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Resumo 

Os fungos filamentosos saprofíticos representam fontes promissoras de enzimas 

holocelulolíticas, e o cultivo desses organismos em fontes de carbono indutoras 

baratas, como resíduos agrícolas, permitiria a obtenção de coquetéis 

enzimáticos com custos reduzidos. Neste trabalho, o potencial de um isolado de 

Clonostachys byssicola para a produção de enzimas holocelulolíticas é descrito. 

A avaliação do secretoma produzido pelo fungo em cultivo submerso com 

diversas fontes de carbono lignicelulósicas através de eletroforese em BN-PAGE 

revelou a presença de bandas de alta massa molecular, correspondentes à 

complexos proteicos putativos. A partir da identificação desses complexos por 

LC-MS/MS, verificou-se que os complexos abrigam diversas enzimas envolvidas 

na degradação de holocelulose, como celulases, mananases, xilanases e 

pectinases. Os complexos também são cataliticamente ativos, uma vez que foi 

possível identificar atividade enzimática in gel. Em outra etapa do trabalho, o 

secretoma do fungo obtido em fontes de carbono comerciais (Avicel, 

carboximetilcelulose-CMC e xilana de aveia) e agroindustriais (sabugo de milho, 

casca do grão de soja, engaço de bananeira e bagaço de cana-de-açúcar) foi 

caracterizado por LC-MS/MS. A maior diversidade de proteínas foi identificada 

no secretoma obtido em Avicel, seguido pelo secretoma obtido em sabugo de 

milho. Foram identificadas várias enzimas relacionadas à degradação da 

lignocelulose, o que evidencia que o fungo é capaz de produzir sistemas 

enzimáticos completos específicos para cada uma das principais frações da 

holocelulose: celulose, hemiceluloses e pectina. Os secretomas obtidos em 

resíduos agroindustriais foram empregados para sacarificar sabugo de milho e 

bagaço de cana-de-açúcar parcialmente delignificados. Os extratos brutos 

produziram mais açúcares a partir da hidrólise do sabugo, revelando uma maior 

digestibilidade deste substrato quando comparado ao bagaço, o que pode 

decorrer do menor teor de lignina observado após o tratamento do sabugo de 

milho. Os secretomas permitiram a solubilização de grande parte da xilana 

presente no sabugo de milho, com a liberação de xilobiose como principal 

produto de hidrólise. O isolado de C. byssicola foi ainda avaliado quanto à 

capacidade de produção de enzimas pectinolíticas quando cultivado em meio 

contendo casca de laranja como única fonte de carbono. O fungo foi capaz de 

secretar pectinases e pectato liases. A caracterização do secretoma feita por LC-

MS/MS revelou uma grande diversidade de enzimas atuantes na cadeia principal 

e sobre substituintes laterais. Uma fração parcialmente purificada foi 

caracterizada quanto ao efeito da temperatura e pH, e a atividade de pectinase 

foi máxima a 50ºC, e na faixa de pH entre 4,5 e 6,0. Estas características 

sugerem a aplicação da enzima para o tratamento de sucos de frutas com baixa 

acidez. Uma das enzimas parcialmente purificada foi identificada por LC-MS/MS, 

e a partir desta identificação, o transcrito correspondente foi clonado com 

sucesso em Escherichia coli, e a etapa de expressão em Pichia pastoris se 

encontra em andamento. Todos os resultados deste trabalho revelam C. 

byssicola como uma nova fonte de enzimas holocelulolíticas, que ainda precisa 

ser explorada. Palavras chave: Clonostachys byssicola, BN-PAGE, secretoma, 

holocelulases, pectinases, pectato liases. 
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Abstract 

Saprophytic filamentous fungi represent promising sources of holocellulolytic 
enzymes, and the cultivation of these organisms in inexpensive inducing carbon 
sources, such as agricultural residues, would allow the production of enzymatic 
cocktails at reduced costs. In this work, the potential of a Clonostachys byssicola 
strain for the production of holocellulolytic enzymes is described. The evaluation 
of the secretome produced by the fungus in submerged culture with several 
lignicellulosic carbon sources through BN-PAGE electrophoresis revealed the 
presence of bands of high molecular mass, corresponding to the putative protein 
complexes. From the identification of these bands by LC-MS / MS, the complexes 
were found to harbor several enzymes involved in the degradation of 
holocellulose, such as cellulases, mannanases, xylanases and pectinases. The 
complexes are also catalytically active, since it was possible to identify in gel 
enzymatic activity. In another stepe of the work, the secretome of the fungus 
obtained in commercial (Avicel, carboxymethylcellulose-CMC and oat spealt 
xylan) and agroindustrial (corn cob, soybean hull, banana and sugarcane 
bagasse, sugar) carbon sources was characterized by LC-MS / MS. The greatest 
diversity of proteins was identified in the secretome obtained from Avicel and corn 
cob, respectively. Several enzymes related to the degradation of lignocellulose 
were identified, which shows that the fungus is able to produce complete 
enzymatic systems specific to each of the main holocellulose fractions: cellulose, 
hemicelluloses and pectin. The secretomes obtained from agroindustrial residues 
were used to saccharify partially-delignified corn cob and sugarcane bagasse. 
The crude extracts released more sugars from the hydrolysis of corn cob, 
revealing a higher digestibility of this substrate when compared to the bagasse, 
which may be due to the lower lignin content observed after corn cob treatment. 
The secretomes allowed the solubilization of a large part of the xylan present in 
the corn cob, with the release of xylobiose as the main hydrolysis product. C. 
byssicola strain was also evaluated for the production of pectinolytic enzymes 

when grown in medium containing orange peel as the sole carbon source. The 
fungus was able to secrete pectinases and pectate lyases. The characterization 
of the secretome by LC-MS / MS revealed a large diversity of enzymes acting on 
the main chain and side substituents. A partially purified fraction was 
characterized regarding the effect of temperature and pH, and the pectinase 
activity was maximal at 50 ° C and in the pH range between 4.5 and 6.0. These 
characteristics suggest the application of the enzyme for the treatment of fruit 
juices with low acidity. One of the partially purified enzymes was identified by LC-
MS / MS, and from this identification, the corresponding transcript was 
successfully cloned in Escherichia coli, and the expression step in Pichia pastoris 
is underway. All the results of this work reveal C. byssicola as a new source of 
holocellulolytic enzymes, which still needs to be explored. Keywords: 
Clonostachys byssicola, BN-PAGE, secretome, holocelullases, pectinases, 
pectate lyases. 
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Introdução 

 

Todos os anos, milhões de toneladas de resíduos vegetais são gerados 

pelo manejo das principais lavouras agrícolas em diversas regiões do planeta. 

Estes resíduos, quando incorretamente dispostos, são responsáveis por 

considerável impacto ambiental, além de permitirem a proliferação de pragas 

agrícolas. Além disso, este material normalmente é descartado através de 

combustão, o que contribui para o aumento da emissão de gases do efeito 

estufa. Levantamento feito pela FAO (Food and Agriculture Organization) 

considerando as principais culturas agrícolas mundiais (milho, trigo, arroz e 

cana-de-açúcar), indicou que no ano de 2010, cerca de 250 milhões de toneladas 

de gases do efeito estufa foram gerados em decorrência da queima de resíduos 

derivados dessas culturas. Entre os maiores emissores, destacam-se Estados 

Unidos, China e Brasil (FAO, 2010). 

Os resíduos agrícolas correspondem, essencialmente, às fibras vegetais, 

que apresentam como principal característica estrutura resistente e de complexa 

digestão. Essa propriedade decorre, principalmente, da estrutura e composição 

da parede celular vegetal. A parede é composta por polissacarídeos e lignina 

que, organizados em uma estrutura tridimensional complexa, conferem a rigidez 

característica das fibras vegetais. Grande parte da energia fixada pelos vegetais 

no processo fotossintético é destinada à síntese dos componentes da parece 

celular vegetal e, portanto, os resíduos agrícolas representam uma fonte valiosa 

de substratos aplicáveis em processos industriais para a obtenção de 

combustíveis e outras substâncias químicas de interesse. Esse é o principal 

fundamento de uma biorrefinaria, que utiliza a lignocelulose como matéria-prima 

para a produção de diversos produtos. 

Uma gama diversa de produtos pode ser obtida através de processos 

industriais que utilizam biomassa lignocelulósica como matéria prima. Estes 

produtos incluem biocombustíveis, hidrocarbonetos, precursores de polímeros 

utilizados na fabricação de plásticos, e muitos outros compostos químicos de 

elevado valor econômico (Sheldon, 2014). A transformação da biomassa 

lignocelulósica pode ser obtida através de métodos químicos ou biológicos, por 

meio de processos fermentativos. Nesse último caso, é necessário que a 
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estrutura da lignocelulose seja desconstruída aos seus monômeros 

constituintes, que serão utilizados para sustentar o crescimento dos 

microrganismos fermentativos. As enzimas apresentam-se como alternativas 

interessantes para a degradação da lignocelulose, uma vez que atuam de forma 

específica, o que permite obtenção de produtos de degradação em elevado 

rendimento, sem a formação de outros produtos indesejáveis. Há grande 

interesse na utilização de biocatalisadores em processos de conversão de 

biomassa lignocelulósica. Por exemplo, as enzimas utilizadas em processos de 

produção de biocombustíveis já representam uma porção considerável do 

mercado global de enzimas (Jaramillo et al., 2015). 

Embora já existam vários coquetéis enzimáticos comerciais destinados à 

sacarificação de biomassa lignocelulósica, a busca por novos catalisadores, bem 

como métodos de produção mais baratos são importantes, já que a maioria dos 

processos que utilizam a lignocelulose como matéria-prima ainda não 

apresentam viabilidade econômica atrativa. Nesse sentido, diversas alternativas 

têm sido propostas, como a utilização de resíduos agrícolas como fontes baratas 

para a obtenção de misturas enzimáticas complexas. Ainda, a prospecção de 

novas enzimas a partir do estudo da biodiversidade microbiana é extremamente 

importante, não somente para a busca por enzimas mais eficientes, como 

também para a melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na 

degradação dos polímeros que constituem a parede celular vegetal. O Brasil 

concentra uma parte considerável da biodiversidade mundial, mas os recursos 

naturais sofrem pressão por parte de ações antrópicas, como a exploração ilegal, 

e a expansão da fronteira agrícola. O cerrado é o segundo maior bioma 

brasileiro, mas já perdeu metade de sua cobertura original, e grande parte da 

área remanescente encontra-se fragmentada (Brasil, 2015) . Dessa forma, a 

biodiversidade desse bioma precisa ser estudada, de forma a propor alternativas 

que subsidiem a sua valorização. 
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Objetivo Geral 

 

O objetivo do presente trabalho foi o de caracterizar o arsenal enzimático 

produzido por C. byssicola por meio de análise proteômica comparativa 

qualitativa e quantitativa do secretoma cultivado em diferentes fontes de carbono 

comerciais e resíduos agrícolas. 

Objetivos Específicos 

¶ Prospecção e caracterização de complexos multienzimáticos 

nesses secretomas; 

¶ Aplicação dos secretomas em processos de sacarificação de 

resíduos agrícolas;  

¶ Produção, purificação parcial e caracterização de pectinases 

produzidas sob indução por casca de laranja.  

