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SILVA, Fabiane Neves. Otimização e caracterização de endoglucanase de Aspergillus 

niger para aplicação do blend enzimático na sacarificação de resíduos agroindustri-

ais. Itapetinga, BA: UESB, 2024. 111 p. Tese (Doutorado em Engenharia e Ciência de 

Alimentos), Área de Concentração em Ciências de Alimentos. 

 

RESUMO 

A Fermentação em Estado Sólido (FES) é uma técnica biotecnológica que emprega mi-

crorganismos para a produção de substâncias valiosas. Essa metodologia é benéfica para 

a sustentabilidade, pois converte materiais lignocelulósicos abundantes em recursos úteis, 

minimizando o impacto ambiental e fomentando o desenvolvimento econômico local. 

Resíduos agroindustriais como a casca da amêndoa do cacau e casca de arroz, assim como 

a palma forrageira são matérias-primas potenciais na FES para a geração de enzimas. A 

otimização do processo e a seleção adequada do microrganismo são etapas cruciais. O 

fungo Aspergillus niger, por exemplo, é frequentemente utilizado na FES para a produção 

de celulases, um conjunto de enzimas que decompõem a celulose para várias aplicações. 

Entre as celulases, a endoglucanase desempenha um papel fundamental na fase inicial da 

hidrólise enzimática, atuando em sinergia com outras celulases para a obtenção de hexo-

ses, que são essenciais na biorrefinaria. Neste cenário, os blends enzimáticos produzidos 

pela FES representam uma alternativa viável, sendo simples de produzir, eficazes e 

econômicos. Além disso, esses blends possuem a vantagem de conter múltiplas enzimas, 

eliminando a necessidade de purificação.  

 

Palavras-chave: Fermentação em estado sólido. Hidrólise enzimática. Celulase. Fungos 

filamentosos. Biorrefinaria. 

 

 

 

 

 

 

 



 

SILVA, Fabiane Neves. Otimização e caracterização de endoglucanase de Aspergillus 

niger para aplicação do blend enzimático na sacarificação de resíduos agroindustri-

ais. Itapetinga, BA: UESB, 2024. 111 p. Tese (Doutorado em Engenharia e Ciência de 

Alimentos), Área de Concentração em Ciências de Alimentos. 

ABSTRACT 

 

Solid-State Fermentation (SSF) is an advanced biotechnological technique that employs 

microorganisms for the production of valuable substances, such as enzymes. This metho-

dology is beneficial for sustainability, as it converts waste into useful resources, minimi-

zing environmental impact and fostering local economic development. Agro-industrial 

residues such as cocoa almond shell, rice husk, and forage palm are potential feedstocks 

in SSF for enzyme generation. Process optimization and proper microorganism selection 

are crucial. For instance, Aspergillus niger is a fungus frequently used in SSF for the 

production of cellulases, a group of enzymes that decompose cellulose for various appli-

cations. Among cellulases, endoglucanase plays a fundamental role in the initial phase of 

enzymatic hydrolysis, acting synergistically with other cellulases to obtain hexoses, 

which are essential in biorefinery. In this scenario, enzyme blends produced by SSF 

emerge as a viable alternative, being simple to produce, efficient, and cost-effective. Mo-

reover, these blends have the advantage of containing multiple enzymes, eliminating the 

need for purification. 

 

Keywords: Solid-state fermentation (SSF). Enzymatic hydrolysis. Cellulase. Filamen-

tous fungi. Biorefinery. 
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CAPÍTULO I 

1. INTRODUÇÃO 

 

A fermentação em estado sólido (FES) é um processo de cultivo de microrganis-

mos em uma matriz sólida na ausência (ou quase ausência) de água livre; no entanto, com 

umidade suficiente para manter o crescimento e o metabolismo dos microrganismos (Pan-

dey, 2003). Através desse processo, as substâncias orgânicas presentes na matéria-prima 

podem ser convertidas em produtos de valor agregado, no qual se destacam as enzimas, 

que têm diversas aplicações industriais (Yafetto, 2022).  

A eficiência desse bioprocesso para produção enzimática depende de vários fato-

res, como o tipo de matriz sólida, o desempenho do microrganismo e as condições do 

processo. Os custos elevados de produção e purificação de enzimas são um obstáculo 

importante para as aplicações industriais. Portanto, o uso de matérias-primas de baixo 

custo pode ser uma alternativa viável para superar a dificuldade de aplicação de enzimas 

em processos industriais, anteriormente limitados pelo alto custo das mesmas (Sosa-Mar-

tínez et al., 2023 e Kumar et al., 2021). 

A incorporação de resíduos agroindustriais e materiais regionais na FES não ape-

nas proporciona benefícios multifacetados na obtenção de produtos de alto valor agre-

gado, mas também, do ponto de vista ambiental, impulsiona a sustentabilidade ao recon-

figurar resíduos em recursos valiosos e mitigar o impacto ambiental. O descarte inade-

quado desses materiais acarreta problemas como poluição, desperdício e desvalorização. 

Por meio da FES, esses resíduos são transformados em bioprodutos de elevado valor co-

mercial, fomentando o desenvolvimento econômico e fortalecendo a autossuficiência 

(Wang et al., 2023, Da Rosa-Garzon et al., 2022). 

Em suma, a otimização do uso de materiais regionais abundantes, incluindo resí-

duos e culturas locais, não apenas fomenta oportunidades econômicas nas comunidades, 

mas também impulsiona o desenvolvimento regional, enaltecendo a economia local. Em 

síntese, a abordagem de economia circular, ao utilizar materiais regionais, emerge como 

uma estratégia altamente benéfica para empresas, sociedade e meio ambiente. Essa prá-

tica não só promove a sustentabilidade, mas também agrega valor aos recursos locais, 

desempenhando um papel crucial no desenvolvimento regional (Belwal et al., 2022, Ne-

ves et al., 2022). 

A otimização do processo fermentativo e o equilíbrio nutricional na FES garantem 

a eficiência e a qualidade dos produtos finais. Uma matéria-prima adequada para a FES 
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deve fornecer grande parte dos nutrientes essenciais para o crescimento e o metabolismo 

dos microrganismos envolvidos, além de um ambiente físico favorável para o desenvol-

vimento do processo fermentativo (Wang et al., 2023). Materiais lignocelulósicos são os 

mais aplicados na FES e são compostos, em sua maior parte, por polímeros de celulose, 

seguida de hemicelulose e lignina (Nogueira et al., 2022).  

Além da matéria-prima, a escolha do microrganismo é um elemento fundamental 

e está relacionada a muitos fatores, como o desempenho, adaptação e tolerância a condi-

ções de processo (Yafetto, 2022). Dessa forma, os fungos filamentosos, a exemplo do 

Aspergillus niger, são fortes candidatos a aplicação em FES, pois essa técnica simula o 

seu habitat natural de forma eficiente (Wang et al., 2023). Esses fungos esporulantes pro-

duzem um conjunto diverso de enzimas, como as celulases, nas extremidades das hifas 

em crescimento para degradar a biomassa lignocelulósica (Jo et al., 2023).  

Devido à sua abundância, natureza renovável e baixo custo, a biomassa lignoce-

lulósica revela um potencial considerável para ser transformada em outros produtos de 

alto valor agregado, como açúcares destinados à produção de bioetanol (Zhou & Tian, 

2022). Essa conversão requer a degradação da parede celular (Suryadi et al., 2022), e as 

enzimas celulolíticas, produzidas por meio da FES, destacam-se como candidatas robus-

tas para esse processo. Especificamente, a endoglucanase desempenha um papel crucial 

na hidrólise das ligações glicosídicas, reduzindo o comprimento do polímero de celulose 

(Akram et al., 2021). A despolimerização da celulose em açúcares simples (hidrólise ou 

sacarificação) é um passo essencial para a produção de bioetanol (Ramos et al., 2022; 

Ruiz et al., 2023). No entanto, a viabilidade da hidrólise enzimática em larga escala é 

limitada pelo alto custo das enzimas. 

Nesse cenário, os blends enzimáticos (extratos multienzimáticos) provenientes da 

FES emergem como uma alternativa altamente promissora. Sua produção é descompli-

cada, eficiente e economicamente vantajosa (De Carvalho et al., 2023). Além disso, esses 

blends enzimáticos destacam-se por conterem diversas enzimas, eliminando a necessi-

dade de uma etapa adicional de purificação. 
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1.1 OBJETIVOS 

1.1.1 Geral 

 

O presente estudo tem o objetivo de produzir a enzima endoglucanase de Asper-

gillus niger ATCC 1004 através da FES de matérias-primas lignocelulósicas e aplicá-la 

na sacarificação de resíduos agroindustriais. 

  1.1.2 Específicos 

 

• Definir a melhor composição de mistura de matérias-primas lignocelulósicas para 

obtenção da endoglucanase; 

• Definir as melhores condições para obtenção da endoglucanase por FES de maté-

rias-primas lignocelulósicas pelo fungo Aspergillus niger ATCC 1004; 

• Caracterizar a endoglucanase obtida quanto aos parâmetros de pH e temperatura 

ótimos, halotolerância, efeitos de sais, compostos orgânicos e solventes; 

• Aplicar a enzima obtida na sacarificação da casca de arroz e casca da amêndoa do 

cacau 

• Avaliar o efeito do pré-tratamento biológico na sacarificação da casca da amêndoa 

do cacau e identificar as alterações do pré-tratamento e sacarificação na estrutura 

lignocelulósicas da casca da amêndoa do cacau. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Fermentação em estado sólido 

 

A fermentação é uma prática milenar que acompanha a humanidade na transfor-

mação de alimentos, como o pão, vinho e cerveja. Atualmente, a fermentação também se 

tornou uma fonte de biomoléculas e produtos de interesse para diversos setores industri-

ais, como alimentício, farmacêutico, têxtil, bioquímico e bioenergético (Soccol et al., 

2017). Em especial, a fermentação em estado sólido (FES), emprega microrganismos, 

cultivados em substrato sólido como fonte de carbono na ausência total ou parcial de água 

livre, para converter substâncias orgânicas em compostos de valor agregado (Pandey, 

2003).  

A FES recria as condições naturais ideais para muitos microrganismos, especial-

mente fungos e bolores. Notavelmente, demanda baixa energia para esterilização, graças 

à sua baixa atividade de água, demonstrando resistência à contaminação bacteriana. Esta 

técnica possibilita uma produção enzimática abundante de várias enzimas, sendo pouco 

afetada pela inibição do substrato, resultando em uma significativa concentração final dos 

produtos desejados (Soccol et al., 2017). Além disso, as enzimas geradas exibem estabi-

lidade frente a variações térmicas e de pH. A FES destaca-se ao aproveitar matérias-pri-

mas acessíveis, como resíduos agroindustriais, que fornecem carbono e energia para o 

crescimento dos microrganismos (Menezes et al., 2023). 

   No processo da FES o microrganismo se desenvolve sobre ou interstícios da ma-

téria-prima sólida umedecida, que serve como fonte de nutrientes e suporte físico. O mi-

crorganismo utiliza a matéria-prima como fonte de nutriente e libera metabólitos, entre 

eles as enzimas, que podem ter diversas aplicações industriais (Yafetto, 2022). Além da 

produção de enzimas, a FES pode ser aplicada na produção de biocombustíveis (Yu et al., 

2014), enriquecimento proteico para resíduos agroindustriais (Aruna et al., 2017), ácidos 

orgânicos (Akhtar et al., 2020) e biofertilizantes (Lim & Matu, 2015). Com base neste 

princípio, a FES já foi aplicada para produção de uma variedade de enzimas como lacase 

(XU et al., 2020), endoglucanase (Oliveira et al., 2019, De Brito et al., 2017), xilanase 

(Marques et al., 2018), lipase (Menezes et al., 2021), amilase (Almanaa et al., 2020) inu-

linase (Singh et al., 2020), β-glicosidase (Neves et al., 2022) e protease (Nogueira et al., 

2022).  

De maneira geral, a eficácia da FES na geração de produtos de alto valor agregado 

está intrinsecamente ligada a diversos fatores, incluindo a escolha adequada da matriz 
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sólida, o desempenho do microrganismo e as condições do processo fermentativo (Kumar 

et al., 2021). Os custos elevados associados à produção e purificação de enzimas repre-

sentam um desafio significativo para aplicações industriais. Assim, a utilização de maté-

rias-primas acessíveis emerge como uma alternativa viável para superar essa barreira, 

permitindo a expansão da aplicação de enzimas em processos industriais previamente li-

mitados pelos custos elevados de sua implementação (Sosa-Martínez et al., 2023). 

 

2.2 Matérias-primas 

A seleção criteriosa da matéria-prima desempenha um papel decisivo na FES, in-

fluenciando tanto a qualidade do produto final quanto os custos associados ao processo 

(Hamrouni et al., 2020). Uma matéria-prima eficaz para a FES deve fornecer uma gama 

abrangente de nutrientes essenciais para sustentar o crescimento e o metabolismo dos 

microrganismos, além de criar um ambiente físico propício ao processo fermentativo. 

Resíduos agrícolas, alimentares e materiais lignocelulósicos destacam-se como exemplos 

representativos de matérias-primas utilizadas na FES (Wang et al., 2023). Essa matéria-

prima deve apresentar a umidade apropriada para favorecer o crescimento microbiano, 

podendo desempenhar dupla função: como fonte de nutrientes ou como suporte inoculado 

com uma solução nutritiva essencial para o desenvolvimento dos microrganismos (Kumar 

et al., 2021). A combinação estratégica de diferentes matérias-primas também se confi-

gura como uma alternativa promissora para otimizar o equilíbrio nutricional e aprimorar 

o processo fermentativo (Nunes et al., 2020; Carvalho et al., 2023). 

Para além da composição química, as propriedades físicas da matéria-prima, como 

o tamanho da partícula (Nogueira et al., 2022), exercem um impacto direto no desenvol-

vimento microbiano, influenciando a velocidade e a estabilidade do processo fermenta-

tivo. Partículas excessivamente pequenas podem propiciar maior disponibilidade de nu-

trientes e oxigênio, acelerando a fermentação, porém, podem também resultar em com-

plicações como entupimento e compactação, prejudicando a eficiência global do pro-

cesso. Em contrapartida, partículas de maior tamanho podem conferir maior estabilidade 

e longevidade ao processo, embora possam limitar a relação superfície/volume e desace-

lerar a fermentação (Wang et al., 2023). Alguns estudos de FES empregaram matérias-

primas com tamanho de partícula abaixo de 2 mm, obtendo resultados satisfatórios no 

que diz respeito ao processo fermentativo (Nogueira et al., 2022; Ferraz et al., 2020; Silva 

et al., 2018). 
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2.2.1 Casca da amêndoa de cacau 

O cacau (Theobroma cacao L.) é uma fruta tropical de significativa relevância 

econômica e cultural, pois suas sementes são a fonte para diversos produtos, como a man-

teiga de cacau e o chocolate, apreciados globalmente (Afedzi et al., 2023). A produção 

mundial de grãos de cacau atingiu aproximadamente 4,9 milhões de toneladas no período 

2022/2023. A África destaca-se como a principal contribuinte, representando 73,4% da 

produção global, com a Costa do Marfim (2,2 milhões de toneladas) e Gana (0,68 milhões 

de toneladas) liderando. As Américas, com 21,2% da produção mundial, têm o Brasil 

como o sétimo maior produtor, estimando-se uma produção de 0,22 milhões de toneladas 

(ICCO, 2023). No Brasil, o Pará e a Bahia lideram a produção de amêndoas de cacau, 

respondendo por cerca de 96% do total nacional. Outros estados, como Espírito Santo, 

Rondônia, Amazonas e Mato Grosso, também contribuem, enquanto estados como Ro-

raima, Amapá, Ceará, Sergipe, Minas Gerais, São Paulo e Tocantins iniciam sua partici-

pação em um mercado em expansão recente (Guirlanda; Da Silva; Takahashi, 2021). 

A estrutura do fruto do cacau (Figura 1) é formada por quatro partes principais: a 

casca externa, que protege o fruto; a polpa, que envolve as sementes e que possui um 

sabor adocicado; a amêndoa, que é a semente propriamente dita; e a casca da amêndoa, 

que é removida durante o processamento do cacau.  

 

Figura 1. Estrutura do fruto do cacau (Theobroma cacao L.). 

 

Legenda: A. Casca externa do cacau. B. Fruto aberto com polpa e amêndoas. C. Amêndoa 

com casca. D. Casca da amêndoa (resíduo do processamento) após moagem. 

Fonte: Própria autora. 

 

A produção de derivados do cacau, como chocolate, manteiga e cacau em pó, re-

sulta na geração de uma considerável quantidade de resíduos com vastas possibilidades 

de aproveitamento (Afedzi et al., 2023). Esses subprodutos apresentam elevado valor nu-

tricional e funcional, contendo elementos como fibra dietética, polifenóis, pectina, 
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metilxantina, gordura e fitoesteróis, que podem ser extraídos e incorporados em alimentos 

e produtos farmacêuticos (Belwal et al., 2022). Contudo, aproximadamente 85% da pro-

dução de cacau corresponde a subprodutos, incluindo cascas do grão, cascas do fruto e 

polpa. Quando não são devidamente aproveitados, esses resíduos podem acarretar pro-

blemas ambientais e econômicos, como poluição, desperdício e perda de valor agregado 

(Belwal et al., 2022). 

A casca da amêndoa do cacau é o subproduto que envolve as amêndoas e é obtido 

em elevados volumes pela indústria de cacau, sendo composto principalmente por hemi-

celulose, lignina macro e micronutrientes (Lessa et al., 2018). Nos últimos anos, em coe-

rência com os objetivos de maior sustentabilidade e agregação de valor, a casca da amên-

doa do cacau tem sido estudada para uma série de aplicações biotecnológicas, tais como 

a FES para produção das enzimas lipase (De Araújo et al., 2021; Menezes et al., 2021) e 

endoglucanase (Oliveira et al., 2019, De Brito et al., 2017) através de Penicillium roque-

forti ATCC 10110, endoglucanase e xylanase através de Aspergillus oryzae ATCC 10124 

(Reis et al., 2020) e filmes biodegradáveis (Souza et al., 2022), evidenciando o sucesso 

de sua aplicabilidade nesse nicho. 

 

2.2.2 Casca de arroz  

 O arroz (Oryza sativa) é uma das culturas cerealíferas mais cultivadas e consumi-

das em todo o mundo. É um material fibroso, composto principalmente de celulose, lig-

nina e cinzas (Singh, 2018). O aumento da produção de arroz é um dos principais fatores 

que contribuem para o aumento da geração de resíduos agroindustriais. A casca de arroz 

(Figura 2) é o resíduo mais abundante, representando cerca de 28% do peso do grão (Jin; 

Peng; Nie, 2023).  

Em 2022, a produção global de arroz alcançou 7,5 x 10^8 m³, com 90% dessa 

produção concentrada na região Ásia-Pacífico. Esse volume resulta em uma geração ex-

pressiva de resíduos, totalizando 1,5 x 10^8 m³, representando um desafio considerável 

para o meio ambiente (Mordor Intelligence, 2021). Segundo dados da Companhia Naci-

onal do Abastecimento, o Brasil ocupa a 10ª posição em produção de arroz, atingindo a 

marca de 7,4 milhões de toneladas no anuário 2023/2024 (CONAB, 2024). Uma prática 

comum para aproveitar a casca de arroz é a sua queima ou utilização como combustível 

para parboilização e cozimento do grão. Entretanto, tal abordagem carrega consigo um 

impacto ambiental adverso, pois a queima da casca libera cinzas contendo quantidades 
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significativas de CO2, contribuindo para a poluição do ar, solo e água (Anando et al., 

2023). 

 

Figura 2. Casca de arroz após processamento de moagem.  

 

Legenda: A. Grãos de arroz com casca. Fonte: Freepik. 

