica em condições 

de HHP para as β-glicosidases dos ascomicetos testados neste trabalho, visto que 

os fungos do gênero Trichoderma e P. variabile também são filogeneticamente 

distantes. Ainda, visto a alta similaridade com relação a regiões de N-glicosilações 

nas β-glicosidases (Figura 18) de ascomicetos filogeneticamente distantes, T. reesei 

e de A. aculeatus, poderíamos supor esta região como um efetor para um 

mecanismo comum ligado à estabilidade e o aumento da atividade β-glicosidásica 

usando pressão.  
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Figura 18 Atividades celulásicas dos extratos brutos celulásicos dos fungos isolados da casca de 

coco comparada às atividades dos fungos padrões em condições de HHP e de pressão atmosférica. 

(A) Atividade β-glicosidásica. (B) Atividade endoglicanásica. (C) Atividade celulásica total (p<0,01). 

A 

B 

C 
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           Visto que as atividades β-glicosidases dos gêneros de Trichoderma e de P. 

variabile foram aumentadas ao usarmos a alta pressão hidrostática a 22 ± 1 °C, 

temperatura de baixa entropia, podemos dizer que a pressão foi capaz de afetar as 

estruturas dessas enzimas. Assim as β-glicosidases sofrem modificação da sua 

estrutura adquirindo uma estrutura mais ativa. Essa estrutura mais ativa provocaria o 

aumento de suas atividades β-glicosidásicas, e assim as atividades celulásicas totais 

dos mesmos fungos seriam aumentadas ao usarmos HHP à temperatura de 22 ± 1 

°C e a 50 ± 1 °C. O aumento da entropia da molécula promovida pela temperatura 

de 50 ± 1 °C também acrescentaria um aumento na atividade celulásica total 

(MORILD, 1981).  

          Analisando primeiramente a atividade celulásica total de A. niger, percebemos 

que apenas ocorreu aumento na HHP a 50 ± 1 °C, e que a sua atividade celulásica 

total em condições de HHP a 22 ± 1 °C não diferiu estatisticamente da sua atividade 

à pressão atmosférica em 50 ± 1 °C.  Com isso podemos concluir que o fator que 

proporcionou o aumento da atividade celulásica total de A. niger ao usarmos HHP a 

50 ± 1 °C foi a sua atividade endoglicanásica e não a β-glicosidásica, já que esta 

última não obteve aumento ao usarmos HHP (Figura 18 A, B e C). Ao analisarmos 

as atividades endoglicanásicas em condições de pressão, pode-se notar que as 

atividades de A. niger e de Trichoderma sp não foram aumentadas a 22 ± 1 °C, 

porém as de P. variabile e a de T. reesei RUT C30 foram aumentadas. As atividades 

endoglicanásicas de todos os fungos foram aumentadas em HHP a 50 ± 1 °C 

(Figura 18 B). Assim percebe-se que as atividades endoglicanásicas necessitam de 

um acréscimo de temperatura para que alcancem um maior aumento, com isso 

podemos dizer que existe um mecanismo comum dependente de maior entropia 

para que esta atividade seja aumentada na pressão. 

         O aumento das atividades celulásicas totais de T. reesei RUT C30, 

Trichoderma sp e de P. variabile foi alcançada em condições de HHP tanto em 50 ± 

1 °C quanto a 22 ± 1 °C, não sendo estatisticamente diferentes entre si. 

Provavelmente devido ao aumento de suas atividades β-glicosidásicas. 

          Ao analisarmos as misturas (T. reesei RUTC 30 e A. niger, Trichoderma sp e 

A. niger) nota-se que a atividade celulásica total em condições de HHP é mais 
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pronunciada na temperatura de 50 ± 1 °C do que na de 22 ± 1 °C. Na temperatura 

de 22 ± 1 °C apenas a mistura de T. reesei RUT C30 e de A. niger foi aumentada em 

condições de HHP, provavelmente devido ao aumento da atividade β-glicosidásica 

de T. reesei. A mesma mistura alcançou um maior aumento da atividade celulásica 

total em HHP a 50 ± 1 °C, provavelmente devido ao acréscimo da atividade 

endoglicanásica de A. niger. A mistura de Trichoderma sp e A. niger só foi 

significativamente aumentada por pressão a 50 ± 1 °C, provavelmente devido ao 

aumento da atividade endoglicanásica de A. niger pela alta pressão nesta 

temperatura (Figura 18 C).  Nossos dados corroboram com os dados de Murao et al. 

(1992), o mesmo reporta as atividades endoglicanásica de A. niger sendo mantidas 

praticamente inalteradas no valor de pressão de 200 - 400 MPa a 37 ± 1 °C. Assim o 

aumento da atividade endoglicanásica de A. niger usando HHP neste trabalho 

provavelmente é devido ao aumento da temperatura para 50 ± 1 °C. 

A fim de analisar as sequências e suas diferenças polipetídicas, e também de  

explicar os aumentos das atividades celulásicas alcançadas na HHP, as estruturas 

de β-glicosidases e de endoglicanases dos fungos foram pesquisadas no MRS 

contra o PDB. Contudo, sequências e estruturas de celulases de Trichoderma sp e 

de P. variabile ainda não foram reportadas ou resolvidas. Assim apenas as 

estruturas celulásicas de T. reesei e de A. niger foram analisadas. Para A. niger 

apenas PDBs de endoglicanases foram encontrados: 1KS4 e 1KS5, os dois com a 

mesma estrutura, porém 1KS4 é a estrutura final. Utilizando análise de similaridade 

e alinhamento contra o PBD observou-se que a estrutura 1KS4 apresentou maior 

identidade para a endoglicanase de T. reesei (PDB:1OA2), cerca de 66% de 

similaridade. Ao analisarmos as sequências das endoglicanases realizando o 

alinhamento das estruturas no YASARA, obteve-se uma similaridade de 51,3%. 

Pode-se perceber que existem alguns „gaps‟ e que estes „gaps‟ foram 

providenciados por aminoácidos que estão presentes em 1KS4 e ausentes em 

1OA2. O maior „gap‟ foi encontrado em 1KS4 apresentando aminoácidos como 

glutamina, alanina, glicina e alanina (Q153, A154, G155, A156), outros „gaps‟ com 

apenas um aminoácido também foram observados tais como resíduos de treonina 

(T2) e prolina (P210, P13) (Figura 19). Glutamina é um aminoácido hidrofílico, 
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enquanto que os outros aminoácidos observados presentes em 1KS4 são 

aminoácidos hidrofóbicos (A, G, P) ou de hidrofobicidade indeterminada (tais como 

treoninas). Estes aminoácidos poderiam ser reponsáveis pela resistência à pressão 

na temperatura de 22 ± 1 °C. Vale lembrar que a prolina é altamente rígida, e o seu 

posicionamento em alças pode dificultar a mudança conformacional. Apesar de 

mudanças conformacionais ocorrerem a 300 MPa, esta modificação a 22 ± 1 °C não 

foi suficiente para aumentar a atividade endoglicanásica de 1KS4. Possivelmente 

estes aminoácidos hidrofóbicos e o maior grau de hidrofibicidade das regiões β-

pregueadas são responsáveis pela baixa hidratação de 1KS4 em condições de HHP 

a 22 ± 1 °C, dificultando a interação hidrofóbica com o substrato. Assim, ao 

aumentarmos a temperatura para 50 ± 1 °C, estes resíduos de aminoácidos tendem 

a ser solvatados e a proteína tende a expandir o seu tamanho, o que também 

reforça a hidratação dos resíduos hidrofóbicos provocando um maior contato com o 

substrato e um aumento da atividade a 50 ± 1 °C.  

 

 

Figura 19 Alinhamento estrutural dos PDBs de: 1KS4 (endoglicanase de A. niger) e 1OA2 

(endoglicanase de T. reesei). Regiões de N-glicosilação em amarelo. Resíduos hidrofóbicos (cinza), 

resíduos hidrofílicos (vermelho, verde e azul), resíduos alcoólicos (azul cian). Ligantes do sítio ativo 

de 1KS4 (roxo) e do sítio ativo de 1OA2 (vermelho). Cadeias laterais dos resíduos dos sítios ativos 

em vermelho. Cadeias laterais de „gaps‟ em roxo. 
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        A 1KS4 também possui regiões de N-glicosilação (ASN217), as quais não se 

alinham com as de 1OA2 (ASN170). A região de N-glicosilação de 1OA2 é próxima 

dos resíduos do sítio ativo, o que facilita a ligação da enzima aos carboidratos, e 

também a sua catálise após a aproximação entre o substrato e o sítio ativo pela 

pressão. Porém 1KS4 não possui região de N-glicosilação próxima ao sítio ativo, 

assim possivelmente esta região funcionaria apenas como estabilizante.  

        O aumento da atividade endoglicanásica de A. niger na temperatura de 50 ± 1 

°C usando HHP pode ter ocorrido devido a mudanças conformacionais 

proporcionadas pelas regiões Q153, A154, G155 e A156, e por T2 na região N-

terminal de 1KS4. Alguns destes aminoácidos fazem parte do sítio ativo e não foram 

alinhados com 1OA2. Glutamina (Q153) é um resíduo hidrofílico que é facilmente 

hidratado e glicina é um aminoácido hidrofóbico e flexível, assim a HHP poderia 

propocionar a rotação da glicina nesta região e provocar também o deslocamento da 

glutamina, a glutamina (Q153) então poderia participar dos resíduos do sítio ativo, já 

que outras glutaminas são frequentemente encontradas no sítio ativo de 1KS4. 

          Visto que atividades endoglicanásicas e β-glicosidásicas de T. reesei RUT 

C30 foram aumentadas pela HHP a 22 ± 1 °C, e que tanto em 1OA2 quanto em 

3ZYZ de T. reesei foram observadas regiões de N-glicosilação próximas ao sítio 

ativo e situadas em regiões β-pregueadas, podemos concluir que possivelmente a 

pressão hidrostática possui um maior efeito nas sequências que possuem este 

padrão de ligação a carboidratos (Figura 17 e 19). 

O aumento das atividades β-glicosidásicas dos gêneros Trichoderma por HHP 

é interessante para a indústria, pois o mesmo possui baixa atividade β-glicosidásica, 

o que faz necessário a mistura com β-glicosidases de alta atividade, tais como as de 

A. niger para melhorar a eficiência da hidrólise. A atividade β-glicosidásica 

transforma celobiose em glicose, diminuindo desta maneira a concentração do 

inibidor (celobiose), e consequentemente desinibindo as outras enzimas, com um 

posterior aumento das atividades celulásicas. O aumento desta atividade pela alta 

pressão pode explicar o aumento das outras atividades celulásicas em condições de 

pressão hidrostática (ANDRIÉ et al. 2010).  
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A atividade β-glicosidásica de P. variabile foi cerca de 2 vezes maior em 

condições de HHP do que à pressão atmosférica. O aumento da atividade β-

glicosidásica dos gêneros Trichoderma pela HHP foi cerca de 5 vezes maior do que 

à pressão atmosférica. Assim o aumento reportado neste trabalho para a atividade 

β-glicosidase é maior do que o aumento alcançado por Rath et al. (1995) e Messner 

et al. (1990), os autores reportam um aumento para a atividade β-glicosidásica de 

cerca de duas vezes na presença do heteroglicano e da manana.  

Este é o primeiro relato de aumento de atividade β-glicosidásica em 

condições de HHP, de fungos das espécies T. reesei RUT C30, Trichoderma sp e P. 

variabile. Ainda, é a primeira vez que um endofítico do gênero P. variabile é isolado 

da casca de coco verde, com altas atividades celulásicas, as quais podem ser 

aumentadas pela HHP. O P. variabile apresentou a maior atividade β-glicosidásica 

na pressão atmosférica e em alta pressão hidrostática, e ainda podemos dizer que 

suas atividades celulásicas foram resistentes em condições de pressão, o que 

reforça a importância do isolamento destes microrganismos endofiticos.  

Periconia sp, outro endófito, foi reportado produzindo β-glicosidases (ou 

celobiases) com alta atividade, termoestáveis e resistentes a variações de pH 

(HARNPICHARNCHAI et al. 2009). Como os endofíticos são isolados em condições 

de estresse, isso pode pré-dispor o microrganismo a suportar condições extremas, 

assim o isolado endofítico deste trabalho poderia possuir características de um 

extremófilo, o que poderia também explicar a resistência à pressão (HAMON et al. 

1996; EISENMENGER; CORCUERA, 2009). 

Como o maior aumento da atividade celulásica total ocorreu com a utlização 

da HHP na temperatura de 50 ± 1 °C, este valor de tratamento foi escolhido para 

experimentos posteriores.  
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4.5 PRECIPITAÇÃO DAS CELULASES DO EXTRATO BRUTO ENZIMÁTICO E 

ENSAIOS CELULÁSICOS 

 

Os extratos brutos celulásicos foram precipitados com acetona no intuito de 

remover os açúcares redutores e aumentar a atividade celulásica total. Estas 

atividades foram então medidas na presença e ausência de HHP. Após a remoção 

dos açúcares, por precipitação, ao compararmos as atividades de enzimas não 

precipitadas com precipitadas (Figura 19 e 20), observou-se que, ocorreu o aumento 

da atividade celulásica total das celulases precipitadas, de todos os fungos testados, 

em condição de pressão atmosférica. Porém, não ocorreu o aumento da atividade 

celulásica das enzimas precipitadas quando usamos HHP (Figura 20). Isto indicou 

que os açúcares redutores possuem uma função de estímulo da atividade das 

celulases ou de estabilização da enzima em condições de HHP.   

Rath and Herndl (1994) também reportou o decréscimo da atividade β-

glicosidásica de „marine snow‟ após a remoção de polissacarídeos presentes no seu 

meio de crescimento, e concluiu que estes polissacarídeos tinham uma função de 

estabilização das atividades. Este efeito é semelhante ao observado em nossos 

resultados da Figura 20. Estes relatos poderiam ser semelhantes, pois, durante a 

fermentação submersa e produção das celulases ocorre degradação da celulose, 

com a liberação de açúcares redutores, os quais se ligam às celulases. Estes 

açúcares se ligam em seus sítios ativos ou aos seus módulos ligantes de 

carboidratos (CBMs), inibindo-os. Concentrações de glicose em torno de 1–14 mM 

são reportadas por inibirem as atividades celulásicas, mais especificamente β-

glicosidases, o que leva ao acúmulo de celobiose no meio reacional, inibindo todo o 

sistema celulásico (CANILHA et al. 2009; GHOSE, 1987). Porém, nos nossos 

resultados, estes carboidratos parecem estimular a atividade celulásica em 

condições de pressão. 
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Figura 20 Atividade celulásica total dos extratos enzimáticos precipitados com acetona a 50 ± 1 °C. 

Pressão atmosférica (0,1 MPa) e alta pressão hidrostática (HHP). (p>0,05). 

 

As hidrolases glicosídicas geralmente possuem uma estrutura modular, que 

consiste de um domínio catalítico, ligado ou não via a um peptídeo glicosilado a um 

ou mais domínios não catalíticos denominados de módulos protéicos ligantes de 

carboidratos (CBMs). CBMs podem se ligar a vários carboidratos durante a hidrólise. 

Estas regiões de CBMs são responsáveis por aumentar a atividade celulásica de 

seu domínio adjacente, neste caso o catalítico, pois se ligam aos carboidratos 

hidrolisáveis concentrando as celulases nas regiões dos substratos a serem 

clivados. Assim, a remoção desses açúcares redutores se faz necessária para expor 

as regiões catalíticas das celulases e também as regiões de CBMs, promovendo 

assim a ligação aos carboidratos que serão hidrolisados (GHOSE, 1987, ARAI et al. 