Revisão Bibliográfica 

 

Parede Celular 

 A parede celular consiste em uma matriz complexa, estruturada e rígida 

que envolve a célula vegetal (Figura 1.1). As funções primárias da parede celular 

são delimitar forma e tamanho, resistir à pressão de turgor, e tornar a célula 

vegetal mais resistente às intempéries ambientais e ao ataque de patógenos 

(Lagaert et al., 2009). Apesar de sua rigidez, a parede celular vegetal é, na 

verdade, uma estrutura dinâmica. Diversos processos fisiológicos e celulares 

essenciais à planta decorrem, inicialmente, de mudanças na estrutura e 

composição da parede celular vegetal, como os processos de diferenciação 

celular e as cascatas de sinalização. Todos esses eventos, que decorrem 

principalmente de modificações na parede celular vegetal, foram cruciais para o 

processo de colonização do ambiente terrestre pelas plantas, permitindo a sua 

adaptação para um ambiente drasticamente distinto quando comparado ao 

ambiente aquático (Popper et al., 2011; Sorensen et al., 2010). 
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Figura 1.1. Estrutura geral da parede celular vegetal. Extraído e adaptado de (Siqueira and 
Ferreira Filho, 2010). 

 Com base na fase de crescimento celular em que são sintetizadas, as 

paredes celulares vegetais são classificadas em primárias ou secundárias. As 

paredes primárias são sintetizadas durante a etapa de crescimento da célula. A 

deposição se inicia após a divisão celular, e uma vez que a célula ainda 

experimentará uma etapa de crescimento, a parede celular primária deve ser 

rígida o suficiente para permitir a proteção da célula, mas ao mesmo tempo deve 

exibir a  flexibilidade necessária à expansão das células recém-geradas 

(Cosgrove and Jarvis, 2012). 

 A maioria das espécies vegetais apresenta composição similar da parede 

celular primária: os componentes predominantes são os polissacarídeos, mais 

especificamente celulose, hemicelulose, composta majoritariamente por 

xiloglicano, e pectina. Uma exceção importante diz respeito às paredes primárias 

de gramíneas (ordem Poales), nas quais as hemiceluloses predominantes são 

arabinoxilana e glicanos de cadeia mista (Cosgrove and Jarvis, 2012). 

A resistência que as paredes primárias conferem à célula é resultante da 

interação entre as cadeias de celulose, xiloglicano e pectina. As pectinas 

apresentam extensas áreas de interação com os demais polissacarídeos 

componentes da parede primária, sendo o polímero que interage em maior 

contato com as cadeias de celulose, cobrindo grande parte de sua superfície. As 

interações do xiloglicano com a celulose são pontuais, e muito peculiares: o 

xiloglicanos apresentam-se ligados ao interior das microfibrilas de celulose (Dick-

Pérez et al., 2011). Estes pontos de contato entre celulose e xiloglicanos, 
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denominados de hotspots biomecânicos, têm despertado cada vez mais 

atenção, pois acredita-se que estas estruturas sejam fundamentais para a 

manutenção da integridade da parede celular, bem como para o controle da 

extensibilidade da célula vegetal (Park and Cosgrove, 2015). 

Ao contrário da parede celular primária, que mantém uma certa 

flexibilidade para suportar o crescimento celular, a parede celular secundária 

apresenta uma estrutura mais rígida, e é sintetizada após a fase de expansão da 

célula. Em termos de composição, a parede celular secundária apresenta fibras 

de celulose mais resistentes e organizadas, conteúdo bem menor de pectinas e 

uma substituição de xiloglicanos por outras hemiceluloses, principalmente 

xilanas e mananas, cuja predominância varia em função do tipo celular, bem 

como da espécie vegetal (Cosgrove and Jarvis, 2012; Scheller and Ulvskov, 

2010).  

Talvez a alteração mais significativa, responsável por modificar 

drasticamente as propriedades da parede celular secundária, seja a deposição 

de lignina nos espaços entre as frações de celulose e hemicelulose. A 

lignificação como estratégia de diferenciação celular foi uma aquisição evolutiva 

crucial para a plena conquista do ambiente terrestre pelas plantas, pois a 

formação de fibras e vasos condutores lignificados proporcionou sustentação e 

eficiente captação de água solo. Além disso, o surgimento da via de síntese dos 

compostos aromáticos precursores da lignina (que precedeu a síntese da lignina 

propriamente dita) foi extremamente importante para a proteção das primeiras 

espécies vegetais terrestres contra a radiação ultravioleta (Weng and Chapple, 

2010). 

A lignificação confere um caráter hidrofóbico à matriz da parede celular, 

reforçando a rigidez e a resistência mecânica da parede, e dificultando 

consideravelmente sua degradabilidade (Zhong and Ye, 2015). A deposição de 

lignina na parede celular pode ocorrer em resposta à alguma agressão ou 

estímulo ambiental, ou como parte do processo de diferenciação celular. Tecidos 

vegetais lesionados, ou sob ataque de patógenos, ativam as vias de síntese dos 

precursores de lignina numa forma de aumentar a resistência da parede celular, 

reduzir o estado de hidratação da matriz e dificultando a ação de enzimas 

microbianas. As células que sofrem diferenciação incluem os elementos 
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traqueais, que são as células que integram o xilema; as células do 

esclerênquima, que formam as fibras, e estão presentes em diversos tecidos, 

nos quais contribuem para a sustentação mecânica da planta; as células 

endodérmicas, presentes nas raízes; e as células presentes na capa protetora 

da maioria das sementes (Barros et al., 2015). 

Celulose: estrutura e biossíntese 
A celulose é um homopolímero linear de unidades de glicose, unidas entre 

si por liga­»es do tipo ɓ (1Ÿ4). As cadeias de glicose associam-se intimamente 

entre si, originando uma estrutura estável, pouco reativa, e resistente à 

degradação, características que tornam a celulose o principal componente 

responsável pela resistência característica das paredes celulares vegetais. Esta 

estrutura pouco reativa caracteriza a porção cristalina da celulose. No entanto, a 

fração cristalina é, por vezes, interrompida por algumas regiões amorfas, onde 

as cadeias de glicano apresentam-se mais dispersas e desorganizadas 

(Nishiyama, 2009). 

As cadeias de glicose encontram-se associadas através de interações 

intermoleculares, originando a unidade básica da celulose: a microfibrila (Figura 

1.2). Interações de hidrogênio são estabelecidas lateralmente entre cadeias 

distintas de glicose, originando uma folha. Adicionalmente, as folhas interagem 

entre si verticalmente, tanto por ligações de hidrogênio, que envolvem resíduos 

hidroxil de folhas distintas, quanto por forças de van deer Walls, estabelecidas a 

partir dos grupos CH dos anéis piranosídicos dos resíduos de glicose 

(Parthasarathi et al., 2011). Não há consenso sobre quantas cadeias de glicose 

compõem a microfibrila de celulose. Ding et al., (2014) estipularam a microfibrila 

como composta por 36 cadeias de glicose, ao passo que Fernandes et al., (2011) 

estimaram em 24 cadeias de glicano. Já Newman et al., (2013) e  Thomas et al., 

(2013) relatam que tanto um modelo de microfibrilas com 24 cadeias quanto 18 

cadeias são possíveis. Microfibrilas adjacentes podem interagir lateralmente por 

interações de hidrogênio, dando origem a feixes de celulose. 

A disposição espacial dos grupos químicos nos resíduos de glicose 

permite a distinção de duas faces nas microfibrilas celulósicas (Figura 1.2). Os 

grupamentos hidroxil encontram-se em uma posição equatorial (lateral) em 

relação ao plano do anel piranosídico, ao passo que os resíduos CH encontram-
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se perpendiculares à esse plano. Dessa forma, as faces da microfibrila de 

celulose que expõem os anéis piranosídicos correspondem às faces 

hidrofóbicas, ao passo que as faces nas quais se encontram expostos os radicais 

hidroxil correspondem às faces hidrofílicas (Park and Cosgrove, 2015). Essa 

distinção de faces nas microfibrilas de celulose é importante, uma vez que 

determinam a interação da celulose com os demais componentes da parede 

vegetal e com enzimas celulolíticas (Liu et al., 2011; Park and Cosgrove, 2015).  

Figura 1.2. Estruturas propostas para a microfibrila de celulose: (a) 36 cadeias de glicano, em 
formato hexagonal; (b) 24 cadeias de glicano, em formato de diamante; (c) 24 cadeias de glicano, 
em formato retangular; (d) e (e): duas versões de 18 cadeias de glicano. As linhas vermelhas 
representam as faces hidrofóbicas, que variam em área de acordo com o modelo proposto. 
Extraído de Cosgrove, (2014). 

A biossíntese das cadeias de celulose ocorre na membrana plasmática da 

célula vegetal. O processo é catalisado pelo complexo de síntese de celulose, 

um complexo multiprotéico que apresenta localização transmembrânica, sendo 

composto por sintases de celulose, bem como outras proteínas acessórias, 

como glicanases envolvidas na edição das cadeias de glicano, e proteínas 

regulatórias (Endler and Persson, 2011). Os complexos apresentam um formato 

característico de roseta, organizado em seis subcomplexos, cada um contendo 

um trímero de unidades de sintase de celulose (Hill et al., 2014). À medida que 

a síntese de celulose ocorre, os complexos se deslocam pela membrana 

plasmática e permitem a deposição de celulose ao longo da superfície celular. A 

movimentação dos complexos aparentemente é direcionada por componentes 

do citoesqueleto celular, mas as evidências disponíveis ainda não permitem 

comprovar como é a participação do citoesqueleto nesse processo (Endler and 

Persson, 2011). 

Os complexos de síntese de celulose utilizam como substrato uridina-

difosfato glicose (UDP-glicose), canalizados do citoplasma para o processo de 

síntese,  e os resíduos de glicose adicionados à cadeia apresentam rotação de 

180°C em relação aos resíduos vizinhos, razão pela qual a unidade básica de 
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celulose é a celobiose, e não a glicose (Guerriero et al., 2010). Dez genes que 

codificam para a síntese de sintases de celulose foram identificados no genoma 

de Arabidopsis: CesA1-10, sendo que as enzimas codificadas pelos genes 

CesA1, CesA2, CesA3, CesA 5 e CesA6 são responsáveis pela síntese de 

celulose na parede celular primária, e as enzimas codificadas pelos genes 

CesA4, CesA7 e CesA8 estão envolvidas na síntese de celulose durante a 

deposição da parede celular secundária. O papel da proteína expressa pelo gene 

CesA10 ainda não foi elucidado (Endler and Persson, 2011).  

A síntese de celulose impacta diretamente as propriedades do polímero 

na parede celular vegetal. A celulose na parede primária apresenta uma menor 

rigidez quando comparada à celulose na parede secundária. E tal diferença é 

um reflexo da dinâmica dos complexos de sintase de celulose, conforme 

demonstrado por Li et al., (2016). Estes autores verificaram que, durante a 

síntese da parede celular primária, os complexos de sintase de celulose 

apresentam-se mais dispersos e em menor concentração na membrana 

plasmática. Como resultado, tem-se uma rede de celulose mais dispersa e com 

menor cristalinidade, condizente com a necessidade de uma maior flexibilidade 

da parede celular primária, que deve se expandir para acompanhar o 

crescimento celular. No entanto, os complexos de sintases de celulose 

apresentam-se em concentrações maiores na membrana celular durante a 

deposição da parede celular secundária. O resultado é a deposição de material 

celulósico mais denso, representando uma estrutura muito mais rígida, e 

necessária para estabilidade e resistência da parede celular secundária. 