B. Casca do arroz após tratamento de moagem. Fonte: Própria autora. 

 

A casca de arroz, caracterizada pela abundância em celulose, hemicelulose e lig-

nina, emerge como uma valiosa e econômica matéria-prima para a produção de biomassa 

(Zhang et al., 2020). Diante desse cenário, torna-se imperativo explorar estratégias que 

maximizem o aproveitamento da casca de arroz, visando a geração de produtos com valor 

agregado mais elevado. Uma abordagem particularmente promissora consiste em utilizar 

a casca de arroz como substrato na produção de enzimas por fungos filamentosos (Mar-

ques et al., 2018; De Brito et al., 2017). Além disso, a sua aplicação como insumo para a 

obtenção de produtos de alto valor, como biorrefinaria e produtos químicos de plataforma, 

revela-se como uma opção viável devido ao notável teor de celulose (40%) e hemicelu-

lose (30%) presente nesse material (Song et al., 2024). Dessa maneira, a produção de 

enzimas a partir da casca de arroz não só representa uma escolha ecologicamente consci-

ente, mas também se revela economicamente vantajosa para o aproveitamento de resíduos 

agroindustriais (Da Rosa-Garzon et al., 2022). 

 

2.2.3 Palma forrageira 

A palma forrageira (Nopalea cochenillifera), uma significativa cactácea originária 

do México, expandiu-se para regiões áridas e semiáridas em todo o mundo (Alencar et 

al., 2018). No Brasil, sua presença abrange mais de 500 mil hectares, principalmente na 
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região Nordeste. A adaptação bem-sucedida ao semiárido resulta de características fisio-

lógicas que favorecem seu pleno desenvolvimento em condições desafiadoras (Rocha, 

2012). Pertencente à família Cactaceae, esse grupo de plantas destaca-se pela diversidade 

morfológica, envolvendo caules suculentos e frutos comestíveis, exercendo um papel re-

levante na economia e cultura das populações rurais nos biomas onde se encontram (De 

Araújo et al., 2021). 

A perspectiva de expansão do cultivo da palma forrageira surge em meio às mu-

danças climáticas e períodos de seca previstos (Alencar et al., 2018). Esse otimismo fun-

damenta-se na resiliência das cactáceas à seca e sua adaptação notável a ambientes áridos 

(Santos et al., 2016). Graças à sua elevada produtividade de biomassa, rica em carboidra-

tos, tanto fibrosos quanto não fibrosos, essas plantas desempenham papéis cruciais na 

alimentação de ruminantes e humanos (Dubeux et al., 2021), na geração de energia, na 

fabricação de fármacos e cosméticos, além de contribuir para a proteção e conservação 

do solo (Filho et al., 2016).Na Figura 3 é apresentada a palma forrageira (Nopalea coche-

nillifera) antes e após o processo de moagem. 

 

Figura 3. Palma forrageira antes e após o pré-tratamento de moagem. 

 

Legenda: A. Palma forrageira (Nopalea cochenillifera). B. Palma forrageira após moa-

gem. 

Fonte: Própria autora 

A palma forrageira tem capturado a atenção de pesquisadores devido a suas inú-

meras vantagens, como ampla disponibilidade, ausência de entressafra, baixa exigência 

tecnológica para cultivo e colheita, disseminação extensiva e notável resistência à seca 

(Filho et al., 2016). Dada a sua abundância natural, o desenvolvimento de tecnologias que 
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agreguem valor à palma, proporcionando alternativas para sua utilização, pode ser um 

impulso significativo para o desenvolvimento econômico nas regiões onde ela é cultivada. 

Como exemplos desse potencial ainda pouco explorado, pesquisadores têm utilizado a 

palma como plataforma para a produção de enzimas de aplicação industrial por meio da 

FES (Neves et al., 2022; Santos et al., 2017; Dos Santos et al., 2016). 

Em síntese, ao explorar materiais regionais abundantes, como a palma forrageira 

proveniente de culturas locais, surgem oportunidades econômicas significativas para as 

comunidades. Essa prática contribui diretamente para o desenvolvimento regional e a va-

lorização da economia local. 

 

 2.3 Microrganismos utilizados na FES 

A seleção do microrganismo é um fator fundamental para a FES, pois influencia 

a produtividade, a eficiência e a qualidade do produto final (Wang et al., 2023). O pro-

cesso de fermentação requer a escolha de microrganismos adequados, que tenham as se-

guintes características (Yafetto, 2022): 

• Crescimento ótimo e tolerância nas condições do processo, como temperatura e 

pH; 

• Rendimento elevado do produto desejado; 

• Utilização eficiente da matéria-prima disponível como fonte de carbono e energia;  

• Segurança para o consumo humano e animal do produto fermentado. 

Os fungos desempenham um papel crucial na indústria, sendo responsáveis por 

aproximadamente 50% das enzimas utilizadas nesse setor. Entre os fungos, os filamento-

sos destacam-se como excelentes opções para a FES, uma vez que essa técnica replica 

eficientemente seu habitat natural (Wang et al., 2023). Esses fungos desenvolvem-se atra-

vés de hifas multicelulares que se ramificam e entrelaçam, formando intricadas redes mi-

celiais (Jo et al., 2023). Nas extremidades dessas hifas, produzem um variado conjunto 

de enzimas capazes de degradar biomassa lignocelulósica, gerando produtos de alto valor 

agregado (Madhavan et al., 2022). Além de sua importância comercial, os fungos fila-

mentosos têm relevância ecológica devido à presença de conidióforos, estruturas respon-

sáveis pela produção e liberação de esporos assexuados (Troiano; Orsat; Dumont, 2020). 

Em 1729, o sacerdote e micologista florentino Pier Antonio Micheli fez a primeira 

descrição do gênero Aspergillus. O nome foi escolhido devido à semelhança entre a es-

trutura portadora de esporos do fungo e o aspergillum, um instrumento utilizado na Igreja 
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Católica para aspergir água benta (Romero; Giudicessi; Vitale, 2021). Amplamente dis-

tribuído na natureza, o Aspergillus é um dos gêneros fúngicos mais economicamente re-

levantes, com aplicações que vão desde a produção de ácido cítrico, amilases, alimentos 

e bebidas asiáticas até compostos farmacêuticos como lovastatina, antibióticos e agentes 

antitumorais e antifúngicos. No entanto, algumas espécies desse gênero também apresen-

tam aspectos negativos, sendo responsáveis por perdas agrícolas, produção de micotoxi-

nas, deterioração de materiais e doenças em humanos e animais (Romero; Giudicessi; 

Vitale, 2021). 

Os fungos filamentosos, especialmente do gênero Aspergillus spp., são preferidos 

para a produção de enzimas devido à sua alta produtividade, atividade enzimática em pH 

neutro e estabilidade térmica (Troiano; Orsat; Dumont, 2020). Espécies como Aspergillus 

niger e Aspergillus ricinus são capazes de sintetizar diversas substâncias de interesse in-

dustrial, incluindo enzimas extracelulares, ácidos orgânicos e metabólitos secundários, 

aplicáveis em biocombustíveis, biorremediação, alimentos, bebidas e outros setores 

(Troiano; Orsat; Dumont, 2020). 

No âmbito macroscópico, as colônias de Aspergillus apresentam distintas carac-

terísticas, como taxas de crescimento variáveis, mensuráveis pelo diâmetro da colônia em 

um dado momento. Além disso, exibem cores e texturas específicas (aveludadas, floco-

sas), podendo apresentar exsudatos e pigmentos solúveis dependendo do meio de cultura 

utilizado (Romero; Giudicessi; Vitale, 2021). Essas peculiaridades facilitam a identifica-

ção e o trabalho com esses microrganismos, como ilustrado na figura 4, que mostra o 

cultivo do fungo Aspergillus niger em meio PDA (Potato Dextrose Agar). 
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Figura 4. Cultivo de Apergillus niger em meio PDA (Potato Dextrose Agar) 

 

Fonte: própria autora. 
 

Morfologicamente, essas espécies ostentam o distintivo "aspegillum" ou "cabeça 

aspergillar". Essa estrutura (Figura 5) compreende uma haste que culmina em uma vesí-

cula arredondada, onde se encontram células especializadas organizadas em uma ou duas 

camadas, conhecidas como filíades e metulas (Romero; Giudicessi; Vitale, 2021). As fi-

líades desempenham um papel crucial na produção de conídios, os esporos assexuados. 

O conjunto de estruturas que suporta a formação de conídios - vesícula, metulas, filíades, 

além da haste e da célula pé - é denominado conidióforo (Romero; Giudicessi; Vitale, 

2021). Na Figura 6, é apresentada uma estrutura lignocelulósica com a presença de um 

fungo do gênero Aspergillus, ampliada 500 vezes por microscopia eletrônica de varredura 

(MEV). Destaca-se a abundância de esporos no material, permitindo a visualização deta-

lhada da estrutura do fungo, incluindo a vesícula arredondada e as hifas. 
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Figura 5. Morfologia representativa de espécies do gênero Aspergillus 

 
 Fonte: Romero, Giudicessi e Vitale (2021) com adaptações. 

 

Figura 6.  Estrutura lignocelulósica colonizada por fungo Aspergillus niger 

 

 

Aspergillus niger faz parte de um grupo de Aspergillus de cor negra, denominado 

Aspergillus section Nigri (Romero; Giudicessi; Vitale, 2021). Esse fungo é um agente 

comum de deterioração de alimentos e pode ser encontrado naturalmente em diversos 
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produtos alimentícios, tais como frutas, cebola, nozes e milho. Além disso, ele apresenta 

uma grande capacidade de adaptação a diferentes condições ambientais, podendo resistir 

a temperaturas entre 6 e 47 °C e a níveis de pH entre 1,5 e 9,8 (Li et al., 2020). 

O fungo Aspegillus niger é amplamente aplicado na produção de enzimas por FES 

com diferentes fontes de matérias-primas (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Exemplos de enzimas produzidas por fungo Aspegillus niger em fermentação 

em estado sólido 

Matétia-prima Enzima Referência 

Resíduo de ciriguela (Spondias 

purpúrea L) 
Endoglucanase e celulases totais 

(Dos Santos et al., 

2013) 

Vagens de algaroba (Prosopis 

juliflora) 
Lipase 

(Mandari; Nema; De-

varai, 2020) 

Casca de batata Xilanase 
(Dos Santos et al., 

2012) 

Palma forrageira (Nopalea co-

chenillifera) 
β-glicosidase 

(Dos Santos et al., 

2018) 

Resíduos de acerola (Malpighi-

aGlabra.), goiaba (Psidiumgua-

java ), mandioca (Manihot Es-

culenta), e maracujá (Passiflo-

raedulis ) 

Carboximetilcelulase 
 (Junqueira et al., 

2018) 

Alfarroba Inulinase e frutooligossacarídeo (Canatar et al., 2023) 

Casca de Satkara (Citrus ma-

croptera) 
Pectinase (Ahmed et al., 2021) 

Aquênios de Platanus e hispá-

nica, casca de laranja, casca de 

soja e folhas erva-mate  

Peptidase (López et al., 2018) 

Farelo de trigo, arroz e soja, fa-

rinha de casca de maracujá, de 

penas de frango e de vísceras 

de frango 

L-asparaginase 
(Da Cunha et al., 

2018)  

Casca de mandioca Amilase 
(Dos Santos et al., 

2020) 

Farelo de trigo, palha de arroz, 

casca de arroz, sabugo de mi-

lho, folhas de eucalipto, folhas 

de ricinus e bagaço de cana 

Endoglucanase (Dixit; Shukla, 2023)  
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Resíduo de vagens de ervilha 

Celulase total, β-glicosidase, en-

doglucanase, xilanase, celobiohi-

drolase, β-xilosidase, α-l-arabi-

nofuranosidase e xilanesterase 

(Sharma et al., 2015)  

Bagaço de cana-de-açúcar e 

grãos usados de cervejaria 

Celulases totais, endoglucanase, 

feruloilesterase e xilanase 

(Moran-Aguilar et 

al., 2021)  

Folhas de dendê 
Endoglucanase, celulase total e 

xilanase  
(Tai et al., 2019) 

Palha de arroz 

Endoglucanase, β-glicosidase, 

exoglucanase, xilanase e mana-

nase 

(Kaur et al., 2020)  

 

 

2.4 Parede celular vegetal 

 Os materiais lignocelulósicos apresentam uma composição onde a celulose se des-

taca como o componente mais abundante (40–45%), seguida pela hemicelulose (25–

35%), lignina (15–30%) e componentes inorgânicos (até 10%) (Rico-García et al., 2020). 

A proporção precisa desses constituintes varia conforme a origem e a espécie da planta. 

Na parede celular vegetal (Figura 7), as celuloses estão principalmente envolvidas por 

hemicelulose e lignina, conferindo uma estrutura robusta, e todos esses polímeros parti-

cipam de complexas interações físicas e químicas (Lv et al., 2022). 
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Figura 7. Estrutura da biomassa lignocelulósica contendo lignina, celulose e hemicelu-

lose

 

Fonte: Hernández-Beltrán et al., (2019) com adaptações. 

 

A celulose, um polímero linear, demonstra insolubilidade em água e em soluções 

ácidas ou alcalinas diluídas à temperatura ambiente (Suryadi et al., 2022). Atuando como 

um elemento estrutural, confere resistência ao material (Kumla et al., 2020). Sua estrutura 

molecular permanece inalterada, independentemente da origem, composta por uma ex-

tensa cadeia de unidades de glicose que se conectam por ligações β-1,4-glicosídicas 

(Jedvert & Heinze, 2017). As cadeias de celulose (Figura 8) são organizadas em regiões 

cristalinas e amorfas, desempenhando um papel crucial nas propriedades físicas dos ma-

teriais à base de celulose. As cadeias alinham-se paralelamente e conectam-se por meio 

de ligações de hidrogênio entre os átomos de oxigênio, formando microfibrilas, feixes 

compostos por centenas de unidades de celulose (Emenike et al., 2023). 
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Figura 8. Composição principal da biomassa lignocelulósicas com as estruturas da lig-

nina, celulose e hemicelulose. 

  

Fonte: Kumla et al., (2020) com adaptações. 

 

 Diferentemente da celulose, a estrutura da hemicelulose (Figura 8) depende de 

diversos fatores, como o tamanho da cadeia, suas ramificações e as unidades de açúcares. 

Esse heteropolímero é composto por uma espinha dorsal polissacarídica e ligações de 

pentoses, hexoses, ácidos hexurônicos, além de pequenas quantidades de ramnose e fu-

cose, e um grupo acetila (Kumla et al., 2020). 

Por fim, a lignina (Figura 8) é um polímero amorfo e altamente ramificado que 

apresenta diversos grupos funcionais, tais como alifáticos, fenólicos, hidroxilas, carboxí-

licos, carbonilos e metoxil (Kumla et al., 2020). Com uma estrutura única e extremamente 

complexa, a quantidade, a composição unitária e as características estruturais da lignina 

variam entre as espécies vegetais, o ambiente e os estágios de crescimento (Wang & 

Deuss, 2023). 

 

2.5 Hidrólise enzimática 

A lignocelulose representa uma biomassa de grande relevância como fonte reno-

vável de energia, produtos químicos e materiais para o desenvolvimento sustentável. Essa 

biomassa pode passar por hidrólise enzimática, convertendo-se em glicose e, 
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posteriormente, ser transformada em diversos produtos de alto valor agregado, marcando 

uma etapa promissora no contexto da biorrefinaria (Cai et al., 2023). 

 

O termo "biorrefinaria" refere-se a uma tecnologia relativamente recente que rea-

liza a transformação de biomassa em produtos e energia, visando reduzir a dependência 

de combustíveis fósseis. Este conceito mostra-se viável para biomassas abundantes e es-

pecíficas, como a lignocelulose, que não competem com outras aplicações, como o petró-

leo (Bastos, 2007). Os processamentos associados a essa biomassa desempenham um pa-

pel crucial na promoção da bioeconomia sustentável, contribuindo para a redução das 

emissões de gases de efeito estufa, criação de empregos e desenvolvimento de novos pro-

dutos e materiais (Xu et al., 2023). 

O processo de biorrefinaria lignocelulósica compreende quatro etapas essenciais: 

pré-tratamento (físico, químico ou biológico) para desestruturar a lignocelulose e facilitar 

o acesso das enzimas; sacarificação dos polissacarídeos em açúcares fermentáveis; con-

versão fermentativa dos açúcares monoméricos em produtos de interesse; e recuperação 

e purificação do produto final por meio de métodos como destilação, filtração ou adsorção 

(Xu et al., 2023).  

A sacarificação pode ser feita por hidrólise ácida ou enzimática. Porém, a hidrólise 

enzimática tem vantagens: é mais ecológica, gasta menos energia, usa condições de rea-

ção suaves e baixo impacto ambiental. Também é mediada por enzimas celulolíticas (ce-

lulases e hemicelulases) que quebram polímeros (hemi-) celulósicos da biomassa em açú-

cares fermentáveis (Saini et al., 2022). A endoglucanase é uma das importantes enzi-

mas que clivam as ligações β-1,4-glicosídicas entre as unidades de glicose na celulose 

(Sharma & Sarma, 2021). 

A hidrólise enzimática, conduzida por enzimas celulolíticas, é fundamental para 

maximizar os rendimentos de açúcar e aumentar a eficiência e a economia da produção 

de biorrefinarias (Xu et al., 2023). A conversão da celulose em açúcares fermentáveis é 

relativamente simples, e ocorre, geralmente com temperaturas variando de 40 a 50 °C e 

valores de pH em torno de 4 a 5 (Vasić; Knez; Leitgeb, 2021). Primeiramente, as enzimas 

se acoplam ao substrato celulósico e, por difusão superficial, deslizam pelas cadeias de 

celulose, detectando locais adequados para hidrólise. Desse modo, catalisam a hidrólise 

da ligação β-1,4-glicosídica gerando produtos (celobiose, celo-oligossacarídeos ou gli-

cose) que são liberados do sítio ativo da enzima (Xu et al., 2023). 
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2.5.1 Enzimas degradadoras da parede celular vegetal  

A biomassa lignocelulósica se destaca como um recurso abundante, renovável e 

de baixo custo, com grande potencial para ser convertido em produtos de alto valor agre-

gado, como açúcares, biocombustíveis, compostos funcionais e produtos químicos (Zhou 

& Tian, 2022). A degradação da parede celular vegetal é crucial para o aproveitamento 

dessa biomassa, liberando os componentes celulares que podem ser utilizados na produ-

ção de bioprodutos e bioenergia. Nesse contexto, a degradação biológica da parede celular 

emerge como um tema de pesquisa cada vez mais relevante para a bioeconomia do futuro, 

que se baseia no uso de recursos biológicos para a produção de produtos e energia 

(Suryadi et al., 2022). 

A resistência à degradação é um desafio a ser superado, devido à presença de po-

lissacarídeos como celuloses, hemiceluloses, ligninas, pectinas e outros compostos na pa-

rede celular vegetal. Para utilizar esse material como fonte de metabólitos de interesse, é 

necessário o uso de técnicas de pré-tratamento e de enzimas específicas para cada tipo de 

polímero (Houfani et al., 2020). 

A classificação das enzimas destinadas à degradação de polímeros isolados da pa-

rede celular é guiada pela especificidade da enzima pelo substrato (Houfani et al., 2020). 

A desconstrução da biomassa lignocelulósica demanda a atuação sinérgica de uma varie-

dade de enzimas, destacando-se as hidrolases responsáveis pela degradação de polímeros 

de carboidratos e as enzimas oxidativas que degradam a lignina (Guerriero et al., 2015; 

Saini & Sharma, 2021). As enzimas oxidativas englobam lacases e peroxidases, como a 

lignina-peroxidase, manganês peroxidase e peroxidades versáteis, enquanto as hidrolíti-

cas compreendem celulases e hemicelulases (Qu et al., 2023; Guo et al., 2023). 

É válido ressaltar que, para tornar as técnicas de bioconversão economicamente 

viáveis, é importante aprimorar a produção e a obtenção de enzimas a preços acessíveis. 

