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RESUMO GERAL 

 

 
ALVES, A. CARACTERIZAÇÃO BIOQUÍMICA DA BETA-XILOSIDASE II DE 
Caulobacter crescentus VISANDO A DEGRADAÇÃO DA BIOMASSA 
LIGNOCELULÓSICA PARA APLICAÇÕES BIOTECNOLÓGICAS. Cascavel: 
UNIOESTE, 2015. 118fls. Dissertação (Mestrado em Ciências Farmacêuticas) – 
Centro de Ciências Médicas e Farmacêuticas da Universidade Estadual do Oeste do 
Paraná. 
 
 
 

Biomassas lignocelulósicas constituem a matéria-prima mais abundante e 
promissora como recurso natural e renovável. Esses materiais vegetais são 
polímeros de carboidratos complexos compostos basicamente por celulose, 
hemicelulose e lignina, que estão unidos entre si por ligações covalentes e podem 
ser convertidos em produtos de valor agregado, como os biocombustíveis. A 
degradação dos materiais lignocelulósicos é feita a partir de enzimas produzidas 
principalmente por micro-organismos como fungos filamentosos, leveduras e 
bactérias. Para obter etanol a partir de resíduos agroindustriais, baseando-se na 
hidrólise enzimática, são necessárias, basicamente, quatro etapas: produção de 
enzimas, pré-tratamento, hidrólise enzimática e fermentação. O pré-tratamento é o 
processo que irá dissociar o complexo lignina-celulose, reduzir o grau de 
cristalinidade da celulose e aumentar a porosidade dos materiais, através do 
aumento da área superficial da biomassa. No entanto, o pré-tratamento pode gerar 
produtos inibidores, que incluem compostos fenólicos e outros aromáticos, ácidos 
alifáticos, aldeídos, furanos, íons inorgânicos. A fermentação e sacarificação 
simultânea é uma estratégia importante para a produção de etanol celulósico ou de 
segunda geração, onde a hidrólise enzimática da celulose e a fermentação são 
desenvolvidas simultaneamente no mesmo reator, com o intuito de obter etanol em 
altas taxas e diminuir a formação de compostos inibidores. A hidrólise enzimática 
necessita, primeiramente, que a biomassa lignocelulósica seja pré-tratada para 
aumentar o acesso ao ataque enzimático, para que posteriormente a celulose seja 
quebrada pela ação de celulases. As xilanases compreendem o grupo de enzimas 
responsáveis pela hidrólise do xilano, principal constituinte da hemicelulose. As 
principais enzimas envolvidas nesse processo são β-1,4-endoxilanase e a β-D-
xilosidase. Endoxilanases clivam as ligações glicosídicas da cadeia principal do 
xilano liberando xilo-oligossacarídeos, que são utilizados pelas β-xilosidases para 
liberar xilose. A alfaproteobactéria Caulobacter crescentus é não patogênica, Gram 
negativa, encontrada principalmente em ambientes aquáticos e em muitos tipos de 
solos. Essa bactéria apresenta cerca de sete genes envolvidos diretamente na 
degradação do xilano, sendo que cinco deles codificam para β-xilosidases. Até o 
momento, existem apenas três trabalhos sobre a β-xilosidase II de C. crescentus. A 
primeira caracterização da enzima mostrou que esta é capaz de hidrolisar substratos 
como xilobiose, xilotriose e xilopentose, cujo pH ótimo é 6 e temperatura ótima é 
55ºC, embora seja mais estável em 50ºC, o que demonstra uma modesta 
termotolerância, indicando ser suficientemente resistente para diferentes aplicações 
biotecnológicas. A estabilidade e a possibilidade de reutilização de enzimas são de 
fundamental importância, pois refletem significativamente no custo do produto final, 
e uma forma de conseguir isso é com a imobilização de enzimas, que consiste no 
confinamento da mesma em uma matriz ou suporte, que podem ser polímeros 
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inertes ou materiais inorgânicos, de modo que sua atividade catalítica fique retida e 
a enzima possa ser usada repetidamente e continuamente. No presente trabalho, 
verificou-se que a β-xilosidase II (CcXynB2) de Caulobacter crescentus aumentou 
62% da sua atividade em 5 mM de KCl provavelmente em consequência de um 
papel positivo dos íons K+. CcXynB2 foi avaliada frente a diferentes compostos 
descritos como inibidores do processo de hidrólise e fermentação da biomassa 
lignocelulósica e mostrou-se 61% mais tolerante a incubação com etanol (200 mM) a 