Hemiceluloses: estrutura e biossíntese 

 As hemiceluloses representam um grupo diverso de polissacarídeos 

(Figura 1.3), que apresentam como característica em comum a ligação do tipo 

ɓ(1Ÿ4) em configura­«o equatorial. Nas paredes celulares prim§rias e 

secundárias, as hemiceluloses representam a segunda fração mais abundante, 

e são extremamente importantes para a manutenção da integridade e resistência 

da parede celular, uma vez que se associam aos demais componentes, 

formando uma rede complexa e bem articulada de interações intermoleculares 

(Scheller and Ulvskov, 2010; Zhong and Ye, 2015).  
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 Os xiloglicanos são polímeros cuja cadeia principal é formada por 

res²duos de glicose unidos por liga­»es ɓ (1Ÿ4) (Figura 1.3). Ao contrário da 

cadeia de glicana da celulose, os resíduos glicosil da cadeia principal dos 

xiloglicanos podem apresentar substituições laterais. As mais frequentes são 

substituições por resíduos de xilose, associados à cadeia principal a partir de 

liga­»es do tipo Ŭ (1Ÿ6). Os resíduos de xilose podem ainda apresentar 

associações à resíduos de arabinose ou galactose, sendo que os resíduos de 

galactose podem estar ligados a resíduos de fucose (Scheller and Ulvskov, 

2010). Cadeias de xiloglicano também podem apresentar acetilações em 

resíduos de galactose das cadeias laterais, ou em parte dos resíduos de glicose 

da cadeia principal (Park and Cosgrove, 2015). 

 As xilanas são um grupo diverso de polissacarídeos cuja cadeia principal 

é formada por resíduos de xilose (Figura 1.3). Diversos tipos de substituintes 

laterais podem estar presentes associados à cadeia principal, o que permite a 

geração de uma gama diversa de xilanas. Resíduos de ácido glicurônico ou ácido 

4-O-metilglicurônico se associam à resíduos de xilose da cadeia principal através 

de liga­»es do tipo Ŭ (1Ÿ2). Cadeias de xilana com predomin©ncia destes 

substituintes laterais são denominadas de glicuronoxilanas. Outra substituição 

bem frequente consiste na associação de resíduos de arabinose aos resíduos 

de xilose a partir dos átomos de oxigênio O-2 e/ou O-3. As arabinoxilanas 

apresentam resíduos de arabinose como principal substituinte lateral, ao passo 

que as glicuronoarabinoxilanas apresentam tanto resíduos de arabinose quanto 

de ácido glicurônico associados à cadeia principal. Adicionalmente, resíduos de 

xilose podem apresentar acetilações, mais frequentemente no oxigênio O-3 

(Scheller and Ulvskov, 2010). As xilanas representam o componente 

hemicelulósico predominante nas paredes celulares secundárias da maioria das 

espécies vegetais terrestres. No entanto, os tipos de xilana presentes nessas 

paredes variam consideravelmente entre as espécies. As glicuronoxilanas 

correspondem à principal hemicelulose presente na madeira de angiospermas 

(Willför et al., 2005b). Já as paredes celulares vegetais de gramíneas 

apresentam as glicuronoarabinoxilanas como componentes hemicelulósicos 

predominantes (Scheller and Ulvskov, 2010).  
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Os resíduos de arabinose de glicuronoarabinoxilanas presentes nas 

paredes celulares das gramíneas normalmente se apresentam associados à 

mol®culas de §cidos hidroxicin©micos, sendo os §cidos fer¼licos e ɟ-cumárico 

os mais frequentes (Scheller and Ulvskov, 2010). Estes ácidos aromáticos 

desempenham papel fundamental na manutenção da integridade da parede 

celular, uma vez que podem ser condensados a partir de reações oxidativas, 

originando dímeros. Esses dímeros permitem a ligação cruzada entre cadeias 

distintas de xilana, entre cadeias de xilana e de pectina, e entre a xilana e a 

lignina (Oliveira et al., 2015). As pontes estabelecidas entre os ácidos 

hidroxicinâmicos contribuem para a recalcitrância típica das paredes celulares 

secundárias em gramíneas, uma vez que a frequência dessas ligações, bem a 

ligação cruzada entre hemicelulose e lignina contribuem para a resistência da 

biomassa vegetal à sacarificação (Lygin et al., 2011). Outro componente típico 

das paredes celulares secundárias de gramíneas são os glicanos de cadeia 

mista (Faik, 2010). Estes polímeros lineares apresentam em sua cadeia principal 

blocos de três ou quatros unidades de glicose associados por ligações do tipo 

ɓ(1Ÿ4), e esses blocos est«o conectados a partir de liga­»es ɓ(1Ÿ3) (Scheller 

and Ulvskov, 2010). 

As mananas e glicomananas possuem cadeia principal constituída por 

resíduos de manose, e resíduos de manose e glicose em padrões não-

repetitivos, respectivamente (Figura 1.3). Os resíduos de manose da cadeia 

principal podem se associar lateralmente a resíduos de galactose, originando as 

galactomananas e galactoglicomananas (Scheller and Ulvskov, 2010). 

Galactoglicomananas representam o polissacarídeo predominante da fração 

hemicelulósica da madeira de gimnospermas (Willför et al., 2005a) . Além disso, 

as mananas atuam como carboidratos de reserva e barreira para proteção física 

do embrião em sementes de várias espécies vegetais, destacando-se as 

espécies de leguminosas (Buckeridge, 2010). 
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Figura 1.3. Estrutura geral das hemiceluloses. Extraído e adaptado de (Scheller and Ulvskov, 
2010). 

De um modo geral, as hemiceluloses apresentam uma grande diversidade 

de substituintes laterais. Essa característica afeta diretamente as propriedades 

físico-químicas dos componentes hemicelulósicos, e por consequência as 

interações estabelecidas com os demais polímeros que integram a complexa 

estrutura da parede celular. O grau de substituições presentes em cadeias de 

xiloglicano determina a sua estrutura tridimensional, e consequentemente a 

capacidade de interação destes polissacarídeos com a celulose (Park and 

Cosgrove, 2015). De forma similar, Busse-Wicher et al., (2014) relataram que o 
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nível de substituição lateral de cadeias de xilana (em particular acetilações) é 

determinante sobre o modo de interação dessas cadeias com a celulose. A 

interação celulose-xilana é de extrema importância, uma vez que as xilanas 

atuam como barreiras que impedem as microfibrilas de celulose de coalescerem. 

As substituições laterais também podem regular a solubilidade dos 

polissacarídeos na parede celular. Mananas lineares apresentam pouca 

solubilidade, e constituem uma estrutura para-cristalina, ao passo que a 

presença de resíduos de galactose como substituintes laterais elevam 

consideravelmente a solubilidade desses polissacarídeos (Rodríguez-Gacio et 

al., 2012). 

Ao contrário da síntese de celulose, o processo de produção das 

hemiceluloses é intracelular, sendo que a montagem das cadeias do 

polissacarídeo é efetuada no lúmen do complexo de Golgi, a partir de 

precursores ativados sintetizados tanto no interior da organela quanto no 

citoplasma. Diversas transferases estão localizadas na membrana do complexo 

de Golgi, e muitas das enzimas estão associadas em grandes complexos 

multienzimáticos, de forma que a síntese das hemiceluloses caracteriza-se por 

um processo cooperativo envolvendo diferentes tipos de enzimas (Faik, 2010; 

Rennie and Scheller, 2014). A síntese da cadeia principal das mananas, dos 

xiloglicanos e dos glicanos de cadeias mistas é efetuada por enzimas que 

apresentam similaridade às sintases de celulose. Já a síntese das xilanas é 

efetuada por transferases distintas, não relacionadas às sintases de celulose. A 

adição dos substituintes laterais fica a cargo de transferases específicas para 

cada tipo de substituinte. Após as síntese, as cadeias de hemicelulose são 

transportadas à membrana plasmática através de vesículas, e durante esta fase 

os polissacarídeos passam por um processo de maturação, ou seja, sofrem 

modificações pós-síntese em sua estrutura a partir da ação de hidrolases (Pauly 

et al., 2013). 

Pectina: estrutura e biossíntese 
A pectina é um polissacarídeo presente principalmente nas lamelas 

médias e paredes celulares primárias, onde desempenha diversas funções 

estruturais e fisiológicas. As lamelas médias são sintetizadas imediatamente 

após a conclusão do processo de divisão celular, e são responsáveis pela 
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manutenção da adesão entre células adjacentes. A lamela média é rica em 

pectina, e esse polissacarídeo atua como agente cimentante responsável pela 

aderência estabelecida entre células distintas. Adicionalmente, produtos 

resultantes da degradação da pectina atuam como importantes sinalizadores 

celulares em processos de agressão (como herbivoria ou ataque de patógenos), 

permitindo o desenvolvimento da resposta imune apropriada (Daher and 

Braybrook, 2015). Conforme mencionado anteriormente, as pectinas 

desempenham importante papel na manutenção da integridade da estrutura da 

parede celular primária, a partir de interações estabelecidas com a celulose e o 

xiloglicano (Dick-Pérez et al., 2011).  

A pectina é um importante componente estrutural dos tecidos que 

constituem os frutos de muitas espécies vegetais. Durante o processo de 

amadurecimento, alterações imprimidas à estrutura da pectina por hidrolases e 

esterases específicas são determinantes para o desenvolvimento da textura 

característica dos frutos. A degradação enzimática da pectina ocasiona a perda 

da adesão entre as células, bem como permitem uma maior hidratação do tecido 

vegetal, culminando com a redução da resistência mecânica e com o 

desenvolvimento da suculência típica da maioria das frutas de importância 

econômica (Brummell, 2006; Brummell and Harpster, 2001; Paniagua et al., 

2014).   

 A pectina constitui um polissacarídeo complexo cuja principal característica é a 

presença de ácido galacturônico, em sua estrutura. A complexidade estrutural 

da pectina permite a identificação de três domínios principais, distintos em sua 

estrutura: homogalacturonana, ramnogalacturonana I e ramnogalacturonana II 

(Figura 1.4). Esses três domínios apresentam-se ligados covalentemente, 

determinando uma única estrutura para a pectina (Atmodjo et al., 2013). 
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Figura 1.4. Estrutura da pectina, mostrando os principais domínios do polissacarídeo. Extraído 
de Albuquerque et al., (2016). 

 

A homogalacturonana é o domínio predominante, representando cerca de 

65% da pectina (Atmodjo et al., 2013). É constituída por uma cadeia principal 

composta de resíduos de ácido galacturônico associados a partir de ligações do 

tipo Ŭ (1Ÿ4). Os resíduos carboxil das unidades de ácido galacturônico podem 

estar esterificados com radicais metil, e estas substituições alteram 

consideravelmente as propriedades da pectina, como carga e solubilidade. 