O cultivo de microrganismos produtores de enzimas em condições de investimento redu-

zido, como a FES, surge como uma alternativa promissora para a redução dos custos des-

ses processos (Oliveira et al., 2020). 

 

2.5.2 Celulase 

A enzima celulase conquista a terceira posição em participação no mercado global 

de enzimas, com cerca de 15%, atrás apenas da amilase (25%) e da protease (18%) (Singh 

et al., 2021). Essa enzima, classificada como glicosídeo hidrolase (GH), faz parte de um 

grupo que domina o mercado, respondendo por mais de 70% de todas as vendas de 
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enzimas (Dadwal; Sharma; Satyanarayana, 2021). Sua versatilidade a leva a ser utilizada 

em uma ampla gama de setores, como alimentos, celulose e papel, fermentação, têxtil, 

agricultura, farmacêutica e biocombustíveis. A indústria de ração animal foi a pioneira 

em sua utilização na década de 1980, seguida pela indústria de alimentos. Mais tarde, 

outras indústrias, como têxtil, celulose e papel, incorporaram a celulase em seus processos 

(Singh et al., 2021). 

A valorização de materiais lignocelulósicos em produtos de alto valor surge como 

uma oportunidade promissora para a indústria, impulsionando a rentabilidade e a susten-

tabilidade do setor. A hidrólise enzimática da celulose se configura como uma etapa cru-

cial no processo de biotransformação, possibilitando a conversão da biomassa lignocelu-

lósica em açúcares simples. Essa etapa abre caminho para a produção de uma variedade 

de produtos de alto valor, incluindo bioprodutos e bioenergia, conforme destacado por 

Wu et al. (2022). 

As celulases assumem um papel fundamental na biotransformação da celulose, 

atuando na sua hidrólise e liberando hexoses, como glicose, celobiose e celo-oligossaca-

rídeos (Paramjeet; Manasa; Korrapati, 2018). Entre as hexoses obtidas, a glicose se des-

taca como o produto mais desejável. Essa subunidade fundamental da celulose se confi-

gura como uma matéria-prima valiosa para a produção de diversas especialidades quími-

cas, incluindo etanol e ácido orgânico, abrindo portas para uma gama de aplicações na 

indústria química e farmacêutica (Yoon et al., 2014). 

As celulases são agrupadas em famílias GH (1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 26, 30, 

39, 44, 45, 48, 51, 74, 124 e 116) (Dadwal; Sharma; Satyanarayana, 2021) e atuam em 

quatro etapas chave para degradar a fibra celulósica (Passos; Pereira; Castro, 2018):  

1. Adsorção e Complexação: Na primeira etapa, a enzima se liga à celulose por 

meio de módulos de ligação de carboidratos (CBMs). Em seguida, na etapa de comple-

xação, a celulose se aproxima estrategicamente do sítio ativo da enzima, garantindo que 

a quebra das ligações glicosídicas ocorra de forma precisa e eficiente. 

2. Hidrólise e Dessorção: A terceira etapa é a hidrólise, na qual as ligações glico-

sídicas da celulose são quebradas, liberando produtos da reação. Por fim, na quarta etapa 

de dessorção, a celulase se difunde para a fase líquida, pronta para iniciar outro ciclo. 

Essa etapa garante que a enzima não se torne saturada e possa continuar atuando de forma 

eficiente. 

A hidrólise de uma ligação glicosídica pode resultar em dois possíveis cenários 

estereoquímicos: inversão ou retenção da configuração anomérica. Na inversão, a 
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hidrólise ocorre por desprotonação sequencial, sem a formação de um complexo enzima-

substrato. Por outro lado, no mecanismo de retenção, a extremidade carboxílica de um 

aminoácido age como uma base nucleofílica, atacando a ligação glicosídica. Isso rompe 

a ligação e conecta a enzima a uma fração do oligômero, formando um complexo enzima-

substrato (Siqueira et al., 2020). De maneira mais detalhada, o mecanismo de ação en-

volve a catálise ácido-base geral, utilizando dois resíduos de ácido carboxílico no sítio 

ativo da enzima. Um resíduo atua como um ácido, protonando o oxigênio da ligação gli-

cosídica, enquanto o outro atua como um nucleófilo. A distância entre esses resíduos de-

termina o tipo de reação. Na inversão, os resíduos carboxílicos estão a cerca de 10 Å de 

distância, e a reação ocorre por um mecanismo de deslocamento único. Um dos ácidos 

carboxílicos atua como base geral, e o outro como ácido geral. Na retenção, os resíduos 

carboxílicos estão a cerca de 5,5 Å de distância, e a reação ocorre por um mecanismo de 

duplo deslocamento (Rye; Withers, 2000). 

Do ponto de vista estrutural, essas enzimas geralmente apresentam dois domínios 

distintos: um módulo de ligação à celulose (CBM) e um proeminente domínio catalítico 

(CD). O CD contém resíduos ativos que configuram uma bolsa ou fenda catalítica. A 

conexão entre os dois domínios modulares da proteína ocorre por meio de uma região de 

ligação flexível, rica em treonina e serina. O CBM, por sua vez, é composto por aproxi-

madamente 35 resíduos de aminoácidos (Akram et al., 2018). Para efetuar a hidrólise da 

celulose, é essencial a colaboração sinérgica de três tipos principais de celulases: endo-

glucanases, exoglucanases e β-glucosidases. 

Essas enzimas atuam em diferentes sítios da molécula de celulose, promovendo a 

degradação em oligossacarídeos, celobiose e glicose (Kumla et al., 2020). A endogluca-

nase hidrolisa ligações glicosídicas, reduzindo o comprimento do polímero de celulose 

(Akram et al., 2021). A exoglucanase trabalha nas extremidades da celulose, liberando a 

celobiose como principal produto. Por fim, a β-glicosidase converte essa celobiose em 

glicose, concluindo o processo de hidrólise (Singh et al., 2021). O diagrama da degrada-

ção da celulose por diversas enzimas celulases está representado na Figura 9. 

 

 

 

 

 

 



36 
 

 
 

Figura 9. Enzimas envolvidas na degradação da celulose. 

 

Fonte: Kumla et al., (2020) com adaptações. 

 

2.5.3 Endoglucanase 

O complexo de endoglucanase é constituído por enzimas que desfazem ligações 

β-1,4-glicosídicas, sendo as principais endo-β-1,4-d-glucanase e endo-β-1,4-d-glucano-

4-glucano-hidrolase (Singh et al., 2021). Ambas são referidas como CMCase, devido à 

sua capacidade de hidrolisar carboximetilcelulose (CMC), um derivado solúvel da celu-

lose desprovido da típica estrutura cristalina. A capacidade da CMCase de quebrar liga-

ções β-1,4-glicosídicas em β-1,4-glucanas é evidenciada pela hidrólise da CMC, inde-

pendente da estrutura cristalina (Linton, 2020). 

Endoglucanases representam a classe de celulases mais comercializada, ocupando 

aproximadamente 40% do mercado global (360 Researchreports, 2022). Sua aplicação 

mais expressiva está na ração animal, seguida por setores alimentícios, como sucos de 

frutas, cerveja, óleo e panificação, além das indústrias têxteis e de biocombustíveis 

(Chaudhary & Grover, 2023).  

Figurando como um dos principais componentes nos coquetéis comerciais para a 

desconstrução de biomassa, as endoglucanases são enzimas que clivam as ligações β-1,4-

glicosídicas na estrutura da celulose, gerando pequenos oligômeros de 4–6 unidades de 

glicose (Neis, 2021). Esses oligômeros, por sua vez, são hidrolisados em componentes 

menores (Linton, 2020). A atividade dessa enzima promove o aumento da acessibilidade 

nas extremidades das cadeias de celulose, ampliando a área superficial disponível para a 

ação catalítica da exoglucanase (Gan, Allen, Taylor, 2003). 
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Essas celulases podem ser secretadas por diversos organismos, como arqueas, bac-

térias, fungos e outros eucariotos, sendo classificadas com base nos resíduos de aminoá-

cidos e na estrutura tridimensional. Elas são distribuídas em famílias de GH (5, 9, 10, 12, 

26, 44, 48, 51, 74, 81, 124 e 148), apresentando mecanismos catalíticos de inversão e 

retenção (Tong et al., 2023; Akram et al., 2018; Dabwal; Sharma; Satyanaryana, 2021). 

A endoglucanase, por sua vez, desperta a atenção dos pesquisadores devido à sua 

notável capacidade processativa. Anteriormente associada principalmente às exoglucana-

ses, essa capacidade é crucial para a hidrólise da celulose cristalina natural. Além disso, 

a endoglucanase exibe uma bifuncionalidade endo-/exo-, o que significa que não apenas 

quebra as ligações glicosídicas na região amorfa da celulose, mas também gera açúcares 

redutores solúveis de maneira processiva. Essa versatilidade faz da endoglucanase uma 

ferramenta promissora para a conversão eficiente da celulose em monossacarídeos e a 

produção de oligossacarídeos celulósicos (Wu, Wu, 2020). 

2.5.4 Exoglucanase 

Em contraste com as endoglucanases, que se concentram na região amorfa da ce-

lulose, as exoglucanases possuem a notável capacidade de atacar a estrutura cristalina 

deste polímero. Também conhecidas como celobiohidrolases (CBH), são enzimas que 

rompem as ligações β-1,4-glicosídicas da celulose, liberando moléculas de celobiose das 

extremidades das cadeias. Seu modo de atuação é processivo, o que significa que quebram 

a celulose ligação por ligação, partindo das extremidades e avançando progressivamente 

pela cadeia (Tong et al., 2023). 

Existem muitos tipos diferentes de CBHs produzidos por bactérias e fungos, e 

podem ser encontradas nas famílias GH 5, 6, 7, 9 e 48.  As exoglucanases ou CBHs tam-

bém são classificados como CBHI, aquelas que atuam a partir da extremidade redutora e 

(CBH II) aquelas que atuam a partir da extremidade não redutora da celulose (Dabwal; 

Sharma, Satyanaryana, 2021). 

Pela forma de atuação em modo de sinergismo com as enzimas do complexo ce-

lulolítico, são relatadas quatro combinações que beneficiam a hidrólise da celulose, sendo 

três delas em arranjo com a exoglucanase: (I) sinergia endo-exo, (II) sinergia exo-exo – 

esforço simultâneo na clivagem das extremidades redutoras e não-redutoras e (III) siner-

gia beta-exo (Fang et al., 2019; Thoresen et al., 2021). 
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2.5.5 β-glicosidade 

A β-glucosidase ou celobiase é a principal enzima responsável pela etapa final da 

sacarificação da celulose, convertendo a celobiose em moléculas de glicose. Essa enzima 

catalisa a reação hidrolítica, quebrando a ligação glicosídica entre os resíduos de glicose 

na celobiose.  Essa atividade pode ser através da transglicosilação, onde o grupo glicosil 

é transferido para outro nucleófilo, ou da hidrólise reversa, onde o β-glicosídeo é conver-

tido em glicose (Paramjeet; Manasa; Korrapati, 2018). 

Essas enzimas podem ser classificadas com base em sua atividade de substrato, 

ou seja, (I) aril-β-D-glucosidases (apresentam forte afinidade por aril-β-D-glicosídeos), 

(I) celobíases (hidrolisam apenas dissacarídeos e são consideradas celobíases verdadei-

ras) e (III) glicosidases de ampla especificidade (hidrolisam uma grande variedade de 

substratos, sendo as mais comuns) (Mól et al., 2023). Outra classificação se baseia na sua 

identidade de sequência de nucleotídeos, sendo agrupadas em famílias de GH1, 2, 3, 5, 9, 

16, 30, 39 e 139 (Singh et al., 2021).  A maioria e as principais β-glucosidases estão pre-

sentes nas famílias GH3 (secretadas por fungos) e GH1 (secretadas por bactérias) 

(Erkanli; El-Halabi; Kim, 2024). 

Além da produção de biocombustível, são utilizadas em outras aplicações indus-

triais, como na indústria de alimentos, cosméticos e tabaco (Erkanli; El-Halabi; Kim, 

2024). Considerando a relevância do complexo celulolítico em diversas aplicações indus-

triais e os altos custos e impactos ambientais da produção comercial de celulases, a FES 

surge como uma alternativa promissor. Essa técnica é considerada simples e menos inten-

sivo em energia, o que reduz significativamente os custos de produção. A produção de 

celulases em um extrato multienzimático elimina a necessidade de etapas de purificação 

individual das enzimas. Além disso, a técnica permite a produção de celulases com dife-

rentes características, otimizadas para aplicações específicas (Lever; Ho; Cord-Ruwisch, 

2010). 
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3. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 A pesquisa em questão evidencia o potencial da FES como uma abordagem pro-

missora na produção de celulases a partir de materiais lignocelulósicos regionais e resí-

duos agroindustriais. Os temas abordados neste estudo reforçam a viabilidade da FES 

para a transformação eficiente de biomassa lignocelulósica em produtos de valor agre-

gado, tais como biocombustíveis, enzimas e bioprodutos. 

A utilização da FES oferece diversas vantagens, como custos de produção reduzi-

dos, facilidade de implementação, aproveitamento de matérias-primas regionais e resí-

duos agroindustriais, além de causar um impacto ambiental reduzido. Este estudo contri-

bui de maneira significativa para o desenvolvimento de uma bioeconomia mais sustentá-

vel e ecológica, abrindo novas perspectivas para o fortalecimento de comunidades locais 

por meio da valorização de produtos anteriormente considerados de baixo valor comer-

cial. 

As perspectivas futuras incluem o aprimoramento da metodologia da FES visando 

o aumento da produção de celulases, bem como a expansão da aplicação dessa técnica 

em diferentes setores, como a indústria de alimentos e a produção de biocombustíveis. 

Essas iniciativas visam consolidar a FES como uma ferramenta versátil e eficaz na pro-

moção de práticas econômicas e ambientais mais sustentáveis. 
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CAPÍTULO 2 

 

Aspergillus niger ATCC 1004 como plataforma de produção de endoglucanase 

através da fermentação em estado sólido utilizando biomassa lignocelulósicas 
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Aspergillus niger ATCC 1004 COMO PLATAFORMA DE PRODUÇÃO DE EN-

DOGLUCANASE ATRAVÉS DA FERMENTAÇÃO EM ESTADO SÓLIDO UTI-

LIZANDO BIOMASSA LIGNOCELULÓSICA 

RESUMO 

As celulases, enzimas essenciais para a bioconversão de biomassa lignocelulósica, são 

altamente eficientes na degradação da celulose. O fungo Aspergillus niger oferece uma 

forma econômica para a produção dessas enzimas através da fermentação em estado só-

lido utilizando matérias-primas acessíveis. Utilizando o planejamento fatorial de simplex 

centróide, foi determinada a composição ideal da mistura para a produção de endogluca-

nase, composta por 80% de casca de amêndoa de cacau e 20% de palma forrageira. O 

planejamento de Doehlert identificou as condições ótimas de fermentação em 28 °C e 

60% de umidade, com uma duração ideal de 96 horas. A caracterização da endoglucanase 

revelou uma natureza acidófila, com pico de atividade em pH 5 e temperatura ideal de 50 

°C. As avaliações de estabilidade térmica indicaram resistência a temperaturas de 60 °C, 

70 °C e 80 °C ao longo do período de avaliação. A enzima também exibiu características 

halotolerantes e considerável flexibilidade a íons e solventes. Notadamente, a hidrólise 

enzimática produziu 13,03 ± 0,02 mg de açúcares redutores por grama de resíduo de casca 

de arroz sem pré-tratamento ou aditivos, o que evidencia o potencial da enzima para pro-

cessos biotecnológicos economicamente viáveis. A quantificação individual de açúcares 

identificou a produção de glicose (7,24 mg/L) e frutose (11,21 mg/L). Esses resultados 

demonstram o potencial da aplicação da endoglucanase de Aspergillus niger para a pro-

dução de xarope de alta frutose a partir da casca de arroz. As propriedades da enzima e a 

eficiência do processo biotecnológico desenvolvido abrem perspectivas promissoras para 

futuras aplicações em larga escala. 

Palavras-chaves: Celulase; Hidrólise enzimática; Xarope de glicose; Resíduos agroin-

dustriais. 
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Aspergillus niger ATCC 1004 AS A PLATFORM FOR ENDOGLUCANASE PRO-

DUCTION THROUGH SOLID-STATE FERMENTATION USING LIGNO-

CELLULOSIC BIOMASS 

ABSTRACT 

Cellulases, pivotal in lignocellulosic biomass bioconversion, are enzymes proficient in 

cellulose degradation. Aspergillus niger offers a cost-effective avenue for their production 

via solid-state fermentation using economical raw materials. Employing Simplex centroid 

design, the optimal mixture composition for endoglucanase production was determined, 

comprising 80% cocoa almond shell and 20% forage palm. Doehlert planning identified 

prime fermentation conditions at 28 °C and 60% humidity, with an optimal duration of 

96 h Endoglucanase characterization revealed an acidophilic nature, with peak activity at 

pH 5 and an ideal temperature of 50 °C. Thermal stability assessments indicated resilience 

at temperatures of 60 °C, 70 °C, and 80 °C throughout the evaluation period. The enzyme 

also displayed halotolerant traits and considerable flexibility to ions and solvents. Remar-

kably, enzymatic hydrolysis yielded 13.03 ± 0.02 mg of reducing sugars per gram of rice 

husk residue sans pretreatment or adjuncts, underscoring the enzyme's potential for cost-

efficient biotechnological processes. Individual sugar quantification identified the pro-

duction of glucose (7.24 mg/L) and fructose (11.21 mg/L). These results demonstrate the 

potential of applying Aspergillus niger endoglucanase to produce high-fructose syrup 

from rice husk. The enzyme properties and the efficiency of the developed biotechnolo-

gical process open promising perspectives for future large-scale applications. 

 

Keywords: Cellulase; Enzymatic hydrolysis; Glucose syrup; Agroindustrial residues. 
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1. INTRODUÇÃO 

 Celulases são um complexo de enzimas celulolíticas que atuam sinergicamente 

para a conversão de celulose em glicose, possibilitando uma miríade de aplicações a subs-

tratos que contenham esse polímero, tais como a fermentação de seus monômeros para 

produção de bioetanol de segunda geração (Kausar et al., 2021). Dentre as celulases, as 

endoglucanases (EC 3.2.1.4) hidrolizam ligações β-1,4-glicosídicas internas aleatórias de 

moléculas de celulose (Hoda; Tafaj; Sallaku, 2021).  

A enzimas celulolíticas possuem um vasto nicho de aplicações (Ejaz; Sohail; Gha-

nemi, 2021), abrangendo os setores de têxteis (Sarkar et al., 2020), biocombustíveis (Si-

queira et al., 2020), sanitizantes (Niyonzima, 2021), alimentos (Santana et al., 2021), ra-

ção (Velázquez-de Lucio et al., 2021), polpa de frutas (Pradhan; Abdullah; Pradhan, 2021) 

e de papel (Singh et al., 2016). Ademais, também podem ser empregadas em digestivos 

de silagem animal (So; Cherdthong; Wanapat, 2020), gerenciamento de resíduos agroin-

dustriais (Khan et al., 2016) e para o enriquecimento de células fúngicas (Tibbetts; Mann; 

Dumas, 2017). 

Como o terceiro maior grupo de enzimas utilizadas no setor industrial (Wang et 

al., 2016a), o capital de mercado das celulases foi estimado em 1,8 bilhão de dólares em 

2022 e acredita-se que alcance 2,8 bilhões até 2029. A classe de celulases mais comerci-

alizada é a das endoglucanases com uma fatia de cerca de 40% do mercado e o maior 

nicho de aplicação o de ração animal, seguido pelos de alimentos, bebidas, têxteis e bio-

combustíveis (360 Researchreports, 2022). 