2003, HENRISSAT; BAIROCH, 1993).  

As regiões de CBMs são ricas em aminoácidos hidrofóbicos, principalmente 

em resíduos de aminoácidos aromáticos, sendo as interações hidrofóbicas 

essenciais para que os CBMs de celulases se liguem aos substratos ou carboidratos 

derivados da celulose (BUCKERIDGE; GOLDMAN, 2011). Em condições de HHP, 

múltiplos domínios internos hidrofóbicos de cavidades das proteínas são expostos à 

água com a desorganização protéica. Possivelmente este evento de pressurização 

seleciona regiões de aminoácidos hidrofóbicos, com CBMs ou não, que se ligam aos 
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açúcares redutores disponíveis para a hidrólise e aumentam a atividade celulásica. 

As CBMs mais conhecidas e estudadas são as CBMs de endoglicanases e 

celobiohidrolases de T. reesei. Pouco se conhece a cerca das CBMs de β-

glicosidases, quase nenhuma estrutura é relatada (BORASTON et al. 2004, NIMLOS 

et al. 2007). Estas regiões, dentro do próprio gênero Trichoderma, demonstram uma 

homologia com uma identidade de sequência em torno de 70% em diversas 

endoglicanases e exoglicanases. Porém, até então suas β-glicosidases não foram 

relatadas quanto à presença de CBMs (BUCKERIDGE; GOLDMAN, 2011). Nimlos et 

al. (2007) reportou por simulação computacional, que a CBM de celobiohidrolase I 

de T. reesei possuindo resíduos de tirosina na sua superfície hidrofóbica, foi capaz 

de se ligar via sua cadeia lateral à extremidade redutora  adjacente da celulose. Este 

mecanismo foi governado por quatro tirosinas da CBM, e estes resíduos de tirosina 

moveram de sua posição interna para formar interação de Van der Waals com a 

superfície de celulose. Este dado parece corroborar com os resultados encontrados 

na Figura 16 e 20, em que a tirosina interna (Y584,Y636, Y639) é situada próxima à 

cavidade, assim após a aplicação de pressão sua cadeia lateral poderia deslocar e 

se ligar às extremidades redutoras dos carboidratos por interações hidrofóbicas, 

aproximando o carboidrato do sítio ativo. Ao analisarmos os resíduos hidrofóbicos 

desta região na estrutura podemos encontrar resíduos semelhantes aos resíduos de 

regiões CBM tais como tirosina (Y) e fenilalanina (F), que formam a plataforma de 

ligação hidrofóbica nos sítios de reconhecimento de CBMs. Pode-se notar também 

que estes resíduos podem fazer parte do sítio ativo que contém os aminoácidos 

Y135, F654, T668, F669 e N670 (Figura 20 A e B). Assim a pressão ao aproximar 

esta enzima do substrato provocaria uma interação hidrofóbica ao expor, além dos 

resíduos de tirosina, também os de fenilalanina. Esta região β-pregueada pode 

provavelmente funcionar como uma CBM, visto que possui uma possível plataforma 

para CBMs e que as regiões do sítio ativo são próximas a essa região. Existem três 

tipos de CBMs, tipo A, B e C. Os tipos de CBMs A e B são ligantes da superfície dos 

polissacarídeos, o CBM tipo B possui uma maior especificidade de acordo com o 

polissacarídeo. As cadeias laterais aromáticas dos ligantes são imprescindíveis para 

o reconhecimento dos carboidratos pelas CBMs (BORASTON et al. 2004). CBMs do 
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tipo C são semelhantes à lectina, ligando-se a mono, di, ou trissacarídeos. Este tipo 

de CBM é chamado de ligante de pequenos açúcares. Rath et al. (1995) relatou o 

aumento da atividade β-glicosidase de T. reesei pela presença de manana de 

Saccharomyces cerevisiae, propondo que o aumento seria devido a ligação da 

proteína à manana, via manose. A manose é um monossacarídeo semelhante à 

glicose, assim os mecanismos de aumento das atividades β-glicosidásicas 

reportadas neste trabalho e reportadas por Rath et al. (1995) poderiam ser similares. 

Assim, visto que a remoção dos açúcares redutores afetou o aumento da atividade 

celulásica total dos fungos em condições de HHP, foi proposto investigar os efeitos 

de diferentes níveis de concentrações de glicose nas atividades glicosidásicas em 

condições de alta pressão hidrostática, usando as celulases precipitadas e celulases 

comerciais. Os resultados demonstraram que a crescente adição de glicose (Figura 

21) juntamente com os efeitos da HHP, aumentaram as atividades de todas as β-

glicosidases testadas, com exceção para a de A. niger (NOVOZYMES 188).  

 

 

 

Figura 21 Estrutura de Bgl1 de T. reesei (PDB:3ZYZ). (A) Estrutura β-pregueada mostrando regiões 

hidrofóbicas (cinza), cavidades (vermelho), N-glicosilação (amarelo), aminoácidos Y636, Y584 e Y639 

próximas às cavidades, e regiões com treoninas e serinas (azul). (B) regiões do sítio ativo (vermelho) 

com os aminoácidos Y135, F654, T668, F669 e N670 próximos à região de N-glicosilação (amarelo). 

A B 
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Este aumento foi estimulado por concentrações de até 10 mg.mL-1 (55 mM), 

com exceção para a β-glicosidase de A. niger (NOVOZYMES 188), a qual teve sua 

atividade inibida com valores de concentrações acima deste nível, porém a mesma 

foi resistente à pressão. Observou-se também que as β-glicosidases de P. variabile 

e de Trichoderma sp obtiveram as maiores atividades estimuladas por glicose, em 

condições de pressão atmosférica e HHP, aumentando sua atividade na presença 

de altas concentrações de glicose.  

Algumas celulases de microrganismos são reportadas como tolerantes ou 

estimuladas por glicose, como por exemplo β-glicosidase de Humicola grisea var. 

thermoidea e Scytalidium thermophilum, Trichoderma viride e Microbispora bispora 

(ZANOELO et al. 2004; NASCIMENTO et al. 2010). O térmita Neotermes 

koshunensis também possui uma β-glicosidase que é estimulada por glicose 

(UCHIMA et al. 2010).  

Os resultados deste trabalho demonstraram pela primeira vez o aumento da 

atividade β-glicosidásica de T. reesei (26921), P. variabile e de Trichoderma sp 

usando HHP em presença de glicose.  A atividade β-glicosidásica de T. viride, fungo 

do mesmo gênero de T. reesei e filogeneticamente próximo, foi reportada sendo 

estimulada por glicose à pressão atmosférica em concentrações de glicose similares 

às reportadas neste trabalho. A β-glicosidase de T. viride foi isolada do extrato 

enzimático bruto e sua atividade foi testada contra diferentes concentrações de 

glicose, o aumento da atividade foi encontrada entre 4 mM - 85 mM de glicose. 

Porém, quando a concentração de glicose foi maior do que 85 mM a atividade β-

glicosidásica de T. viride começou a decrescer rapidamente e chegou a zero em 162 

mM nas condições de pressão atmosférica (MAGUIRE et al. 1977).  

Esta cinética enzimática demonstrou-se similar à cinética encontrada neste 

trabalho para as β-glicosidases de T. reesei em similares condições de temperatura, 

tampão e pH, porém em condições de alta pressão hidrostática. As maiores 

atividades foram encontradas nas concentrações entre 55 mM e 110 mM de glicose, 

descrescendo após 110 mM e chegando a zero a 165 mM de glicose. A dimimuição 

das atividades, nestes relatos, após uma determinada concentração de glicose pode 
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estar ligada com o aumento da concentração de glicose e posterior competição entre 

o substrato e o sítio ativo da enzima, gradualmente, diminuindo a atividade β-

glicosidásica a partir de 10 mg.mL-1 (55 mM) (NASCIMENTO et al.  2010). 
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Figura 22 Atividade β-glicosidásicas a 50 ± 1 °C das celulases de: T. reesei 26921 (Sigma) ( ), A. 

niger (Novozymes 188) ( ), Trichoderma sp ( ), P. variabile ( ). Atividade β-glicosidásica a 300 MPa 

(linha tracejada) ou em pressão atmosférica (linha sólida). (p<0,05). 

Estes dados demonstraram que existe uma similaridade entre as sequências 

polipetídicas das enzimas, e uma similaridade das atividades das β-glicosidases 

estudadas neste trabalho com as de T.viride. Ainda, que estas enzimas de T. reesei 

e dos isolados da casca de coco podem adquirir cinéticas semelhantes às de 

T.viride após a aplicação da pressão hidrostática. Assim como também os isolados 

da casca de coco podem adquirir atividades β-glicosidásicas semelhantes às de 

T.viride na pressão atmosférica quando em presença de glicose. Ainda, de acordo 

com os dados, a atividade β-glicosidásica de T. reesei na pressão foi capaz de 
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resistir a maiores concentrações de glicose do que a atividade reportada para T. 

viride à pressão atmosférica. Vale reassaltar que as atividades β-glicosidásicas dos 

isolados da casca de coco também foram maiores do que as de T. viride. 

Os relatos de Maguire et al. (1977) e de Murao et al. (1992) juntamente 

analisados evidenciaram que fungos com β-glicosidases estimuladas por glicose à 

pressão atmosférica também podem ter suas celulases ativadas por HHP, tal como 

é relatado neste trabalho para Trichoderma sp e para P. variabile. Como as cinéticas 

das β-glicosidásicas dos fungos se mostraram semelhantes com relação ao aumento 

das atividades β-glicosidásicas em presença de glicose, provavelmente as 

sequências polipeptídicas das β-glicosidases de T. viride, T. reesei, Trichoderma sp 

e de P. variabile possuem semilaridade, assim como diferenças que podem 

evidenciar um mecanismo em comum para o aumento provocado pela pressão.  Ao 

realizarmos as análises de similaridade e alinhamento das sequências polipeptídicas 

de Bgl1 (β-glicosidase) de T. reesei (PDB: 3ZYZ) com a de outros organismos 

supracitados, apenas foi encontrado similaridade de 100% para Bgl1 de T. viride e 

de 60% para Bgl1 de A. niger (G3YD55_ASPNA) no TrEMBL. Com isso as 

sequências foram alinhadas com a sequêcia peptídica da β-glicosidase de A. 

aculeatus (similaridade reportada anteriormente) a fim de analisar as similaridades 

existentes entre as β-glicosidases dos organismos tratados na pressão e dos 

estimulados por glicose (Figura 23). 

 Glicosilação de proteínas é importante para a estabilidade, secreção e 

localização (MERIVUORI et al. 1985). Assim, ao analisarmos as regiões de N-

glicosilação e O-glicosilação nos resultados da Figura 22, notou-se que estas 

regiões são altamente conservadas em T. reesei, T. viride e em A. aculeatus. A 

presença destas regiões de glicosilação semelhantes nas proteínas demonstra a 

possibilidade do reconhecimento de glicose e manose, tanto à pressão atmosférica 

quanto em condições de HHP. Visto que a similaridade entre os resíduos de 

aminoácidos de Bgl1 de T. viride e de T. reesei foi de 100%, e que esta última foi 

estimulada por glicose somente em condições de pressão, podemos concluir que a 

Bgl1 de T. viride possui alguma região diferente em comparação à Bgl1 de T. reesei. 

Pois, se ambas possuem as mesmas sequências, T. reesei também deveria ser 
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estimulado por glicose à pressão atmosférica, porém o que acontece é que a sua 

enzima é inibida.  

 

gnl|pdb|3ZYZ|A               -----------------------------------------VVPPAGTPW 9 

gnl|trembl|C6GGC9_HYPRU      ----------MRYRTAAALALATGPFARADSHSTSGASAEAVVPPAGTPW 40 

gnl|sprot|BGL1_ASPAC         ----------MKLSWLEAAALTAASVVSADELAFSPPFYPSPWANGQGEW 40 

gnl|trembl|G3YD55_ASPNA      MGANLPLYLALLAGIIPWSTASSPPLNTRDDGAFSPPYYPAPNGGWLSDW 50 

                                                                              * 

 

gnl|pdb|3ZYZ|A               HFDDANITPRYEFGYGLSYTKFNYS-----RLSVLSTAK--SGPATGAV- 602 

gnl|trembl|C6GGC9_HYPRU      HFDDANITPRYEFGYGLSYTKFNYS-----RLSVLSTAK--SGPATGAV- 633 

gnl|sprot|BGL1_ASPAC         GFDKRNETPIYEFGHGLSYTTFNYSGLHIQVLNASSNAQ--VATETGAAP 683 

gnl|trembl|G3YD55_ASPNA      HFLKANITPRYPFGHGLSYTTFTYSTPSLTTVTDLDTAYPPARPSKGPTP 684 

                              * . * ** * **:*****.*.**      :.  ..*     . .*..  

                                                                              

gnl|pdb|3ZYZ|A               VPGGPSD------------------LFQNVATVTVDIANSGQVTGAEVAQ 634 

gnl|trembl|C6GGC9_HYPRU      VPGGPSD------------------LFQNVATVTVDIANSGQVTGAEVAQ 665 

gnl|sprot|BGL1_ASPAC         VPEGATDGSPQPVLPAGGGSGGNPRLYDELIRVSVTVKNTGRVAGDAVPQ 782 

gnl|trembl|G3YD55_ASPNA      YPSGYST-TPKPAPRAGGGAGGNPALWDVAFAVDVTITNSGNVSGRAVAQ 777 

                              * * :                   *::    * * : *:*.*:*  *.* 

 

gnl|pdb|3ZYZ|A               LYITYPSS--APRTPPKQLRGFAKL-NLTPGQSGTATFNIRRRDLSYWDT 681 

gnl|trembl|C6GGC9_HYPRU      LYITYPSS--APRTPPKQLRGFAKL-NLTPGQSGTATFNIRRRDLSYWDT 712 

gnl|sprot|BGL1_ASPAC         LYVSLG----GPNEPKVVLRKFDRL-TLKPSEETVWTTTLTRRDLSNWDV 827 

gnl|trembl|G3YD55_ASPNA      LYVELPTDTLGVDAPSRQLRQFEKTGILEPGESQTVVLNVTRKDVSIWDV 827 

                             **:       .   *   ** * :   * *.:. . . .: *:*:* **. 

 

gnl|pdb|3ZYZ|A               ASQKWVVPSGSFGIS--VGASSRDIRLTSTLSVA---- 713 

gnl|trembl|C6GGC9_HYPRU      ASQKWVVPSGSFGIS--VGASSRDIRLTSTLSVA---- 744 

gnl|sprot|BGL1_ASPAC         AAQDWVITSYPKKVH--VGSSSRQLPLHAALPKVQ--- 860 

gnl|trembl|G3YD55_ASPNA      EVQDWRVPVGREGVRFWVGESLGDLRGSCLVGGGCEGV 865 

                               *.* :.     :   ** *  ::   . :        

 

 

Figura 23 Múltiplo alinhamento das sequências polipeptídicas de Bgl1 de: T.reesei (PDB:3ZYZ), T. 

viride (C6GGC9_HYPRU), A. aculeatus (BGL1_ASPAC), A. niger (G3YD55_ASPNA). Em cinza: 

aminoácidos das regiões do sítio ativo (N670, T668, F669, F654), N-glicosilação e O-glicosilação 

localizadas na região β-pregueada de 3ZYZ estudada. (*) resíduos similares, (: .) resíduos com 

propriedades semelhantes e (-) ausência de aminoácidos similares „gaps‟.  