Adicionalmente, os resíduos galacturonil podem apresentar O-acetilações nos 

carbonos C-2 ou C-3 (Ridley et al., 2001). Os radicais de ácido carboxílico não-

esterificados apresentam a capacidade de interação com íons de cálcio. Cadeias 

diferentes de homogalacturonana podem se associar a partir de pontes 

intermediadas por ²ons de c§lcio, num modelo conhecido como ñcaixa de ovosò 

(Figura 1.5a), conferindo à pectina a propriedade de formar géis (Caffall and 

Mohnen, 2009). 
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Figura 1.5. Modelos de interação iônica presentes na pectina. (a) Interação entre cadeias de 
homogalacturonana mediada por ²ons de c§lcio, segundo o modelo ñcaixa de ovosò (extra²do de 
Caffall and Mohnen, (2009). (b) Interação entre cadeias de ramnogalacturonana II mediada por 
íons borato (extraído de Ridley et al., (2001). 

A ramnogalacturonana I é o segundo domínio predominante, 

representando de 20 a 35% da pectina. Apresenta a cadeia principal constituída 

por um dissacarídeo de ramnose e ácido galacturônico, sendo que estes dois 

resíduos apresentam-se associados por liga­»es alternadas Ŭ (1Ÿ2) e Ŭ (1Ÿ4) 

([Ÿ4)-Ŭ-D-GalpA-(1Ÿ2)-Ŭ-L-Rhap-(1Ÿ]). As substitui­»es presentes nos 

resíduos de ácido galacturônico são as mesmas observadas na 

homogalacturonana, ao passo que os resíduos de ramnose normalmente 

apresentam-se associados, pelo carbono C4, a resíduos arabinofuranosil e 

galactopiranopsil atrav®s de liga­»es do tipo Ŭ (1Ÿ5) e ɓ (1Ÿ4), 

respectivamente. Os resíduos de arabinose e galactose podem se apresentar 

em unidades ou cadeias (Caffall and Mohnen, 2009; Ridley et al., 2001). 

A ramnogalacturonana II corresponde a uma homogalacturonana 

substituída. É a fração minoritária, representando cerca de 10% da pectina 

(Atmodjo et al., 2013). Quatro tipos de substituintes laterais podem se associar 

à cadeia de ácido galacturônico. Ao carbono C-2 podem se associar uma cadeia 

de 9 (cadeia A) ou 8 (cadeia B) resíduos de açúcar, sendo muitos desses 

açúcares incomuns, como apiose, ácido acérico, ácido 2-ceto-3-deoxi-D-lixo 

heptulosárico (Dha) e ácido 2-ceto-3-deóxi-D-mano octulosônico (Kdo). As 
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cadeias C e D são dissacarídeos e se associam ao carbono C-3 dos resíduos 

galacturonil (Caffall and Mohnen, 2009). Da mesma forma que a 

homogalacturonana, a ramnogalacturonana II apresenta a capacidade de formar 

géis, mas por um mecanismo diferente: resíduos laterais de apiose interagem 

com átomos de Boro, permitindo a associação de cadeias distintas de 

ramnogalacturonana II (Figura 1.5b) (Ridley et al., 2001).  

Os processos de síntese da pectina e das hemiceluloses guardam 

algumas semelhanças. A montagem dos domínios que compõem a pectina 

também ocorre no complexo de Golgi, catalisada por transferases organizadas 

em complexos enzimáticos associados à membrana da organela. As cadeias de 

pectina também são transportadas à membrana através de vesículas, e também 

sofrem processamento pós-síntese ao longo do transporte, através da ação de 

hidrolases e esterases (Anderson, 2016). Curiosamente, a maioria dos açúcares 

presentes na pectina são originados em uma complexa via de interconversão a 

partir de apenas dois precursores ativados: UDP-glicose e GDP-manose 

(Atmodjo et al., 2013). 

Lignina: estrutura e biossíntese 
 A lignina é um polímero complexo, de estrutura tridimensional, formado 

unidades fenólicas (monolignóis) derivadas de três principais álcoois 

hidroxicin©micos: ɟ-coumaril, coniferil e sinapil. Estes três compostos, quando 

condensados na estrutura da lignina, originam as unidades de ɟ-hidroxifenil (H), 

guaiacil (G), e siringil (S) (Boerjan et al., 2003; Zhong and Ye, 2015). A 

composição da lignina varia entre as espécies vegetais: a lignina das 

angiospermas é composta principalmente por unidades G e S, exceto a lignina 

das monocotiledôneas (gramíneas), que apresenta uma proporção uniforme dos 

três monômeros. Já a lignina de gimnospermas apresenta predomínio de 

unidades G, menor quantidade de unidades H, e praticamente ausência de 

unidades S (Bonawitz and Chapple, 2010). Além das três unidades fenólicas 

predominantes, outros monômeros podem estar presentes na estrutura da 

lignina de algumas esp®cies, como ferulatos, coniferalde²dos e ɟ-coumaratos 

(Bonawitz and Chapple, 2010). 

 A síntese dos monolignóis precursores ocorre na interface entre o 

citoplasma e a superfície externa do retículo endoplasmático (Barros et al., 
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2015). Os monolignóis são sintetizados a partir do aminoácido fenilalanina, 

através da via biossintética dos fenilpropanóides (Figura 1.6), e posteriormente 

são direcionados à membrana plasmática (Miedes et al., 2014). O mecanismo 

de transporte dos monolignóis ainda não está elucidado, e pode envolver o 

carreamento através de vesículas, ou a participação de transportadores 

específicos localizados na membrana. Ao alcançarem a superfície celular, os 

monolignóis precursores sofrem oxidação a partir da ação de lacases e 

peroxidases localizadas na membrana, e se tornam radicais ativados que se 

polimerizam de forma combinatória, ou seja, não há orientação quanto à 

polimerização dos precursores, de modo que a composição do agregado 

nascente de lignina é determinada apenas pela disponibilidade de radicais 

ativados (Barros et al., 2015; Bonawitz and Chapple, 2010; Zhong and Ye, 2015). 

Figura 1.6. Via de síntese dos monômeros constituintes da lignina. Extraído de Miedes et al., 
(2014). 
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Parede celular vegetal, recalcitrância e pré-tratamento 
 Considerando as funções desempenhadas pela parede celular, que 

incluem sustentação mecânica às células e tecidos vegetais, bem como proteção 

contra o ataque de patógenos e herbívoros, é fácil concluir que a o arcabouço 

da matriz que constitui a parede celular é configurado de forma a constituir uma 

estrutura rígida, e resistente à degradação. Essa propriedade da parede celular 

ï denominada recalcitrância -  constitui o principal obstáculo para o pleno uso da 

lignocelulose como matéria-prima renovável em processos industriais (Pauly and 

Keegstra, 2008). A recalcitrância da parede celular vegetal é determinada, 

principalmente, pela estrutura cristalina da celulose; pela interação entre os 

polímeros constituintes da parede; e pela deposição de lignina. 

 Conforme mencionado anteriormente, a estrutura básica da celulose é a 

microfibrila, que consiste de um conjunto de cadeias de glicano que se associam 

por interações intermoleculares: ligações de hidrogênio e forças de van deer 

Walls. Mesmo que essa associação seja dominada por interações consideradas 

fracas, a organização das cadeias de glicano resulta em uma estrutura 

extremamente compacta, estável e pouco reativa. Além disso, as moléculas de 

água encontram-se organizadas na superfície das microfibrilas de celulose, o 

que dificulta a difusão de substância e, por consequência, reduz drasticamente 

a reatividade de toda a estrutura (Gross and Chu, 2010). Resultados 

experimentais demonstram que a redução da cristalinidade da estrutura 

celulósica, alcançada a partir do emprego de reagentes químicos que induzem 

a desorganização das cadeias de glicano (como o ácido fosfórico) permite uma 

maior hidratação e aumentam a reatividade e a susceptibilidade à degradação 

enzimática (Hall et al., 2010). 

 As hemiceluloses formam uma complexa rede na parede celular. Cadeias 

hemicelulósicas estão associadas à superfície da celulose, contribuindo para a 

estabilização da estrutura das microfibrilas, e também ocupam os espaços 

interfibrilares, formando barreiras importantes que reduzem a acessibilidade de 

enzimas à fração celulósica da parede celular (Meng and Ragauskas, 2014; 

Silveira et al., 2013). A remoção da hemicelulose está associada ao aumento da 

digestibilidade enzimática da parede celular vegetal, uma vez que permite a 

maior exposição das microfibrilas de celulose (Yang et al., 2015). A presença da 
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hemicelulose nos espaços interfibrilares também determina a porosidade do 

material lignocelulósico. Os poros de acesso às cadeias de celulose 

determinados em função da presença da fração hemicelulósica são pequenos o 

suficiente para impossibilitar a penetração de celulases ao interior da matriz da 

parede celular, ao passo que a remoção da hemicelulose aumenta 

consideravelmente o diâmetro desses poros (Adani et al., 2011).   

 A deposição da lignina aumenta o caráter hidrofóbico da parede celular 

vegetal, e a redução do estado de hidratação também diminui a reatividade da 

matriz lignocelulósica. Além do caráter amorfo conferido à lignocelulose, a lignina 

também afeta negativamente a ação das enzimas responsáveis pela degradação 

da holocelulose (fração correspondente aos polissacarídeos da lignocelulose) 

através de adsorções irreversíveis. Essas ligações ï ditas não-produtivas ï 

ocorrem em decorrência de interações hidrofóbicas estabelecidas entre os 

resíduos apolares das proteínas e os compostos fenólicos presentes na lignina, 

impedindo tanto a degradação enzimática quanto a recuperação das enzimas, o 

que compromete a viabilidade de todo o processo (Rahikainen et al., 2013). 

Adicionalmente, a presença de compostos fenólicos livres, derivados ou não da 

lignina, atuam como inibidores da atividade de diversas enzimas que atuam 

sobre os constituintes da parede celular vegetal (Duarte et al., 2012). 

Em função da recalcitrância característica da parede celular vegetal, os 

resíduos lignocelulósicos devem ser submetidos a etapas de pré-tratamento 

antes de serem utilizados como matérias-primas em processos industriais. Os 

objetivos principais do pré-tratamento são o de remover ou fracionar os 

componentes da lignocelulose (em especial a lignina), bem como reduzir a 

cristalinidade da estrutura da celulose. Dessa forma, a biomassa vegetal se torna 

mais susceptível à hidrólise, seja ácida ou enzimática (Behera et al., 2014). O 

pré-tratamento deve permitir a maior recuperação possível de todos os 

componentes lignocelulósicos, de preferência em frações separadas, com a 

menor demanda de energia, e evitando ao máximo a formação de compostos 

inibitórios do crescimento microbiano, derivados tanto da lignina (compostos 

fenólicos) quanto da degradação de açúcares (furfurais e aldeídos) (Agbor et al., 

2011). Diversas estratégias de pré-tratamento têm sido desenvolvidas, e a 

escolha da melhor estratégia é determinada em função do tipo de material 
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lignocelulósico a ser tratado, bem como da fração da lignocelulose que se 

pretende alterar ou recuperar. Os pré-tratamentos envolvem a utilização de 

princípios físicos (mecânicos), físico-químicos, químicos, bem como a 

combinação destes.  