  Apesar de existirem celulases produzidas por artropodes (Lo; Tokuda; Watanabe, 

2010) e plantas (Hayashi et al., 2005), os microrganismos apresentam vantagens para sua 

produção, pois seus produtos são mais estáveis, podem ser cultivados com menor custo, 

espaço e duração, sendo dessa forma, mais fácil a otimização de processos industriais 

(GURUNG et al., 2013). A obtenção industrial dessas enzimas é realizada através da fer-

mentação de cepas altamente desenvolvidas de Ascomycota majoritariamente por com-

panhias Norte Americanas e Européias (Mcmillan et al., 2011). Dentre esses, os gêneros 

Trichoderma e Aspergillus são os mais utilizados.  

Uma técnica chamada fermentação em estado sólido (FES) tem sido proposta nos 

últimos anos como uma forma de produzir enzimas mais eficiente, econômica e viável 

para o uso comercial (Vandenberghe et al., 2020). A FES permite a produção da enzima 

endoglucanase a partir de vários matérias-primas. Por exemplo, casca de arroz e cacau 

com Aspergillus oryzae ATCC 10124 e Penicillium roqueforti ATCC 10110 (Brito et al., 
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2017, Marques et al., 2018, Oliveira et al., 2019, Reis et al., 2020).  A palma forrageira 

foi empregada com Aspergillus niger e Rhizopus sp (Santos et al., 2016). Esses exemplos 

mostram o potencial das tecnologias baseadas na FES para aproveitar matérias-primas 

como resíduos de cacau e arroz, e palma forrageira, que são objetos de estudo promissores 

na área de bioprocessos. 

Para aumentar a produção e reduzir os custos da produção enzimática, é essencial 

otimizar os parâmetros do processo. Uma técnica comum para otimizar as variáveis que 

afetam a produção de enzimas é por um fator de cada vez (OFAT), que consiste em alterar 

somente um fator ou variável por vez. No entanto, essa técnica tem desvantagens como 

alto custo e tempo, além de baixa eficácia quando há muitas variáveis envolvidas (Ahmed 

et al., 2019). Uma limitação dessa ferramenta é que ela não consegue identificar as con-

dições ótimas de uma variável dependente do processo, pois ignora as relações entre um 

conjunto de experimentos planejados e as interações entre todas as variáveis (Amadi et 

al., 2020). 

Para aumentar a produção e reduzir os custos da produção enzimática, é essencial 

otimizar os parâmetros do processo. Em comparação ao One Factor At a Time (OFAT), 

um planejamento experimental é mais eficiente para avaliar o efeito de dois ou mais fa-

tores em uma variável dependente, pois usa menos recursos como número de experimen-

tos, tempo e materiais. O planejamento de superfície de resposta (RSM) é uma técnica 

que permite otimizar sistematicamente múltiplos fatores e analisar as interações entre 

eles, sendo muito utilizada para otimizar processos, como a produção de enzimas   (Su-

wannarangsee et al., 2012). 

O design de mistura Simplex-Centroide é um método estatístico utilizado na RSM 

para otimizar misturas de substratos com o objetivo de identificar a composição ótima. 

Esse método mostra o percentual de cada componente que proporciona a máxima efici-

ência ao sistema (Nunes et al., 2020). A escolha estratégica da composição da mistura, 

quando se trata de FES usando diferentes substratos lignocelulósicos, pode proporcionar 

vantagens na obtenção de processos mais eficientes e lucrativos. Isso ocorre porque per-

mite a combinação dos nutrientes essenciais de maneira sinérgica para o processo fer-

mentativo. Em outras palavras, a escolha estratégica da composição da mistura pode ser 

uma forma eficiente de otimizar o processo fermentativo (Carvalho et al., 2022). Esse 

design foi aplicado para obter a composição ótima dos resíduos agroindustriais (bagaço 

de cana-de-açúcar, casca de cacau e casca de amendoim) para a máxima produção da 

Xilanase por Aspergillus oryzae sob o FES e para avaliar os efeitos da interação em uma 
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mistura de componentes (Carvalho et al., 2022). Esse é um exemplo de como o design de 

mistura Simplex-Centroide pode ser utilizado para otimizar a produção de enzimas em 

processos fermentativos. 

O planejamento Doehlert é uma técnica estatística que permite otimizar variáveis 

do processo, tais como tempo, temperatura e umidade. Essa técnica é um planejamento 

experimental de segunda ordem que pode avaliar duas, três ou mais variáveis. Nesse mé-

todo, os pontos da matriz Doehlert formam figuras geométricas regulares, como um he-

xágono para duas variáveis ou um círculo, uma esfera ou uma hiperesfera para três ou 

mais variáveis. O planejamento Doehlert pode proporcionar vantagens na obtenção de 

processos mais eficientes e lucrativos (Nogueira et al., 2022). Esse planejamento foi apli-

cado para estudar a os parâmetros de temperatura e tempo de incubação para produção de 

xilanase e endoglucanase de Penicillium roqueforti ATCC 10110 por FES (Marques et 

al., 2018). 

Na seara do beneficiamento e valoração de resíduos agroindustriais, o fungo fila-

mentoso Aspergillus niger tem se mostrado uma versátil biofactory para obtenção de en-

zimas de importância biotecnológica tal como endoglucanase (Santos et al., 2016). Sua 

inconteste importância industrial tem direcionado esforços para a otimização de processos 

para obtenção de enzimas por vias com melhor custo benefício e para o beneficiamento 

de resíduos agroindustriais. Esse microrganismo já foi empregado para obtenção de enzi-

mas através de diversos substratos, tais como resíduos de Croton linearifolius (Luz et al., 

2021), cactos pear (Reis et al., 2019), prickly palm cactos (Santos et al., 2016) e resíduos 

de manga (Santos et al., 2011) visando aplicações tais como a extração de óleos essenciais 

(Costa et al., 2022) e processos de sacarificação (Wang et al., 2019).  

Dada a abrangência de uso e valor industrial da endoglucanase, faz-se necessário 

encontrar mistura de substratos lignocelulósicos que sejam eficazes para a sua produção, 

expandindo a valoração de matérias primas que, apesar de amplamente disponíveis, ainda 

não possuem um papel econômico relevante. Para tal, o presente trabalho otimizou a pro-

dução de endoglucanase através de misturas de palma forrageira e os resíduos de casca 

da amêndoa de cacau e arroz como matérias-primas para a fermentação em estado sólido 

através do fungo filamentoso Aspergillus niger ATCC 1004. Como forma de demonstrar 

sua utilização, a enzima produzida foi aplicada na sacarificação de casca de arroz. Adici-

onalmente, foram estudadas, as variáveis que influenciam na produção enzimática, como 

pH, temperatura, tempo de incubação e efeito de compostos através da caracterização 

bioquímica da endoglucanase. 
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2. METODOLOGIA 

2.1 Microrganismo 

 A cepa de Aspergillus niger ATCC 1004 utilizada neste estudo foi adquirida do 

INCQS/Fiocruz (município de Manguinhos, Rio de Janeiro, Brasil) e pode ser consultado 

sob o código 40018. A cepa foi mantida a 4 °C em meio ágar-dextrose-batata (PDA). A 

suspensão de esporos foi preparada utilizando o microrganismo cultivado em meio PDA 

por 7 dias a 26 °C. Após a incubação, a cultura esporulada foi suspensa em solução de 

Tween 80 (0,01%, v/v) e a contagem do número de esporos foi realizada com o auxílio 

de um microscópio binocular (modelo BA-210, Motic) e uma câmara de Neubauer. 

 

2.2 Biomassa lignocelulósica 

 O resíduo de casca de arroz (CA) (Oryza Sativa) foi obtido de agroindústria de 

beneficiamento de arroz, localizada na região oeste do estado da Bahia, no Brasil. A casca 

da amêndoa do cacau (CC) (Theobroma cacao) foi cedido pela empresa Barry Callebaut 

(município de Itabuna, Bahia, Brasil). A palma forrageira (PA) (Nopalea cochenillifera) 

foi doada pela Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB) (Itapetinga, Bahia, 

Brasil). 

 Os materiais foram submetidos a moagem em um moinho Wiley para um tamanho 

de partícula de aproximadamente 2 mm. A umidade da biomassa foi determinada em um 

equipamento de infravermelho (ID200, MARTE, São Paulo, Brasil). 

 Para a caracterização das matérias-primas foram aplicadas análises bromatológi-

cas para obtenção dos teores de lignina, celulose, hemicelulose, material mineral (MM), 

proteína bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente ácido (FDA) 

e extrato etéreo (EE) (Detmann et al., 2012). Os valores foram expressos em porcentagem 

(g/100 g) de matéria seca. 

 

2.3 Fermentação em estado sólido 

 O processo de fermentação foi realizado em Erlenmeyers de 125 mL contendo 5 

g das misturas de biomassas. A inoculação foi realizada com 107 de esporos/grama de 

biomassa e a umidade desejada foi obtida com adição de água destilada autoclavada. As 

culturas foram conduzidas em uma incubadora BOD (TE-371, Tecnal, Piracicaba, Brasil) 

com temperatura controlada (Silva et al., 2018). 

O tempo ótimo para a máxima atividade da endoglucanase foi determinado 
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através de testes com intervalos de 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h e 144 h. Alíquotas foram 

retiradas a cada intervalo de tempo para fazer a quantificação da atividade da enzima. 

Nessa etapa foram fixadas as condições de temperatura (26º C) e umidade (70 %) a partir 

de trabalhos previamente realizados pelo grupo de pesquisa.  

 

2.4 Obtenção do blend enzimático  

Após a fermentação, 50 mL de água destilada foram adicionados  matéria-prima 

fermentada e a mistura foi agitada em uma incubadora (QUIMIS, São Paulo, Brasil) a 30 

°C e 200 rpm por 30 min. A fase líquida foi separada por prensagem mecânica, obtendo-

se a permeação da gaze seguida de centrifugação (modelo CT-6000R, Cientec, Porto Ale-

gre, Rio Grande do Sul, Brasil) por 10 minutos a 4000 rpm para remoção das impurezas 

(Silva et al., 2018) com modificações. 

 

2.5 Otimização multivariada  

A otimização da produção de endoglucanase foi realizada em duas etapas, utili-

zando-se dois delineamentos estatísticos. Na primeira etapa, foi realizada a otimização da 

mistura de materiais lignocelulósicos de forma multivariada, a partir da aplicação de um 

delineamento Simplex-Centroide, para obtenção da melhor composição para a produção 

da enzima. Os componentes foram estudados em frações percentuais utilizando um dese-

nho de mistura com nove corridas experimentais (Tabela 1), incluindo repetições dos ní-

veis do ponto central para estimar o erro experimental. O delineamento experimental foi 

utilizado para obter a composição ótima das biomassas lignocelulósicas (CC, CA e PA), 

para a máxima produção da enzima endoglucanase e para avaliar os efeitos da interação 

em uma mistura de componentes. 
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Tabela 1. Matriz experimental do planejamento de mistura simplex-centroide e resposta 

experimental apresentada em valor real e codificado 

Experimento 
Casca de Cacau 

 – A (g) 

Palma 

– B (g) 

Casca de arroz 

 – C (g) 

Endoglucanase 

(U/mL) 

1 5 (1) 0 (0) 0 (0) 0.77 (±0,01) 

2 0 (0) 5 (1) 0 (0) 0.60 (±0,00) 

3 0 (0) 0 (0) 5 (1) 0.00 (±0,00) 

4 2.5 (0,5) 2.5 (0,5) 0 (0) 0.57 (±0,02) 

5 2.5 (0,5) 0 (0) 2.5 (0,5) 0.47 (±0,02) 

6 0 (0) 2.5 (0,5) 2.5 (0,5) 0.31 (±0,01) 

7* 1.66 (0,33) 1.66 (0,33) 1.66 (0,33) 0.26 (±0,01) 

8* 1.66 (0,33) 1.66 (0,33) 1.66 (0,33) 0.25 (±0,03) 

9* 1.66 (0,33) 1.66 (0,33) 1.66 (0,33) 0.23 (±0,00) 

 

Na segunda etapa, realizou-se a otimização das condições aplicadas no processo 

de fermentação, como temperatura (°C) e umidade (%), por meio do Planejamento Doeh-

lert. A matriz experimental foi composta por seis corridas experimentais (Tabela 2), in-

cluindo as repetições dos níveis de ponto central. A atividade de endoglucanase (U/mL) 

foi a resposta experimental utilizada para obter os modelos matemáticos. 

 

Tabela 2. Matriz experimental Doehlert apresentada em valor real e codificado usada 

para otimizar as condições experimentais aplicadas à fermentação em estado sólido para 

produção de endoglucanase de Aspergillus niger ATCC 1004. 

Experi-

mento 

Temperatura – A 

(°C) 

Umidade – B 

 (%) 

Endoglucanase 

(U/mL) 

1 36 (1) 70 (0) 0,32 (±0,00)  

2 32 (0,5) 80 (0,866) 0,34 (±0,01)  

3 20 (-1) 70 (0) 0,27 (±0,00)  

4 24 (-0,5) 60 (-0,866) 0,42 (±0,03)  

5 32 (0,5) 60 (-0,866) 0,40 (±0,02)  

6 24 (-0,5) 80 (0,866) 0,30 (±0,01)  

7*  28 (0) 70 (0) 0,40 (±0,01)  

8* 28 (0) 70 (0) 0,41 (±0,00)  

9* 28 (0) 70 (0) 0,38 (±0,01)  
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As condições experimentais ótimas estabelecidas para os testes foram obtidas por 

meio de trabalhos previamente realizados pelo grupo de pesquisa do presente estudo. Os 

modelos de regressão foram ajustados para variações de resposta em função dos efeitos 

de interação significativos (p < 0,05) entre as variáveis. Finalmente, a qualidade do ajuste 

do modelo foi avaliada considerando coeficiente de determinação (R²) e o teste F obtidos 

na análise de variância (ANOVA). O software Statistica 12 (Statsoft, EUA) foi utilizado 

no processamento dos dados experimentais, incluindo a análise estatística e determinação 

dos pontos ótimos. 

2.6 Determinação da atividade da endoglucanase 

Foi aplicado o método baseado na medição dos açúcares redutores produzidos 

pela degradação de 2% (p/v) de carboximetilcelulose (CMC) (Cromoline, Diadema, Bra-

sil) diluído em 0,1 mol. L-1 de tampão acetato de sódio em pH 5,0 (Miller, 1959). O mé-

todo do ácido dinitrosalicílico – DNS – (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi utili-

zado para a quantificação de açúcares redutores de acordo com (Silva et al., 2018) com 

modificações.  Os ensaios de reação foram conduzidos pela adição de 100 µL da solução 

de CMC em 100 µL do blend enzimático. Os blends foram diluídos na proporção de 1/5. 

O ensaio em branco continha 100 µL de CMC (Cromoline, Diadema, Brasil) e 100 µL de 

água destilada. 

As amostras foram incubadas em banho maria (TE-054; Tecnal) a 50 °C durante 

10 min, seguidas da adição de 200 µL de DNS (Sigma-Aldrich). Posteriormente, os tubos 

foram submetidos a banho maria a 100°C por 5 min e seguida da adição de 2 mL de água 

destilada para medição de absorbância em 540 nm em um espectrofotômetro (UV-M51 

UV/Vis; Spectrophotometer). Uma unidade internacional de atividade enzimática (U/mL) 

foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 μmol de redução de açúcares 

por minuto a 50°C. 

 

2.7 Caracterização bioquímica 

2.7.1 Efeito da temperatura e estabilidade térmica com estimativa dos 

parâmetros termodinâmicos 

O efeito da temperatura na atividade da endoglucanase prosseguiu com a determi-

nação padrão da atividade enzimática na hidrólise de carboximetilcelulose com incubação 

do blend enzimático em diferentes temperaturas (40 a 80 ºC) durante 15 minutos de rea-

ção (Brito et al., 2017). 
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Os ensaios de estabilidade térmica procederam com a incubação das amostras da 

solução enzimática em diferentes temperaturas (60, 70 e 80°C) em tampão acetato de 

sódio em pH 5,0 (força iônica 0,1 mol. L-1). Em tempos pré-determinados, alíquotas do 

sistema foram coletadas e imediatamente resfriadas em banho de gelo por 1 min para 

interromper o processo de inativação, seguida da determinação da atividade enzimática 

residual na hidrólise de carboximetilcelulose a 50 °C. As respostas foram expressas como 

atividade relativa (%), sendo considerada como 100% a atividade enzimática determinada 

antes da incubação.   

Neste estudo, os modelos cinéticos de decaimento linear (Saleem et al., 2005) e 

não linear (Sadana; Henley, 1987) foram ajustados aos dados experimentais obtidos com 

o intuito de elucidar o processo de inativação térmica da enzima. O método cinético de 

melhor ajuste, baseado no coeficiente de correlação (R²), foi empregado para determinar 

os parâmetros cinéticos (constante de inativação térmica – kd) e termodinâmicos (Energia 

de inativação, entalpia, energia de Gibbs e entropia. As constantes de inativação (kd) fo-

ram determinadas usando o modelo de decaimento exponencial não-linear proposto por 

(Sadana; Henley, 1987) e o modelo de decaimento linear (Sonkar; Singh, 2020) apresen-

tados nas Equações (1) e (2), respectivamente. Os dados experimentais foram analisados 

empregando o software Origin Pro versão 8.0. 

 

𝑎𝑟 = ∝  + (1+∝)𝑥𝑒−𝑘𝑑𝑥𝑡                                                                         (Eq. 1)             

            𝐴 = 𝐴0𝑒(−𝑘𝑑𝑡)                                                                                                (Eq. 2) 

 

Onde ar é a atividade relativa (adimensional); α é a razão entre a atividade espe-

cífica do estado final (E1) e o estado inicial (E); kd é a constante de inativação (min−1); t é 

o tempo de inativação térmica (min) e kd, T, kB, h, ΔS∗, ΔH∗ e R são velocidade de reação 

específica, temperatura absoluta, constante de Boltzmann, constante de Planck, entropia 

de inativação, entalpia de inativação e constante de gás, respectivamente. 

A energia de inativação térmica (Ed) para a inativação da endoglucanase foi deter-

minada por um gráfico de logaritmo natural da constante de inativação térmica (lnkd) pelo 

inverso da temperatura absoluta (1/T) conforme indicado na Eq. (3) (Kumar et al., 2013). 

 

𝑙𝑛𝑘𝑑 = 𝑙𝑛𝐴 −
𝐸𝑑

𝑅

1

𝑇
                                                                                            (Eq. 3) 

Em que: A é o fator de frequência (s-1). 
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Os valores de entalpia (ΔH# – kJ/mol), energia de Gibbs (ΔG#– kJ/mol) e entropia 

(ΔS# – kJ/mol.K) para a inativação térmica da enzima foram determinados por meio das 

respectivas equações (Eqs. (4), (5), (6)) (Kumar et al., 2013). 

∆𝐻# = 𝐸𝑑 − 𝑅𝑇                                                                                                                                                 (Eq. 4)    

∆𝐺# = −𝑅𝑇𝑙𝑛 (
𝑘𝑑ℎ

𝑘𝐵𝑇
)                                                                                                                                      (Eq. 5)      

∆𝑆# =
∆𝐻#−∆𝐺#

𝑇
                                                                                                   (Eq. 6) 

Em que: T é a temperatura absoluta (K), h é a constante de Planck (11,04 × 10−36 J.s), e 

kB é a constante de Boltzmann (1,38 × 10−23 J/K). 

 

2.7.2 Estabilidade e efeito do pH 

O pH da reação para a máxima atividade da endoglucanase foi determinado por 

meio da substituição do tampão acetato de sódio (0,1 mol. L-1, pH 5) no ensaio de ativi-

dade por tampões com pH 3 a 9 (Brito et al., 2017). Esses valores de pH foram obtidos 

com tampão citrato de sódio (0,05 mol. L-1, pH 3, 4 e 5), tampão fosfato de sódio (0,05 

mol. L-1, pH 6 e 7) e tampão tris-HCl (0,05 mol. L-1, pH 8 e 9). Para os ensaios de estabi-

lidade do pH, o blend enzimático (diluído em tampão com pH 3 a 9) foi incubado a 50°C 

por 5 h e alíquotas foram retiradas em intervalos de 1 hora e submetidas ao ensaio de 

atividade de endoglucanase. As respostas foram expressas como atividade relativa (%), 

sendo considerada como 100% a atividade enzimática determinada antes da incubação. 