  

 Ao analisarmos a sequência polipeptídica de T. viride foi observado que a 

sua região N-terminal em Bgl1 (Figura 22, região de aa de 1-28), não foi similar na 

sequencia de T. reesei, e que a mesma possui a presença de treoninas (T) e serinas 

(S), as quais são regiões de O-glicosilação. Assim outras regiões foram analisadas, 

tais como regiões de N-glicosilação, as quais se ligam mais facilmente à glicose do 

que à manoses (as manoses são frequentemente reconhecidas por regiões de O-

glicosilação) (BERG et al. 2002). Ao analisarmos os resultados da Figura 23 

podemos perceber apenas uma região de N-glicosilação similar para as β-

glicosidases de T. reesei, T. viride e A. aculeatus, celulases ativadas por pressão à 

temperatura em torno de 22 – 37 °C. Assim podemos concluir que esta região de 
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glicosilação pode ser afetada por pressão. Ainda analisando os resultados, podemos 

notar que a região de N-glicosilação de A. niger não foi similar, o que corrobora com 

os nossos resultados, pois a atividade β-glicosidásica de A. niger não foi ativada por 

pressão. Isto evidenciou que durante a aplicação da pressão a glicose pode se ligar 

somente às β-glicosidases de T. reesei, T. viride, A. aculeatus, o que poderia 

estabilizar a Bgl e aumentar a sua atividade (Figura 23). Outras regiões de T e S 

também foram repetitivas em T. reesei, T. viride e A. aculeatus e também não são 

similares às de A. niger, porém estas regiões são frequentemente reportadas para 

reconhecimento de manose (BERG et al. 2002). Estas regiões de treoninas e 

serinas podem vir a confirmar o aumento da atividade β-glicosidásica para T. reesei 

provocada por manana e reportada por Rath et al. (1995). Regiões de arginina (R) 

também foram repetitivas, o que também evidenciou uma ligação à glicose. As 

regiões do sítio ativo também foram diferentes entre T. reesei e A. niger, o que 

provocaria diferentes reações ao usarmos a alta pressão, por exemplo uma V814 

(de A. niger) no lugar de uma T668 (de T.reesei) (Figura 23). A treonina é um 

aminoácido alcoólico e valina (V) é um aminoácido hidrofóbico, treonina se liga 

facilmente aos carboidratos no sítio ativo via sua cadeia lateral alcoólica, o que não 

acontece com a valina (BERG et al. 2002). Estas diferenças encontradas poderiam 

explicar o motivo da atividade β-glicosidásica de A. niger não ser aumentada pela 

pressão hidrostática.  

           Visto as características analisadas acima das regiões polipeptídicas, 

poderíamos supor esta região β-pregueada como uma possível região CBM do tipo 

C, CBM como lectinas, por possuir a plataforma de aminoácidos tais como de CBMs, 

contendo tirosina, fenilalanina e triptofano, e por possuir regiões de N-glicosilação e 

O-glicosilação (repetitivas) e ser próxima dos aminoácidos do sítio ativo. CBMs e 

floculinas são proteínas como lectinas. A estrutura mais relevante do PDB para 

floculina foi encontrada usando o MRS (PDB: 2XJQ). Esta estrutura ao ser analisada 

no Swissprot (FLO5_YEAST) demonstrou cerca de 6 regiões de N-glicosilação e 

duas regiões repetitivas ricas em treoninas e serinas, sendo a região de 

reconhecimento do açúcar rica em tirosina. Ao compararmos os PDBs de Flo5 

(2XJQ) e da região β-pregueada de Bgl1 (3ZYZ) pode-se perceber também a 
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repetição de aminoácidos tais como T e S, e a presença de regiões de N-

glicosilações e estruturas 3D semelhantes, assim como regiões de tirosinas que 

podem participar do reconhecimento dos açúcares de ambas (Figura 24). Manana 

da parede celular de S. cerevisiae é um polissacarídeo constituído de manose e 

envolvido no processo de floculação das leveduras através da interação das suas 

paredes celulares via ligação do monossacarídeo manose a proteínas da parede 

celular chamadas de floculinas. O aumento da atividade reportada para β-

glicosidase de T. reesei via ligação à manana (RATH et al. 1995) indica que para 

esta enzima pode existir uma CBM do tipo C ou um mecanismo de reconhecimento 

de manose à pressão atmosférica. 

 

 

 

Figura 24 Análise das estruturas de 3ZYZ e de 2XJQ. (A) Flo5 (2XJQ) de S. cerevisiae (B) região β-

pregueada de Bgl1 (3ZYZ) de T. reesei. Em azul, aminoácidos alcoólicos, serinas (S) e treoninas (T) 

e algumas tirosinas (Y). Em amarelo, regiões de N-glicosilações. Ligantes do sítio ativo em azul 

escuro. 

 

           Ainda, β-glicosidases de T. reesei podem ser ancoradas à parede celular 

quando a sua secreção é insuficiente via glicano âncora, tal como as floculinas que 

também são proteínas do tipo GPI ancoras. Estes dados mostram uma relação de β-

glicosidases de T. reesei com floculinas, e alguma função relacionadas com lectina 

(MESSNER et al. 1990, VEELDERS et al. 2010). A rotação dos resíduos de tirosina 

(Figura 23) em condições de HHP poderia aumentar a ligação aos carboidratos e 

A B 
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essa região funcionaria como CBM do tipo C, resíduos de tirosina são comumente 

encontrados realizando ligações com carboidratos em lectinas (NIMLOS et al. 2007).  

           A análise da sequência de outra Bgl de T. reesei, a Bgl2, usando a análise de 

similaridade e alinhamento contra o TrEMBL e Swissprot, também demonstrou que 

esta β-glicosidase (PDB:3AHY) possui similaridade com algumas β-glicosidases 

estimuladas por glicose de organismos supracitados neste trabalho. As maiores 

similaridades foram encontradas para T. viride e A. niger (Tabela 2).  

 

Tabela 2 Análise de similaridade e alinhamento das sequências homólogas de Bgl2 (PDB:3AHY).  

 

          Estas proteínas foram alinhadas para análise, como mostrado no múltiplo 

alinhamento abaixo (Figura 25). Apenas uma região de N-glicosilação foi encontrada 

como idêntica, e apenas nas β-glicosidases das espécies com maiores similaridades 

entre si (T. reesei, T. viride e A. niger). Essas regiões foram analisadas usando a 

estrutura de Bgl2 de T. reesei (PDB:3AHY), pois não foram encontrados os PDBs 

para as Bgl2 das outras espécies. A análise dessa região de glicosilação (N368-

G369-T370) mostrou que a mesma é interna e próxima ao sítio ativo, também 

próxima das cavidades, o que confirma a presença de um padrão quanto à região de 

glicosilação nestas enzimas, assim como nos dados anteriores analisados (Figura 

26, 17 e 19). Podemos perceber nos resultados da Figura 26, que existe uma 

tendência de aumento das cavidades ao redor do sítio ativo. Boonyaratanakornkit et 

al. (2002) reportou que pressões acima de 200 MPa podem acessar as cavidades, 

hidratando-as e promovendo um aumento do volume das mesmas. Os efeitos de 

hidratação tendem a desnaturar as proteínas por romper as ligações hidrofóbicas, 

porém, quando existem carboidratos no meio reacional, os mesmos diminuem a 

energia livre da água por modificação osmótica do meio, diminuindo a hidratação da 

proteína. 

Organismo Similaridade Score E-value 

Aspergillus niger 92% 2216 5.13e-249 

Trichoderma viride 90% 2023 2.03e-226 

Neotermes koshunensis 60% 808 1.75e-85 

Microbispora bispora 58% 868 1.89e-92 
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gnl|trembl|Q9P456_ASPNG      YQIEGAVDQDGRGPSIWDTFCAQ-PGKIADGSSGVTACDSYNRTAEDIAL 63 
gnl|trembl|O93785_HYPJE      YQIEGAVDQDGRGPSIWDTFCAQ-PGKIADGSSGVTACDSYNRTAEDIAL 63 

gnl|trembl|Q7Z7X1_TRIVI      YQIEGAVDQDGRGPSIWDTFCAQ-PGKIADGSSGVTACDSYNRTAEDIAL 63 

gnl|trembl|Q8T0W7_9NEOP      YQIEGAWDENGKGPNIWDTLTHEHPDYVVDGATGDIADDSYHLYKEDVKI 93 

gnl|sprot|BGLB_THEBI         YQIEGAWREDGRG--LWDVFSHT-PGKVASGHTGDIACDHYHRYADDVRL 97 

                             ******  ::*:*  :**.:    *. :..* :*  * * *:   :*: : 

 

gnl|trembl|Q9P456_ASPNG      FITLFHWDL---LHQRYGGLLNRTEFPLDFENYARVMFRALP-KVRNWN- 156 

gnl|trembl|O93785_HYPJE      FITLFHWDLPEGLHQRYGGLLNRTEFPLDFENYARVMFRALP-KVRNWIT 162 

gnl|trembl|Q7Z7X1_TRIVI      FITLFHWDLPEGLHQRYGGLLNRTEFPLDFENYARVMFRALP-KVRNWIT 162 

gnl|trembl|Q8T0W7_9NEOP      MVTMYHWDLP-QALQDLGGWPN-LVLAKYSENYARVLFKNFGDRVKLWLT 190 

gnl|sprot|BGLB_THEBI         YPTLYHWDLP-QTLEDRGGWAARDTAYR-FAEYALAVHRRLGDRVRCWIT 193 

                               *::****     :  **            :** .:.: :  :*: *   

 

gnl|trembl|Q9P456_ASPNG      --EPLCSAIPGYGSGS-FAPGRQST-SEPWTVGHNILVAHGRAVKAYRDD 202 

gnl|trembl|O93785_HYPJE      FNEPLCSAIPGYGSGT-FAPGRQST-SEPWTVGHNILVAHGRAVKAYRDD 210 

gnl|trembl|Q7Z7X1_TRIVI      FNEPLCSAIPGYGSGT-FAPGRQST-SEPWTVGHNILVAHGRAVKAYRDD 210 

gnl|trembl|Q8T0W7_9NEOP      FNEPLT-FMDGYASEIGMAPSINTPGIGDYLAAHTVIHAHARIYHLYDQE 239 

gnl|sprot|BGLB_THEBI         LNEPWVAAFLATHRGA-----PGAADVPRFRAVHHLLLGHGLGLRLR--- 235 

                               **    : .            :.    : . * :: .*.   :      

 

gnl|trembl|Q9P456_ASPNG      FKPASGDGQIGIVLNGDFTYPWDAADPADKE----RLEFFTAWFADPIYL 248 

gnl|trembl|O93785_HYPJE      FKPASGDGQIGIVLNGDFTYPWDAADPADKEAAERRLEFFTAWFADPIYL 260 

gnl|trembl|Q7Z7X1_TRIVI      FKPASGDGQIGIVLNGDFTYPWDAADPADKEAAERRLEFFTAWFADPIYL 260 

gnl|trembl|Q8T0W7_9NEOP      FRAEQG-GKVGISLNINWCEP-ATNSAEDRASCENYQQFNLGLYAHPIFT 287 

gnl|sprot|BGLB_THEBI         ---SAGAGQLGLTLS---LSPVIEARPGVRGGGRRVDALANRQFLDPALR 279 

                                  * *::*: *.     *     .  :        :    : .*    

 

gnl|trembl|Q9P456_ASPNG      --GDYPASMRKQLG----------DRLPTFTPEERALVHGSNDFYGMNHY 286 

gnl|trembl|O93785_HYPJE      --GDYPASMRKQLG----------DRLPTFTPEERALVHGSNDFYGMNHY 298 

gnl|trembl|Q7Z7X1_TRIVI      --GDYPASMRKQLG----------DRLPTFTPEERALVHGSNDFYGMNHY 298 

gnl|trembl|Q8T0W7_9NEOP      EEGDYPAVLKDRVSRNSADEGYTDSRLPQFTAEEVEYIRGTHDFLGINFY 337 

gnl|sprot|BGLB_THEBI         --GRYPEEVLKIMAG---------HARLGHPGRDLETIHQPVDLLGVNYY 318 

                               * **  : . :.               .. .:   :: . *: *:*.* 

 

gnl|trembl|Q9P456_ASPNG      TSNYIRHRSSPASADDTVGNVDVLFTNKQGNCIGPETQSPWLRPCAAGFR 336 

gnl|trembl|O93785_HYPJE      TSNYIRHRSSPASADDTVGNVDVLFTNKQGNCIGPETQSPWLRPCAAGFR 348 

gnl|trembl|Q7Z7X1_TRIVI      TSNYIRHRSSPASTTPSATSTCSSPTSR--ATASAPRRSPPLAPVRPAAT 346 

gnl|trembl|Q8T0W7_9NEOP      TA-LLGKSGVEGYEPSRYRDSGVILTQD---AAWPISASSWLKVVPWGFR 383 

gnl|sprot|BGLB_THEBI         SHVRLAAEGEPAN---RLPGSEGIRFER------PTAVTAWPGDRPDGLR 359 

                             :   :   .  .       .      .       .   :.       .   

 

gnl|trembl|Q9P456_ASPNG      DFLVWTSKRYGSPPIYVTENGTSIKGESDLPNEKILEDDFRVKYYNEYIR 386 

gnl|trembl|O93785_HYPJE      DFLVWISKRYGYPPIYVTENGTSIKGESDLPKEKILEDDFRVKYYNEYIR 398 

gnl|trembl|Q7Z7X1_TRIVI      SWCG--SARGTYPPIYVTENGTSIKGESDLPKEKILEDDFRVKYYNEYIR 394 

gnl|trembl|Q8T0W7_9NEOP      KELNWIKNEYNNPPVFITENGFSDYGG--------LNDTGRVHYYTEHLK 425 

gnl|sprot|BGLB_THEBI         TLLLRLSRDYPGVGLIITENGAAFDDRAD---GDRVHDPERIRYLTATLR 406 

                                   .       : :**** :  .         :.*  *::* .  :: 

 

gnl|trembl|Q9P456_ASPNG      AMVTAVELDGVNVR--------------------FGVTYVDYEN-GQKRF 415 

gnl|trembl|O93785_HYPJE      AMVTAVELDGVNVKGYFAWSLMDNFEWADGYVTRFGVTYVDYEN-GQKRF 447 

gnl|trembl|Q7Z7X1_TRIVI      AMVTAVELDGVNVKGYFAWSLMDNFEWADGYVTRFGVTYVDYEN-GQKRS 443 

gnl|trembl|Q8T0W7_9NEOP      EMLKAIHEDGVNVIGYTAWSLMDNFEWLRGYSEKFGIYAVDFEDPARPRI 475 

gnl|sprot|BGLB_THEBI         AVHDAIMAG-ADLRGYFVWSVLDNFEWAYG-YHKRGIVYVDYTT--MRRI 452 

                              :  *:  . .::                      *:  **:      *  

  

 

 

Figura 25 Múltiplo alinhamento das sequências polipeptídicas: A. niger (Q9P456_ASPNG), T.reesei 

(O93785_HYPJE), T.viride (Q7Z7X1_TRIVI), N. koshunensis (Q8T0W7_9NEOP), M. bispora 

(BGLB_THEBI). Regiões em cinza demonstram as regiões do sítio ativo e de possíveis glicosilações. 