O pré-tratamento mecânico visa a redução do tamanho médio das 

partículas que compõem o material lignocelulósico. Normalmente, o resíduo 

lignocelulósico é submetido a algum processo de trituração, corte ou moagem. 

A redução do tamanho das partículas favorece a degradabilidade do material, 

uma vez que aumenta a superfície de exposição dos componentes 

lignocelulósicos. Além disso, a redução do tamanho de partícula é 

acompanhada, em alguns casos, da redução da cristalinidade da celulose, e 

dessa forma o pré-tratamento mecânico também permite a melhor degradação 

deste polímero  (Silva et al., 2012). Apesar de todas as vantagens citadas, o pré-

tratamento mecânico demanda uma considerável quantidade de energia, de 

forma que a correta escolha e configuração deste tipo de pré-tratamento é 

fundamental para a garantia da viabilidade econômica da utilização dos resíduos 

lignocelulósicos em processos industriais (Vidal Jr. et al., 2011). 

O pré-tratamento físico-químico utiliza a combinação de elevadas 

temperaturas e a presença de água para promover o aumento da 

degradabilidade da biomassa vegetal. As condições de elevada temperatura e 

pressão empregadas nos pré-tratamentos físico-químicos favorecem a formação 

de ácidos orgânicos a partir da decomposição de alguns substituintes laterais da 

hemicelulose, como resíduos acetil e glucuronil. Esses ácidos orgânicos atuam 

na decomposição e solubilização da fração hemicelulósica, através do 

rompimento de ligações glicosídicas (Alvira et al., 2010). Os pré-tratamentos 

físico-químicos mais utilizados são a explosão a vapor, e o tratamento 

hidrotérmico (Liquid Hot Water). Na explosão a vapor, a biomassa vegetal é 

saturada com vapor de água em elevadas temperaturas, e após o tempo de 

exposição adequado, o sistema de tratamento é rapidamente despressurizado. 

Durante a explosão a vapor, parte da hemicelulose é solubilizada pelos 

mecanismos de hidrólise ácida já mencionados anteriormente, aumentando a 

digestibilidade da lignocelulose por favorecer a exposição da fração celulósica 

(Mosier et al., 2005; Ramos, 2003). O tratamento hidrotérmico funciona segundo 
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os mesmos princípios da explosão a vapor, mas nesse pré-tratamento, a água é 

mantida em estado líquido a partir do aumento de pressão. O uso de água no 

estado líquido favorece a solubilização de uma maior fração da hemicelulose 

quando se compara o tratamento hidrotérmico à explosão a vapor (Hendriks and 

Zeeman, 2009; Mosier et al., 2005). A partir do pré-tratamento hidrotérmico, 

obtém-se um licor enriquecido com oligômeros derivados da hemicelulose e da 

porção amorfa da celulose, e um sólido remanescente composto por celulose e 

lignina (Silva and Ferreira Filho, 2017). 

Os processos de pré-tratamento químico diferem consideravelmente 

quanto aos efeitos sobre os constituintes da parede celular vegetal. O pré-

tratamento ácido atua principalmente na solubilização da hemicelulose, 

aumentando a degradabilidade da biomassa vegetal por permitir a maior 

exposição da fração celulósica (Alvira et al., 2010). Neste tipo de pré-tratamento, 

podem ser utilizados ácidos diluídos ou concentrados. Apesar de permitir a 

hidrólise dos polissacarídeos da parede celular, o uso de ácidos gera uma gama 

de problemas, incluindo a necessidade de alcalinização do hidrolisado antes da 

fermentação; a geração de resíduos poluentes, e a corrosão de equipamentos 

(Mosier et al., 2005). 

Outra estratégia de pré-tratamento químico consiste no uso de 

substâncias alcalinas, como o hidróxido de sódio, amônia, e hidróxido de cálcio. 

Estes tratamentos têm sido bastante utilizados, principalmente para resíduos 

lignocelulósicos derivados de espécies herbáceas e gramíneas, especialmente 

em função da alta especificidade para a remoção da lignina, ao mesmo tempo 

em que preservam grande parte da fração holocelulósica. Durante o pré-

tratamento alcalino ocorre a dissolução da lignina e de parte da hemicelulose. 

Ainda, as ligações éster são quebradas, possibilitando o rompimento de 

interações intermoleculares estabelecidas entre os componentes da parede 

celular (como as pontes diferúlicas que mantém associadas as frações de 

hemicelulose e lignina), a remoção de substituintes laterais da hemicelulose 

(como resíduos acetil e feruloil/coumaroil), além de permitir a redução no grau 

de polimerização da lignina (Kim et al., 2016). Além da delignificação, alguns pré-

tratamentos alcalinos (que utilizam hidróxido de sódio ou amônia líquida, por 

exemplo) também promovem alterações na estrutura da celulose, permitindo a 
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redução na cristalinidade de sua estrutura e favorecendo sua degradabilidade 

enzimática. O provável mecanismo para essa alteração estrutural promovida na 

celulose pelos compostos básicos está relacionado à interferência na rede de 

ligações de hidrogênio, que são fundamentais para a manutenção da estrutura 

cristalina da celulose (Mittal et al., 2011). 

Degradação enzimática da holocelulose: características gerais 
A degradação da estrutura polissacarídica da parede celular 

(holocelulose) pode ser realizada a partir de hidrólise ácida ou enzimática. A 

hidrólise ácida apresenta alguns inconvenientes, como a corrosão de 

equipamentos e instrumentos, a geração de subprodutos poluentes, e a 

formação de compostos inibitórios aos crescimento de microrganismos 

fermentadores (Brodeur et al., 2011). Dessa forma, as enzimas apresentam-se 

como ferramentas promissoras para a degradação da holocelulose, pois 

apresentam ação específica e em condições físico-químicas mais amenas, o que 

permite a obtenção de açúcares monoméricos em alto rendimento.  

Um grupo diverso de enzimas atua na degradação dos polissacarídeos da 

parede celular vegetal. A complexidade química e estrutural da holocelulose 

requer a ação coordenada de enzimas que atuam no rompimento das ligações 

glicosídicas catalisando reaç»es de hidr·lise, desesterifica­«o e ɓ-eliminação. 

Por atuarem sobre substratos insolúveis, algumas dessas enzimas apresentam-

se constituídas por dois módulos principais: um módulo catalítico, envolvido na 

degradação das ligações químicas, e um módulo de ligação a carboidrato (CBM, 

do inglês Carbohydrate-binding Module). As principais funções dos CBMs são 

concentrar e direcionar as enzimas sobre a superfície de seu substrato, além de 

promover alterações estruturais que contribuem para a desorganização da 

cadeia de carboidrato, contribuindo para a degradação (Arantes and Saddler, 

2010; Hervé et al., 2010). O módulo catalítico e o CBM são unidos por um 

conector flexível, que normalmente é glicosilado e também apresenta 

importância para a ligação dos dois módulos ao polissacarídeo (Payne et al., 

2013). 

Apesar da grande diversidade de glicosil-hidrolases existentes na 

natureza, essas enzimas compartilham um mecanismo de reação muito 

semelhante. A degradação da ligação gliosídica promovida por essas enzimas 



39 
 

consiste em uma catálise do tipo ácido/base, onde os resíduos catalíticos 

envolvidos são o ácido glutâmico e/ou o ácido aspártico. Estes resíduos e suas 

formas ionizadas atuam como ácidos e bases responsáveis pelo ataque às 

moléculas de água e pela clivagem da ligação glicosídica. A catálise pode gerar 

produtos de degradação com a posição da hidroxila do carbono anomérico (C1) 

invertida ou mantida (retida) em relação à posição original (Figura 1.7). Algumas 

enzimas degradam a ligação glicosídica a partir de um mecanismo de 

deslocamento simples, que ocorre em uma única etapa, e a hidroxila associada 

ao carbono anomérico dos produtos resultantes apresenta posição invertida em 

relação à posição inicial (mecanismo de inversão). Entretanto, outras enzimas 

empregam o mecanismo de duplo deslocamento: nessa reação, há inicialmente 

o rompimento da ligação glicosídica, mas com a retenção de um dos monômeros 

ligado covalentemente ao resíduo catalítico da hidrolase. Posteriormente, uma  

molécula de água é utilizada para promover a remoção deste açúcar da estrutura 

da enzima, e a hidroxila do carbono anomérico deste açúcar liberado permanece 

na mesma posição original (mecanismo de retenção) (Ardèvol and Rovira, 2015; 

Withers, 2001). 

 

Figura 1.7. Mecanismos gerais de reação empregados pelas glicosil-hidrolases: retenção (a) ou 

inversão (b) da posição da hidroxila do carbono anomérico Extraído de Dodd and Cann, (2009). 
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As holocelulases estão classificadas, de acordo com a sequência de 

aminoácidos, em uma base de dados que integra todas as enzimas que atuam 

na síntese, degradação e modificação de carboidratos: o CAZy (do inglês 

Carbohydrate-active Enzymes). A classificação com base na sequência de 

aminoácidos apresenta uma melhor correlação com a estrutura molecular e os 

mecanismos de reação das carboidrases, em comparação às classificações 

convencionais que consideravam como critério a especificidade de substratos. 

Além disso, a partir dos dados disponíveis no CAZy é possível estabelecer 

relações evolutivas, bem como classificar proteínas que ainda não apresentam 

função conhecida (Cantarel et al., 2009). 

As enzimas registradas no CAZy são classificadas em famílias, de acordo 

com a natureza da atividade enzimática: glicosil hidrolases (GH), que 

compreende as enzimas que degradam as ligações glicosídicas através de 

hidrólise e as enzimas que promovem transglicosilações; glicosil transferases 

(GT), onde se encontram classificadas as enzimas envolvidas na síntese de 

ligações glicosídicas; polissacarídeo liases (PL), relacionada às enzimas que 

clivam liga­»es glicos²dicas por meio de rea­»es de ɓ-eliminação; carboidrato 

esterases (CE), que inclui as enzimas que degradam ligações éster envolvendo 

carboidratos; e a família que inclui os módulos de ligação a carboidrato (CBM). 

Essas famílias ainda podem ser subdivididas, em função de especificidade de 

substratos (Cantarel et al., 2009; Lombard et al., 2014).  