atividades específicas da CcXynB2 
foram avaliadas na presença de 10 mM fenol ou ácido galacturônico,  100 mM de 
hidroximetilfurfural ou ácido ferúlico, 1 mM de ácido acético, 200 mM de arabinose, 
glicose ou xilose, e verificou-se que foram iguais (100%) ou muito superiores aos 
valores obtidos na ausência total destes compostos após 48 h. Quando os inibidores 
foram usados em associação, a CcXynB2 reteve 67% da sua atividade inicial após 
48 h de ensaio a 37ºC. A hidrólise enzimática da hemicelulose de sabugo de milho 
foi conduzida com CcXynB2 isoladamente ou em sinergismo com xilanase e β-
glicosidase comerciais, as quais foram mais eficientes em sacarificar a hemicelulose 
entre 37-50ºC. A imobilização da CcXynB2 em resina de fase móvel levou a um 
efeito protetor da atividade específica, que ocorreu de forma paralela à diminuição 
de temperatura (60 a -20ºC). Os dados apresentados aqui indicam que a CcXynB2 é 
promissora e possui potencial para atuar em processos de sacarificação e 
fermentação simultânea para produção de etanol celulósico. Segundo nosso 
conhecimento, é a primeira vez que resultados similares são relatados na literatura 
para β-xilosidases bacterianas. Dessa forma, este trabalho pode contribuir 
positivamente, fornecendo informações fundamentais para aprimorar o uso da β-
xilosidase II de Caulobacter crescentus. 
 
 
Palavras-chave: Inibidores da Fermentação, Fermentação e Sacarificação 
Simultânea (SSF), Etanol de Segunda Geração, Hidrólise Enzimática 
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GENERAL ABSTRACT 

 
 
ALVES, A. BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF BETA-XYLOSIDASE II FROM 
Caulobacter crescentus CONCENTRATES ON LIGNOCELLULOSIC BIOMASS 
DEGRADATION FOR BIOTECHNOLOGICAL APPLICATIONS. Cascavel: 
UNIOESTE, 2015. 118fls. Dissertation Project (Master in Pharmaceutical Sciences) - 
Centre of Medical and Pharmaceutical Sciences at the State University of Western 
Paraná. 
 
 
 