(*) resíduos similares,  (: .) resíduos com propriedades semelhantes e (-) ausência de aminoácidos. 
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Figura 26 Análise da estrutura de Bgl2 de T.reesei (3AHY). (A) Regiões de glicosilação em amarelo, 

regiões do sítio ativo em vermelho, cavidades em verde. (B) Região de glicosilação em amarelo 

(N368-G369-T370), E367 (glutamato em vermelho) conectado à região de glicosilação, cavidade 

próxima a T370. 

 

 Ao mesmo tempo, a pressão ao comprimir as cavidades, pode aumentar o 

contato dos resíduos do sítio ativo com o substrato e com os carboidratos do meio 

reacional. Como o meio reacional das atividades testadas estava rico em 

carboidratos podemos concluir que existe uma diminuição da hidratação, e uma 

compressão das cavidades aproximando-os do sítio ativo. Podemos assim propor 

que a compressão promove a ligação da glicose a resíduos de glicosilação internos 

que foram expostos pelas flutuações conformacionais causadas pela pressão, 

modificando a conformação da enzima para uma forma mais ativa e estável (Figura 

24). A ligação da glicose aos resíduos de treonina (T370) ou de asparagina (N368) 

poderia provocar a modificação da estrutura do sítio ativo, já que essa região de N-

glicosilação é conectada a um resíduo do sítio ativo o glutamato (E367), assim este 

resíduo poderia ser deslocado após essa ligação à glicose e modificaria o seu 

mecanismo de retenção no sítio ativo da enzima. Durante o mecanismo de retenção 

o primeiro passo é o de ligação da celobiose ao sítio ativo via ligação de hidrogênio 

aos resíduos de W425, E424, W417, Q45, H119, após este evento, o glutamato 

(E367) age como um nucleófilo e ataca o carbono anomérico da ligação glicosídica 

A B 
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da celobiose se ligando à glicose e formando um covalente intermediário glicosil-

enzima (EG). Assim a ligação glicosídica da celobiose é quebrada liberando a 

primeira molécula de glicose. No segundo passo, uma molécula de água ataca a 

ligação covalente do intermediário glicosil-enzima (EG) liberando a molécula de 

glicose e o glutamato para uma nova reação (JENG et al. 2012). Assim, a ligação da 

glicose ao N368 ou ao T370 poderia rotacionar E367, visto que o resíduo de glicina 

(G369) situado entre N368 e T370 é um aminoácido flexível, assim esta rotação 

hipoteticamente provocaria a mudança da posição do resíduo de E367 para próximo 

ao substrato/carboidrato. Visto que a pressão comprime as cavidades, durante este 

processo, juntamente com a ligação da glicose, todos os resíduos do sítio ativo 

poderiam ser aproximados do substrato. Desta maneira, E367 pode reagir facilmente 

ao substrato hidrolisando-o mais rapidamente, isto poderia ocorrer por diminuição da 

distância de ligação ao substrato e do tempo de reação, aumentando assim a 

velocidade da reação. Podemos notar que esta região de glicosilação está presente 

também em A. niger, uma explicação para a não estimulação de sua atividade β-

glicosidásica por glicose em condições de HHP seria a ausência de resíduos do sítio 

ativo tais como E424, W425 e W417, os quais são responsáveis por reter a 

celobiose via ligação de hidrogênio com as hidroxilas no sítio ativo. O triptofano (W) 

é conhecido por possuir uma grande cadeia lateral aromática, assim, ao usarmos a 

pressão, a cadeia lateral deste resíduo poderia ser aproximada do substrato no sítio 

ativo e este aminoácido poderia se ligar facilmente ao substrato aumentando a 

velocidade de reação (BERG et al, 2002). Podemos perceber que todas as β-

glicosidases estimuladas por glicose possuem idênticos aminoácidos no sítio ativo, 

principalmente E424, W425 e W417. Algumas β-glicosidases foram reportadas com 

suas atividades aumentadas pela pressão, entre elas podemos citar as de Rubus 

idaeus, Fragaria×ananassa, Sulfolobus sulfotaricus e a de Pyrococcus furiosus 

(HAMON et al. 1996, EISENMENGER; CORCUERA, 2009), porém somente as duas 

últimas foram encontradas com sequências polipeptídicas e estruturas disponíveis 

em banco de dados (PDBs: 2CER e 3APG respectivamente). Assim o alinhamento 

das β-glicosidases de S. sulfotaricus e de P. furiosus foi realizado com as de Bgl2 

(3AHY) de T. reesei e com a de A. niger, como mostrado abaixo na Figura 27. 
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gnl|pdb|3AHY|A               --MLPKDFQWGFATAAYQIEGAVDQDGRGPSIWDTFCAQPGKIADGSSGV 48 

gnl|trembl|Q9P456_ASPNG      --MLPKDLQWGFAKAAYQIEGAVDQDGRGPSIWDTFCAQPGKIADGSSGV 48 

gnl|pdb|3APG|A               MAKFPKNFMFGYSWSGFQFEMGLPGSE-VESDWWVWVHDKENIASGLVSG 49 

gnl|pdb|2CER|A               MYSFPNSFRFGWSQAGFQSEMGTPGSEDPNTDWYKWVHDPENMAAGLVSG 50 

                                :*:.: :*:: :.:* * .   .    : *  :  :  ::* *  .  

 

gnl|pdb|3AHY|A               TACDS----YNRTAEDIALLKSLGAKSYRFSISWSRIIPEGGRGDAVNQA 94 

gnl|trembl|Q9P456_ASPNG      TACDS----YNRTAEDIALLKSLGAKSYRFSISSR--IPEGGRGDAVNQA 92 

gnl|pdb|3APG|A               DLPENGPAYWHLYKQDHDIAEKLGMDCIRGGIEWARIFPKPTFDVKVDVE 99 

gnl|pdb|2CER|A               DLPENGPGYWGNYKTFHDNAQKMGLKIARLNVEWSRIFPNP-LPRPQNFD 99 

                                :.    :          :.:* .  * .:.    :*:       :   

 

gnl|pdb|3AHY|A               GIDHYVKFVDDLLDAGITPFITLFHWDLPEGLHQRYGG--------LLNR 136 

gnl|trembl|Q9P456_ASPNG      GIDHYVKFVDDLLDAGITPFITLFHWDL---LHQRYGG--------LLNR 131 

gnl|pdb|3APG|A               KDEEGNIISVDVPESTIKELEKIANMEALEHYRKIYSDWKERGKTFILNL 149 

gnl|pdb|2CER|A               ESKQ-DVTEVEINENELKRLDEYANKDALNHYREIFKDLKSRGLYFILNM 148 

                               ..      :: :  :. :    : :     :: : .        :**  

 

gnl|pdb|3AHY|A               TEFPLDFENYARVMFRALPKVRNWITFNEPLCSAIPGYGSGTFAPGRQST 186 

gnl|trembl|Q9P456_ASPNG      TEFPLDFENYARVMFRALPKVRNWN---EPLCSAIPGYGSGSFAPGRQST 178 

gnl|pdb|3APG|A               YHWPLPLWIHDPIAVRKLGPDRAPAGWLDEKTVVEFVKFAAFVAYHLDDL 199 

gnl|pdb|2CER|A               YHWPLPLWLHDPIRVRR-GDFTGPSGWLSTRTVYEFARFSAYIAWKFDDL 197 

                              .:** :  :  : .*            .          :. .*   :.  

 

gnl|pdb|3AHY|A               SEPWTVGHNILVAHGRAVKAYRDDFKPASGDGQIGIVLNGDFTYPWDAAD 236 

gnl|trembl|Q9P456_ASPNG      SEPWTVGHNILVAHGRAVKAYRDDFKPASGDGQIGIVLNGDFTYPWDAAD 228 

gnl|pdb|3APG|A               VDMWSTMNEPNVVYNQGYINLRSGFPPGYLSFEAAEKAKFNLIQAHIGAY 249 

gnl|pdb|2CER|A               VDEYSTMNEPNVVGGLGYVGVKSGFPPGYLSFELSRRAMYNIIQAHARAY 247 

                              : ::. ::  *. . .    :..* *.  . : .     ::  .   *  

 

gnl|pdb|3AHY|A               PADKEAAERRLEFFTAW-FADPIYLGDYPASMRKQLGDRLPTFTPEER-- 283 

gnl|trembl|Q9P456_ASPNG      PADKE----RLEFFTAW-FADPIYLGDYPASMRKQLGDRLPTFTPEER-- 271 

gnl|pdb|3APG|A               DAIKEYSEKSVGVIYAFAWHDPLAEEYKDEVEEIRKKD--YEFVTILH-- 295 

gnl|pdb|2CER|A               DGIKSVSKKPVGIIYANSSFQPLTDKDMEAVEMAENDNRWWFFDAIIRGE 297 

                              . *.     : .: *    :*:           .  :    * .  :   

 

gnl|pdb|3AHY|A               ----------ALVHGSNDFYGMNHYTSNYIRHRSSPASADDTVGNVDVLF 323 

gnl|trembl|Q9P456_ASPNG      ----------ALVHGSNDFYGMNHYTSNYIRHRSSPASADDTVGNVDVLF 311 

gnl|pdb|3APG|A               ------------SKGKLDWIGVNYYSRLVYGAKDGHLVPLPGYG---FMS 330 

gnl|pdb|2CER|A               ITRGNEKIVRDDLKGRLDWIGVNYYTRTVVKRTEKGYVSLGGYG---HGC 344 

                                          :*  *: *:*:*:       .    .    *       

 

gnl|pdb|3AHY|A               TNKQGNCIGPETQSPWLRPCAAGFRDFLVWISKRYGYPPIYVTENGTSIK 373 

gnl|trembl|Q9P456_ASPNG      TNKQGNCIGPETQSPWLRPCAAGFRDFLVWTSKRYGSPPIYVTENGTSIK 361 

gnl|pdb|3APG|A               ERGGFAKSGRPASDFGWEMYPEGLENLLKYLNNAYELP-MIITENGMADA 379 

gnl|pdb|2CER|A               ERNSVSLAGLPTSDFGWEFFPEGLYDVLTKYWNRYHLY-MYVTENGIADD 393 

                              .      *  :..   .  . *: :.*    : *    : :**** :   

                         

gnl|pdb|3AHY|A               SLMDNFEWADGYVTRFGVTYVDYENGQKRFPK-----KSAKSLKPLFDEL 462 

gnl|trembl|Q9P456_ASPNG      ---------------FGVTYVDYENGQKRFPK-----KSAKSLKPLFDEL 430 

gnl|pdb|3APG|A               -LTDNYEWAQGFRMRFGLVYVDFETKKRYLRPSALVFREIATQKEIPEEL 461 

gnl|pdb|2CER|A               -LADNYEWASGFSMRFGLLKVDYNTKRLYWRPSALVYREIATNGAITDEI 475 

                                            **:  **::. :          :.  :   : :*: 

 

 

Figura 27 Múltiplo alinhamento das sequências de Bgl2 de: A. niger (Q9P456_ASPNG), T.reesei 

(3AHY), S. sulfotaricus (2CER) e P. furiosus (3APG). Regiões em cinza demonstram as regiões do 

sítio ativo e de possíveis glicosilações. (*)resíduos similares, ( : .) resíduos com propriedades 

semelhantes e (-) ausência de aminoácidos similares „gaps‟. 

 Ao analisarmos os resultados do alinhamento da Figura 27 foi observada a 

existência de similaridade da maioria dos resíduos do sítio ativo, com exceção para 
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os resíduos de E424, W425 e W417, onde encontramos um „gap‟ para Bgl2 de A. 

niger (Q9P456_ASPNG). Os resíduos de E424 e W425 foram similares para 3AHY, 

2CER e 3APG.  Este resultado novamente reforça os resultados do alinhamento da 

Figura 25. Podemos assim concluir que estes resíduos poderiam ser afetados por 

pressão, e que estariam envolvidos no aumento da atividade β-glicosidásica de T. 

reesei na presença de glicose ao usarmos HHP.   

 O múltiplo alinhamento destas sequências polipeptídicas demonstrou alguns 

resíduos do sítio ativos que não foram similares entre as β-glicosidases estimuladas 

por pressão. Assim, o alinhamento das estruturas de β-glicosidases de S. 

sulfotaricus (2CER) e de P. furiosus (3APG) contra a Bgl2 de T. reesei (3AHY) foi 

realizado no YASARA a fim de encontrar qual destes resíduos realmente não seria 

alinhado. A similaridade das estruturas de 2CER e de 3AHY foi de 29,25%, 

enquanto que para as estruturas de 3APG e de 3AHY foi de 28,1%. Como a 

similaridade encontrada para 2CER foi maior, seguiu-se com a investigação deste 

alinhamento estrutural (Figura 28). Nos resultados da Figura 28, podemos perceber 

que as estruturas secundárias β-pregueadas do sítio ativo das proteínas se alinham 

ao redor do ligante. Assim podemos dizer que as estruturas, ao que se refere aos 

resíduos de aminoácidos do sítio ativo, são conservadas. 

 A análise dos resíduos do sítio ativo demonstrou que o resíduo W339 de 

3AHY não se alinha com o W361 de 2CER, ocupando uma posição e rotação 

diferente dentro do „pocket‟ (Figura 27). Assim o resíduo W339 poderia estar 

envolvido com o mecanismo de estímulo por glicose. 2CER é ativada na pressão 

sem presença de glicose, e as β-glicosidases de T. reesei (3AHY) foram ativadas 

por pressão na presença de glicose. Já que o resíduo de triptofano (W339) 

supracitado não encontrou alinhamento na estrutura de 2CER, podemos concluir 

que este resíduo estaria ligado com o aumento da atividade na presença de glicose. 

 Podemos observar nos resultados do alinhamento da Figura 25, que W339 

alinha com outros triptofanos (W) de β-glicosidases estimuladas por glicose, tais 

como de N. koshunensis, de M. bispora, e também se alinha com a prolina (P) de T. 

viride, a prolina é rígida tal como o triptofano e apresenta propriedades semelhantes. 

Estes dados podem confirmar o envolvimento deste resíduo no mecanismo de 
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estimulação por glicose (BERG et al. 2002). O W339 não faz parte do mecanismo de 

retenção realizado pela enzima 3AHY, porém por ser o resíduo com maior cadeia 

lateral aromática, pode estar envolvido com o deslocamento de resíduos próximos. 

 

 

 

Figura 28  Alinhamento estrutural dos PDBs: 2CER e de 3AHY. (A) 2CER em cinza e 3AHY em azul, 

ligante do sítio ativo em vermelho. (B) Resíduos do sítio ativo alinhados, resíduos de 3AHY (azul) e 

os resíduos de 2CER (vermelho). Resíduo não alinhado W339. 

 

 Jeng et al. (2012) reportou o W339 da Bgl2 de T. reesei possuindo a mesma 

posição estrutural que o W374 de N. koshunensis, e ainda reportou a estrutura do 

sítio ativo da β-glicosidase de N. koshunensis com alta similaridade para a Bgl2 de 

T. reesei com apenas dois resíduos diferentes, uma metionina (M207) no lugar de 

uma fenilalanina (F179), e uma treonina (T192) no lugar de uma cisteína (C168). 

Como estas duas enzimas são estimuladas por glicose e são enzimas de 

organismos filogeneticamente distantes, estes dados supracitados confirmariam o 

envolvimento destes resíduos no estímulo da atividade por glicose (JENG et al. 