 

2.7.3 Efeito de íons metálicos e compostos orgânicos  

A influência de espécies iônicas metálicas e compostos orgânicos na atividade da 

endoglucanase foi avaliada com diferentes aditivos: Sulfato de ferro (FeSO4), Sulfato de 

cobalto (CoSO4), Cloreto de cálcio (CaCl2), Sulfato de magnésio (MgSO4), Nitrato de 

alumínio Al (NO3)3, Sulfato de sódio (NaSO4), Cloreto de magnésio (MgCl2), Acetato de 

chumbo (Pb(C2H3O2)), Carbonato de cálcio (CaCO3), Sulfato de cobre (CuSO4), Acetato  

de zinco (Zn(C2H3O2)), Carbonato de sódio (NaCO3), Sulfato de zinco (ZnSO4), Cloreto 

de ferro (FeCl2), Cloreto de potassio (KCl), EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid), 

Triton X-100 e Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid). Os 

testes consistiram na diluição do blend enzimático em solução 2 mmolL−1 de cada aditivo 

em tampão acetato de sódio pH 5 (força iônica 0,1 mol. L-1) e posterior determinação da 

atividade enzimática. A resposta foi expressa como atividade relativa (%) considerada 
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como 100% da atividade isolada da endoglucanase sem qualquer aditivo (Nunes et al., 

2020). 

 

2.7.4 Efeito de solventes 

Os solventes orgânicos dimetil sulfóxido (DMSO), dimetilformamida (DMF), me-

tanol, acetonitrila, acetona, éter etílico, diclorometano e hexano foram avaliados na ativi-

dade da endoglucanase (Nunes et al., 2020). Os diferentes solventes foram adicionados a 

1 ml de tampão acetato de sódio 0,1 mol. L-1, pH 5 para obter as concentrações 20% e 

30%, v/v e, em seguida, determinar a atividade da endoglucanase. Os resultados foram 

expressos em atividade relativa (%), a atividade enzimática da amostra sem adição de 

solvente orgânico foi tomada como controle (100%).  

 

2.7.5 Halotolerância 

Foi analisada a capacidade de resistência ao sal da endoglucanase de Aspergillus 

niger ATCC 1004 através da avaliação da sua atividade de hidrólise em diferentes níveis 

de concentração de cloreto de sódio (NaCl) (Nunes et al., 2020). Foram testadas várias 

concentrações de NaCl preparadas em água destilada nas reações (0 mol. L-1, 0,01 mol. 

L-1, 0,05 mol. L-1, 1 mol. L-1, 2 mol. L-1, 3 mol. L-1, 4 mol. L-1, 5 mol. L-1 e 6 mol. L-1) 

em condições de ensaio otimizadas através do método padrão de quantificação da enzima. 

A resposta foi expressa como atividade relativa (%) considerada como 100% da atividade 

isolada da endoglucanase sem adição das concentrações salinas (NaCl 0 mol. L-1).  

 

2.7.6 Sacarificação enzimática  

O blend enzimático produzido por Aspergillus niger ATCC 1004 foi utilizado para 

sacarificar a casca de arroz. O meio reacional consistiu em 60 mL do blend enzimático 

extraído em tampão citrato de sódio (0,05 mol. L-1, pH 5) e um controle continha apenas 

o blend enzimático, sem resíduo e outro controle com apenas o resíduo e 60 mL de 

tampão. 

 A sacarificação foi realizada em um banho maria com agitação a 50 ºC por 7 h, e 

alíquotas foram retiradas do meio em intervalos de 1 h. Após a reação, o sobrenadante foi 

utilizado para estimar a quantidade de açúcares redutores liberados (Miller, 1959) com 

base em uma curva padrão de glicose (1 mmol/mL). 

 Os açúcares fermentáveis foram detectados por HPLC com base no índice de re-

fração (IR). O cromatógrafo foi equipado com bomba ProStar 210 (Varian), injetor 
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manual (modelo 80765, Hamilton) com laço de 20 μL e detector IR (modelo 356 LC). A 

coluna cromatográfica de 87H foi utilizada para a determinação do produto (compri-

mento, 300 mm; diâmetro interno, 7,8 mm; MetaCarb), operado nas seguintes condições: 

temperatura da coluna de 55°C, ácido sulfúrico (0,005 mol⋅L−1) como fase móvel e fluxo 

de 0,70 mL⋅min−1. Todas as reações enzimáticas foram realizadas em triplicata com base 

na metodologia de Silva et al., (2022) com modificações. 

 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Composição físico-química dos substratos 

As composições (% matéria seca) obtidas a partir das análises bromatológicas das 

matérias-primas estão apresentadas na Tabela 3. 

  

Tabela 3. Composição (% matéria seca) das matérias-primas estudadas. 

Composição (%) 

Matéria-prima 

Palma Forra-

geira 

Casca da amêndoa 

do cacau 
Casca de arroz 

FDN 23,81 ±0,02 49,44 ±0,00 91,92 ±0,00 

FDA 8,03 ±0,00 36,69 ±0,01 69,29 ±0,01 

Hemicelulose 15,84 ±0,02 11,37 ±0,01 22,07 ±0,00 

Lignina 0,19 ±0,00 16,67 ±0,00 20,91 ±0,00 

Celulose 7,89 ±0,00 20,67 ±0,00 48,91 ±0,00 

Proteína bruta 7,27 ±0,01 21,26 ±0,00 3,03 ±0,20 

Extrato etério 0,77 ±0,01 11,15 ±0,00 0,18 ±0,02 

Matéria mineral 25,94 ±0,01 9,91 ±0,00 9,23 ±0,00 

 

Estes resultados evidenciam a adequação dos materiais lignocelulósicos utilizados 

para a FES visando a produção de enzimas. Destaca-se a casca da amêndoa do cacau 

como a matéria-prima mais promissora, devido à sua composição nutricional rica e equi-

librada. Os materiais lignocelulósicos consistem predominantemente em celulose, o prin-

cipal polissacarídeo estrutural presente nas paredes celulares das plantas, seguido pela 

hemicelulose e lignina (Costa et al., 2022). 

A proporção desses componentes desempenha um papel crucial no êxito da FES, 

uma vez que proporciona carbono e nutrientes essenciais para os microrganismos, além 

de servir como suporte para a absorção de nutrientes e crescimento da biomassa. Este 

estudo destaca o notável potencial da FES empregando materiais lignocelulósicos na 
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produção eficaz de enzimas. Vale ressaltar que fatores como custo e disponibilidade tam-

bém influenciam significativamente na seleção da matéria-prima (Valladares-Diestra; 

Vandenberghe; Soccol, 2022). 

 

3.2 Perfil de fermentação 

Os resultados obtidos a partir dos ensaios de atividade enzimática em diferentes 

tempos, indicaram 96 h como o melhor tempo de fermentação para a máxima produção 

da endoglucanase (0.352 ±0,00 U/mL). Após esse tempo, a atividade enzimática diminuiu 

consideravelmente. Esse tempo ótimo depende do microrganismo usado e das condições 

de cultivo (Figura 1). 

 

Figura 1. Perfil fermentativo da produção de endoglucanase de Aspergillus niger ATCC 

1004 por FES da mistura contendo 80 % da casca de casca de amêndoa de cacau e 20 % 

de palma forrageira sob as condições de temperatura de 26 ºC e 70 % de umidade. 

 

 

O gênero Aspergillus é conhecido por sua capacidade de produzir endoglucanase 

a partir de diversas matérias-primas lignocelulósicas. Essa habilidade permite que esses 

fungos decomponham polímeros, como celulose, hemicelulose e lignina, presentes nas 

matrizes vegetais. Como resultado, são liberados açúcares e outros compostos, que 

servem como nutrientes para o crescimento microbiano (Singh et al., 2016b). 
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Estudos anteriores com Aspergillus niger demonstraram que a máxima atividade 

da endoglucanase ocorre após 70,35 horas em prickly pear e 72 horas em resíduos de 

manga (Santos et al., 2016; Santos et al., 2011). A natureza fibrosa e o teor de celu-

lose/hemicelulose dessas matérias-primas podem estimular a produção de enzimas pelo 

microrganismo. 

A diferença no tempo de fermentação observada neste estudo, em comparação 

com outros estudos, pode ser explicada pelo maior teor de celulose nas matérias-primas 

mencionadas (Manhongo et al., 2021). Além disso, a presença de uma ampla gama de 

compostos, como hemicelulose, compostos fenólicos, grupos acetila e lignina, pode lim-

itar a ação das enzimas celulases. Esses compostos atuam como barreiras físicas e podem 

causar a desativação das celulases por adsorção não produtiva na superfície da lignina 

(Pino et al., 2019). 

A literatura também relata que a máxima atividade enzimática de endoglucanase 

ocorre após 141,5 e 192 horas quando Aspergillus oryzae ATCC 10124 é cultivado em 

casca de arroz e casca de amendoim, respectivamente (Brito et al., 2017). Além disso, 

Botrytis ricini URM 5627 apresentou atividade máxima de endoglucanase após 144 horas 

de fermentação em meio contendo bagaço de cana-de-açúcar e 72 horas em meio con-

tendo fibra de coco (Silva et al., 2018).  

O tempo de fermentação é um fator intrinsecamente vinculado às condições do 

meio, uma vez que a atividade enzimática demonstra variações ao longo do processo, 

influenciada pela composição nutricional do substrato. Nesse contexto, micronutrientes e 

macronutrientes presentes e disponíveis no substrato exercem um papel determinante no 

desempenho dessa atividade enzimática. Essa influência é multifatorial, incluindo a exa-

ustão dos nutrientes no substrato, a acumulação de produtos metabólicos que podem inibir 

a produção de enzimas, e a inativação natural das enzimas ao longo do tempo (Neves et 

al., 2022). 

Os resultados obtidos sugerem que as matérias-primas investigadas possuíam nu-

trientes preexistentes que favoreceram o crescimento fúngico até atingir o pico de ativi-

dade enzimática. Subsequentemente, a disponibilidade de nutrientes se esgotou ou os sub-

produtos metabólicos se acumularam, ocasionando a inibição da produção de enzimas, 

resultando em uma redução regulatória na secreção enzimática. Nos estágios iniciais do 

crescimento microbiano, o maquinário enzimático adapta-se e concentra-se no consumo 

das matérias-primas disponíveis. Após essa fase de adaptação (Lag), ocorre um aumento 

na atividade metabólica e excreção enzimática, atingindo o ponto máximo (Neves et al., 
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2022; Silva et al., 2018; Brito et al., 2017). 

 

3.3 Otimização da composição do substrato por simplex centroide para fermentação 

em estado sólido para produção de endoglucanase usando Aspergillus niger ATCC 

1004. 

A escolha da melhor composição de matérias-primas para a FES é essencial para 

a produção de enzimas de forma eficiente e econômica. As matérias-primas devem ser de 

fácil acesso e baixo custo. Com o planejamento experimental, foi possível obter resulta-

dos significativos com apenas 9 experimentos (incluindo 3 repetições do ponto central). 

A matriz experimental (Tabela 1) mostrou que o Aspergillus niger ATCC 1004 pode se-

cretar endoglucanase em matérias-primas lignocelulósicos sem precisar de outras fontes 

de carbono, nitrogênio e minerais. 

 A análise de variância (Tabela 4) demonstrou que o modelo matemático foi esta-

tisticamente validado com um nível de significância de p=0,05. Essa validação é funda-

mentada pelos elevados valores de R² e R² ajustado, 0,999 e 0,997, respectivamente. Esses 

coeficientes indicam que o modelo apresenta um excelente ajuste aos resultados experi-

mentais, sobretudo considerando a complexidade do sistema em questão. 

 

Tabela 4. Análise de variância para o modelo especial cúbico para simplex centroide (A). 

Análise de variância para o modelo quadrático (Planejamento Doehlert) aplicado na oti-

mização das condições experimentais (B).  

Fonte de variação SS Df MS Fcalculado p-value R² 

A. Otimização da composição do substrato por simplex centroide 

Regressão 0,448   6 0,075 319,8 0,003 0,999 

Erro total 0,001   2 0,001   R² ajustado 

Total 0,449   8 0,056   0,996 

B. Otimização das condições de fermentação por planejamento Doehlert 

Regressão 0,023 5 0,005 21,40 0,01 0,973 

Falta de ajuste 0,001 1 0,001 0,60 0,52  

Erro puro 0,001 2 0,001    

Total 0,025 8     

Soma quadrática (SS), grau de liberdade (Df), média quadrática (MS), coeficiente de determina-

ção (R²). *Nível de confiança de 95% (p = 0,05). 

 

O gráfico de Pareto (Figura 2B) possui uma linha vertical que indica o fator mí-

nimo de significância de 95% de confiabilidade e permite observar quais variáveis tem 

maior e menor efeito. Todos os termos quadráticos significativos sugeriram que duas 
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variáveis (A e B) investigadas foram críticas para a produção de endoglucanase, sendo a 

variável C, insignificante para o processo.  

Ao examinar o gráfico de contorno (Figura 2A), destaca-se que a área com a ati-

vidade enzimática mais intensa (região vermelha) está associada às matérias-primas A e 

B. Ao realizar uma inspeção detalhada da superfície, observa-se que ambos os substratos 

exercem efeitos positivos e significativos na produção da enzima. No entanto, é evidente 

que o componente A possui uma influência mais pronunciada, indicando um aumento 

proporcional em sua presença na mistura. Em contrapartida, o componente B, embora 

também contribua positivamente, demonstra uma influência menor, sugerindo uma pro-

porção reduzida desse composto na mistura. Diante dessas observações, a combinação de 

substratos composta por 80% de casca de amêndoa do cacau e 20% de palma forrageira 

foi estabelecida como a mais adequada para este estudo. 

Figura 2.  Efeitos padronizados para fatores investigados (Gráfico de pareto) planejmanto 

de mistura simplex centroide (A) Amostra A (casca da amêndoa do cacau). Amostra B 

(palma forrageira). Gráfico de contorno (B) e superfície obtidos a partir do modelo espe-

cial cúbico (A). Amostra A (casca da amêndoa do cacau). Amostra B (palma forrageira). 

Amostra C (casca de arroz). B.   

 

 

3.5 Otimização multivariada das condições de umidade e temperatura 

Os resultados experimentais obtidos nas condições de planejamento Doehlert po-

dem ser vistos na Tabela 3. Os valores de resposta são as médias das triplicatas realizadas 

nos ensaios de determinação da atividade enzimática. Uma análise preliminar destes re-

sultados mostra que o fungo Aspergillus niger ATCC 1004 foi capaz de secretar 
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endoglucanase em todas as combinações das variáveis investigadas de acordo com a ma-

triz. 

Conforme apresentado na Tabela 2, o modelo matemático foi estatisticamente sig-

nificante (p < 0,05) para endoglucanase em que o R2 (0,973) indica que o modelo estava 

bem ajustado aos resultados experimentais e a falta de ajuste não foi significativa.  

A significância estatística dos termos quadrático e linear e sua interação é apre-

sentada no gráfico de Pareto (Figura 3A) em que, com nível de confiança de 95% repre-

sentado pela linha pontilhada vertical, todas as variáveis (temperatura e umidade) do mo-

delo quadrático foram significativas, especialmente a temperatura para produção de en-

doglucanase.  

 

Figura 3. Gráfico pareto (A) obtido a partir do modelo quadrático em Planejamento 

Doehlert. Amostra A (Temperatura). Amostra B (Umidade). Gráfico de contorno (B) re-

presentando interações entre variáveis tendo como resposta à atividade de endoglucanase, 

obtidas a partir do modelo quadrático em Planejamento Doehlert. Amostra A (Tempera-

tura). Amostra B (Umidade). 

  

 

No gráfico de contorno (Figura 3B), observa-se que a maior atividade enzimática 

foi alcançada quando as condições foram mantidas no nível central, destacado pela região 

de vermelho mais intenso, ou seja, com uma umidade de 60% e uma temperatura de 28 

°C, resultando em uma atividade predita de 0,435 U/mL. Este resultado encontra respaldo 

em outros estudos que utilizaram fungos do gênero Aspergillus e substratos lignoceluló-

sicos. Por exemplo, a temperatura ótima para a produção de endoglucanase por Asper-

gillus niger foi relatada como 29,56 °C (Santos et al., 2016). Outros trabalhos também 

destacaram condições específicas, como 33 °C e 58,5% de umidade para a endoglucanase 
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produzida pelo fungo Aspergillus oryzae ATCC 10124 (Brito et al., 2017), e 30 ºC como 

a melhor temperatura para a produção dessa mesma enzima por Aspergillus oryzae ATCC 

10124 (Reis et al., 2020). Esses resultados sublinham a importância de considerar a de-

pendência dessas condições em relação a vários fatores, incluindo o tipo de fungo inves-

tigado e as propriedades dos diferentes substratos utilizados. 

 A temperatura e a umidade desempenham papéis essenciais na análise do cresci-

mento do fungo, uma vez que as enzimas são produtos do metabolismo fúngico, e varia-

ções nessas condições são esperadas afetar sua produção, resultando em níveis mais altos 

ou mais baixos de atividade enzimática (Marques et al., 2019). O aumento da umidade 

pode reduzir a porosidade do substrato, dificultando a penetração de oxigênio. Por outro 

lado, a umidade reduzida pode levar a uma menor disponibilidade de nutrientes, resul-

tando em um crescimento microbiano limitado (Santos et al., 2016). 

A temperatura também exerce influência no metabolismo microbiano, contro-

lando o crescimento, a germinação, a formação de esporos e a produção do produto dese-

jado. Em um bioprocesso, temperaturas relativamente baixas podem resultar na diminui-

ção da produção enzimática, possivelmente associada a uma redução no metabolismo mi-

crobiano (Santos et al., 2016). Enquanto temperaturas muito elevadas podem comprome-

ter a atividade enzimática e outras reações bioquímicas, já que, com o aumento da tem-

peratura, as moléculas ganham maior agitação, acelerando o metabolismo e resultando 

em um rápido crescimento celular. No entanto, após atingir um ponto crítico, essas ativi-

dades ocorrem em ritmo excessivamente acelerado, levando à desnaturação das enzimas 

(Reis et al., 2020; Santos et al., 2016). Portanto, é crucial encontrar um equilíbrio ade-

quado na escolha das condições para otimizar a produção e a eficiência dos bioprocessos 

industriais. 

 

3.6 Efeito da temperatura e ensaios de estabilidade térmica: estimativa dos pa-

râmetros termodinâmicos 

 A análise do impacto da temperatura na atividade da endoglucanase (Figura 4) 

revelou um incremento na atividade enzimática à medida que a temperatura aumentava, 

atingindo seu ponto máximo a 50 °C. No entanto, observou-se uma diminuição gradual 

da atividade enzimática conforme a temperatura continuava a subir. 
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Figura 4. Efeito da temperatura na atividade da endoglucanase de Aspergillus niger.

 

Este fenômeno também foi observado em endoglucanases produzidas por outros 

microrganismos, como Penicillium roqueforti ATCC 10110, que apresentou sua máxima 

atividade a 50 °C (Marques et al., 2018), e Rhizopus sp, cuja atividade ótima ocorre entre 

50 e 60 ºC (Santos et al., 2016). Além disso, a endoglucanase produzida por Botrytis ricini 

URM 5627 também demonstrou temperatura ótima de atividade a 50 °C, o que facilita 

sua aplicação industrial, uma vez que grande parte dos processos industriais ocorre em 

temperaturas próximas a 50 ºC (Silva et al., 2018). 