Lignocellulosic biomass are the raw material most abundant and promising as 
a natural and renewable resource. These plant materials are complex carbohydrate 
polymer composed mainly of cellulose, hemicellulose and lignin, which are linked by 
covalent bonds and can be transformed into value-added products, such as biofuels. 
The degradation of lignocellulosic material is made mainly from enzymes produced 
by microorganisms such as filamentous fungi, yeast and bacteria. Ethanol production 
from agricultural residues, based on the enzymatic hydrolysis, it takes basically four 
stages: production of enzymes, pretreatment, enzymatic hydrolysis and fermentation. 
Pretreatment is a work that will break the lignin cellulose complex, reducing the 
degree of crystallinity of the cellulose and increase the porosity of the material, by 
increasing the surface area of the biomass. However, pre-treatment products can 
generate inhibitors which include phenolic and other aromatic, aliphatic acids, 
aldehydes, furans, inorganic ions. The fermentation and simultaneous 
saccharification is an important approach for producing cellulosic or ethanol of 
second generation, where the enzymatic hydrolysis of cellulose and fermentation are 
simultaneously carried out in the same reactor, in order to obtain ethanol at a high 
rate and decrease formation of inhibitor compounds. Enzymatic hydrolysis requires, 
first, that the lignocellulosic biomass is pretreated to increase access to enzymatic 
attack, so that later the cellulose is broken down by cellulase action. Xylanases 
include the group of enzymes responsible for the hydrolysis of xylan, the major 
constituent of hemicellulose. The key enzymes involved in this process are β-1,4-
endoxylanase and β-D-xylosidase. Endoxylanase cleave glycosidic linkages of the 
main chain of xylan releasing xylo-oligosaccharides, which are used by β-xylosidase 
to produce monomers of xylose. The alfaproteobacteria Caulobacter crescentus is 
non pathogenic, Gram negative, mainly found in aquatic environments and on many 
types of soils. This bacterium has about seven genes directly associated with xylan 
degradation and five of them encoding β-xylosidases. To date, there are only three 
studies on the β-xylosidase II from C. crescentus. The first characterization of this 
enzyme showed that it is capable of hydrolyzing substrates such as xylobiose, 
xylotriose and xilopentose whose optimum pH is 6 and optimum temperature is 55°C, 
although it is stable at 50°C, which shows a thermotolerance, indicating strong 
enough to be used in different biotechnological applications. The stability and 
reusability of enzymes are of fundamental importance, since they reflect significantly 
on the cost of the final product, and one way to achieve this is with the immobilization 
of enzymes, consisting of confinement thereof in a matrix or support, which can be 
inert polymers or inorganic materials, so that its catalytic activity is retained and the 
enzyme can be used repeatedly and continuously. In the present report, it was found 
that the β-xylosidase II (CcXynB2) of Caulobacter crescentus increased by 62% of its 
activity in 5 mM KCl probably as a consequence of a positive role of K+ ions. 
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CCxynB2 was measured against various compounds described as inhibitors of 
hydrolysis and fermentation of lignocellulosic biomass and showed 61% more 
tolerant incubation with ethanol (200 mM) at 37 °C for 48 h in the absence of alcohol. 
The specific activities of CcXynB2 were evaluated in the presence of 10mM phenol 
or galacturonic acid, 100 mM hydroxymethylfurfural or ferulic acid, 1 mM acetic acid, 
200 mM arabinose, glucose or xylose and it was found that were equal (100%) or 
much higher than the values obtained in the total absence of these compounds after 
48 h. When the inhibitors were used in combination, the CcXynB2 retained 67% of its 
initial activity after testing at 37°C during 48 h. The enzymatic hydrolysis of 
hemicellulose from corncob was conducted with CcXynB2 alone or in synergism with 
xylanase and commercial β-glycosidase, which were more efficient in performed the 
saccharification of hemicellulose from 37-50 °C. The immobilized CcXynB2 in mobile 
phase resin led to a protective effect of specific activity, which was proportionally 
parallel to decreased temperatures (60 to -20°C). The data presented here indicate 
that CcXynB2 is promising and has potential to work in simultaneous saccharification 
and fermentation processes for cellulosic ethanol production. To our knowledge, is 
the first time that similar results are reported in the literature to bacterial β-
xylosidases. Thus, this work contribute positively by providing essential information to 
improve the use of β-xylosidase II of Caulobacter crescentus. 
 
 
Keywords: Fermentation Inhibitors, Simultaneous Saccharification and Fermentation, 
Second Generation Ethanol, Enzymatic Hidrolysis 
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1 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

Nos últimos anos vem se observando um crescente interesse na hidrólise da 

celulose e hemicelulose, na tentativa de desenvolver um processo de baixo custo para 

utilizar resíduos lignocelulósicos como matéria prima para a produção de produtos de 

valor agregado, como o bioetanol (ADSUL et al., 2011; NIGAM e SINGH, 2011; 

SINDHU et al., 2011). 

Para se obter etanol a partir de biomassa lignocelulósica, baseando-se na 

hidrólise enzimática, são necessárias, basicamente, quatro etapas: produção de 

enzimas, pré-tratamento, hidrólise enzimática e fermentação (JANG et al., 2012).  

O pré-tratamento é o processo para preparar os materiais lignocelulósicos 

para a hidrólise enzimática da celulose e hemicelulose a fim de gerar açúcares 

fermentáveis (McMILLAN, 1994). Nessa etapa são formados alguns compostos 

inibidores, como hidroximetilfurfural, compostos fenólicos e ácidos fracos. A geração 

desses produtos depende fortemente da matéria-prima utilizada e do método 

escolhido de pré-tratamento (JÖNSSON et al., 2013). 