2012). Ao analisarmos a região que contém o W339, nos resultados da Figura 25, 

podemos notar que a Bgl2 de T. viride (a qual possui 90% de similaridade com Bgl2 

de T. reesei), apenas difere da Bgl2 de T. reesei na sequência que inicia em T312 e 

termina em T355. Nota-se que nesta região de Bgl2 de T. viride existe uma repetição 

de resíduos de Serina e Treonina, onde a glicose poderia se ligar. Isto explicaria o 

aumento da atividade β-glicosidásica à pressão atmosférica na presença de glicose 

A B 
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como reportado por Maguire (1976). Ao analisarmos os resíduos idênticos de 

glicosilação nesta região para as sequências de Bgl2 de T. viride e de T. reesei,  

alguns resíduos de Bgl2 de T. viride foram encontrados como similares em 3AHY de 

T. reesei, tais como T315, T324, K326, C330, T335, S337, S340 e R348. Treoninas 

e serinas são aminoácidos alcoólicos e envolvidos nos processos de glicosilação, 

lisina (K) e arginina (R) são envolvidos em processos de glicação, e cisteína é 

extremamente reativa podendo promover ligações. Como não existem estruturas 

reportadas para a Bgl2 de T. viride, as estruturas de Bgl2 de T. viride e de T. reesei 

não foram alinhadas no YASARA, contudo, o PDB de 3AHY foi utilizado para análise 

das sequências de aminoácidos similares (Figura 29 A e B). Pode-se notar que 

W339 é próximo a S337, a ligação da glicose a S337 ou a outros resíduos desta 

parte da sequência (como T315, T324, K326, C330, T335, S337, S340 e R348) 

provocaria o deslocamento da cadeia lateral de W339 para uma posição mais ativa. 

Observou-se também que S337 e T335 são próximos à região interna de N-

glicosilação (N368-G369-T370), o que aumenta a possibilidade de glicosilação e 

uma mudança conformacional do sítio ativo.  

 A Bgl2 de T. reesei é uma molécula formada por 4 subunidades e ao 

analisarmos a presença de suas cavidades, usando WHAT IF, foi encontrado que a 

região de aminoácidos estudada em questão (A312-G359 em T. reesei/T312-T355 

em T. viride) é localizada próxima às cavidades da proteína (Figura 29 C), ainda, 

estas cavidades e estes aminoácidos foram encontrados na região de interação 

hidrofóbica (Figura 29 D). A análise utilizando WHAT IF demonstrou que os resíduos 

de números: 314, 315, 318, 326, 327, 339, 342, 345, 348, 349,352, 353, 355,356, 

359, 360, 361 são próximos ou embebidos nas cavidades. Assim os resíduos T315, 

K326, R348 e S355 podem ser importantes resíduos no aumento da atividade de 

Bgl2 (Figura 29 A e B). Usando YASARA alguns resíduos tais como T324, K326 e 

C334 foram encontrados na região de interação hidrofóbica com ausência de 

cavidades, porém em uma região β-pregueada interna hidrofóbica que poderia ser 

acessada por HHP (Figura 29 B).  
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Figura 29  Análise dos resíduos de aminoácidos de 3AHY (A312 - G359 em T. reesei/T312-T355 em 

T. viride). (A) Resíduos hidrofílicos (azul escuro, verde, vermelho), resíduos alcoólicos (azul claro), 

resíduos hidrofóbicos (cinza) e cavidades (verde). Cadeias laterais de treoninas (T) e serinas (S) (azul 

cian), argininas e lisinas (azul escuro) e cisteína (cinza). N-glicosilação (amarelo). (C) Cavidades 

(azul) visualizadas no WHAT IF próximas à região (A312 - G359). (D) 3AHY e suas quatro 

subunidades, a região pontilhada demonstra a região de interação hidrofóbica, região em rosa 

demonstra a região A312-G359, cavidades (azul). 

Sabe-se que a pressão é capaz de romper as interações hidrofóbicas das 

proteínas. Contudo, neste estudo provavelmente quando a HHP acessa as 

cavidades e as regiões de interação hidrofóbicas durante as flutuações 

conformacionais, concomitantemente os carboidratos podem se ligar às regiões de 

glicosilações, o que estabilizaria a proteína, ou mudaria sua estrutura para uma  

mais ativa. A ligação dos carboidratos a essa região provavelmente impede o 

rompimento das interações hidrofóbicas (BOONYARATANAKORNKIT et al. 2002).  

As β-glicosidases de 2CER e 3APG, respectivamente β-glicosidases com 

duas subunidades e quatro subunidades, tiveram suas atividades aumentadas por 

pressão a 250 MPa e 100 MPa respectivamente. Hamon et al. (1996) reporta que 

provavelmente o substrato ao se ligar à proteína foi capaz de manter a estabilidade 

das β-glicosidases de S. sulfotaricus (2CER). Li et al. (2012) reportou que o 
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carboidrato xilana seria capaz de estabilizar xilanases de T. reesei, tornando-as 

resistentes à pressão. Estas enzimas possuem duas subunidades, o que em 

condições de HHP poderia levar à quebra das interações hidrofóbicas, contudo a 

presença do carboidrato xilana impediu esta desnaturação. Parodi and Souza (1995) 

também reportaram que muitas das desordens conformacionais, tais como as de 

exposição de grupos hidrofóbicos, foram encontradas como potenciais aceptores de 

glicose. Hong et al. (2006) reportou que regiões hidrofóbicas de Bgl2 de 

Thermoascus aurantiacus são requeridas como ligante para hiperativar esta enzima 

à partir de solventes orgânicos. Taylor et al. (2011) demonstrou por investigação 

computacional que uma mutação na região de CBMs, com a substituição de 

resíduos de tirosina por de triptofano (W) (aminoácido hidrofóbico), aumentou a 

afinidade de ligação por carboidratos. Este aminoácido possuiu alta afinidade de 

ligação aos carboidratos, e a sua ligação com resíduos de manose ou de glicano foi 

reportado por modificar fortemente os padrões de glicosilação das CBMs, 

aumentando a afinidade pelos carboidratos e a atividade celulásica. 

Os resultados de bioinformática demonstraram que regiões hidrofóbicas e de 

glicosilações das β-glicosidases poderiam estar envolvidas com o aumento da 

atividade em condições de HHP na presença de glicose. Assim, as atividades 

celulásicas totais das celulases precipitadas de fungos isolados e de celulases 

comerciais foram testadas na presença de glicose (10 mg.mL-1), e o aumento foi 

alcançando usando HHP (Figura 30). Este efeito possivelmente seria devido à 

ligação do monossacarídeo a uma região específica de glicosilação na β-glicosidase, 

provocando o aumento da atividade β-glicosidásica e da sua atividade celulásica 

total (NASCIMENTO et al. 2010). 
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Figura 30 Atividade celulásica total. (1,2) Ausência de glicose. (3,4) Presença de glicose na 

concentração de 10 mg.mL
-1

(55 mM). (2,4) 300 MPa a 50 ± 1 °C. (1,3) 0,1 MPa a 50 ± 1 °C. (p<0,05). 

 

Assim a HHP poderia ser um mecanismo para aumentar a sacarificação da 

biomassa, e ainda, visto que a HHP pode acessar regiões hidrofóbicas de enzimas e 

que pouco se conhece a cerca do potencial destas regiões, a mesma poderia 

funcionar como uma ferramenta para selecionar sequências polipeptídicas 

interessantes para o melhoramento e o aumento destas atividades enzimáticas 

(BOONYARATANAKORNKIT et al. 2002).  

 

4.6 APLICAÇÃO DA ALTA PRESSÃO HIDROSTÁTICA PARA HIDRÓLISE 

CELULÁSICA DA CASCA DE COCO  

 

4.6.1 Remoção da lignina (deslignificação ou pré – tratamento) 

O pré - tratamento com hidróxido de sódio foi capaz de reduzir a quantidade 

de lignina contida nas fibras em até 90%. Este tipo de processo tem sido muito 

utilizado para remover a lignina para produção de etanol celulósico. Sukumaran et 

al. (2009) reportou a produção de etanol à partir do bagaço de cana e de cascas de 

arroz, usando o pré-tratamento alcalino. Atualmente o mesmo foi reportado para 

produção de etanol da casca de coco, porém muito mais severo, utilizando até três 

vezes mais a concentração de NaOH do que o utilizado neste trabalho, e por um 
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tempo de até 3 horas (VAITHANOMSAT et al. 2011). A deslignificação alcalina 

remove grande parte da xilana, polímero da hemicelulose, diminuindo desta maneira 

com grande eficiência a lignina. Assim, a celulose é mais exposta aos ataques 

enzimáticos das celulases, aumentando a hidrólise e a liberação de glicose para a 

fermentação. De acordo com a literatura o tratamento alcalino produz uma 

quantidade menor de inibidores da hidrólise e da fermentação do que o tratamento 

ácido, por ser um tratamento mais brando, liberando menor concentração de ácidos 

aromáticos, catecol, 4-hidroxibenzaldeído e vanilina solúveis. A saponificação (pré - 

tratamento hidrotérmico alcalino) em condições brandas, isto é, menor que 140 °C, 

induz a clivagem de ligações éster que une os ácidos fenólicos. A substituição 

nucleofílica do grupamento acil da ligação éster ocorre com a reação do hidróxido de 

sódio, para formar um sal caboxílico e um álcool à temperatura ambiente (Figura 31) 

(PEDERSEN et al, 2010).  

                   

Figura 31 Reação de saponificação, formação de sal carboxílico e álcool. Fonte: Pedersen et al. 

(2010). 

As ligações de éter que ligam os lignols na matriz de lignina, contudo, são 

clivadas cataliticamente somente a altas temperaturas, sendo a extensão de 

clivagem dependente também da alcalinidade e temperatura (PEDERSEN et al. 

2010).  A metodologia usada para o pré-tratamento neste trabalho utiliza dessas 

duas etapas citadas acima, uma saponificação à temperatura ambiente e a outra à 

alta temperatura, o que pode explicar a grande remoção de fenóis por clivagem dos 

dois tipos de ligações descritas acima.  

As fotos de microscopia de varredura de cada etapa do processo de 

deslignificação são mostradas na Figura 32. Nota-se que as fibras são descamadas 

aos poucos em cada etapa. As fibras da casca de coco possuem em sua superfície 

rugosa algumas protrusões globulares e pontuações (pinholes) (Figura 32, A), e 

ainda componentes tais como ceras e ácidos graxos que fazem parte do 
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preenchimento e ligações entre as fibras, além de ésteres de ácidos, tais como os 

fenóis formando ligações para constituir a lignina, a qual une as fibras de celulose e 

confere resistência (BISMARCK et al. 2001).  

Nota-se que a trituração em moinho de disco vibratório iniciou a descamação 

na superfície da fibra (Figura 32, B e C), e após o tratamento com NaOH a fibra fica 

aparentemente mais lisa e tem sua rugosidade suavizada e apresenta porosidades e 

poros sobre a superfície (Figura 32, D,E,F). Essas perfurações podem ser 

provenientes da remoção de depósitos gordurosos, chamados de tiloses, das fibras. 

Estas característica das fibras da casca de coco também foram observadas por 

Bismarck et al. (2001), o mesmo ainda reporta que existe um grande número de 

depósitos de gordura globulares escondidas abaixo das superfícies não tratadas. 
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Figura 32 Imagem das fibras da casca de coco em diferentes etapas do processo de deslignificação. 

(A) Fibra da casca de coco sem triturar. (B) Fibra da casca de coco triturada. (C) Fibra da casca de 

coco triturada e lavada com água destilada. (D) Fibra da casca de coco deslignificada com NaOH 2,5 

M, presença de porosidade no interior da fibra (seta). (E) Fibra da casca de coco deslignificada com 

NaOH 2,5 M, presença de escamas. (F) Fibra da casca de coco deslignificada com NaOH 2,5 M, 

presença de furos na superfície (seta). 

A B 

C D 

E F 
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A medida do comprimento e largura das fibras após o pré-tratamento 

demonstrou uma distribuição do comprimento das mesmas em torno de 100 a 500 

µm e uma largura em torno de 20 a 40 µm (Figura 33). Silva et al. (2010) reportou 

que fibras de bagaço e palha de cana também foram pré-tratadas e trituradas em 

moinhos de discos vibratórios. Este tratamento foi capaz de desfibrilar e minimizar a 

modificação das fibras de celulose, ou degradação, quando comparado ao 

tratamento com moinho de bolas. Nesse relato a distribuição do comprimento das 

fibras foi em torno de 20 a 65 µm, assim fibras com menores modificações 

estruturais foram alcançadas usando o moinho de disco. Estes dados corroboram 

com os alcançados neste trabalho, pois uma menor modificação estrutural foi 

alcançada ao utilizar também moinhos de discos. Além disso, os comprimentos das 

fibras de celulose alcançadas neste trabalho foram maiores do que os reportados 

por Silva et al. (2010). As fibras da casca de coco deslignificadas apresentaram 

comprimentos semelhantes aos das fibras de celulose comercial (sigma), a qual 

apresentou comprimento em torno de 100 a 600 µm (Figura 33). Porém com relação 

à largura, as duas fibras não demonstraram semelhança, a comercial apresentou 

uma largura em torno de 19 a 23 µm. Podemos assim dizer que as fibras de coco 

após a deslignicação apresentaram menor degradação, e que a maior largura 

caracteriza a menor desfibrilação.  

Um exemplo de obtenção de desfibrilação é mostrado na Figura 41, em que 

as pontes de hidrogênio entre as fibrilas de celulose foram rompidas, caracterizando 

a obtenção de uma menor largura nas fibras. A quebra das pontes de hidrogênio 

entre as fibras poderia levar à obtenção das microfibras de celulose, com larguras 

similares ao da celulose comercial (sigma). Na verdade, fibras de celulose 

provenientes das fibras da casca de coco com tamanhos similares à celulose 

comercial (sigma), foram obtidas a partir das fibras deslignificadas provenientes da 

polpação reportada neste trabalho, produto obtido juntamente ao projeto VALE. 

Estes fatos demonstram que as fibras foram menos degradadas. A obtenção dos 

comprimentos ideais foi devido ao tempo de trituração em disco vibratório, cerca de 

5 minutos, o que determinou a menor degradação. Estes dados corroboram com os 
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reportados por Ding et al. (2012), o autor reportou que os melhores pré-tratamentos 

para hidrólise enzimática são aqueles capazes de remover a lignina sem modificar a 

estrutura microfibrilar nativa da celulose. Portanto, o pré-tratamento reportado neste 

trabalho foi capaz de remover uma grande parte da lignina e de manter 

comprimentos consideráveis sem grandes modificações na estrutura da fibra de 

celulose. Podemos assim dizer que o tratamento foi capaz de manter a estrutura 

cristalina da celulose eficientemente, porém que necessita de modificações quanto à 

melhoria da perda de carboidratos. As amostras obtidas do pré-tratamento foram 

então utilizadas para os testes de hidrólise enzimática em condições de alta pressão 

hidrostática. 

 

 

 

Figura 33 Imagem demonstrando a distribuição do tamanho das fibras em celulose comercial (sigma) 

(A) e em fibras da casca de coco deslignificada (C). Medidas dos comprimentos e das larguras das 

fibras tratadas com NaOH 2,5M (D) e das fibras de celulose comercial (sigma) (B) .  