Até o ano de 2013, o CAZy possuía cerca de 340 mil proteínas 

registradas, sendo a maioria delas (cerca de 160 mil) classificadas em famílias 

de GH (Lombard et al., 2014). Recentemente, um novo grupo de famílias foi 

criada no CAZy. A família de atividades auxiliares (AA) compreende as enzimas 

que atuam na degradação de polissacarídeos por reações oxidativas, bem como 

as enzimas relacionadas à degradação de lignina. Essas últimas enzimas, 

apesar de não atuarem na degradação de carboidratos, foram incluídas no CAZy 

porque a lignina se encontra associada à holocelulose na parede celular vegetal, 

e também em função de evidências de que moléculas derivadas da lignina 

podem participar da reação catalisada pelas oxidases de carboidratos 

(Levasseur et al., 2013; Monclaro and Filho, 2017). 
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A atuação cooperativa das holocelulases é fundamental para a completa 

e eficiente degradação da fração holocelulósica da parede celular. Designa-se 

sinergismo o fenômeno observado quando a quantidade de produtos de 

degradação liberada pela ação conjunta de duas ou mais enzimas é superior à 

soma das quantidades dos mesmos produtos resultante da ação individual 

dessas enzimas. O homosinergismo caracteriza-se pela atuação cooperativa de 

enzimas que compartilham a preferência pela mesma porção de uma cadeia 

polissacarídica. Dessa forma, o homosinergismo é verificado quando da atuação 

conjunta de duas ou mais enzimas que atuam na degradação da cadeia principal, 

ou entre duas ou mais enzimas que atuam na degradação de substituintes 

laterais. O heterosinergismo, ao contrário, é observado entre enzimas que atuam 

na cadeia principal e enzimas que atuam sobre os substituintes laterais. Além 

dessas interações cooperativas, a ação de uma determinada enzima pode 

modificar o substrato de forma a dificultar a ação de outras enzimas. Essa 

situação caracteriza o anti-sinergismo (Coughlan et al., 1993). Adicionalmente, 

a ação de duas ou mais enzimas pode ser antagônica nos casos em que 

diferentes catalisadores disputam pelo mesmo sítio de ligação ao substrato 

(Malgas et al., 2015). 

Celulases 
 A degradação da estrutura da celulose é efetuada por um conjunto de 

enzimas que atuam na quebra de ligações glicosídicas tanto por hidrólise quanto  

 

Figura 1.8. Elenco de enzimas hidrolíticas e oxidativas responsáveis pela degradação da 
celulose. Legenda: PMO: monooxigenase de polissacarídeos. CBH: celobiohidrolase. CDH: 
celobiose-desidrogenase. Extraído de Beeson et al., (2015). 
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por oxidação (Figura 1.8). A atuação coordenada dessas enzimas é crucial para 

a desconstrução de um polímero tão recalcitrante como a celulose. 

Um grupo de três enzimas atua na hidrólise das ligações glicosídicas das 

cadeias de celulose. As endoglicanases (E.C 3.2.1.4) são as enzimas 

responsáveis pela degradação das cadeias de glicano a partir das regiões 

amorfas, localizadas ao longo da estrutura da celulose. A atuação dessas 

enzimas resulta na liberação de celooligômeros de diversos graus de 

condensação. Já as exoglicanases (E.C 3.2.1.74) atuam nas extremidades das 

cadeias de glicano, e uma vez que essas enzimas normalmente exibem uma 

catálise processiva (a enzima promove quebras sucessivas e sequenciais no 

substrato). Nesse caso, os principais produtos liberados são celobiose ou 

glicose. As celobiohidrolases podem ser classificadas em I e II, quando atuam 

sobre a extremidade redutora e não-redutora da cadeia de glicano, 

respectivamente. Por fim, as beta-glicosidases atuam sobre os celooligômeros 

liberados pelas endo- e exoglicanases, convertendo-os em glicose (Horn et al., 

2012; Lynd et al., 2002). 

 A reações oxidativas empregadas para a degradação das ligações 

glicosídicas na estrutura da celulose são catalisadas por dois grupos de enzimas. 

As celobiose desidrogenases são enzimas formadas por dois domínios 

principais: um domínio contendo flavina, e outro domínio contendo um 

grupamento heme. Estes dois domínios são associados por um conector flexível. 

As celobiose desidrogenases atuam sobre unidades de celobiose presentes nas 

cadeias de glicano da celulose, onde catalisam a oxidação do carbono C1 a partir 

da subunidade contendo flavina. Em decorrência dessa oxidação, forma-se 

ácido celobiônico. Os elétrons obtidos na reação são transferidos ao domínio 

que contém o grupamento heme, e esses elétrons serão utilizados na redução 

de outros compostos (Tan et al., 2015; Zamocky et al., 2006). Com base em 

critérios filogenéticos, as celobiose desidrogenases podem ser agrupadas em 

três classes principais: as do grupo I, que são encontradas em basidiomicetos, 

e as do grupo II e III, produzidas por ascomicetos. Ainda, celobiose 

desidrogenases pertencentes ao grupo II podem apresentar em sua estrutura 

módulos de ligação a carboidratos (Harreither et al., 2011). 
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 As oxidases líticas de polissacarídeos (LPMOs, de Lytic Polisaccharide 

MonoOxygenases) representam um conjunto de enzimas descobertas 

recentemente. Anteriormente, essas enzimas eram classificadas como celulases 

hidrolíticas na família GH 61. As LPMOs apresentam estrutura bem 

característica, e distinta das hidrolases convencionais. O sítio ativo dessas 

enzimas apresenta a forma de uma superfície plana, contendo um domínio que 

permite a associação à íons de Cobre. Além disso, nesse sítio ativo encontram-

se vários aminoácidos aromáticos dispostos de forma a interagir com os anéis 

piranosídicos de moléculas de glicose presentes na superfície das cadeias de 

celulose. Dessa forma, conclui-se que essas enzimas apresentam preferência 

de ligação às regiões mais cristalinas e recalcitrantes da celulose. A descoberta 

das LPMOs representou um avanço importante nas estratégias de degradação 

enzimática da celulose, uma vez que a atuação dessas enzimas sobre a 

estrutura mais recalcitrante da celulose poderia acelerar a degradação de toda 

a estrutura,  reduzindo a carga de enzima necessária (Beeson et al., 2015; Horn 

et al., 2012; Monclaro and Filho, 2017). 

 O mecanismo de reação das LPMOs é complexo. Essas enzimas 

necessitam de oxigênio molecular, além de uma fonte de elétrons externa para 

promoverem a oxidação da ligação glicosídica. Normalmente a doação de 

elétrons fica a cargo das celobiose-desidrogenases, mas outros compostos, 

como derivados de lignina, podem desempenhar essa função (Phillips et al., 

2011; Westereng et al., 2016). A oxidação pode ocorrer nos carbonos C1 ou C4, 

dependendo da especificidade da enzima, e os produtos formados são, 

respectivamente, o ácido aldônico e a 4-cetoaldose. As LPMOs são classificadas 

em tipo I, quando oxidam C1; tipo II, quando oxidam C4; e tipo III, quando oxidam 

ambos os átomos de carbono. A reação envolve, basicamente, a abstração de 

um átomo de hidrogênio do carbono C1 ou C4, seguida de uma hidroxilação. A 

adição do radical hidroxil é responsável por instabilizar a ligação glicosídica, 

levando ao seu rompimento (Beeson et al., 2015, 2012; Frandsen et al., 2016). 

As LPMOs parecem exercer um efeito mais profundo sobre toda a 

estrutura da celulose, que não se restringe apenas à oxidação das cadeias de 

glicano na superfície nas microfibrilas. Recentemente, Villares et al., (2017) 

reportaram que a ação dessas oxidases cobre-dependentes favoreceu a 
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desintegração das microfibrilas de celulose. Estes resultados reforçam a 

importância das LPMOs como componentes fundamentais para a degradação 

da lignocelulose, não apenas por promoverem a geração de novos pontos de 

ataque à celulose cristalina para as enzimas hidrolíticas, mas também por 

proporcionarem mudanças mecânicas consideráveis sobre a estrutura da 

microfibrila celulósica, favorecendo a sua degradação. 

A ação de todas as enzimas responsáveis pela degradação da celulose é 

dita sinérgica, ou seja, a transformação do substrato por uma enzima gera pontos 

favoráveis para a atuação de outras enzimas. Essa cooperação é fundamental 

para a completa degradação da estrutura recalcitrante da celulose. Observa-se 

ação sinérgica entre endo- e exo-glucanases, onde a atuação das primeiras gera 

novas extremidades disponíveis para as segundas e entre as endo- e exo-

glucanases e as beta-glicosidades, uma vez que estas enzimas atuam na 

remoção dos celooligômeros que inibem as glicanases. Além disso, a ação das 

LPMOs cria pontos para a ação das glucanases, além de promover alterações 

mecânicas importantes para a redução da cristalinidade da estrutura celulósica. 

Por fim, as celobiose-desidrogenases atuam em cooperação com as LPMOs 

como doadores de elétrons (Kostylev and Wilson, 2012; Lynd et al., 2002; Phillips 

et al., 2011).  

Hemicelulases 

Conforme mencionado anteriormente, as hemiceluloses correspondem a 

um grupo complexo de polissacarídeos, que apresentam grande diversidade de 

tipos de açúcar, ligações glicosídicas, e substituintes laterais. Sendo assim, não 

é difícil imaginar que a degradação completa e eficiente desse conjunto de 

polissacarídeos requer a ação coordenada de diversos grupos de enzimas. 

A degradação da xilana ocorre a partir da ação coordenada de hidrolases 

e esterases (Figura 1.9). Endo- e exo-xilanases atuam na hidrólise da cadeia 

principal de xilose, promovendo a degradação das ligações glicosídicas na 

porção interna da cadeia e a partir de suas extremidades, respectivamente. Os 

xilooligômeros liberados por essas enzimas são degradados por ɓ-xilosidases, 

resultando na liberação de xilose (Dodd and Cann, 2009; Juturu and Wu, 2014). 

Além das xilanases, outras enzimas atuam na remoção dos substituintes laterais 

presentes na xilana. A ação dessas enzimas é fundamental, pois esses 
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substituintes laterais representam barreiras estéricas que impedem a atuação de 

algumas xilanases sobre a cadeia principal. Os resíduos de acetil são removidos  

Figura 1.9. Enzimas envolvidas na degradação da xilana. O nome das enzimas está 
acompanhado das respectivas famílias do CAZy. Extraído de Dodd and Cann, (2009). 

pela ação de acetil-xilana esterases. Já as unidades de ácido glicurônico e 

arabinose são hidrolisadas por Ŭ-glicuronidases e Ŭ-arabinofuranosidases, 

respectivamente (Juturu and Wu, 2013). Por fim, feruloil- e ɟ-coumaroil-

esterases atuam na degradação das ligações éster entre os resíduos de 

arabinose e os respectivos ácidos hidroxicinâmicos. A ação dessas esterases é 

de extrema importância para a degradação da lignocelulose, pois a lignina se 

encontra associada à hemicelulose a partir de pontes compostas por resíduos 

de §cido fer¼lico e/ou §cido ɟ-coumárico. A atuação dessas enzimas promove o 

rompimento dessas pontes, permitindo a separação entre hemicelulose e lignina, 

diminuindo a recalcitrância do material lignocelulósico (Várnai et al., 2014).  

De forma similar, a degradação da manana também envolve a 

participação de enzimas hidróliticas e esterases. A hidrólise da cadeia principal 

fica a cargo das endo-mananases (E.C 3.2.1.78), que liberam manooligômeros 

que são substratos para as ɓ-manosidades (E.C 3.2.1.25) e beta-glicosidases 

(E.C 3.2.1.21) (Moreira and Filho, 2008). Estas duas hidorolases atuam a partir 

da extremidade não-redutora dos oligômeros, liberando manose e glicose, 

respectivamente. Os resíduos laterais s«o removidos pela a­«o de Ŭ-
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galactosidades e acetil-manana esterases. A ação dessas duas últimas enzimas 

também é importante para a eficiente degradação da cadeia principal, uma vez 

que as endomananases que atuam nessa região estão sujeitas à impedimento 

estérico pelos resíduos acetil e galactosil (Chauhan et al., 2012; Malgas et al., 

2015; van Zyl et al., 2010). 