Antes da fermentação, os polímeros de carboidratos dos materiais 

lignocelulósicos precisam ser convertidos a açúcares simples através de um processo 

chamado hidrólise enzimática, que é uma hidrólise catalisada por enzimas, que 

necessita, primeiramente, que a biomassa lignocelulósica seja pré-tratada para 

aumentar o acesso ao ataque enzimático, para que posteriormente as enzimas 

consigam quebrar a celulose e a hemicelulose (YANG et al., 2011). O tratamento 

enzimático é considerado o método mais promissor para uma hidrólise eficiente, pois 

esse processo acontece em condições brandas e gera altos rendimentos (HARRIS e 

DEBOLT, 2010; GAO et al., 2011; HU et al., 2011). 

Com a finalidade de superar alguns dos problemas da hidrólise e fermentação 

separadas, foi desenvolvida a fermentação e sacarificação simultânea (SSF), onde 

açúcares liberados na hidrólise são diretamente consumidos pelo micro-organismo 

presente, aumentando a taxa de sacarificação e os rendimentos do produto de 

interesse. No entanto, além da resistência a inibidores já citada, a enzima a ser 

utilizada nesse processo também necessita ser tolerante a temperatura de 

fermentação (FERREIRA et al., 2010; WANG et al., 2013).  

O xilano é um heteropolissacarídeo formado por cadeias homopoliméricas com 

unidades de D-xilopiranose unidas por ligações β-1,4 (SAHA e BOTHAST, 2009). 
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Devido à sua heterogeneidade e complexidade, o xilano necessita de uma grande 

variedade de enzimas que atuam cooperativamente para a sua completa hidrólise 

(GIRIO et al., 2010; SHARMA e ARORA, 2010). O sistema enzimático responsável 

pela degradação total das hemiceluloses é composto principalmente por xilanases (EC 

3.2.1.8), e as principais envolvidas nesse processo são β-1,4-endoxilanase e a β-D-

xilosidase (EC 3.2.1.37) (GIRIO et al., 2010; NAWEL et al., 2011). 

As endoxilanases são as principais enzimas envolvidas na degradação do 

xilano. Elas são responsáveis por clivar as ligações glicosídicas da cadeia principal do 

xilano, resultando na diminuição do grau de polimerização do substrato a partir da 

liberação de xilo-oligossacarídeos (GIRIO et al., 2010; NAGAR et al., 2011). As β-

xilosidases são glicosídeo hidrolases que catalisam a liberação de unidades de xilose 

a partir de xilo-oligossacarídeos e xilobiose da extremidade não redutora. Na maioria 

dos organismos, essa enzima não é capaz de hidrolisar o xilano sozinha e possui 

maior afinidade por xilobiose (WENGER et al., 2010). 

O estudo biotecnológico de hemicelulases teve início na década de 80, em 

aplicações na indústria de alimentos. Posteriormente, essas enzimas começaram a 

ser utilizadas na indústria têxtil e de papel e celulose (WONG e SADDLER, 1992). 

Atualmente as xilanases e β-xilosidases apresentam inúmeras aplicações e potencial 

biotecnológico para diversas indústrias e setores, como na produção de 

biocombustíveis, em cervejarias, bebidas, ração animal (HOWARD et al., 2003). E é 

em função destas aplicações industriais que a demanda por enzimas mais estáveis e 

com propriedades cinéticas que garantam maior eficiência catalítica, vem crescendo 

continuamente nos últimos anos (GODFREY e WEST, 1996; SHAHZADI et al., 2014). 

Uma forma de se obter hemicelulases para aplicações biotecnológicas, seria a 

partir da utilização de técnicas de biologia molecular, empregando micro-organismos 

como a Caulobacter crescentus, que é uma alfa-proteobactéria Gram negativa, capaz 

de viver em ambientes oligotróficos e apresenta um ciclo celular caracterizado por 

divisão celular assimétrica dando origem a duas células filhas morfológica e 

funcionalmente distintas, uma célula móvel e a célula talo. Esse micro-organismo, 

apesar de pouco explorado para a produção de enzimas de interesse biotecnológico, 

possui a capacidade de sintetizar um conjunto de enzimas envolvidas na degradação 