A B 

C D 
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4.6.2 Estudo do efeito da alta pressão hidrostática nas fibras da casca de coco e em 

celulases padrões 

 

O efeito da alta pressão hidrostática foi analisado na casca de coco e em 

celulases padrões. Para os ensaios foram utilizadas as enzimas padrões de T. 

reesei RUTC 30 e de A. niger. A hidrólise das fibras da casca de coco 

deslignificadas usando HHP foi significativamente maior do que na pressão 

atmosférica, quando o substrato e as enzimas foram incubados juntamente em HHP 

a 50 ± 1 °C (Figura 34, 1 e 5). Um aumento similar, embora menos pronunciado, foi 

igualmente notado quando a incubação em HHP foi realizada em 22 ± 1 °C (Figura 

34, 1 e 4).  Contudo, quando somente o substrato (Figura 34, 2) ou enzimas (Figura 

34, 3) foram pressurizados antes da incubação em HHP, nenhum aumento de 

hidrólise foi observado.  

Este efeito sugere que os benefícios da HHP são reversíveis. Nossos 

resultados estão de acordo com os reportados por Salvador et al. (2010), em que a 

pressão não aumentou a atividade celulásica total de A. niger, quando os substratos 

e enzimas foram pressurizados separadamente antes de serem incubados à 

pressão atmosférica. No presente trabalho uma alta hidrólise enzimática das fibras 

da casca de coco deslignificadas usando HHP foi alcançada com as celulases de T. 

reesei RUT C30 e A. niger, produzidas em fermentação submersa, com níveis 

significativamente acima daqueles alcançados com as enzimas individualmente. 

Estes resultados sugerem um efeito da pressão na conformação das enzimas, e que 

este efeito é reversível quando a enzima é pressurizada e incubada à pressão 

atmosférica. Os aumentos de atividades enzimáticas são reportados como uma 

consequência do efeito da pressão no substrato, enzima ou tampão 

(EISENMENGER; CORCUERA, 2009). 

 Assim, as fibras da casca de coco deslignificadas (o substrato) também 

foram pressurizadas separadamente, na ausência de enzimas, e observou-se um 

efeito da HHP na hidrólise da mesma (Figura 35 A e B). Os dados sugerem que 

ocorre uma quebra do substrato, diferentemente dos resultados reportados para a 

hidrólise de polissacarídeos e lignina do pericardo dos frutos de „longan‟, em que 
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autores relatam a ausência de um efeito da pressão na hidrólise destes compontos 

(YANG et al. 2009).  

Ensaios de hidrólise do substrato na ausência de celulases demonstraram um 

pequeno aumento na liberação de açúcares redutores em condições de alta pressão 

hidrostática quando comparado à pressão atmosférica (Figura 35, A). Porém, com 

relação à concentração de fenóis, notou-se um aumento significativo na sua 

liberação após a aplicação da pressão por 30 minutos (Figura 35, B).  
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Figura 34 Hidrólise das fibras da casca de coco deslignificadas em diferentes condições de pressão e 

temperatura. 1: incubação a 0,1 MPa em 50 ± 1 °C; 2: substratos pressurizados a 22 ± 1 °C, e após 

incubados com as enzimas não pressurizadas a 0,1 MPa em 50 ± 1 °C; 3: enzimas pressurizadas a 

22 ± 1 °C, e após incubadas com substratos não pressurizados a 0,1 MPa em 50 ± 1 °C; 4: substratos 

incubados com enzimas em HHP a 22 ± 1 °C; 5: substratos incubados com enzimas em HHP a 50 ± 1 

°C. (p<0,05). 
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Figura 35 Hidrólise das fibras da casca de coco deslignificadas durante a aplicação de pressão por 30 

minutos, na ausência de celulases. (A) Concentração de fenóis. (B) Açúcares redutores.  

 

A maior concentração de fenóis liberada em condições de HHP, após 30 

minutos, demonstrou a ação da compressão exercida pela HHP sobre a lignina, 

hidrolisando este composto fenólico. Quando observamos a liberação de açúcares 

redutores usando HHP é notável o menor efeito da pressão na hidrólise, o que 

provavelmente comprova a ação inicial sobre a camada externa de lignina, clivando-

a, para posteriormente ter acesso às fibras de celulose ou hemicelulose. 

Atualmente a utlização da HHP para a hidrólise das fibras de polpa Kraft de 

Eucalyptus globulus foi reportada, estas fibras foram pré-hidratadas por um período 

de 24 horas e após este período foram pressurizadas por um tempo de até 45 

minutos. Após o tratamento de pressão esta polpa foi incubada à pressão 

atmosférica com as enzimas xilanases e a desagregação das fibras foi aumentada 

(OLIVEIRA et al. 2012).  

Nos resultados do presente trabalho foram utilizadas as fibras da casca de 

coco deslignificadas, as fibras não necessitaram de uma pré-hidratação para que o 

efeito de hidrólise em condições de pressão hidrostática ocorresse. Foi utilizado o 

mesmo tipo de tampão, acetato de sódio, contudo, este é o primeiro relato de 

hidrólise das fibras da casca de coco verde deslignificada usando alta pressão.     

Observando as imagens de microscopia eletrônica de varredura (Figura 36 B) 

das fibras de casca de coco deslignificadas e tratadas com pressão, verificou-se que 

existe uma pequena ruptura nas estruturas das fibras da casca de coco quando a 

A B 
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pressão é aplicada por 30 minutos, o que corrobora com os resultados citados 

anteriormente neste trabalho, de liberação de fenóis e de açúcares redutores.  

           A resistência à tração, ou tensão de ruptura das fibras da casca de coco foi 

reportada em torno de 131 – 175 MPa (BISMARK et al. 2001; CORRADINI et al. 

2009), assim possuindo as fibras da casca de coco vasta porosidade, suas fibras 

seriam facilmente rompidas em uma pressão superior aos valores supracitados, o 

que confirma os resultados.  

 É interessante lembrar que a HHP é uma força de compressão e que com a 

diminuição do volume, a água pode entrar pelos poros e aberturas das fibras, 

aumentando a hidratação da fibra e facilitando o rompimento da sua parede celular 

por quebra das ligações de hidrogênio (OLIVEIRA et al. 2012).  

 

 

 

Figura 36 Imagem das fibras da casca de coco deslignificadas rompidas após o efeito da pressão 

hidrostática por 30 minutos, na ausência de celulases. (A) 0,1 MPa. (B) 300 MPa, ruptura em regiões 

porosas (seta). 

 

Com isso, parece que concomitantemente à desagregação e ruptura das 

fibras da casca de coco pela HHP, regiões internas ou cristalinas (hidrofóbicas) da 

celulose são expostas, aumentando a hidrólise. Ding et al. (2012) reportou que 

algumas celulases tais como CBH I de T. reesei e CipA de Clostridum thermocellum 

são capazes de se ligarem a regiões hidrofóbicas da celulose cristalina por contatos 

hidrofóbicos. As enzimas CBH I e CipA possuem regiões de ligação aos 

A B 
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carboidratos, respectivamente, regiões do tipo CBM e „cohesin‟, sendo a „cohesin‟ 

um domínio da glicoproteína „scaffoldin‟ que faz parte do complexo „cellulosome‟ 

(celulases) de bactérias (Figura 37). Ainda, Ding et al. (2012) reportou que essas 

regiões hidrofóbicas da celulose são denominadas de „CEF‟ (Fibrilas Elementares de 

Celulose) e que duas CEFs podem ser unidas horizontalmente em uma macrofibrila 

via suas regiões hidrofílicas. CEFs também são conectadas à hemicelulose de 

microfibrilas a fim de constituir uma macrofibrila por conexão com outras microfibrilas 

de celulose, a região entre duas microfibrilas é constituída por hemicelulose e 

lignina.  Assim, provavelmente, a pressão ao agir nas macrofibrilas das fibras de 

coco, foi capaz de romper as ligações de hidrogênio e hidratar as regiões mais 

internas. A HHP também pode rompeu as ligações entre fenóis, hemicelulose e 

celulose, provocando desagregação das macrofibrilas o que liberou os fenóis (Figura 

36 B). 

 

 

 

Figura 37 Análise das estruturas de CipA (PDB:4B9F) e  (PDB:1Q2E) reportadas por Ding et al. 

(2012) com função de ligação à CEF. (A) CipA, „Scaffoldin-cohesin‟ de C. thermocellum, cellulase tipo 

CBM (CtCBM3) „cellulosome‟.  (B) CBH 1 de T. reesei., cellulase tipo CBM (TrCBM1). Em azul 

regiões ricas em aminoácido alcoólicos (Treonina, Serina e Tirosina), em amarelo região de N-

glicosilação (N-X-T/S), em cinza regiões hidrofóbicas, regiões hidrofílicas (vermelho, verde e azul 

escuro) e ligantes do sítio ativo em vermelho.  
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Ao desagregar as macrofibrilas a pressão pode expor regiões internas do tipo 

CEFs (regiões apolares) e proporcionar a ligação das regiões hidrofóbicas das 

celulases a essas regiões da celulose através de interações hidrofóbicas. Altos 

valores de pressão são capazes de mudar a conformação das enzimas, assim, junto 

a este evento, a pressão poderia acessar os resíduos hidrofóbicos das proteínas em 

suas cavidades, expondo-os para se ligar aos carboidratos, aumentando assim a 

atividade e ganhando estabilidade. A análise da estrutura das celulases citadas por 

Ding et al. (2012) demonstrou um perfil semelhante ao das análises das estruturas 

anteriores citadas neste trabalho, com regiões de glicosilação próximas ao sítio ativo 

e ricas em treoninas e serinas, em estruturas β-pregueadas, porém estas regiões 

são externas (Figura 37).  

Visto a repetição dos padrões de regiões de N-glicosilação próximos ao sítio 

ativo, como o observado nos resultados da Figura 37, podemos dizer que este 

padrão estaria relacionado com o aumento da atividade em condições de HHP, 

portando regiões e funções semelhantes a celulases que possuem CBMs. 

 

4.6.3 Hidrólise celulásica das fibras da casca de coco deslignificadas utilizando  

pressão hidrostática e celulases dos fungos isolados da casca de coco verde 

 

A maior hidrólise das fibras da casca de coco deslignificadas foi alcançada 

usando alta pressão e as celulases em mistura, incubados em condições de HHP e 

temperatura (Figura 34, 5). Assim este tratamento foi escolhido para posteriores 

hidrólises usando as celulases dos fungos isolados da casca de coco verde. O efeito 

dos vários extratos brutos celulásicos fúngicos (produzidas em fermentação 

submersa) nas fibras da casca de coco, foram investigados em condições de alta 

pressão hidrostática durante um período de 30 minutos (Figura 37).  

A taxa de hidrólise mais eficiente foi alcançada usando celulases do fungo P. 

variabile e de Trichoderma sp, em condições de pressão atmosférica e de alta 

pressão hidrostática (Figura 37). Este resultado era esperado, pois o isolamento dos 

fungos foi realizado a partir do mesmo substrato. Assim podemos dizer que as 

celulases destes fungos podem ser resistentes a fenóis, e também podem ser 
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específicas para o substrato a ser hidrolisado, possuindo regiões de reconhecimento 

como um mecanismo (RATH; HERNDL, 1994). A adição de celulases de A. niger ao 

complexo celulásico de Trichoderma sp aumentou sua hidrólise nas condições de 

alta pressão hidrostática. Igualmente, a hidrólise da casca de coco realizada 

individualmente por celulases de A. niger também foi aumentada na pressão. 

A adição de celulases de A. niger ao complexo celulásico de Trichoderma sp 

foi realizada devido ao fato deste possuir baixa atividade β-glicosidásica. Observou-

se que usando a HHP a atividade desta mistura foi aumentada, provavelmente 

devido ao fato de que a atividade β-glicosidásica de Trichoderma sp foi aumentada 

na mesma condição de pressão, e o somatório das duas atividades β-glicosidásicas 

(A. niger + Trichoderma sp) aumentou a hidrólise (Figura 38).  

Porém, em condições de HHP e em pressão atmosférica, a hidrólise realizada 

por esta mistura foi semelhante a da mistura dos fungos padrões. Provavelmente, o 

aumento das atividades β-glicosidásicas dos fungos T. reesei RUT C30, 

Trichoderma sp e P. variabile em condições de pressão (Figura 18, A), tenha 

estimulado o aumento das hidrólises pelas celulases misturadas e individualmente. 

Contudo, o aumento da hidrólise realizada pelas celulases de A. niger, seria 

resultado do aumento da atividade endoglicanásica na pressão, já que sua atividade 

β-glicosidásica permaneceu inalterada ao usarmos HHP.  

Assim, um único isolado, P. variabile, possui o melhor complexo celulásico 

para a hidrólise da casca de coco (Figura 34), com altas atividades endoglicanásicas 

e β-glicosidásicas (Figura 18 A e B), em condições de pressão atmosférica e de alta 

pressão hidrostática.  
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Figura 38  Hidrólise celulásica das fibras da casca de coco deslignificadas em condições de pressão 

atmosférica e em alta pressão hidrostática (HHP) ambas a 50 ± 1 °C, usando as celulases dos 

isolados fúngicos e dos fungos padrões (p<0,05). 

 

 

 

 

Figura 39 Média das atividades relativas de todas as hidrólises celulásicas a 50 ± 1 °C, utilizando as 

celulases dos fungos isolados e dos fungos padrões. Papel de filtro (controle) e fibras da casca de 

coco (substrato lignocelulolítico). (p>0,05). 

 

Em média, em condições de HHP, as taxas de hidrólise celulásica das fibras 

da casca de coco foram semelhantes às da hidrólise celulásica do papel de filtro 

          Papel de filtro            Fibras da casca de coco 
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(controle) (Figura 39). A média do aumento da hidrólise celulásica usando HHP foi 

de cerca de duas vezes maior do que em pressão atmosférica, observou-se que 

esta atividade do papel de filtro não diferiu estatisticamente da hidrólise celulásica 

das fibras da casca de coco deslignificadas, o que demonstrou uma hidrólise 

eficiente.  

É reportado que fenóis podem inibir a hidrólise em baixas concentrações que 

variam de µM a mM, contudo, é interessante notar que o aumento das hidrólises em 

condições de alta pressão ocorreu mesmo em presença de fenóis, cerca de 0,15 

mg.mL-1 (Figura 34 B). Compostos fenólicos derivados da lignina são liberados 

durante a deslignificação, incluindo, ácidos aromáticos, catecol, hidroxibenzaldeído, 

ácido trans-cinnamico, ácido hidroxibenzaldeído e vanilina (XIMENES et al. 2008, 

XIMENES et al. 2010). Estes compostos fenólicos inibem enzimas hidrolíticas por 

desnaturação e precipitação de endo e exo-celulases, e de β-glicosidases 

(PANAGIOTOU; OLSSON, 2007; XIMENES et al. 2010). O pré-tratamento alcalino 

com NaOH, é reportado como um processo para extração de fenóis em alguns 

resíduos agrícolas, liberando no final do processo, vanilina, ácido ferúlico e ácido p-

cumárico solúveis, potenciais inibidores da hidrólise e fermentação (MAZZA; 

BURANOV, 2009).  

Ao compararmos a hidrólise utilizando a casca de coco com a hidrólise 

utilizando papel de filtro (na qual não existiu presença de fenóis) (Figura 18 C e 

Figura 38), notou-se que as duas hidrólises para cada celulase fúngica, liberaram 

em média a mesma quantidade de açúcar redutor por miligrama de proteína (Figura 

39). No trabalho, vanilina foi encontrada dissolvida no sobrenadante da reação de 

hidrólise em uma concentração que variou de 1,58 - 1,75 mg.L-1, porém esta 

concentração não foi suficiente para inibir a reação de hidrólise das fibras da casca 

de coco após 30 minutos. Ximenes et al. (2010) reportou que uma taxa de 4 mg.mg-1 

(vanilina.proteína-1) foi capaz de reduzir a taxa de hidrólise da celulose em até 50%, 

a taxa calculada para os resultados neste trabalho foi em torno de 0,03 mg.mg-1 

(vanilina.proteína-1), o que novamente reforça o eficiente pré-tramento. Ainda, foi 

reportado na literatura a inibição da hidrólise da celulose a partir de 1 mM de 
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vanilina, enquanto o que encontramos no sobrenadante é em torno de 0,01 mM 

(TEJIRIAN; XU, 2011).                       