Vale ressaltar que o aumento da temperatura exerce um impacto positivo na taxa 

de catálise em reações químicas. Além disso, as elevadas temperaturas estão associadas à 

redução do risco de contaminação microbiana no meio e à melhoria da solubilidade de 

compostos em um ambiente reacional, favorecendo a difusão do substrato na reação quí-

mica (Neves et al., 2022). Em resumo, o controle preciso da temperatura pode representar 

uma estratégia eficaz para aumentar a eficiência e a taxa de reação em processos catalíti-

cos e hidrolíticos, tornando-se essencial para otimizar diversas reações químicas em am-

bientes industriais e de pesquisa. 

Conforme pode ser observado na Figura 5, a inativação enzimática aumentou com 

a temperatura de incubação, conforme esperado. A endoglucanase produzida neste estudo 

apresentou maior estabilidade em 60 °C, conservando 75 % da atividade após 1 h de 

incubação. Em 70 °C, a atividade foi reduzida para 70 % no mesmo período. Em 80 °C, 

houve uma queda acentuada da atividade com a retenção de apenas 20% da atividade 
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original após 30 min. De fato, a constante de inativação térmica (Kd) aumentou com o 

aumento da temperatura de 60 °C (0,0301 h-1) a 80 °C (0,0381 h-1). 

 

Figura 5. Curvas de inativação térmica do blend enzimático por incubação em diferentes 

temperaturas (60 ºC, 70 ºC e 80 ºC). Os testes de inativação foram realizados incubando-

se a tampão acetato de sódio pH 5 (força iônica 0,05 mol. L-1).  

 

 

A temperatura ótima de uma enzima é influenciada por fatores como sequências 

de aminoácidos e presença de carboidratos não covalentemente ligados. As enzimas pos-

suem estruturas tridimensionais específicas, determinadas por suas sequências de amino-

ácidos. A estabilidade dessas estruturas depende de interações não covalentes, como liga-

ções de hidrogênio, interações hidrofóbicas e pontes salinas. Quando as enzimas são ex-

postas a altas temperaturas, essas interações podem ser rompidas, levando à perda da con-

formação nativa e, consequentemente, da atividade enzimática (Saqib et al., 2010). 

A presença de resíduos hidrofóbicos e uma maior proporção de resíduos de ami-

noácidos carregados polares resultam em rigidez das proteínas, contribuindo para sua es-

tabilidade. Um exemplo é a endoglucanase FpCel45, da subfamília C de GH45, cuja 
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sequência de aminoácidos inclui resíduos como Ser18, Thr20, Asn95, Trp98, Cys99, 

Asn108, His115 e Asp117, importantes para sua termoestabilidade. Comparada a outras 

enzimas GH45 fúngicas estudadas, a FpCel45 exibe maior resistência a altas temperatu-

ras. Vale mencionar que diversas endoglucanases termoestáveis de organismos mesófilos 

e termofílicos também foram descritas na literatura para a família GH45 (Cha, Yoon, Cha 

2018). 

Elevados coeficientes de correlação (R²) foram notados em ambos os perfis de 

inativação, com R² acima de 0,89%, conforme ilustrado na Figura 5. No entanto, o coefi-

ciente foi mais expressivo para o modelo de decaimento exponencial não linear, como 

antecipado dada a complexidade das estruturas proteicas das enzimas. Com base nos re-

sultados obtidos, o modelo cinético de decaimento não linear proposto por (Sadana; Hen-

ley, 1987) destacou-se como o mais adequado para ajustar aos dados experimentais, 

sendo, portanto, empregado para determinar os parâmetros termodinâmicos de inativação 

da enzima. 

Com o intuito de compreender como as moléculas se comportam em diversas con-

dições, é necessário ter conhecimento dos parâmetros termodinâmicos que governam sua 

estabilidade. Neste estudo, os parâmetros termodinâmicos da inativação térmica da endo-

glucanase foram estimados a partir dos dados experimentais apresentados na Figura 6. Os 

valores obtidos para entalpia, entropia e energia livre de ativação estão detalhados na 

Tabela 5. 

 

Tabela 5 - Parâmetros termodinâmicos na desnaturação térmica irreversível da endoglu-

canase obtida do Aspergillus niger ATCC 1004  

Tempera-

tura 

 

Kda (min-1) 

 

ΔH# (KJ mol-1) 

 

ΔG# (KJ mol-1) 

 

ΔS# (J mol-1 K-

1) ºC K 

60 333 0,0301 8,741 91,56 -248,7 

70 343 0,0342 8,657 94,03 -248,9 

80 353 0,0381 8,574 96,53 -249,2 

Legenda: Os valores de Kd foram obtidos a partir da Figura 3. A energia de ativação para desna-

turação, Ed = - coeficiente angular x R (constante universal dos gases) = 11,51 kJ/mol. 
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Figura 6. Determinação da energia de inativação térmica (Ed) para o blend enzimático 

por gráfico de Arrhenius  

 

 

A endoglucanase obtida da Aspergillius niger ATCC 1004 por fermentação em 

estado sólido apresentou Ed de 11,51 kJ mol-1. Este parâmetro foi empregado na determi-

nação da entalpia do processo de inativação da enzima. 

A entalpia é proporcional à energia de ativação. Logo, quanto maior for a Ed, maior 

será o ΔH# esperado. A endoglucanase secretada pelo Aspergillus niger ATCC 1004 apre-

sentou termoestabilidade, com ΔH# de 8,741 KJ mol-1 e 8,574 KJ mol-1 nas temperaturas 

máxima e mínima, respectivamente. Esses valores positivos de ΔH# (Tabela 5) indicam 

um processo endotérmico, no qual a enzima precisa de energia para ser inativada. O ΔH# 

está relacionado com o número de ligações que se rompem durante a inativação enzimá-

tica. Valores baixos de ΔH# refletem a resistência das enzimas à exposição térmica (Heidt-

mann et al., 2012). 

A variação de entropia (ΔS#) reduziu conforme o aumento da temperatura e valo-

res negativos foram observados para esse parâmetro. Valores negativos de ΔS# também 

foram observados para endoglucanase GluCB31 de Bacillus subtilis. A inativação térmica 

é um parâmetro dependente da entropia, uma vez que, uma ΔS# negativa mostra uma 

menor aleatoriedade ou desordem na reação devido à possível agregação de proteínas 
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envolvidas na formação de poucas ligações intra e intermoleculares (Chinyelum; Henry; 

Iruoghene, 2021). 

 No presente estudo, o ΔG# teve aumento proporcional ao aumento da temperatura, 

o que sugere uma maior resistência a desnaturação (Souza et al., 2015). Em concordância, 

valores positivos de ΔG# também foram observados para diferentes enzimas. Para a en-

doglucanase produzida por Aspergillus fumigatus sob fermentação em estado sólido, re-

gistraram-se valores de 110, 112 e 107 kJ mol−1 para 60 °C, 70 °C e 80 °C, respectiva-

mente (Saqib et al., 2010). Um aumento de ΔG# também foi notado com o aumento da 

temperatura, 96,6 kJ mol−1 em 80 °C, para a protease alcalina de Aspergillus tamarii 

URM4634 (Silva et al., 2018). Além disso, reportou-se um valor máximo de 24618.915 

KJ mol−1 em 80°C para a glicose isomerase de Streptomyces roseiscleroticus (Chinyelum; 

Henry; Iruoghene, 2021). 

Esses estudos afirmam que valores positivos de ΔG# indicam que a enzima é ter-

micamente estável em altas temperaturas e a reação catalisada não é espontânea. Ou seja, 

é necessária uma enzima termoestável para catalisar a reação. Em complemento, foi su-

gerido que a enzima possui uma resistência ao desdobramento térmico em temperaturas 

mais elevadas, possibilitando que ela suporte a alta energia necessária para o processo, o 

que indica termoestabilidade (Iruoghene et al., 2022). 

As celulases termoestáveis destacam-se por sua notável versatilidade industrial, 

oferecendo vantagens significativas em comparação com as enzimas tradicionais. Sua ca-

pacidade de tolerar altas temperaturas, resistir a agentes desnaturantes, manter atividade 

prolongada e apresentar menor risco de contaminação as torna ideais para uma variedade 

de processos. Na sacarificação da biomassa lignocelulósica, por exemplo, essas enzimas 

asseguram maior estabilidade, atividade específica e flexibilidade, resultando em doses 

menores de enzima, tempos de hidrólise reduzidos e desempenho aprimorado, mesmo em 

elevadas temperaturas. Com base em sua eficiência aprimorada e benefícios econômicos, 

as celulases termoestáveis têm o potencial de impulsionar o crescimento do mercado de 

biocombustíveis e outros produtos provenientes da biomassa lignocelulósica (Dadwal et 

al., 2021). 

 

3.7 Efeito e estabilidade do pH 

A Figura 7.A mostra o efeito do pH na atividade da endoglucanase produzida pelo 

Aspergillus niger ATCC 1004. A maior atividade enzimática foi observada em pH 5, sem 

diferença marcante entre as faixas de pH de 4 e 6. Isso sugere que a enzima prefere pH 
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ácido para ter seu melhor desempenho. Porém, a atividade enzimática não diminuiu mais 

do que 20% nas outras faixas de pH testadas. Esse resultado evidencia que, apesar de ser 

uma enzima acidófila, possui uma ampla tolerância a variações de pH, tornando-a alta-

mente promissora para aplicações industriais que requerem processos em diversas faixas 

de pH. Sua versatilidade e estabilidade nessas condições a tornam uma candidata atrativa 

para diversas aplicações na indústria. 

 

Figura 7. Efeito de diferentes pH (A). Estabilidade da endoglucanase de Aspergillus ni-

ger ATCC 1004 com relação a diferentes pHs (B).  *Barras de erros referentes ao desvio 

padrão < 0,053. 

 

Coerentemente, endoglucanases fúngicas também apresentaram comportamento 

acidófilo. Foram reportadas atividades máximas de endoglucanase em pH 5 quando de 

Aspergillus oryzae ATCC 10124 (Santos et al., 2017) e pH 5 e 4.8 quando de Penicillium 

roqueforti ATCC 10110 (Oliveira et al., 2019, Marques et al., 2018). É possível observar 

que na primeira hora de incubação houve um decaimento acentuado para todas as faixas 

de pH avaliadas (Figura 6. B). Entretanto, a partir da segunda hora de incubação, houve 
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um aumento expressivo da atividade relativa em todas as faixas de pH, destacando-se a 

atividade em pH 5, superior a 100 %. Posteriormente, observou-se um decaimento não 

excedente a 30 % durante as últimas horas de incubação. Em sequência, em pH 9 a ativi-

dade relativa foi de 80 % e se manteve estável em 70 % até o fim do estudo, quando em 

pH 7 a atividade relativa foi de 60 %. A endoglucanase produzida pelo Aspergillus niger 

ATCC 1004 tem sua maior atividade e estabilidade em pH 5, mas também atua bem em 

outras faixas de pH. Essa característica é vantajosa para usos industriais que precisam de 

pH ácido, como a produção de polpa de frutas, por exemplo (Pradhan; Abdullah; Pradhan, 

2021). 

Outro exemplo de aplicação em que a acidofilia da enzima é de grande interesse, 

é em processos industriais que envolvem a hidrólise enzimática de biomassa vegetal. O 

pré-tratamento com líquidos iônicos e ácidos é comum para liberação de açúcares redu-

tores e produção de biocombustíveis. Se a enzima não for acidofílica, o pH precisa ser 

ajustado após o pré-tratamento, o que acarreta custos adicionais. A enzima acidofílica 

também é vantajosa no tratamento de resíduos de vinagre, que exigem um pH ácido de 1 

e posterior neutralização com NaOH. Eliminar a etapa de ajuste de pH representa uma 

economia significativa. (Khan et al, 2021).  

Comparativamente, essa enzima foi mais estável que a endoglucanase de Penicil-

lium roqueforti ATCC 10110, a qual apresentou estabilidade nos pHs 4 e 8, com manu-

tenção da atividade enzimática de cerca de 80 % e máxima de 71 % para faixa de pH 6, 

7 e 8 após 5 h de incubação a 50 °C (Oliveira et al., 2019). Outra endoglucanase de As-

pegillus niger apresentou-se estável por 4 h com, aproximadamente, 100 % de atividade 

relativa em pH 5 e 6. Já a atividade residual da endoglucanase de Rhizopus sp., entretanto, 

foi de 100 % em pH 5 após 4 h, mantendo-se superior a 70 % quando em pH 4, 6 e 7 

(Santos et al., 2016). As melhores condições de estabilidade observadas para a endoglu-

canase originária da casca de arroz, produzida pelo Aspergillus oryzae ATCC 10124, tam-

bém ocorreram em um ambiente mais ácido, com pH entre 3 e 5. Nesse intervalo de pH, 

a enzima manteve cerca de 80 % de sua atividade após 6 horas. No caso da endoglucanase 

proveniente da casca de amendoim, as maiores faixas de estabilidade foram encontradas 

em pH de 3 a 6, também conservando aproximadamente 80 % de sua atividade inicial 

após as 6 horas de incubação (Santos et al., 2017).  

 

3.8 Efeito de sais e compostos orgânicos  
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Na Tabela 6, é possível notar que o íon Ca2+ apresentou o maior efeito positivo na 

atividade enzimática, superior a 60 % comparado a amostra controle (sem aditivo), se-

guido do Co2+ que elevou a atividade em 57 %. Também tiveram efeito positivo os íons 

Zn²⁺> Fe²⁺> Mg²⁺> Cu²⁺> Zn²⁺> Na⁺, confirmando que a atividade enzimática foi grande-

mente influenciada pela presença de íons existentes nos sais.  

 

Tabela 6. Efeito de diferentes sais e compostos orgânicos na atividade de endoglucanase 

de Aspergillus niger ATCC 1004 

Sais e compostos 

Orgânicos 

Atividade 

residual (%) 

Amostra controle 100 ±0,01 

CaCl2 166.70 ±0,00 

CoSO4 157.70 ±0,02 

CaCO3 145.80 ±0,00 

ZnSO4 131.00 ±0,00 

FeSO4 125,00 ±0,00 

MgCl2 123.20 ±0,00 

CuSO4 122.60 ±0,00 

Zn(C2H3O2) 119.60 ±0,00 

FeCl2 115.50 ±0,00 

Na2CO3 110.10 ±0,00 

Na2SO4 101.20 ±0,00 

Al (NO3)3 98.80 ±0,00 

    Pb (C2H3O2) 

 

96.40 ±0,01 

 

        MgSO4 88.10 ±0,02 

KCl 86.90 ±0,00 

TRITON X-100 46.14 ±0,01 

EDTA 12.08 ±0,02 

TROLOX 9.57 ±0,01 

 

De forma geral, íons metálicos possuem a habilidade de formar complexos, afe-

tando o processo de doação ou recepção de elétrons (Nunes et al., 2020). Essa particula-

ridade está associada ao papel dos íons de atuarem na conformação estrutural da enzima 
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ao se ligarem aos grupos amino ou grupo carboxílico dos aminoácidos. Esse processo 

pode levar à inibição ou ativação da atividade enzimática (Nogueira et al., 2022).  

Quando comparado com dados da literatura, a endoglucanase obtida de Penicil-

lium roqueforti ATCC 10110 foi afetada positivamente pela presença de íons Mg2+ com 

aumento da atividade de em cerca de 5,14%. A presença do íon Pb2+, assim como foi 

observado no presente estudo, reduziu a atividade enzimática (Oliveira et al., 2019). Tam-

bém foram observadas, para outra endoglucanase estudada, o aumento da atividade com 

Cu2+, enquanto K+ e Pb+ causaram inibição e Na+ não resultou em influência significa-

tiva (Marques et al., 2018). A atividade das enzimas pode ser aumentada ou diminuída 

por certos compostos pela interferência na sua estrutura tridimensional ou bloqueio do 

sítio ativo. A presença de certos íons e metais pesados pode levar à oxidação de grupos 

localizados nas cadeias laterais dos aminoácidos, resultando na redução da atividade en-

zimática (Marques et al., 2018, Oliveira et al., 2019). 

Por outro lado, EDTA, TRITON X-100 e TROLOX apresentaram efeito inibidor 

na atividade da endoglucanase. Uma inibição pelo agente quelante (EDTA) indica se tra-

tar de uma metaloenzima.  Efeito inibidor de TRITON X-100 e EDTA também foi obser-

vado na caracterização de endoglucanase de Penicillium roqueforti ATCC 10110 (Oli-

veira et al., 2019). O TRITON X-100 apresentou efeito inverso para a endoglucanse 

GluCB31 de Bacillus subtilis e os autores justificaram que o detergente não afetou a es-

trutura secundária da GluCB31. Pelo contrário, foi observado um aumento na conforma-

ção de folhas beta (β-sheet) com uma fenda cruzada em um dos lados, onde o substrato 

se liga, levando a um aumento na atividade da enzima (Regmi et al., 2020). 

As celulases ocupam o segundo lugar no pódio das enzimas mais utilizadas na 

indústria. Sua demanda cresce exponencialmente para atender às diversas aplicações em 

áreas como produção de bioetanol, ácido láctico, biohidrogênio, detergentes, papel e ce-

lulose (Dadwal etal., 2021). A caracterização, incluindo o estudo do efeito de sais e com-

postos orgânicos na atividade da endoglucanase abre portas para o desenvolvimento de 

aplicações mais eficientes e robustas para essa enzima, além de aprofundar na compreen-

são de sua bioquímica. 

 

3.9 Efeito de solventes 

Para avaliar a influência deste estudo, foram testados diferentes solventes com 

diferentes polaridades, determinadas pelos valores de coeficiente de partição (Log P), 

amplamente empregados em reações catalisadas por enzimas. O log P indica o grau de 
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hidrofobicidade de uma substância e a sua solubilidade em um solvente orgânico. Sol-

ventes que se misturam bem com água (hidrofílicos) têm log P menor que 1,0, ao passo 

que solventes que não se misturam com água (hidrofóbicos) têm log P maior que 4,0. Isto 

é, quanto maior o log P, mais hidrofóbica e mais solúvel em solvente orgânico é a subs-

tância (Wang et al., 2016). Neste estudo, foram empregados solventes com log P variando 

de -1,35 a 3,98. Os efeitos desses diferentes solventes na atividade da enzima foram ava-

liados e os resultados estão sumarizados na Tabela 6 em termos de atividade relativa. 

 

Tabela 7. Efeito da adição de diferentes concentrações de solventes orgânicos sobre a 

atividade de endoglucanase Aspergillus niger ATCC 1004. Resultados expressos em ati-

vidade relativa (%) em que a atividade enzimática da amostra sem adição de solvente 

orgânico foi tomada como controle (100 %).  64 

 

  
Relative activity (% solvent) 

Solvent log P 0 20 30 

Dimethyl sulfoxide 

(DMSO) 
-1.35 100 169.56 ± 0.00 151.09 ± 0.01 

Dimethylformamide 

(DMF) 
-1.01 100 39.26 ± 0.00 35.56 ± 0.02 

Methanol  -0.77 100 98.89 ± 0.00 145.5 ± 0.00 

Acetonitrile -0.45 100 32.61 ± 0.00 23.91 ± 0.00 

Acetone -0.24 100 92.75 ± 0.03 93.69 ± 0.00 

Ethyl ether 0.89 100 105.55 ± 0.01 133.82 ± 0.06 

Dichloromethane 1.5 100 131.60 ± 0.04 110.57 ± 0.00 

Hexane 3.98 100 60.57 ± 0.02 67.23 ± 0.00 

Legenda: o Log P é o logaritmo do coeficiente de partição, P, do solvente entre n-octanol e água e é usado 

como uma medida quantitativa da polaridade do solvente. 