da parede celular vegetal, tendo sete genes relacionados diretamente com a 

degradação do xilano, sendo que dois genes codificam endoxilanases e cinco 

codificam para β-xilosidases (NIERMAN et al., 2001; MARKS et al., 2010). Até o 
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momento apenas o gene xynA1 (GRACIANO et al., 2015) que codifica uma das 

endoxilanases do grupo 10 das glico-hidrolases (GH10) e três genes para β-

xilosidases, xynB1 (GRACIANO et al., 2012), xynB2 (CORRÊA et al., 2012; SANTOS 

et al., 2012; CORRÊA et al., 2014) e xynB5 foram caracterizados (JUSTO et al., 2015) 

em C. crescentus. 

As enzimas são notáveis descobertas no campo da biotecnologia e a 

manutenção de sua estabilidade estrutural durante qualquer reação bioquímica é um 

dos desafios dos pesquisadores, pois em alguns processos, sua reutilização é de 

fundamental importância. Uma estratégia para melhorar os rendimentos e diminuir os 

custos de produção do etanol, seria utilizar enzimas imobilizadas que são mais 

estáveis e podem operar em altas taxas de eficiência e produtividade (IVANOVA et al., 

2011). 

A caracterização bioquímica de enzimas envolvidas na degradação de 

polissacarídeos  pode fornecer informações fundamentais para aprimorar o uso das 

mesmas e contribuir positivamente para possíveis aplicações da enzima em processos 

de fermentação e sacarificação simultânea, visando à produção de etanol celulósico 

ou, até mesmo, para compor coquetéis enzimáticos envolvidos com a degradação da 

biomassa em processos industriais diversos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 Caracterizar bioquimicamente a β-xilosidase II purificada de Caulobacter 

crescentus, objetivando aplicações biotecnológicas como a produção de etanol 

celulósico. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar o comportamento da enzima na presença de compostos que possam 

atuar como cofatores enzimáticos ou inibidores de processos fermentativos; 

 Determinar a melhor concentração de KCl capaz de estimular a enzima, e 

comparar os parâmetros cinéticos na presença do KCl; 

 Verificar a capacidade da β-xilosidase em hidrolisar hemicelulose de sabugo de 

milho pré-tratada em diferentes condições experimentais; 

 Analisar o efeito da imobilização da β-xilosidase II na atividade da enzima. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Biomassa lignocelulósica 

 

Mundialmente grandes quantidades de resíduos agrícolas são produzidos, 

sendo que a maioria é queimado e apenas uma pequena quantidade é utilizada para 

fabricação de produtos de alto valor. Através de tratamentos termoquímicos ou 

bioquímicos, três tipos de energia como os combustíveis líquidos, gasosos e a 

eletricidade, podem ser produzidos a partir da biomassa lignocelulósica (Figura 2) 

(MENON e RAO, 2012). 

Materiais lignocelulósicos constituem a matéria-prima mais abundante e 

promissora como recurso natural e renovável essencial para o funcionamento das 

sociedades industriais modernas (PÉREZ et al., 2002; ANWAR et al., 2014). Essa 

biomassa inclui resíduos agrícolas como palhas, caules, hastes, bagaços, cascas e 

farelos, madeiras decíduas e coníferas, resíduos da indústria de polpa e papel, 

resíduos de plantas herbáceas, entre outros, que podem ser utilizados como substrato 

de baixo custo para verificar atividades de indução de diversas enzimas como 

amilases (EC 3.2.2.1), xilanases e proteases (EC 3.4.21.X) (DODD e CANN, 2009). 

Esses materiais vegetais são polímeros complexos de carboidratos compostos 

principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, que estão unidos entre si por 

ligações covalentes (Figura 1) e podem ser convertidos em produtos de valor 

agregado, como os biocombustíveis (CASTRO e PEREIRA, 2010; BALAT, 2011; 

ASGHER et al., 2013, IQBAL et al., 2013,). 