Não foi encontrada a presença de ácido ferúlico no sobrenadante, talvez 

porque este foi convertido em vanilina durante a reação alcalina para a retirada da 

lignina. Vanilina pode ser formada da clivagem da dupla ligação da unidade de ácido 

ferúlico e da ligação éter entre lignina e ácido ferúlico no complexo carboidrato-

fenol/lignina. A ausência de ácido ferúlico e a presença de pouca vanilina solúvel no 

sobrenadante demonstrou que a ligação do ácido ferúlico com os carboidratos foi 

rompida, e a maior parte da lignina foi então removida, considerando que o ácido 

ferúlico é o intermediário que faz a ligação da lignina aos carboidratos (MAZZA; 

BURANOV, 2009). 

Normalmente, os fungos do gênero Trichoderma não são encontrados 

possuindo celulases resistentes a fenóis, característica adquirida pela produção de 

lacases ou fenoloxidases, porém podem adquirir respostas adaptativas à biomassa 

lignocelulósica (KIISKINEN, 2004; DWIVEDI et al. 2011), neste trabalho, 

Trichoderma sp e P. variabile foram identificados como produtores de fenoloxidases 

de acordo com o teste de reação de Bavendamm, o que pode ter auxiliado no 

aumento da hidrólise e ter conferido à mistura celulásica resistência aos fenóis 

contidos no subtrato utilizado, as fibras da casca de coco. Ainda Trichoderma sp e P. 

variabile apresentaram altas atividades β-glicosidásicas estimuladas por glicose, o 

que também poderia desinibir o processo. 

Assim, tanto o P. variabile quanto o Trichoderma sp são potenciais candidatos 

ao isolamento de genes celulolíticos para o melhoramento da produção de celulases 

e para fermentação da casca de coco a etanol, visto que estes possuem altas 

atividades celulolíticas e de hidrólise da casca de coco, além de β-glicosidases 

estimuladas por glicose. A expressão em S. cerevisiae do gene de β-glicosidases 

(Bgl 4) tolerante a glicose, do fungo Humicola grisea var. thermodeia, foi reportada 

por Benoliel et al. (2011), porém até então não existe na literatura, a expressão de 

genes de β-glicosidases em levedura ou bactérias sendo estimulados por glicose, 

assim como também não foi encontrado na literatura a transformação de S. 

cerevisiae com genes de fungos decompositores e endofíticos da casca de coco.  
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As celulases dos fungos P. variabile e de Trichoderma sp também são 

potenciais candidatas à produção comercial, visto que apresentaram maiores 

atividades celulásicas específicas do que as dos padrões, assim como também 

maiores atividades de hidrólise da casca de coco usando HHP. Assim a hidrólise 

celulásica usando alta pressão hidrostática parece ser uma ferramenta eficaz para 

processos de sacarificação, para obtenção de novos polímeros e para seleção de 

genes de enzimas com alto potencial para melhoramento (OLIVEIRA et al. 2012). 

 

4.6.4  Sacarificação celulásica utilizando alta pressão hidrostática 

 

Celulases comerciais foram usadas para a sacarificação enzimática da casca 

de coco deslignificada em condições de HHP. É reportado na literatura e foi 

observado nos nossos resultados, que celulases de T. reesei possuem uma baixa 

atividade β-glicosidásica, o que pode provocar a redução da sua atividade celulásica 

total, contudo β-glicosidase de Novozymes 188 (A. niger) possui uma atividade β-

glicosidásica muito superior e libera uma maior concentração de glicose. 

Sabendo que a atividade celulásica total das enzimas supracitadas, ou a 

hidrólise enzimática, podem ser estimuladas pela mistura celulásica de T. reesei 

com Novozymes 188 (A. niger), e que a HHP pode estimular a atividade β-

glicosidásica de T. reesei em presença de glicose, assim como também a atividade 

endoglicanásica de A. niger, seguiu-se os experimentos de sacarificação das fibras 

da casca de coco deslignificada usando HHP e a mistura dessas enzimas. 

Na presença de HHP, em 24 horas, a glicose liberada foi cerca de duas vezes 

maior do que à pressão atmosférica (Figura 40). Interessante notar que a glicose 

liberada continuou a ser crescente em condições de HHP até 72 horas, 

possivelmente pela ativação e estimulação da β-glicosidase de T. reesei em 

presença de glicose, com celobiose sendo convertida em glicose. A liberação de 

glicose tornou-se constante em torno de 72 horas, provavelmente devido à 

competição do produto (glicose) e do substrato (celobiose) pelo sítio ativo da 

proteína, diminuindo a atividade β-glicosidásica em uma concentração de glicose em 

torno de 8 - 10 mg.mL-1 (55 mM) (ANDRIÉ et al. 2011). Uma quantidade semelhante 
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de glicose liberada foi alcançada no trabalho reportado por Gottschalk et al. (2010) 

utilizando uma mistura de concentrado celulásico de Aspergillus awamori e T. reesei 

para a sacarificação do bagaço de cana de açúcar a 2% (p/v) e uma carga 

enzimática de 10 FPU.g de bagaço pré-tratado, com agitação de 200 rpm à 50 °C 

por 72 horas. 

Mesmo após um período de 96 horas de sacarificação usando HHP, a 

liberação de glicose continuou maior do que à pressão atmosférica sem agitação. 

Um dos gargalos da sacarificação é o tempo de hidrólise, a alta pressão hidrostática 

parece ser uma ferramenta que além de aumentar a hidrólise, antecipa a 

sacarificação quando comparada com a pressão atmosférica. Possivelmente, a 

aplicação de HHP juntamente com a agitação reduziria este tempo de hidrólise. 
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Figura 40 Sacarificação celulásica das fibras da casca de coco deslignificadas a 50 ± 1 °C, durante 

um período de 96 horas, usando a mistura de celulases de T. reesei e Novozymes 188 (carga 

enzimática 7,5 FPU.g
-1 

de substrato). (p<0,05). 

 

Embora a atividade β-glicosidásica da preparação comercial de A. niger não 

tenha sido aumentada em presença de glicose usando HHP, ela é importante para 

iniciar a liberação de glicose para o sistema. Assim, este monossacarídeo liberado 
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poderia estimular a atividade β-glicosidásica de T. reesei em condições de HHP nas 

primeiras horas e consequentemente a hidrólise celulásica seria aumentada durante 

a sacarificação celulásica com o aumento da concentação de glicose. Portanto, esta 

mistura de enzimas com uma alta atividade β-glicosidásica funcionaria como um 

mecanismo para aumentar a sacarificação da casca de coco, em condições de alta 

pressão hidrostática. Assim, nota-se que a liberação de glicose durante a 

sacarificação é necessária para estimular o processo de aumento da hidrólise.  Isto 

explica o não aumento das atividades celulásicas totais das celulases precipitadas 

em condições de pressão.  Aparentemente, os 30 minutos decorridos não foram 

suficientes para liberar a quantidade necessária de glicose para estimular o aumento 

da hidrólise, a qual é iniciada na presença de quantidades superiores a 14 - 15 mM 

de glicose após 4 horas (Figura 40).  

A HHP apresentou-se como uma excelente ferramenta para aumentar a 

liberação de glicose durante a sacarificação da casca de coco. É notável que a alta 

pressão hidrostática e a agitação (150 - 160 rpm em pressão atmosférica) produzem 

equivalentes concentrações de glicose em 96 horas. A agitação aumenta o contato 

das enzimas com o substrato, aumentando assim a liberação dos açúcares. Este 

efeito é semelhante ao da pressão, onde a compressão pode aumentar o contato 

com as enzimas, aproximando a celulase do substrato, porém sem agitação. É 

reportado na literatura que o tratamento de alta pressão é energeticamente mais 

econômico, pois a trabalho realizado é principalmente para a compressão, sem 

ocorrer perda de energia. Os compressores são dispositivos bastante eficientes em 

termos energéticos, diferentemente dos dispositivos térmicos, em que uma larga 

perda de energia pode ocorrer. Os compressores realizam menos trabalho em kj.kg-1 

de material processado do que os dispositivos térmicos, diminuindo a quantidade de 

energia gasta em processos térmicos. Assim a sacarificação usando alta pressão 

hidrostática parece ser um processo economicamente viável (TORRES; 

VELAZQUEZ, 2005; PALHANO et al. 2004).  

A observação em microscópio eletrônico de varredura das fibras da casca de 

coco deslignificadas, tratadas a 300 MPa na ausência de celulases por 72 horas 

(Figura 41), demonstrou que as fibras de celulose da casca de coco podem ser 
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desagregadas, o que pode ser explicado devido à gelatinização da parede celular e 

ao rompimento de ligações de hidrogênio e de interações fracas (OLIVEIRA et al. 

2012).  

 

 

 

 

Figura 41 Imagem em microscópio eletrônico de varredura das fibras da casca de coco 

deslignificadas, na ausência de celulases, e após a aplicação de alta pressão hidrostática por um 

período de 72 horas. (A) Fibra da casca de coco deslignificada, à pressão atmosférica, após 72 horas 

em água. (B,C) Fibra da casca de coco deslignificada, após o tratamento de 300 MPa por um período 

de 72 horas. 

 

Assim, provavelmente a pressão exerceria a função de expansinas, ou 

„swollenin‟, que são proteínas secretadas por fungos ou presentes em plantas e 

capazes de romper as ligações de hidrogênio entre as fibras ou microfibrilas de 

celulose, aumentando a eficiência da hidrólise enzimática e a quantidade de 

açúcares liberados. „Swollenin‟ é uma proteína com similaridade de sequência para 

A B 
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as proteínas expansinas de plantas, porém „swollenin‟ tem uma estrutura bimodular 

composta por um domínio ligante de carboidrao na região N-teminal e conectada por 

uma região ligante ao domínio homólogo de expansinas de plantas. Swollenin pode 

quebrar as ligações de hidrogênio sem produzir açúcares detectáveis 

(BUCKERIDGE; GOLDMAN, 2011).  

Como mostrado nos resultados anteriores, a HHP promove a hidrólise sem 

significativa liberação de açúcares redutores (Figura 35). Assim podemos dizer que 

a pressão desagrega as fibras, quebrando as ligações de hidrogênio, e expondo as 

regiões mais internas. Desta forma, a HHP acessa regiões internas de „CEFs‟ por 

romper também a ligação entre hemicelulose e lignina, um efeito similar a 

„swollenin‟. Com a exposição das regiões internas da celulose ou de CEFs, as 

regiões hidrofóbicas ou de N-glicosilação das celulases podem se ligar às fibras 

acelerando o processo de hidrólise por concentração das enzimas sob a fibra via 

pressão hidrostática (DING et al. 2012) 

As mudanças em compostos, que ocorrem durante a aplicação de HHP, estão 

relacionadas diretamente com o seu efeito nas ligações de hidrogênio e interações 

fracas, provocando quebra. Os efeitos existentes nas ligações covalentes não são 

reportados como de rompimento (MUJICA et al. 2011). 

Assim para que ocorra sacarificação usando alta pressão, a junção do 

aumento da atividade β-glicosidásica estimulada por glicose, como reportado 

anteriormente, com a desagregação das macrofibrilas da casca de coco no decorrer 

de 72 horas mostram-se essenciais para o aumento da liberação de açúcares 

mesmo em presença de fenóis.  

As enzimas β-glicosidases de preparações comerciais de T. reesei são 

reportadas mais susceptíveis aos fenóis do que as comerciais de A. niger, 

provavelmente devido às atividades de outras celulases presentes nas preparações 

desta última, tais como a de ácido ferúlico esterease (XIMENES et al. 2010, ZANG; 

LYND, 2004).  

Gottschalk et al. (2010) também reportou a presença de ácido ferúlico 

esterease no concentrado celulásico de Aspergillus awamori e que a mistura deste 
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concentrado com o de T. reesei hidrolisou eficientemente o bagaço de cana de 

açúcar.  

Kim et al. (2011) reportou que fenóis presentes no hidrolisado de carvalho 

silvestre inibem fortemente a atividade β-glicosidásica de T. reesei (Spezyme CP) 

quando comparado com a de Novozymes 188 (β-glicosidase de A. niger). Esta 

inibição é iniciada a uma concentração de 0,20 mg.mg-1 (fenóis.proteína-1), reduzindo 

a atividade e a concentração de glicose liberada, com uma inibição fortemente 

observada à partir de 0,50 mg.mg-1 (fenóis.proteína-1).  

Neste estudo observamos que após 72 horas de sacarificação em agitação, é 

liberada uma concentração de 0,57 mg.mg-1 (fenóis.proteína-1), o que provavelmente 

diminuiu a hidrólise enzimática à partir de 24 horas, já que a partir deste ponto a 

liberação de glicose torna-se constante. 

Porém, em condições de alta pressão hidrostática e em pressão atmosférica, 

após 72 horas é liberada uma concentração de 0,36 mg.mg-1 (fenóis.proteína-1), uma 

concentração menor que em agitação. O que não afetou a crescente liberação de 

glicose até 72 horas, porém após 72 horas a liberação torna-se constante, 

demonstrando uma possível inibição.  

A menor liberação de fenóis em condições de HHP do que em condições de 

agitação pode estar relacionada com a maior hidrólise de açúcares solúveis, tais 

como celobiose, pelo aumento da atividade β-glicosidásica pela pressão. 

As celulases de P. variabile foram também testadas para a sacarificação da 

casca de coco deslignificada em condições de alta pressão hidrostática. Após a 

produção das celulases em fermentação submersa, estas enzimas foram 

precipitadas com acetona, e concentradas até 1 mg.mL-1. As celulases deste fungo 

foram escolhidas por apresentarem alta atividade β-glicosidásica estimuladas por 

glicose em condições de HHP e em pressão atmosférica, assim como também alta 

atividade celulásica total. 

           A precipitação é um processo para a retirada de açúcares redutores, porém 

enzimas sem um alto grau de pureza também podem ser utilizadas para hidrólise 

celulásica (GHOSE, 1987). Bon et al. (2008) reportou que o grau de pureza das 

enzimas comerciais varia de preparações brutas até altamente purificadas 
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dependendo da sua aplicação final. Geralmente, as preparações comerciais 

consistem do sobrenadante da fermentação concentrado e precipitado, assim são 

removidas apenas as substâncias que podem interferir no processo, como por 

exemplo, os açúcares redutores e polifenóis. Concomitantemente, etapas de 

purificação desnecessárias devem ser evitadas, pois além aumentarem os custos 

em termos de equipamentos, e de mão de obra, podem levar à perda da atividade 

enzimática. 

Sabe-se que a precipitação pode levar à perda da atividade enzimática, 

apesar disso, os resultados obtidos demonstraram um aumento da sacarificação e 

da liberação de glicose usando alta pressão hidrostática, e ainda, a liberação de 

glicose obtida usando as celulases de P. variabile foi maior do que a alcançada 

usando a mistura de celulases comerciais (Figura 42). O que corrobora com os 

testes de atividade celulásica, em que P. variabile demonstrou maiores atividades. 