 

Entre os solventes investigados (Tabela 7), o DMSO, o metanol, o éter etílico e o 

diclorometano aumentaram a atividade enzimática da endoglucanase estudada. Em outro 

estudo, também se observou uma ativação na presença de metanol em endoglucanase de 

Penicillium roqueforti ATCC 10110. Os autores destacaram que, dependendo da polari-

dade dos solventes, grande parte das enzimas pode sofrer inativação ou ser ativada pela 

criação de um microambiente que favoreça uma conformação mais favorável à enzima 

(Oliveira et al., 2019). 

Conforme pode ser observado, acetona, um solvente pouco polar (Log P: -0.24), 
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reduziu moderadamente a atividade da enzima, preservando mais de 90 % da atividade 

inicial durante os 15 minutos de reação, nas concentrações 20 % e 30 % (v/v). No entanto, 

DMF e a acetonitrila, solventes altamente polares e de baixos valores de Log P, resultaram 

em uma redução da atividade com o aumento da concentração de solventes. Essa ocor-

rência pode ser explicada pela remoção da monocamada crucial de água ligada à molécula 

enzimática, essencial para a sua atividade catalítica (Wang et al., 2016b) 

A atividade enzimática aumenta com a adição de 20 a 30 % v/v de éter etílico (log 

P: 0.89) ou diclorometano (log P: 1.5), que são solventes hidrofóbicos (com alto log P). 

Esses solventes mantêm a camada de hidratação da enzima, favorecendo sua conformação 

nativa e influenciando positivamente sua atividade (Neves et al., 2022). 

Em geral, os solventes orgânicos hidrofílicos inibiram mais a atividade da endo-

glucanase do que os solventes hidrofóbicos. Porém, de forma surpreendente, a enzima 

conseguiu aumentar ou manter sua atividade com os dois tipos de solventes orgânicos. 

Excepcionalmente, a concentração maior de metanol e DMSO estimulou a atividade hi-

drolítica. O contrário aconteceu com o hexano, que reduziu a atividade enzimática, mas 

a manteve em 60 % da atividade inicial. A enzima tolerante a solventes (DMSO, metanol, 

éter etílico, acetona e diclorometano) mostrou efeitos de ativação e estabilidade em mis-

turas aquoso-orgânicas, indicando que ela pode evitar a inativação por solvente orgânico 

e fazer várias ligações de hidrogênio com a água, o que lhe confere flexibilidade estrutural 

e mobilidade conformacional para uma catálise eficiente (Bisht; Yadav; Darmwal, 2013). 

Logo, a endoglucanase estudada tem uma estabilidade variável e interessante para a sua 

aplicação em síntese orgânica. 

Estes dados obtidos estão de acordo com estudos anteriores descritos na literatura 

(Bisht; Yadav; Darmwal, 2013, Oliveira et al., 2019). No estudo de outra endoglucanase 

de Haloarcula sp. G10 foi observado que a enzima foi mais ativa e estável na presença 

de solventes hidrofóbicos apolares com maiores valores de log P e as atividades foram 

drasticamente reduzidas após incubação com solventes orgânicos polares (log POw ≤ 

−0.3) (Saleem et al., 2005). 

 

3.10 Halotolerância  

 A endoglucanase de Aspergillus niger ATCC 1004 manteve sua atividade em todas 

as concentrações salinas estudadas e apresentou atividade relativa de 260,71, 297,62, 

317,85, 322,62, 345,24, 378,57, 318,00 222,62 %, respectivamente para 0,01, 0,05, 1, 2, 
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3, 4, 5 e 6 mol. L-1 de NaCl. A atividade máxima da enzima ocorreu com NaCl 4 M. A 

endoglucanase examinada é classificada como uma enzima halofílica (Nunes et al., 2020).  

 Essa capacidade de resistir a concentrações mais elevadas de NaCl é pouco co-

mum em fungos, sendo mais observada em enzimas provenientes de bactérias (Nunes et 

al., 2020). Portanto, essa propriedade confere à enzima investigada um considerável po-

tencial biotecnológico, sendo cabível estudos mais aprofundados sobre tal particulari-

dade. Ao avaliarem uma endoglucanase de Botrytis ricini URM 5627, os autores obser-

varam uma máxima atividade na concentração 2 mol. L-1 de NaCl com aumento de 75 % 

na atividade (Silva et al., 2018). 

A estabilidade halofílica e a adaptação a concentrações de NaCl sugerem a pre-

sença de uma superfície mais ácida na enzima, juntamente com um núcleo menos hidro-

fóbico (Regmi et al., 2020). Essa peculiaridade em algumas enzimas pode ser atribuída a 

uma série de fatores inter-relacionados. Um dos principais mecanismos é a presença de 

um grande número de resíduos ácidos na superfície da proteína, que atraem e se ligam a 

moléculas de água e íons metálicos, criando uma camada de hidratação que protege a 

enzima do ambiente salino. Além disso, outros fatores que contribuem para a halotole-

rância incluem a estrutura secundária, como alfa-hélices e beta-folhas, e a formação de 

pontes salinas entre resíduos de aminoácidos específicos. A combinação desses fatores 

permite que as enzimas halotolerantes funcionem em ambientes com alta salinidade, o 

que é crucial para diversas aplicações biotecnológicas (Cai et al., 2022). 

Um exemplo de aplicação biotecnológica dessa particularidade em algumas enzi-

mas é o pré-tratamento ácido/alcalino. Frequentemente utilizado na hidrólise enzimática, 

essa técnica eleva a concentração de NaCl no substrato de celulose. Sem a dessalinização, 

a etapa subsequente de hidrólise enzimática precisa ser realizada em ambiente de alta 

salinidade, o que prejudica sua eficiência. A utilização de celulases halotolerantes surge 

como uma solução promissora para eliminar ou minimizar esses efeitos adversos, abrindo 

caminho para a produção mais eficiente e econômica de biocombustíveis a partir de bio-

massa lignocelulósica (Cai et al., 2022). 

 

4.0 Sacarificação 

O blend enzimático produzido por Aspergillus niger ATCC 1004 foi empregado 

para sacarificar a casca de arroz. A quantidade máxima de açúcares redutores obtida foi 

de 13,03 ± 0,02 mg/g de resíduo em um processo de 6 horas (Figura 8).  
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É importante ressaltar que a casca de arroz contém carboidratos como celulose e 

hemicelulose nas paredes celulares, representando uma valiosa fonte de açúcares para 

aplicação na fermentação e na produção de etanol. No entanto, esses carboidratos estão 

intricadamente envoltos por camadas de lignina na matriz lignocelulósica, o que forma 

uma espécie de barreira que dificulta a eficácia da hidrólise enzimática (Matei et al., 

2020). Por esse motivo, é comum a aplicação de etapas de pré-tratamento para eliminar 

essa barreira e expor os carboidratos à ação das enzimas e assim, alcançar uma sacarifi-

cação eficiente. 

No presente estudo, foi possível realizar a sacarificação da casca de arroz sem a 

utilização de etapas de pré-tratamento (exceto secagem e moagem do resíduo) ou adição 

de compostos para melhorar o processo. Isso a torna um potencial candidata a processo 

biotecnológico promissor e de baixo custo. 

Figura 8. Sacarificação da casca de arroz utilizando endoglucanase bruta de Aspergillus 

niger ATCC 1004. 

 

 

O blend enzimático não purificado (endoglucanase bruta) é preferível à enzima 

em sua forma isolada, pois contém diversas outras enzimas hidrolíticas fundamentais para 

a efetiva degradação da biomassa (Ferraz et al., 2018). Além disso, a sacarificação enzi-

mática apresenta vantagens como alto desempenho, menor gasto energético e baixo custo 

de processo em comparação com a sacarificação química (Silva et al., 2018). Por fim, a 
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sacarificação enzimática tem suscitado considerável interesse na indústria biotecnológica 

atual, destacando-se principalmente na produção de bioetanol (Ferraz et al., 2018). 

 

4.1 Análise da composição dos açúcares individuais 

Através da análise por HPLC (Tabela 7) foi possível observar a eficiência da libe-

ração de dois monossacarídeos de maior interesse industrial para conversão posterior, a 

glicose para a indústria de biocombustíveis e a frutose para a indústria alimentícia. A 

partir da aplicação do blend enzimático na sacarificação da casca de arroz sem a utilização 

de etapas de pré-tratamento (exceto secagem e moagem do resíduo), foi possível aumen-

tar o teor de glicose em 51% e de frutose em 513%. 

 

Tabela 8.  Composição individual de açúcares antes e após hidrólise enzimática (7 h), 

determinada por HPLC 

Tempo (h) 

Concentração de açúcares individuais (mg 

/L) 

Frutose Glicose Total 

0 2.17 14.59  

7 13.38 22.03  

Açúcares liberados 11.21 7.24 17.45 

 

O que torna essa pesquisa ainda mais inovadora é a proporção final de frutose e 

glicose. Ao contrário da maioria dos estudos, que observam uma produção majoritária de 

glicose (Silva et al. 2022, Karp et al., 2021, Pino 2019), nesse processo obteve um teor 

de frutose 50% superior. Isso demonstra o ineditismo da pesquisa e abre portas para novas 

aplicações.   

A presença da glicose isomerase no blend enzimático é fundamental para este re-

sultado. Essa enzima converte a D-glicose em D-frutose (Geng et al., 2024), possibilitando 

a produção de um xarope com alto teor de frutose.  A isomerização de aldose em cetose, 

presente nesse processo, é resultado da complexa composição do blend enzimático utili-

zado. Por ser um extrato de enzimas não comerciais, este blend apresenta uma rica vari-

edade de enzimas com diferentes atividades. Além da endoglucanase, a presença de xyla-

nase, exoglucanase (Ferraz 2018) e isomerases, por exemplo, contribui para a eficiência 

e versatilidade do processo.  
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Convencionalmente, uma forma de obtenção de xarope rico em frutose a partir de 

resíduos agroindustriais é fazer a sacarificação e a isomerização em etapas distintas. Po-

rém, esse método tem baixa eficiência e pode exigir o uso de metais e outras suplemen-

tações, tornando o processo mais complexo e custoso (Geng et al., 2024). O presente 

estudo propõe uma alternativa inovadora; um blend enzimático contendo isomerases que 

converte glicose em frutose simultaneamente à sacarificação, simplificando o processo e 

aumentando sua eficiência. 
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CONCLUSÃO 

A combinação de otimização multivariada e avaliação bioquímica resultou na pro-

dução de uma endoglucanase altamente eficiente pelo Aspergillus niger. A enzima apre-

sentou alta estabilidade térmica e de pH, o que possibilita a sua atuação em temperaturas 

entre 60 e 80°C e em uma ampla faixa de pH, demonstrando robustez em diferentes con-

dições. Foi observada tolerância a compostos orgânicos, sais e solventes, ampliando o 

leque de aplicações da enzima em processos biotecnológicos. 

O blend enzimático contendo a endoglucanase obtida neste estudo possibilitou a 

sacarificação eficiente de resíduo agroindustrial, como casca de arroz, sem a necessidade 

de pré-tratamento ou aditivos. Essa capacidade abre caminho para processos biotecnoló-

gicos mais simples e econômicos através da redução de custos, otimização da produção 

de xarope rico em frutose. A utilização de matérias-primas de baixo custo é uma forma 

de agregar valor à resíduos agroindustriais, promovendo a sustentabilidade. 

Em suma, o presente trabalho demonstra o potencial da aplicação da endogluca-

nase de Aspergillus niger na produção de xarope rico em frutose a partir de casca de arroz. 

As propriedades da enzima e a eficiência do processo biotecnológico desenvolvido abrem 

perspectivas promissoras para futuras aplicações em larga escala.  
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SACARARIFICAÇÃO ENZIMÁTICA DE CASCA DA AMÊNDOA DO CACAU 

POR BLEND ENZIMÁTICO DE Aspergillus niger ATCC 1004 

 

RESUMO  

A casca da amêndoa do cacau apresenta grande potencial para a produção de compostos 

de alto valor agregado, como açúcares, através da sacarificação. Essa prática contribui 

para o reaproveitamento do material, a redução do impacto ambiental e a promoção da 

economia circular. A aplicação de blends enzimáticos obtidos por fermentação em estado 

sólido (FES) surge como uma alternativa eficiente e de baixo custo para a hidrólise enzi-

mática. O pré-tratamento biológico, por sua vez, é utilizado para reduzir a recalcitrância 

da biomassa e aumentar a conversão em açúcares. Este estudo avaliou o potencial de um 

blend enzimático contendo endoglucanase na sacarificação da casca da amêndoa do cacau 

utilizando pré-tratamento biológico com Aspergillus niger. A composição lignocelulósica 

do subproduto e o efeito do pré-tratamento foram analisados. A técnica de microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) foi utilizada para verificar as modificações na estrutura do 

material. O pré-tratamento reduziu os teores de hemicelulose e elevou os teores de celu-

lose, uma vez que a hemicelulose, por ser um polímero amorfo, é degradada antes da 

celulose. A presença de celulose é importante para a hidrólise enzimática. A sacarificação 

de 72 h evidenciou que o pré-tratamento elevou a conversão em açúcares redutores em 

24%. Esse aumento pode ser explicado pela maior disposição da estrutura da celulose 

após o pré-tratamento. A análise de MEV confirmou a alteração na estrutura do resíduo 

pelo pré-tratamento, mostrando uma estrutura danificada com buracos e trincas. A saca-

rificação, por sua vez, deixou a estrutura esponjosa, com buracos, trincas e formação de 

blocos em grande parte da superfície. Essas alterações indicam a destruição da fibra da 

estrutura, o que explica a concentração de açúcares obtida na sacarificação. A aplicação 

do blend enzimático contendo endoglucanase foi eficiente para a sacarificação da casca 

da amêndoa do cacau. A utilização de pré-tratamentos se configura como uma alternativa 

viável para elevar a conversão em açúcares. 

 

Palavras-chaves: Hidrólise enzimática. Resíduo agroindustrial. Pré-tratamento bioló-

gico. Lignocelulose. Biorrefinaria. Extrato multienzimático. 
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ENZYMATIC SACCHARIFICATION OF COCOA ALMOND SHELL BY Asper-

gillus niger ATCC 1004 ENZYME BLEND 

 

ABSTRACT 

Cocoa almond shell has great potential for the production of high value-added com-

pounds, such as sugars, through saccharification. This practice contributes to the reuse of 

the material, the reduction of environmental impact and the promotion of circular eco-

nomy. The application of enzyme blends obtained by solid state fermentation (SSF) emer-

ges as an efficient and low-cost alternative for enzymatic hydrolysis. Biological pretrea-

tment, in turn, is used to reduce biomass recalcitrance and increase sugar conversion. This 

study evaluated the potential of an enzyme blend containing endoglucanase on the sac-

charification of cocoa almond shell using biological pretreatment with Aspergillus niger. 

The lignocellulosic composition of the byproduct and the effect of the pretreatment were 

analyzed. Scanning electron microscopy (SEM) was used to verify the modifications in 

the material structure. The pretreatment reduced hemicellulose content and increased 

cellulose content, since hemicellulose, being an amorphous polymer, is degraded before 

cellulose. The presence of cellulose is important for enzymatic hydrolysis. The 72 h sac-

charification showed that the pretreatment increased the reducing sugar conversion by 

24%. This increase can be explained by the greater availability of the cellulose structure 

after the pretreatment. SEM analysis confirmed the alteration in the residue structure by 

the pretreatment, showing a damaged structure with holes and cracks. Saccharification, 

in turn, left the structure spongy, with holes, cracks and block formation on a large part 

of the surface. These changes indicate the destruction of the fiber structure, which expla-

ins the sugar concentration obtained in the saccharification. The application of the enzyme 

blend containing endoglucanase was efficient for the saccharification of cocoa almond 

shell. The use of pretreatments is configured as a viable alternative to increase sugar con-

version. 

 

Keywords: Cocoa almond shell; enzymatic saccharification; Aspergillus niger; enzyme 

blend; biorrefinery; circular economy. 
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1. INTRODUÇÃO 

Resíduos agrícolas representam uma importante fonte de material lignocelulósico 

com considerável potencial para uso na conversão de biomassa em etanol (Ruiz et al., 

2012). Resíduos do processamento do cacau (theobroma cacao) são subprodutos gerados 

durante a produção de seus derivados, como chocolate e cacau em pó. Esses resíduos 

representam cerca de 85% da produção total de cacau e são compostos da casca dos grãos 

de cacau, cascas dos frutos do cacau e a polpa (Belwal et al., 2022). Caso não sejam 

gerenciados adequadamente, esses resíduos podem representar riscos ambientais e de sa-

úde (Afedzi et al., 2023). Estima-se que a produção mundial de amêndoa de cacau foi de 

4953 mil toneladas em 2023 (ICCO, 2023). A reutilização de resíduos do processamento 

do cacau para produção de compostos com alto valor agregado é uma oportunidade pro-

missora de redução do impacto ambiental, promovendo a economia circular (De Menezes 

et al., 2021; Araujo et al., 2021). 

A produção de bioetanol utilizando esses resíduos como matéria prima é uma al-

ternativa viável, que apresenta vantagens em relação a outras formas de produção de bi-

oenergia como combustão ou produção de biogás (Valladares-Diestra, Vandenberghe, 

Soccol, 2022). O processo de conversão do material lignocelulósico em bioetanol ocorre, 

basicamente, em 2 etapas: despolimerização da celulose em monômeros de açúcares (hi-

drólise ou sacarificação) e fermentação dos açúcares liberados (Ramos et al., 2022; Ruiz 

et al., 2023). A primeira etapa é crucial no rendimento de obtenção do bioetanol, pois 

maximizando a produção de açúcares resulta em um maior rendimento global (Li et al., 

2024). 

O uso de enzimas na hidrólise de resíduos lignocelulósicos oferece vantagens sig-

nificativas em relação a hidrólise ácida (química) (Shiva et al., 2023). A hidrólise enzi-

mática oferece maior seletividade, uma vez que as enzimas atuam de forma específica nas 

ligações de celulose e hemicelulose, resultando em produtos mais puros e facilmente re-

cuperáveis. Além disso, as enzimas operam em condições suaves de temperatura e pH, 

reduzindo o consumo enérgico, o desgaste de equipamentos e o impacto ambiental do 

processo (Ramos et al., 2022). 

O alto custo associado a obtenção das enzimas utilizadas na hidrólise de materiais 

lignocelulósicos (celulases e hemicelulases) eleva o valor do produto final, este é o prin-

cipal desafio para a consolidação da hidrólise enzimática em escala industrial (Sóti, Le-

naerts, Cornet, 2018). Para melhorar o custo benefício da utilização de enzimas em 
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biorrefinarias, é necessário reduzir os custos associados à produção e aplicação dessas 

enzimas (Gomes et al., 2024). Uma alternativa que tem se consolidado pela sua facilidade 

e eficiência é a utilização de blends enzimáticos (extrato bruto) de baixo custo produzidos 

por fermentação em estado sólido (FES) (De Carvalho et al., 2023).  

Blends enzimáticos, compostos por diversas enzimas, oferecem a vantagem de 

serem utilizados sem necessidade de purificação. Por exemplo, o blend produzido por 

Marriki et al. (2020) apresentou uma eficácia de sacarificação da casca de arroz muito 

próxima à enzima comercial, com um custo significativamente inferior, visto que foi pro-

duzido por FES de resíduos sólidos. De Carvalho et al. (2023) conseguiu um sacarificar 

diferentes resíduos agroindustriais utilizando um blend produzido por FES. 

No entanto, a aplicação em larga escala da lignocelulose representa um grande 

desafio, uma vez que a recalcitrância da biomassa limita a hidrólise enzimática, resul-

tando em uma baixa taxa de sacarificação e um elevado custo de produção (Wu et al., 

2022, Yoo et al., 2020). Essa resistência natural das paredes celulares vegetais deve-se 

principalmente à complexidade e à heterogeneidade da biomassa, que é formada por uma 

estrutura tridimensional de polímeros de celulose, hemicelulose e lignina (Ruiz et al., 

2020). O pré-tratamento é uma estratégia eficaz para superar as dificuldades da conversão 

da biomassa em açúcares simples. Esses processos de pré-tratamento visam alterar a com-

posição e a estrutura da lignocelulose, para que as enzimas possam atuar com mais faci-

lidade e a produção de açúcares seja maior (Ruiz et al., 2020). 