Pectinases 
A degradação da pectina envolve grupos de enzimas específicos para 

cada domínio do polissacarídeo. A degradação da cadeia principal das 

homogalacturonanas fica a cargo de endopoligalacturonases e 

exopoligalacturonases, que atuam na porção interna, e a partir das extremidades 

da cadeia, respectivamente. Quando os resíduos de ácido galacturônico 

apresentam-se esterificados em sua maioria, a degradação fica a cargo de 

endopolimetilgalacturonases e exopolimetilgalacturonases. Uma vez que os 

resíduos metil impedem a associação de algumas enzimas à cadeia principal, 

uma interação sinérgica pode ser observada entre essas enzimas e pectina-

metilesterases. (Kashyap et al., 2001). Além das hidrolases, outras enzimas que 

degradam a liga­«o glicos²dica atrav®s de rea­»es de ɓ-eliminação também 

atuam sobre a cadeia de ácido poligalacturônico. A degradação catalisada por 

essas enzimas não envolve a adição de água, e como produtos são gerados 

ácido galacturônico, e um galacturonídeo contendo uma insaturação entre os 

carbonos C4 e C5. Seguindo a mesma lógica da nomenclatura das hidrolases, 

também atuam na despolimerização da homogalacturonana as endo- e 

exopoligalacturonato liases, e endo- e exopolimetilgalacturonato liases (Jayani 

et al., 2005). 

A degradação da cadeia principal da ramnogalacturona I envolve uma 

maior especialização enzimática. Ramnogalacturonana hidrolases são 

respons§veis pela degrada­«o das liga­»es do tipo Ŭ (1Ÿ2), ao passo que as 

ramnogalacturonana liases catalisam o rompimento das liga­»es do tipo Ŭ 

(1Ÿ4). Ambas s«o enzimas que atuam na por­«o interna da cadeia principal, e 

geram oligômeros de diversos graus de condensação. Estes oligômeros são 

substratos para outras enzimas: hidrolase de ramnogalacturonil insaturado, 

responsável pela remoção de resíduos terminais de ácido galacturônico 

insaturado (gerado pela ação das liases); ramnogalacturonana-ramnohidrolase, 
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que atua na remoção de resíduos de ramnose a partir da extremidade não-

redutora dos oligossacarídeos; e ramnogalaturonana-galacturonohidrolase, que 

catalisa a liberação de resíduos de ácido galacturônico a partir da extremidade 

não-redutora dos oligossacarídeos (Wong, 2008). Outras enzimas atuam na 

remo­«o de substituintes laterais, como ramnogalaturonana acetilesterases, Ŭ-

arabinofuranosidases, ɓ-galactosidases, endo- e exo-arabinanases e ɓ-

endogalactanases (van den Brink and de Vries, 2011). 

O mecanismo de reação de algumas pectato liases tem sido estudado 

(Charnock et al., 2002; Ma et al., 2016; Seyedarabi et al., 2010). A correta 

orientação e estabilização da cadeia de ácido poligalacturônico no sítio catalítico 

das liases requer o estabelecimento de uma rede de interações intermoleculares 

entre o substrato, resíduos de aminoácido carregados, e íons de cálcio (Ca2+). A 

etapa crucial da reação consiste na abstração de um próton (H+) a partir do 

carbono C5 do resíduo de ácido galacturônico (Figura 1.10). Essa 

desprotonação é executada pelo resíduo catalítico, normalmente uma arginina, 

e resulta na formação de um intermediário iônico, cuja estrutura é instável e 

favor§vel ¨ ruptura da liga­«o Ŭ (1Ÿ4). Outros res²duos, como asparagina ou 

lisina, contribuem para estabilizar e orientar corretamente os resíduos de ácido 

galacturônico no sítio catalítico. Com o rompimento da ligação O-glicosídica a 

partir do carbono C4, tem-se a formação de um galacturonídeo contenho uma 

insaturação entre C4 e C5, e um resíduo de ácido galacturônico que apresenta 

um átomo de oxigênio desprotonado ligado ao C1. Esse açúcar é extremamente 

instável, mas é estabilizado ao receber um próton a partir de moléculas de água 

presentes na vizinhança do sítio de reação. Essa protonação é favorecida pela 

presença dos íons Ca2+. 

Pela elucidação do mecanismo de reação das pectato liases, é possível 

reconhecer a importância de aminoácidos carregados para a correta degradação 

da ligação glicosídica. O resíduo catalítico de arginina deve estar desprotonado, 

caso contrário não será possível que a etapa de abstração de um próton de C5 

ocorra. Além disso, resíduos que interagem e orientam corretamente os íons 

Ca2+, como aspartatos, também devem apresentar-se inonizados. Estas 

características ajudam a explicar o motivo pelo qual as liases apresentam ação 
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em valores de pH elevados, e praticamente não são ativas em condições ácidas 

(Ali et al., 2015).  

 

Figura 1.10. Mecanismo de reação proposto para uma pectato liase de Bacillus subtillis. 
Extraído de Ma et al., (2016). 

 

O mecanismo de reação de uma ramnogalacturonana liase produzida por 

Aspergillus aculeatus foi elucidado por Jensen et al. (2010). De forma similar ao 

mecanismo descrito para as pectato liases, as ramnogalacturonana liases 

também promovem a abstração de um próton do carbono C5 de um resíduo de 

ácido galacturônico, o que desestabiliza da cadeia de ramnogalacturonana e 

favorece o rompimento da ligação glicosídica. Entretanto, a ramnogalacturonana 

liase de A. aculeatus não necessita de íons Ca2+ para a estabilização do 

substrato: resíduos de aspartato e arginina formam uma rede de ligações de 

hidrogênio com moléculas de água e com os resíduos carboxil de unidades de 

ácido galacturônico. Os resíduos catalíticos também diferem entre as duas 

enzimas: na ramnogalacturonana liase um resíduo de lisina atua como base na 

abstração do próton, e um resíduo de histidina atua como ácido, doando um 

próton para a estabilização do produto após o rompimento da ligação glicosídica. 

Ainda, as ramnogalacturonana liases atuam em pH mais baixo (6,5) em relação 
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às pectato liases (8-10), pois o pK da lisina é reduzido de 9.2 para 6.5 em função 

do microambiente no sítio catalítico e da ligação ao substrato. Dessa forma, o 

resíduo catalítico de lisina apresenta-se desprotonado em um valor de pH mais 

baixo.  

Holocelulases fúngicas 
Os fungos filamentosos são importantes agentes de degradação do 

material lignocelulósico na natureza. Estes organismos apresentam a 

capacidade de se adaptar a diferentes fontes de carbono e nitrogênio, e por 

consequência, conseguem colonizar diferentes nichos ecológicos, como o solo 

e matéria orgânica em decomposição. Dessa forma, os fungos são agentes 

importantes na reciclagem de compostos de carbono e nitrogênio (Bouws et al., 

2008). Além disso, os fungos apresentam uma notável capacidade de secreção 

de metabólitos e proteínas, uma característica atrativa que permitiu o uso 

intensivo desses microrganismos nos processos industriais de produção de 

biomoléculas. As espécies mais utilizadas para essa finalidade pertencem aos 

gêneros Aspergillus e Trichoderma (Gudynaite-savitch and White, 2016).  

No que diz respeito à produção de enzimas celulolíticas, a espécie de 

maior destaque é T. reesei. O primeiro exemplar dessa espécie foi isolado nas 

Ilhas Salomão, durante a Segunda Guerra Mundial, pelo exército americano. Seu 

potencial como produtor de celulases foi rapidamente identificado, e diversos 

programas de melhoramento da produção dessas enzimas foram iniciados. Em 

um desses programas foi possível obter o isolado RUT-C30, após procedimentos 

de mutação por métodos físicos e químicos. Esse isolado se mostrou capaz de 

produzir níveis de celulase que poderiam chegar a 15-20 vezes o nível produzido 

pela cepa selvagem, além de mostrar repressão catabólica bem reduzida, o que 

viabilizou a linhagem RUT-C30 como uma das mais importantes para a produção 

industrial de celulases (Peterson and Nevalainen, 2012). Embora o isolado RUT-

C30 produza um coquetel celulolítico de alta eficiência e em grandes 

concentrações, o estudo de outras espécies fúngicas se faz necessário, 

principalmente com o intuito de caracterizar novos catalisadores que seriam úteis 

para a complementação dos coquetéis comerciais, com a geração de novos 

sistemas enzimáticos ainda mais eficientes na degradação da complexa rede de 

polissacarídeos da parede celular (King et al., 2011). 
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O conjunto de holocelulases secretado por fungos filamentosos tem 

despertado grande interesse, principalmente com o objetivo de se alcançar uma 

melhor compreensão sobre os mecanismos envolvidos na degradação da 

biomassa lignocelulósica. O custo dos coquetéis enzimáticos representa um dos 

principais gargalos no desenvolvimento de processos industriais de 

transformação da lignocelulose, e a compreensão dos mecanismos envolvidos 

na eficiente degradação deste material podem contribuir para o desenvolvimento 

de coquetéis mais eficientes e economicamente viáveis (King et al., 2011). 

Designa-se secretoma o conjunto de proteínas produzidas por um organismo e 

destinadas à secreção ou associação à parede celular (Bouws et al., 2008). A 

caracterização de secretomas foi impulsionada com o desenvolvimento das 

técnicas de espectrometria de massas. As abordagens tradicionais utilizadas 

para a caracterização de enzimas em cultivados microbianos envolvem o uso de 

métodos colorimétricos, que apresentam limitações quanto à sensitividade e 

especificidade. Ao permitir a caracterização de uma amostra complexa de 

proteínas, a espectrometria de massas fornece um panorama mais realista da 

composição e função dos secretomas e constitui uma ferramenta essencial, junto 

à outras tecnologias como genômica e transcriptômica, para a elucidação dos 

mecanismos de degradação da biomassa lignocelulósica empregada pelos 

microrganismos saprófitas e fitopatogênicos (Adav and Sze, 2013).  

A utilização de resíduos agroindustriais, como substratos para o cultivo de 

fungos filamentosos com vistas à obtenção de secretomas com potencial 

biotecnológico, tem se mostrado uma alternativa promissora. A lignocelulose 

presente nos resíduos agroindustriais corresponde à um excelente indutor para 

a produção de holocelulases, uma vez que a sua complexidade estrutural 

permite a secreção de um sistema enzimático diverso (Siqueira et al., 2010; 

Siqueira and Ferreira Filho, 2010). Além disso, os resíduos lignocelulósicos 

apresentam, em sua composição, vários nutrientes minerais essenciais que 

permitiriam sustentar o crescimento fúngico sem a necessidade de 

suplementação do meio de cultura. Além de apresentarem baixo custo, as fontes 

de carbono provenientes de resíduos agroindustriais poderiam ser utilizadas 

para a produção de enzimas nas mesmas instalações industriais onde 

ocorreriam os processos de conversão da biomassa vegetal, contribuindo para 
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uma redução ainda maior dos custos dos coquetéis enzimáticos, uma vez que 

os gastos relacionados ao transporte e à clarificação dos extratos enzimáticos 

seriam reduzidos consideravelmente (Ellilä et al., 2017; Silva and Ferreira Filho, 

2017). 