 

 

 

Figura 42 Concentração de glicose liberada por miligrama de proteína na sacarificação celulásica da 

casca de coco deslignificada a 50 ± 1 °C por 72 horas.  Pressão atmosférica (0,1 MPa) e pressão 

hidrostática (HHP). (p<0,05). 

 

O efeito da alta pressão hidrostática nas fibras de casca de coco após 72 

horas, em presença das celulases comerciais e de P. variabile, também foi 

observada em microscopia eletrônica de varredura (Figura 43). As imagens 

demonstraram que ocorre a descamação e em seguida a desagregação das fibras, 
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assim como a ruptura e o aumento dos poros sobre a superfície das fibras da casca 

de coco em condições de alta pressão. Estes efeitos supracitados já foram 

observados em MEV para polpas de madeira, usando enzimas como lacases e 

xilanases, demonstrando a degradação das fibras em pressão atmosférica, porém 

não foram descritos na presença de celulases em condições de pressão hidrostática 

(DWIVEDI et al. 2008). 

 

 

 

 

Figura 43 Imagem em microscópio eletrônico de varredura das fibras da casca de coco 

deslignificadas após a hidrólise celulásica por 72 horas a 50 ± 1 °C . (A) Fibra da casca de coco 

deslignificada, a 0,1 MPa, em presença de celulases comerciais. (B) Fibra da casca de coco 

deslignificada, a 300 MPa, em presença de celulases comerciais. (C) Fibra da casca de coco 

deslignificada, a 0,1 MPa, em presença de celulases de P.variabile. (D) Fibra da casca de coco 

deslignificada, a 300 MPa, em presença de celulases de P. variabile. 
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           Este efeito da alta pressão nas fibras, observados em MEV, podem ser 

também resultados da deslignificação, tais como os efeitos demonstrados por 

Dwivedi et al. (2008). Estes dados corroboram com os dados apresentados 

anteriormente, em que a HHP apresentou efeito na liberação de fenóis. 

Provavelmente a pressão pode agir como um fator facilitador da deslignicação por 

promover a liberação de fenóis e desagregar as fibras.  

Por fim, o mecanismo de hidrólise celulásica em condições de HHP, 

funcionaria primeiramente com a HHP aproximando a enzima do substrato. 

Juntamente a este evento a HHP modifica a conformação da enzima por exposição 

de aminoácidos hidrofóbicos e de regiões de glicosilação, assim como provoca a 

desagresação das fibras da casca de coco (o substrato). A desagregação das fibras 

tornaria o substrato mais acessível à ação das celulases, e a aproximação das 

celulases ao substrato aconteceria pelas interações hidrofóbicas, semelhante ao 

funcionamento de CBMs. A glicose liberada estimularia a atividade das β-

glicosidases em condições de HHP. A junção de todos estes efeitos levariam ao 

aumento da hidrólise celulásica das fibras da casca de coco em condições de 

pressão hidrostática (Figura 44). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



127 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                             

 

                            

 

 

 

 

 

 

Figura 44 Mecanismo da hidrólise celulásica da casca de coco em condições de alta pressão 

hidrostática. (A) Desagregação das fibras de celulose da casca de coco. (B) Mudança conformacional 

das β-glicosidases. (C) Aproximação das celulases do substrato por interações hidrofóbicas e/ ou 

glicosilação e estimulação das  β-glicosidases pela glicose liberada, provocando assim o aumento da 

atividade celulásica em condições de HHP. 
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5 CONCLUSÕES 

 

         Fungos filamentosos, tanto endofítico como decompositor, P. variabile e 

Trichoderma sp, respectivamente, foram isolados possuindo atividades celulásicas 

(FPase, endoglicanásicas e β-glicosidásicas), fenoloxidases e xilanásicas.  As 

atividades celulásicas destes fungos isolados foram maiores do que as dos fungos 

padrões, tanto em pressão atmosférica quanto em condições de HHP.        

         Os aumentos de atividades celulásicas totais usando HHP foram relacionados 

com os aumentos das suas atividades β-glicosidásicas e das suas atividades 

endoglicásicas em condições de pressão.  

         As atividades celulásicas totais de todos os fungos celulolíticos aumentaram 

com a precipitação e a remoção dos açúcares redutores. Porém, a retirada do 

açúcar impede a ação positiva da HHP. A presença de glicose, em concentrações 

de até de 55 mM, nos ensaios celulásicos, usando HHP foi capaz de estimular a 

atividade β-glicosidásica das celulases precipitadas dos fungos celulolíticos isolados 

da casca de coco e de celulases comerciais de T. reesei 26921.  

         As atividades celulásicas totais (FPase), tanto da mistura de enzimas 

comerciais quanto das celulases precipitadas dos fungos isolados da casca de coco, 

foram aumentadas na presença de 55 mM de glicose em condições de HHP. 

         A análise de bioinformática demonstrou que a presença de regiões de 

glicosilação e de regiões hidrofóbicas, durante a hidrólise celulásica usando HHP, é 

essencial para a estabilização das celulases e parecem estar relacionadas com o 

aumento das suas atividades. Regiões de N-glicosilação foram identificadas 

próximas às cavidades protéicas, como próximas às regiões hidrofóbicas e aos sítios 

ativos das enzimas. Assim, os substratos e/ ou carboidratos se ligariam a essas 

regiões polipeptídicas e aproximariam-se do sítio ativo durante a hidrólise, 

exercendo funções de CBMs.  

        Ainda, resíduos de triptofano (W) e de glutamato (E) situados no sítio ativo da 

Bgl2 estariam ligados com o aumento da atividade β-glicosidásica em condições de 

HHP. Resíduos de treonina (T), situados no sítio ativo da endoglicanase de A. niger, 

também poderiam ser responsáveis pelo aumento da atividade desta enzima.  
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        As fibras obtidas após o pré-tratamento demonstraram uma baixa degradação, 

esta característica foi observada devido à semelhança entre os comprimentos e 

larguras das fibras da casca de coco pré-tratadas com os das fibras de CMC 

comercial (sigma). A hidrólise da casca de coco foi aumentada em condições de 

HHP, utilizando-se de celulases padrões e de celulases dos fungos isolados da 

casca de coco. 

        O processo de hidrólise celulásica da casca de coco (sacarificação) usando alta 

pressão hidrostática aumentou a hidrólise da casca de coco, cerca de duas vezes, 

quando comparado à pressão atmosférica após 24 horas. O processo também foi 

capaz de acelerar a hidrólise em 72 horas. Uma menor quantidade de fenóis foi 

liberada na sacarificação usando HHP. O estímulo para que ocorra a sacarificação, 

em condições de alta pressão, está relacionado com a ação positiva da glicose no 

aumento da atividade β-glicosidásica em condições de HHP. 

        Ligações de hidrogênio das fibras da casca de coco foram rompidas durante a 

sacarificação usando HHP, este fenômeno provocou a desagregação (desfibrilação) 

das macrofibrilas das fibras da casca de coco. Assim as regiões internas das fibras 

tornaram-se mais acessíveis às ligações com as enzimas, ou às interações com as 

regiões de glicosilação e/ ou hidrofóbicas das proteínas expostas devido à ação da 

HHP.  

          O processo de hidrólise (sacarificação), utilizando HHP, possui como 

mecanismo de estímulo altas atividades β-glicosidásicas estimuladas por glicose, 

esta característica supracitada das β-glicosidases alimenta o processo e provoca o 

aumento das atividades celulásicas em HHP. Assim, em condições de HHP, as altas 

atividades β-glicosidases estimuladas por glicose clivam uma maior quantidade de 

celobiose à glicose, desinibindo as enzimas envolvidas no complexo celulásico (tais 

como exoglicanases e endoglicanases) e provoca o aumento da hidrólise celulásica 

da casca de coco por sinergia enzimática. 
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

         Análise das atividades fenoloxidases, xilanases e celobiohidrolases dos fungos 

isolados da casca de coco.  

         Utilização das cepas de T. reesei para mutação ou deleção das sequências de 

aminoácidos relatadas neste trabalho a fim de identificar se estes resíduos de 

aminoácidos estão realmente envolvidos com o aumento da atividade celulásica 

após a aplicação da HHP. 

         Inserção dos genes celulolíticos dos fungos isolados da casca de coco em S. 

cerevisiae visando alcançar o mesmo aumento de atividade celulásica total 

encontrado usando HHP. Assim como inserção de genes que codificam para regiões 

hidrofóbicas e de N-glicosilação próximas ao sítio ativo das celulases e também a 

fusão de regiões tais como de „swollenin‟ para o aumento da hidrólise da casca de 

coco.  

         Imobilização e encapsulamento das celulases purificadas, não pressurizadas e 

pressurizadas, a fim de detectar possíveis aumentos das atividades celulásicas via 

ligações glicosídicas. 

          Sequenciamento das celulases, principalmente das β-glicosidases dos fungos 

isolados da casca de coco (Trichoderma sp e de P. variabile), assim como resolução 

de suas estruturas. Uso de bioinformática e análise comparativa destas sequências 

e estrututras, a fim de esclarecer este mecanismo comum de aumento das 

atividades celulásicas em condições de pressão. 

           Realização de experimentos de sacarificação e fermentação, utilizando 

enzimas e cepas transformadas e as fibras de coco tratadas por pressão. 

           Utilização da HHP para deslignificação das fibras da casca de coco e análise 

de suas fibras usando força atômica. Como também a utilização das fenoloxidases 

dos fungos isolados para testes de deslignificação das fibras de coco.        
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8 APÊNDICE 

 

8.1 Sequências do rDNA geradas 

 

BTF0919 – 1: 97% de similaridade com P. variabile 

 

CCAACCCACAAAATGACACCATTACGCCAGCGTCCGAGCCGAAGTCGGTTCCATCAGGAGATACACGGGAGGTCCAATCG

CCCCGGGAAAAAAAAGCACCCCGAAGGGTGCTACATTCCCAGGGCCTTTGACCGTTCCCCCCCAAACCGACGCTGGCCTG

CCGGGGAGGAGTGCACCGGCACACGTGCCGGCTGAGCCTCCCCCAGCAAGTCTGGTTGCCAATGCTTCCCTTTCAACAAT

TTCACGTGCTGTTTAACTCTCTTTTCAAAGTGCTTTTCATCTTTCGATCACTCTACTTGTGCGCTATCGGTCTCCGGCCAATA

TTTAGCTTTAGATGAAATTTACCACCCTCTTAGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGACTCTTCGAAGGAGCTTCGCACGGGCG

GGACCACCCATCCCAGACGGGATTCTCACCCTCTATGACGGCCCGTTCCAGGGCACTTAGATAGGGGCCACGCCCGAAGC

ATCCTCTCCAAATTACAACTCGGGCCCCGAAGGAGCCAGATTTCAAATTTGAGCTCTTGCCGCTTCACTCGCCGTTACTGA

GGCAATCCCTGTTGGTTTCTTTTCCTCCGCTTATTGATATGCAACATTCCCCCCGTCGAGCAAGCGTTCTCGTCGGGGGGG

TCATGCCCGGGTAAAAGCCCAGGGCCTCTCCAGCTTTACCCACGAGCGCGCGGGCAGGAAGTCCCAGCCGCCCCCTCCC

AACTTTTATCTGTTTTTTTTGGTTT 

 

BTF0919 – 2 : 98% de similaridade com P. variabile KUC1476 (acc. n°. HM469398) 

 

GGGGGAAAGAACCAACAGGGTTTGCCTCAGTAACGGCGCGTGAAGCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAATCTGGCTCCTTCG

GGGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGATGCTTCGGGCGTGGCCCCTATCTAAGTGCCCTGGAACGGGCCGTCATAGAGGGT

GAGAATCCCGTCTGGGATGGGTGGTCCCGCCCGTGTGAAGCTCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAA

GAGGGTGGTAAATTTCATCTAAAGCTAAATATTGGCCGGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGC

ACTTTGAAAAGAGAGTTAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCATTGGCAACCAGACTTGCTGGGGGAGGCTCAGC

CGGCACGTGTGCCGGTGCACTCCTCCCCGGCAGGCCAGCGTCGGTTTGGGCGGTCGGTCAAAGGCCCTGGGAATGTAGC

ACCCTTCGGGGTGCCTTATAGCCCGGGGCGCCATGCGACCTGCCCGGACCGAGGAACGCGCTTCGGCTCGGACGCTGG

CGTAATGGTTGTCAATGGCCCGTCTTGAAACACAGAACAACATTAGCCGCGTCGAGGAACCTTCTGCTCGGCGGTCATGCG
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CGGGCTATAAGGAGAAGGGTCTATTCAGGCTTGGACACGACCTGCTGCGGGGAGGAGTCGCAAGCTCACCACGGTCAGC

TTCATCTGCTTTATCTCAAGGTTCTCTTACTATTGCTGCACTCATGACTTTGAATAAC 

 

BTF0948 – 1 : 99% de similaridade com Trichoderma sp KL 2W E11 (acc. n°. 

JF449619 

 

AAGAAGCGCTGGTGACTTACGCCAGCATCCTTGCAGATGCGCGGTCCTCAGTCCACCGCAGGGTATTATGCAACGGGCTA

TAACACTCCCGGAGGAGCCACGTTCCCGAAGCCTTTTTCCCCCGCGACGAACTGATGCTGGCCTAGACGCGGCGAAGTGC

ACCGGAGAGAACCCCGGATGATCCGCCGCGCCCAAGTCTGGTCACAAGCGCTTCCCTTTCAACAATTTCACGTACTATTTA

ACCCTCTTTTCAAGGTGCTTTTCATCTTTCGATCACTCTACTTGTGCGCTATCGGTCTCTGGCCAATATTTAGCTTTAGAAGA

CATATACCTCCCATTTTGAGCAGCATTCCCAAACTACTCGACTCGTCGAAGGAGCTTTACAGAGGCTCGGCGGCCAGCCAG

ACGGGGCTCTCACCCTCTGTGGCGTCCCGTTCCAGGGAACTCGGGCGGCACCTCACCAAAAGCATCCTCTACAAATTACA

ACTCGGACCCTAGGGGCCAGATTTCAAATTTGAGCTGTTGCCGCTTCACTCGCCGTTACTGGGGCAATCCCTGTTGGTTTC

TTTTCCTCCGCTTTATTGATATGCAAA 

 

BTF0948 – 2: 99% de similaridade com Trichoderma sp KL 2W E11 (acc. n°. 

JF449619 

 

GAACCAAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGATTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCCCTAGGGTCCGAG

TTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGTGAGGTGCCGCCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCACAGAGGGTGAGAGCCCCG

TCTGGCTGGCCGCCGAGCCTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCAAAATGGGAGGTATAT

GTCTTCTAAAGCTAAATATTGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACCTTGAAAAGAG

GGTTAAATAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGCTTGTGACCAGACTTGGGCGCGGCGGATCATCCGGGGTTCTCTC

CGGTGCACTTCGCCGCGTCTAGGCCAGCATCAGTTCGTCGCGGGGGAAAAAGGCTTCGGGAACGTGGCTCCTCCGGGAG

TGTTATAGCCCGTTGCATAATACCCTGCGGTGGACTGAGGACCGCGCATCTGCAAGGATGCTGGCGTAATGGTCACCAGC

GACCCGTCTTGAAACACGGACCAAAATACCCAGCATCTGCGATGCGCGGTCTCATCCCAGGTATTAGCACGGCTATACCTC

GCAGAACACCACTTTCCGACATTAGCGGTAAGCGAACGCGGAAAGCAATGCCACTGCCACTCTTTCATTTTATATTCTTTTT

AGGGTTTTCTTTTCCTGGGGG 
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