O processo de conversão da biomassa envolve cinco etapas principais: 1-

escolha dos resíduos adequados; 2-pré-tratamento eficaz; 3-produção de enzimas 

sacarolíticas, como celulases e hemicelulases, juntamente com as enzimas 

acessórias; 4-fermentação de hexoses e pentoses e 5-processamento. Para realizar 

um pré-tratamento adequado é necessário compreender a estrutura complexa da 

lignocelulose, que é constituída por um conjunto de macromoléculas orgânicas, 

composto principalmente por celuloses, hemicelulose e ligninas (KNAUF e 

MONIRUZZAMAN, 2004). 
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Figura 1 Modelo da parede celular elucidando o complexo lignocelulolítico (STICKLEN, 2008). 

 

 

 

 

Figura 2 Processamento termoquímico e bioquímico da biomassa lignocelulósica em vários produtos 
tecnológicos de valor agregado (MENON e RAO, 2012). 
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3.1.1 Celulose 

 

A celulose é o maior componente estrutural da parede celular das plantas, é 

uma molécula simples de fórmula geral (C6H10O5)n, formada por anéis de β-D-

glicopiranose, unidos por ligações glicosídicas do tipo β-D-1,4, que resultam em 

longas cadeias paralelas, insolúveis em água (OGEDA e PETRI, 2010; MENON e 

RAO, 2012). A junção de duas moléculas de glicose forma o dissacarídeo celobiose, 

que é a unidade repetitiva desse polímero natural (Figura 3). 

 

 

Figura 3 Estrutura da celulose, parte central da cadeia molecular (FENGEL e WEGENER, 1989). 

 

Cadeias de glicose são unidas por forças de Van der Waals e por ligações de 

hidrogênio na estrutura cristalina da celulose, chamada de fibrila elementar, que 

consiste em aproximadamente 40 cadeias de glicana. A junção dessas fibrilas 

elementares dá a formação das microfibrilas (COSGROVE, 2005). 

Existem regiões dentro das microfibrilas que apresentam uma ordem elevada, 

as regiões cristalinas, assim como regiões menos organizadas denominadas regiões 

amorfas. Na região cristalina, a fibra tem maior resistência à tração, ao alongamento e 

à solvatação, já na região amorfa, a fibra apresenta maior grau de flexibilidade. As 

moléculas individuais de microfibrilas de celulose cristalina são tão bem empacotadas 

que não só enzimas, mas mesmo pequenas moléculas como a água, não conseguem 

entrar na estrutura complexa (ARANTES e SADDLER, 2010). 

A celulose existe em sete estruturas polimorfas de cristal, designadas como 

celulose Iα, Iβ, II, IIII, IIIII, IVI e IVII. As formas mais abundantes na natureza são a 

celulose Iα e Iβ. Iα é meta-estável, e, assim, mais reativo do que Iβ. A coexistência de 

dois polimorfos da celulose nativa pode implicar que a parte do polimorfo Iα, dentro da 

microfibrila, seja mais propenso ao ataque enzimático (YAMAMOTO e HORII, 1994). 
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3.1.2 Hemicelulose 

 

A hemicelulose é o segundo polissacarídeo renovável mais abundante na 

natureza. Encontra-se presente em todas as camadas da parede celular das plantas, 

mas concentra-se, principalmente, nas camadas primária e secundária, ligada à 

celulose e à lignina, conferindo rigidez e promovendo a integração da rede celulose-

hemicelulose-lignina (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009; CASTRO e PEREIRA, 2010). 

Os constituintes mais predominantes da hemicelulose são os polímeros ou 

heteropolímeros formados de galactose, manose, xilose e arabinose, as xiloglicanas 

(compostas de moléculas de glicose unidas por ligações β-1,4 e ramificações de xilose 

em ligações α-1,6) e o xilano (heteropolissacarídeo composto por ligações β-1,4 de 

resíduos de D-xilanopiranosil com ramificações arabinosil e/ou acetil), sendo que o 

xilano é o principal polissacarídeo componente das hemiceluloses (GRAY, et al., 2003; 

GIRIO, et al., 2010). 

A hemicelulose difere da celulose principalmente pela sua constituição, pois é 

formada por unidades de pentoses (xilano) ou unidades alternadas de manoses e 

glicoses ou de galactoses, além de possuir cadeias laterais de ácido acético, ácido 

hexurônico e deoxihexoses que são responsáveis por sua solubilidade em água e 

álcalis (OGEDA e PETRI, 2010).  