Métodos físicos, químicos e biológicos têm sido amplamente utilizados para o 

pré-tratamento de lignocelulose. O pré-tratamento biológico com metabólitos microbia-

nos é uma tecnologia promissora com diversas vantagens, como ser ecologicamente cor-

reta, economicamente viável e aumentar a taxa de sacarificação enzimática. Além disso, 

não requer reciclagem de produtos químicos e não libera compostos tóxicos ao meio am-

biente (Sindhu; Binod; Pandey, 2016). Pode ser realizado por diferentes microrganismos, 

incluindo fungos, bactérias, consórcios microbianos e tratamentos enzimáticos. Os fun-

gos têm excelente capacidade de degradação e são a melhor escolha para a produção de 

bioetanol a partir de biomassa lignocelulósicas (Wu et al., 2022). 

Sendo assim, o objetivo do trabalho é avaliar o potencial de um blend enzimático 

contendo endoglucanase na sacarificação da casca da amêndoa do cacau, utilizando pré-

tratamento biológico com Aspergillus niger. A fim de verificar as possíveis modificações 

promovidas pelo pré-tratamento e pela hidrólise enzimática, foi aplicada a técnica de mi-

croscopia eletrônica de varredura (MEV). 
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2. METODOLOGIA  

2.1 Biomassa lignocelulósica 

A casca da amêndoa do cacau (CC) (Theobroma cacao) foi cedido pela empresa 

Barry Callebaut (município de Itabuna, Bahia, Brasil).  

A casca da amêndoa do cacau foi submetida a moagem em um moinho Wiley para 

um tamanho de grão de aproximadamente 2 mm. A umidade da biomassa foi determinada 

em um equipamento de infravermelho (ID200, MARTE, São Paulo, Brasil). 

 

2.2 Pré-tratamento biológico 

2.2.2 Microrganismo 

A cepa de Aspergillus niger ATCC 1004 utilizada neste estudo foi adquirida do 

INCQS/Fiocruz (município de Manguinhos, Rio de Janeiro, Brasil) e pode ser consultado 

sob o código 40018. A cepa foi mantida a 4 °C em meio ágar-dextrose-batata (PDA). A 

suspensão de esporos foi preparada utilizando o microrganismo cultivado em meio PDA 

por 7 dias a 26 °C. Após a incubação, a cultura esporulada foi suspensa em solução de 

Tween 80 (0,01%, v/v) e a contagem do número de esporos foi realizada com o auxílio 

de um microscópio binocular (modelo BA-210, Motic) e uma câmara de Neubauer. 

 

2.2.1 Fermentação em estado sólido  

O processo de fermentação será realizado em Erlenmeyers de 125 mL contendo 5 

g da biomassa lignocelulósica. A inoculação foi realizada com 107 de esporos/grama de 

biomassa e a umidade desejada com adição de água destilada autoclavada (Silva et al., 

2018). As culturas foram conduzidas em uma incubadora BOD (TE-371, Tecnal, Piraci-

caba, Brasil) com temperatura controlada de 28 ºC por 96 h.  

Após o tempo de incubação, a biomassa fermentada foi submetida a esterilização 

em autoclave a 121 ºC e posterior processo de secagem a 50 ºC por 24 h. As amostras 

pré-tratadas e sem pré-tratamento foram submetidas a análise de composição de lignina, 

celulose e hemiceluse (Detmann et al., 2012). Os valores foram expressos em porcenta-

gem de matéria seca. 

 

2.3 Blend enzimático  

O blend enzimático foi obtido após a fermentação em estado sólido da mistura 

de casca da amêndoa do cacau (80%) e palma forrageira (20%) com Aspergillus niger 
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ATCC 1004. A inoculação foi realizada com 107 de esporos/grama nas condições otimi-

zadas de fermentação (28 ºC, 60 % de umidade e 96 h de incubação). Após a fermentação, 

50 mL de tampão citrato de sódio 0,05 mol. L-1 (pH 5) foram adicionados ao substrato 

fermentado e a mistura foi agitada em uma incubadora (QUIMIS, São Paulo, Brasil) a 30 

°C e 200 rpm por 30 min. A fase líquida foi separada por prensagem mecânica, obtendo-

se a permeação da gaze seguida de centrifugação (modelo CT-6000R, Cientec, Porto Ale-

gre, Rio Grande do Sul, Brasil) por 10 minutos a 4000 rpm para remoção das impurezas 

(Silva et al., 2018) com modificações. 

 

2.4 Determinação da atividade da endoglucanase 

Para determinação da enzima endoglucanase presente no blend enzimático, foi 

aplicado o método baseado na medição dos açúcares redutores produzidos pela degrada-

ção de 2% (p/v) de carboximetilcelulose (CMC) (Cromoline, Diadema, Brasil) diluído 

em 0,1 mol. L-1 de tampão acetato de sódio em pH 5,0 (Miller, 1959) . O método do ácido 

dinitrosalicílico – DNS – (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi utilizado para a quan-

tificação de açúcares redutores de acordo com  (Silva et al., 2018) com modificações.  Os 

ensaios de reação foram conduzidos pela adição de 100 µL da solução de CMC em 100 

µL do blend enzimático. Os blends foram diluídos na proporção de 1/5. O ensaio em 

branco continha 100 µL de CMC (Cromoline, Diadema, Brasil) e 100 µL de água desti-

lada. 

As amostras foram incubadas em banho maria (TE-054; Tecnal) a 50 °C durante 

10 min, seguidas da adição de 200 µL de DNS (Sigma-Aldrich). Posteriormente, os tubos 

foram submetidos a banho maria a 100°C por 5 min seguida da adição de 2 mL de água 

destilada para medição de absorbância em 540 nm em um espectrofotômetro (UV-M51 

UV/Vis; Spectrophotometer). Uma unidade internacional de atividade enzimática (U/mL) 

foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 μmol de redução de açúcares 

por minuto a 50°C. 

 

 2.5 Sacarificação enzimática 

A sacarificação enzimática com os sólidos pré-tratados foi realizada seguindo a 

metodologia proposta por (Ruiz; Vicente; Teixeira, 2012) com modificações. Nessa etapa, 

a reação foi composta por 5g dos sólidos bruto e pré-tratados em frascos contendo 60 mL 

do blend enzimático.  A amostra controle consistiu na ausência do blend enzimático. As 
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amostras foram submetidas a temperatura de 50 ºC com agitação (150 rpm) e alíquotas 

foram coletadas em intervalos de 12 h até um tempo total de 72 h.  

 

2.6 Microscopia eletrônica de varredura 

As diferenças estruturais na superfície da casca da amêndoa do cacau após 7h 

horas de sacarificação enzimática foram observadas através da Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV). Os sólidos sacarificados (com e sem pré-tratamento) foram deposita-

das sobre um “Stub”, e as leituras foram realizadas em modo ambiental. As imagens MEV 

foram obtidas usando um Quanta 250 (FEI Company) na voltagem de 15 kV. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.2 Composição química dos matérias-primas 

A Tabela 1 detalha a composição química da casca da amêndoa do cacau antes e 

após o pré-tratamento biológico com Aspergillus niger ATCC 1004. Observa-se uma re-

dução no teor de hemicelulose (de 19,41% para 16,44%) durante o processo, o que pode 

ser explicado pela degradação preferencial desse componente por enzimas hemicelulolí-

ticas secretadas pelo fungo. Essa degradação, por sua vez, resulta no aumento relativo do 

teor de celulose (de 29,76% para 37,01%) ao longo das 96 horas de incubação (Li et al., 

2023). Em princípio, a hemicelulose forma uma matriz que envolve as microfibrilas de 

celulose, e sua remoção prévia facilita a conversão da celulose em açúcares, o que pode 

aumentar o rendimento final do processo (Wang et al., 2017). 

 

Tabela 1. Composição química, expressa em % da matéria seca, da casca da amêndoa do 

cacau não tratada e dos resíduos sólidos após o pré-tratamento biológico 

Casca da amêndoa do 

cacau 

Hemicelulose (%) Celulose (%) Lignina (%) 

Sem pré-tratamento 19,41 ± 1,45 29,76 ± 0,14 15,55 ± 1,83 

Após pré-tratamento 

biológico 
16,44 ± 0,11 37,01 ± 1,16 14,42 ± 3.52  
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Esses resultados obtidos com a casca da amêndoa do cacau se assemelham ao 

observado por Li et al. (2023) em estudo do Pinus massoniana  pré-tratado durante 60 

dias por Laetiporus sulphureus. Em seus trabalhos, os autores verificaram que a secreção 

de hemicelulase por Laetiporus sulphureus foi alta no início do processo, visando a de-

gradação da hemicelulose, enquanto a degradação da celulose se concentrou em um está-

gio posterior. Embora o baixo consumo de celulose possa parecer contraintuitivo, ele 

pode levar a um maior rendimento total de açúcares. Isso ocorre porque os fungos secre-

tam enzimas que quebram os carboidratos em unidades menores, como a celulose, que 

são mais facilmente convertidas em açúcares (Wang et al., 2017). De fato, hemiceluloses 

possuem estruturas amorfas e são mais facilmente hidrolisadas que a celulose (Carrere et 

al., 2016). 

Em um estudo que visava potencializar a produção de biogás, a palha de milho foi 

pré-tratada com o fungo Phanerochaete chrysosporium. Os resultados revelaram uma efi-

ciente degradação da celulose e hemicelulose durante o pré-tratamento, evidenciando a 

produção de celulases pelo fungo. Essa ação enzimática foi crucial para atacar a baixa 

cristalinidade das fibras desses polímeros, tornando-os mais suscetíveis à digestão anae-

róbica e, consequentemente, aumentando a produção de biogás (Liu et al., 2014). 

O pré-tratamento apresentou uma leve redução no teor de lignina (de 15,55% para 

14,42%) (Tabela 1), essa discreta modificação pode estar relacionada à escolha do fungo 

utilizado (Rouches et al., 2016) e ao tempo de incubação aplicado. O tempo de pré-trata-

mento biológico é crucial para maximizar a produção de açúcares. A degradação da lig-

nina e hemicelulose facilita a hidrólise enzimática, mas a perda de celulose diminui o 

rendimento. O tempo ideal equilibra esses fatores para otimizar a conversão de biomassa 

em açúcares (Wang et al., 2017). 

O uso de fungos em pré-tratamentos biológicos emerge como uma solução sus-

tentável e econômica, viabilizada pela fermentação em estado sólido, que se destaca pela 

sua eficiência no uso de recursos. Fungos da podridão branca, mole e marrom., como 

Aspergillus, são capazes de desconstruir a complexa estrutura lignocelulósica, liberando 

açúcares que podem ser usados na produção de biocombustíveis, produtos farmacêuticos 

e têxteis (Carrere et al., 2016). Embora o pré-tratamento fúngico apresente um grande 

potencial, ainda há obstáculos a serem superados. É necessário aprimorar a estabilidade 

e tolerância das cepas fúngicas, selecionar as cepas mais adequadas para cada aplicação 

e aumentar a eficiência do processo de degradação (Wu et al., 2022). Uma das principais 

desvantagens do pré-tratamento fúngico é o tempo de incubação prolongado, que pode 
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variar de 4 a 8 semanas, necessário para tornar os substratos facilmente digeríveis (Bara-

mee et al., 2020). 

 

3.3 Sacarificação enzimática 

A sacarificação enzimática de resíduos agroindustriais para a produção de bioeta-

nol é de grande interesse para a indústria biotecnológica atual. As vantagens da hidrólise 

enzimática, como alto rendimento, condições de reação mais suaves, menor gasto ener-

gético e menor formação de produtos indesejáveis, a tornam uma alternativa atraente aos 

métodos tradicionais de produção de bioetanol (Ferraz et al., 2018). 

A casca da amêndoa do cacau foi exitosamente sacarificada pelo blend enzimático 

contendo endoglucanase (0,435 U/mL), como demonstra a Figura 1. A quantificação de 

açúcares redutores revelou 70,83 mg/g no sólido não tratado (ST) e 87,88 mg/g no resíduo 

pré-tratado com Aspergillus niger ATCC 1004 (TB) após 72 horas de sacarificação. O 

pré-tratamento biológico da casca da amêndoa do cacau por Aspergillus niger ATCC 

1004 durante 96 horas, utilizando a técnica de FES, elevou a conversão em 24%, confir-

mando sua eficácia em aumentar o acesso das enzimas às estruturas da celulose e, conse-

quentemente, sua conversão. 

 

Figura 1. Perfil de sacarificação da casca da amêndoa do cacau antes e após pré-

tratamento biológico com Aspergillus niger ATCC 1004. 

 

 



105 
 

 
 

A casca da amêndoa do cacau, rica em lignocelulose, possui estrutura complexa 

que dificulta sua decomposição em subprodutos de interesse. O pré-tratamento biológico 

surge como uma solução promissora para superar essa barreira, aumentando a acessibili-

dade das enzimas à celulose e, consequentemente, o rendimento de conversão em biopro-

dutos (Lessa et al., 2022).  

Embora estudos na literatura utilizem tempos de incubação de 4 a 8 semanas para 

tornar os substratos facilmente digeríveis (Baramee et al., 2020), este estudo demonstra 

que, mesmo com um tempo de pré-tratamento de apenas 4 dias, foi possível observar um 

efeito na hidrólise enzimática da casca da amêndoa do cacau. Isso indica o potencial do 

pré-tratamento biológico como uma técnica eficiente e viável para o processamento dessa 

biomassa.  

Vale destacar que a capacidade de conversão neste estudo, além do pré-trata-

mento, também se deve ao uso de um blend enzimático bruto. Este blend contém diversas 

enzimas hidrolíticas essenciais para a degradação eficaz da biomassa, como descrito por 

Ferraz et al. (2018). Estudos como o de (Wang et al., 2019) corroboram essa importância, 

demonstrando que a sacarificação de agave com um blend enzimático foi eficiente e de 

baixo custo. 

Várias biomassas lignocelulósicas, como palha de trigo, palha de arroz, bagaço de 

cana-de-açúcar e bagaço de agave, são amplamente utilizadas para a produção de bioeta-

nol (Punia; Singh, 2024). No entanto, outras matérias-primas potenciais, como a casca da 

amêndoa do cacau, ainda são pouco exploradas. Este estudo, em escala laboratorial, con-

tribui para a diversificação de fontes de biomassa para a produção de bioetanol, demons-

trando o potencial da casca da amêndoa do cacau como uma alternativa promissora. 

 

3.3 Microscopia eletrônica de varredura 

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) com aumento de 800 vezes revela 

a transformação da morfologia da casca da amêndoa do cacau após o pré-tratamento e a 

sacarificação (Figura 1). A micrografia da casca da amêndoa do cacau bruta (Figura 1A) 

mostra uma estrutura rígida, rugosa e pouco porosa, indicando que estava firmemente 

envolvida por hemicelulose e lignina. Já a casca pré-tratada com Aspergillus niger ATCC 

1004 (Figura 1C) apresenta superfície acidentada, porosa e com cavidades após 4 dias 

degradação. Essa ruptura das fibras comprova a ação do ataque microbiano, alterando as 

fibrilas em nível molecular. Essa modificação intrínseca da estrutura aumenta a 
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reatividade da biomassa, facilitando o acesso da celulose à hidrólise enzimática (Tiwari 

et al., 2013).  

Figura 2. Microscopia eletrônica de varredura da casca da amêndoa do cacau an-

tes e após o pré-tratamento biológico e processo de sacarificação. 

 
Legenda: A: Casca da amêndoa do cacau bruta (sem pré-tratamento). B: Casca da amêndoa do 

cacau bruta (sem pré-tratamento) após a sacarificação de 96 h. C: Casca da amêndoa do cacau 

pré-tratada com Aspergillus niger ATCC 1004. D: Casca da amêndoa do cacau pré-tratada com 

Aspergillus niger ATCC 1004 após sacarificação de 96 h. 

 

Estudos semelhantes (Silva et al., 2017) obtiveram microfotografias comparáveis 

ao analisar a estrutura da casca da amêndoa do cacau após a FES com Penicillium roque-

forti para produção de lipase (Silva et al., 2017). Corroborando esses achados, outro es-

tudo com casca da amêndoa do cacau submetida a FES com fungo filamentoso observou 

a presença de orifícios de tamanhos variados distribuídos ao redor das hifas do fungo. 

Essa observação evidencia a capacidade do fungo de degradar macromoléculas e políme-

ros naturais durante e após sua "adesão" ao substrato (Lessa et al., 2022).  
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Outro estudo, utilizando espigas de milho, revelou que a estrutura inicialmente 

plana, contínua e lisa se tornou robusta, menos compacta e com furos após o pré-trata-

mento com fungos da podridão branca. A análise de MEV confirmou que o pré-trata-

mento fúngico causou destruição estrutural, o que levaria à melhor digestibilidade enzi-

mática das espigas de milho pré-tratadas (Wang et al., 2017).).      

Em síntese, fungos do gênero Aspergillus são eficientes na produção de enzimas 

que degradam a parede celular vegetal. O fungo libera enzimas hidrolíticas específicas 

que quebram as paredes celulares, enquanto o micélio fúngico penetra na biomassa pré-

tratada, aumentando o tamanho dos poros e a área de superfície. Isso facilita o acesso das 

enzimas aos seus alvos, otimizando a degradação da biomassa (Yahmed et al., 2017). 

O processo de sacarificação alterou drasticamente a estrutura da biomassa bruta, 

mostrando uma estrutura irregular, danificada e com presença de buracos e trincas (Figura 

1B). Com relação a amostra pré-tratada, a hidrólise enzimática provocou uma estrutura 

ainda mais esponjosa, com buracos, trincas e com formação de blocos em grande parte 

da superfície (Figura 1D). Essas alterações observadas na biomassa indica que a fibra da 

estrutura foi destruída, explicando a concentração de açúcares obtida na sacarificação 

(Ruiz et al., 2012). 

Ao estudarem as morfologia da palha de trigo, verificaram, claramente, uma des-

truição das fibras após 12 h de sacarificação, explicando os 56% do rendimento de saca-

rificação e 0,47 g/(Lh) de taxa de sacarificação inicial (Ruiz et al., 2012). Um estudo 

verificou que a hidrólise enzimática de resíduo de sorgo sacarino pré-tratado com NaOH 

dissociou e expandiu as estruturas de celulose e hemicelulose. Após o pré-tratamento, a 

celulose persistiu como aglomerados cristalizados, indicando que sua maior parte foi de-

gradada pela hidrólise enzimática (Punia; Singh, 2024). 
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CONCLUSÃO 

O estudo demonstra a viabilidade da sacarificação enzimática para a produção de 

açúcares de alto valor agregado a partir da casca da amêndoa do cacau. Os resultados 

comprovam a eficácia do pré-tratamento biológico com Aspergillus niger e do blend en-

zimático contendo endoglucanase na conversão da biomassa em açúcares redutores. Foi 

verificada uma redução dos teores de hemicelulose e aumento da celulose no material 

pré-tratado, além do aumento de 24% na conversão em açúcares redutores na sacarifica-

ção da casca de cacau com pré-tratamento. As modificações na estrutura da casca pelo 

pré-tratamento e pela sacarificação foram evidenciadas pela microscopia eletrônica de 

varredura. 

Dessa forma, a sacarificação da casca da amêndoa do cacau é uma alternativa vi-

ável e sustentável para o reaproveitamento de um subproduto agroindustrial. A aplicação 

do pré-tratamento biológico com Aspergillus niger é uma opção eficiente e de baixo custo 

para aumentar a conversão em açúcares. O estudo abre portas para a produção de biopro-

dutos de alto valor agregado a partir da casca da amêndoa do cacau, impulsionando a 

bioeconomia circular na indústria do cacau. 
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