O sistema holocelulolítico produzidos por fungos filamentosos é 

comumente caracterizado como composto por enzimas livres, que atuam 

sinergicamente na degradação do substrato lignocelulósico. Entretanto, diversos 

trabalhos recentes tem relatado a presença de enzimas holocelulolíticas 

organizadas em complexos multienzimáticos presentes no secretoma de 

diversas espécies fúngicas, tais como Penicillium purpurogenum (Gonzalez-

Vogel et al., 2011),  Trichoderma harzianum (Silva et al., 2012) e T. reesei (Silva 

et al., 2015). Uma das principais vantagens na associação de diferentes enzimas 

em estruturas complexas consiste no favorecimento da ação sinérgica resultante 

da proximidade estrutural entre enzimas que exibem ação cooperativa (Zhang, 

2011). Nessa organização, a proximidade estrutura entre as enzimas permite a 

transferência do produto do sítio ativo de uma enzima para outro catalisador que 

utilizará este produto como substrato, favorecendo a velocidade da reação. Este 

fenômeno é denominado de canalização do substrato. Além disso, as enzimas 

complexadas podem exibir maior resistência à inibição por certos compostos 

químicos, como íons (Ohtsuki et al., 2005).  

Clonostachys 
As espécies do gênero Clonostachys apresentam como teleomorfos 

correspondentes as espécies do gênero Bionectria, e se encontram classificados 

na ordem Hipocreales e família Bionectriaceae. Essas espécies são 

caracterizadas como saprófitas e liquenícolas. Frequentemente as espécies são 

encontradas em amostras de solo, e também em matéria orgânica vegetal 

recém-decaída, que ainda não foi colonizada por outras espécies de fungos. 

Ainda, espécies de Clonostachys apresentam comportamento de 

micoparasitismo frente à outras espécies fúngicas (Schroers, 2001).   

A espécie mais estudada do gênero é Clonostachys rosea (Teleomorfo: 

Bionectria byssicola). A classificação da espécie foi constantemente alterada 

desde o século passado, e essas alterações merecem ser mencionadas, uma 

vez que registros em banco de dados podem conter identificações que não são 
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mais apropriadas. Os gêneros Clonostachys e Gliocladium foram propostos por 

A.C.I Corda em 1839 e 1840, respectivamente (Schroers et al., 1999). Cada um 

desses gêneros possuía, inicialmente, uma única espécie: C. araucaria e G. 

penicillioides. Posteriormente, uma outra espécie foi descrita: G. roseum. 

Pinkerton, (1936) descreveu C. araucária e G. roseum como sinônimos. A forma 

teleomórfica de G. roseum foi posteriormente descrita como Nectria ochroleuca, 

mas como o gênero Nectria apresentava-se como um grupo heterogêneo essa 

espécie, e todos os teleomorfos de Gliocladium, foram transferidos para um novo 

gênero, Bionectria (Schroers, 2001; Schroers and Samuels, 1997). A espécie G. 

roseum diferia consideravelmente das demais espécies desse mesmo gênero. 

Com base em análises moleculares, Schroers et al., (1999) propuseram a 

transferência de G. roseum para um novo gênero, Clonostachys, e desde então 

essa classificação tem sido mantida. 

As características morfológicas de Clonostachys sp. são complexas, e por 

vezes não permitem a correta identificação das espécies. Uma característica que 

define as formas anamórficas são os conidióforos, que normalmente se 

apresentam agregados, formando estruturas denominadas esporodóquios. Os 

conidióforos podem apresentar dimorfismos, sendo classificados como primários 

(verticilóides) ou secundários (peniciliados), em referência à cronologia de 

formação dessas estruturas. Os conídios apresentam forma ligeiramente 

curvada, com lados achatados (Figura 1.11). A principal característica que 

identifica as espécies de Bionectria é a organização dos conídios nos 

conidióforos secundários, que se apresentam em forma de cadeias ou colunas. 

Ao contrário do que é observado em espécies de Aspergillus e Penicillium, os 

conídios nessas colunas não se apresentam conectados, mas apenas aderidos 

lateralmente (Schroers, 2001). Curiosamente, as culturas de C. cylindrospora 

obtidas a partir da inoculação com conidióforos primários ou secundários 

apresentam variações metabólicas e morfológicas, refletindo a importância do 

estágio em que os conídios são produzidos sobre o metabolismo e crescimento 

(Hosoya et al., 1995). 

As espécies de Bionectria apresentam peritécios de coloração com vários 

tons alaranjados. Essa pigmentação é consideravelmente variável em função da 

idade da colônia. Os ascósporos são normalmente divididos em duas células por 
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um septo transversal. As colônias, quando crescidas em meios de cultura como 

o ágar batata dextrose, apresentam-se com coloração que varia de amarelo a 

laranja, em diversas tonalidades (Figura 1.11). As colônias podem apresentar 

aspecto granuloso, resultante da aglomeração de conídios (Schroers et al., 

1999).  

Figura 1.11. (a) Colônia de Clonostachys byssicola em ágar batata dextrose (BDA), incubada a 
28°C durante 15 dias, e com fotoperíodo de 12 horas. (b) Conidiósporos de C. byssicola 
(aumento de 800x). 

Algumas espécies de Clonostachys apresentam grande potencial como 

agentes de controle biológico, em função do hábito micoparasita típico dessas 

espécies. C. rosea tem sido reportado como eficiente agente do controle da 

germinação de esporos e proliferação de espécies patogênicas do gênero 

Botrytis (Cota et al., 2009; Yohalem et al., 2004). As estratégias utilizadas por C. 

rosea na interação com fitopatógenos têm sido estudadas. Diversas alterações 

metabólicas são observadas quando agentes de biocontrole são confrontados 

com fitopatógenos, as quais incluem a biossíntese de compostos com atividade 

antifúngica, bem como a expressão de genes relacionados à proteção do agente 

de biocontrole frente à toxinas produzidas pelo patógeno (Daguerre et al., 2014; 

Rodriguez et al., 2011). Enzimas destinadas à degradação da parede celular de 

hifas dos fungos patog°nicos, como quitinases e ɓ-1,3-glicanases também foram 

relatadas (Chatterton and Punja, 2009). Além disso, outra estratégia utilizada por 

agentes de controle biológico de plantas consiste na competição por colonização 

de substratos (Luongo et al., 2005; Sarrocco et al., 2009). 

Diversos produtos comerciais a base de espécies fúngicas micoparasitas 

estão disponíveis no mercado, sendo alguns deles comercializados no Brasil. As 
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espécies mais exploradas comercialmente para a promoção do controle 

biológico pertencem ao gênero Trichoderma.  Algumas formulações à base de 

C. rosea também são comercializadas, principalmente visando o controle de 

doenças causadas por espécies do gênero Botrytis (Bettiol et al., 2012).  

Além de C. rosea, outras espécies têm sido avaliadas quanto ao seu 

potencial como agentes de biocontrole, como é o caso de C. byssicola. Esta 

espécie apresenta ampla distribuição, tendo sido identificada em amostras de 

solo e serapilheira do Cerrado e da Amazônia (Moreira et al., 2016); associada 

a superfície de frutas (Al-Najada and Gherbawy, 2015; Alvindia and Hirooka, 

2011); e como endofítico de plantas de café (Sette et al., 2006). C. byssicola 

apresentou capacidade de supressão in vitro do fitopatógeno Lasiodiplodia 

theobromae, atuando através de parasitismo direto (Alvindia and Natsuaki, 

2008). A habilidade de parasitismo de C. byssicola sobre o fitopatógeno 

Phytophthora palmivora também foi reportada (Krauss et al., 2013).  

Apesar das espécies de Clonostachys serem amplamente estudadas 

como agentes de biocontrole, o potencial das espécies desse gênero como 

fontes de enzimas holocelulolíticas ainda é pouco avaliado. Recentemente, 

Sciuto et al., (2017) caracterizaram endoglicanases semi-purificadas a partir de 

extratos brutos de C. byssicola crescidos em casca do grão da soja. As enzimas 

apresentaram considerável termoestabilidade na faixa de 40-50°C, bem como 

resistência ao efeito inibitório normalmente exercido por compostos fenólicos, 

revelando o potencial para aplicações na degradação da lignocelulose. O 

genoma de C. rosea foi sequenciado recentemente, e revelou a presença de um 

complexo conjunto de genes relacionados à expressão de holocelulases de 

importância biotecnológica. Destaca-se que o genoma de C. rosea possui uma 

quantidade consideravelmente maior de genes codificadores de pectato liases e 

LPMOs (AA9), quando comparado à outros genomas de Hipocreales, inclusive 

das espécies de Trichoderma (Karlsson et al., 2015). Embora apresente 

potencial de biocontrole descrito, C. byssicola ainda não teve seu genoma 

sequenciado. 
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Capítulo 2 

Identificação de complexos 

multienzimáticos em secretomas de 

Clonostachys byssicola produzidos em 

resposta a diferentes fontes de carbono 

lignocelulósicas. 
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Introdução 

 

Os resíduos agrícolas são gerados anualmente em grandes quantidades. 

A disposição incorreta deste matrerial, bem como seu acúmulo podem ocasionar 

impactos amboientais. No entanto, a fração lignocelulósica dos resíduos 

agrícolas apresenta grande potencial para uso em processos industriais. Os 

polissacarídeos presentes na parede celular vegetal, uma vez reduzidos aos 

seus monômeros constituintes, podem ser utilizados na geração de 

biocombustíveis e outros produtos de valor econômico, através de processos 

fermentativos ou de sínteses químicas. 

A degradação da holocelulose mediada por enzimas é preferível em 

relação à catálise ácida convencional, uma vez que a atuação enzimática é 

extremamente específica e ocorre em condições físico-químicas brandas, o que 

reduz a formação de compostos inibitórios ao crescimento e microrganismos 

fermentativos. A degradação enzimática da holocelulose requer a ação 

coordenada de um conjunto diverso de enzimas. 

Os sistemas holocelulolíticos produzidos por fungos e bactérias aeróbicas 

é normalmente descrito como um conjunto de enzimas livres atuando 

sinergicamente na degradação do substrato. Entretanto, alguns estudos têm 

demonstrado uma organização diferente dessas enzimas no secretoma de 

algumas espécies de bactérias e fungos: diversos complexos multienzimáticos 

com atividade catalítica têm sido reportados. A organização das enzimas em 

complexos favorece a atuação cooperativa entre as enzimas, em função da 

maior proximidade, e contribui para a degradação completa dos polissacarídeos 

da lignocelulose. 

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi o de identificar e caracterizar 

complexos multienzimáticos produzidos por Clonostachys byssicola, cultivado 

em diversas fontes de carbono agroindustriais, por meio da técnica de BN-PAGE. 
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