Até o momento, a maioria dos estudos sobre hemicelulases, tem como foco 

a hidrólise do xilano, que é o principal constituinte da hemicelulose (SAHA e 

BOTHAST, 2009). O xilano é um heteropolissacarídeo formado por cadeias 

homopoliméricas com unidades de D-xilopiranose unidas por ligações β-1,4 e possui 

uma estrutura ramificada, onde o C2 pode ser regularmente substituído por uma 

unidade de ácido α-4-O-metilglucurônico ou por α-L-arabinofuranose nas posições C2 

ou C3. Além da D-xilose, L-arabinose e ácido D-glucurônico ou éter 4-O-metil, o xilano 

pode conter os ácidos acético, ferúlico e p-cumárico substituindo o C5 nas cadeias de 

α-L-arabinofuranose. A frequência desses compostos e a composição do xilano 

dependem da fonte vegetal a que pertence o xilano (HEREDIA et al., 1995; SAHA e 

BOTHAST, 2009). 

Diferente da celulose, hemiceluloses são totalmente amorfas e, portanto, 

menos resistentes ao ataque de agentes químicos. Sua presença junto à celulose 

resulta em propriedades importantes para as fibras, pois contribui para o 
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intumescimento, a mobilidade interna e o aumento da flexibilidade (COSGROVE, 

2005). 

Na tabela 1 estão resumidas as principais características da hemicelulose e da 

celulose. É de fundamental importância compreender estas características para que 

estratégias de aproveitamento da biomassa lignocelulósica como matéria-prima sejam 

definidas para a produção de enzimas ou outras substâncias. 

 

Tabela 1 Diferenças entre celulose e hemicelulose.  

Celulose Hemicelulose 

Consiste em unidades de glicose ligadas 

entre si 

Consiste em várias unidades de pentoses e 

hexoses ligadas entre si 

Alto grau de polimerização (1000 a 15000 

monômeros) 

Baixo grau de polimerização (50 a 300 

monômeros) 

Forma arranjo fibroso Não forma arranjo fibroso 

Apresenta regiões cristalinas e amorfas Apresenta somente regiões amorfas 

É degradada lentamente por ácido 

inorgânico diluído a quente 

É degradada rapidamente por ácido 

inorgânico diluído a quente 

É insolúvel em álcalis É solúvel em álcalis 

Fonte: BON et al., 2008. 

 

 

3.1.3 Lignina 

 

A lignina é um dos biopolímeros mais abundantes na biosfera, sendo, depois 

da celulose, a substância orgânica polimérica mais abundante nas plantas. É uma 

macromolécula de alto peso molecular e de estrutura irregular, apresentando 

conformação amorfa e estruturas globulares, formada por redes tridimensionais 

compostas por unidades interligadas de fenilpropano. Presente principalmente na 

lamela média e na parede secundária, sendo mais hidrofóbica que a celulose e a 

hemicelulose, tem como função fornecer suporte estrutural à parede das plantas, 

conferindo às mesmas, maior rigidez e resistência aos ataques microbianos 

(HENDRIKS e ZEEMAN, 2009; BRODEUR et al., 2011; SARKAR et al., 2012). 

A lignificação da parede celular não é um processo controlado individualmente 

para cada célula, sendo a lignina o último polímero a ser depositado na parede celular, 

surgindo inicialmente nos cantos das células após a deposição da celulose na parede 

secundária, que ocorre depois do término do processo de alongamento das células e 
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quando começa o espessamento da parede secundária. Sua deposição prossegue 

pela lamela média, parede primária e continua na parede secundária até a formação 

da parede terciária (COSGROVE, 2005). 

A interação entre celulose, hemicelulose e lignina é o que determina a 

ultraestrutura da parede celular dos materiais lignocelulósicos. 

 

3.2 Processos para a produção de etanol  

 

Para se obter etanol a partir de biomassa lignocelulósica, baseando-se na 

hidrólise enzimática, são necessárias, basicamente, quatro etapas: 1-produção de 

enzimas, 2-pré-tratamento, 3-hidrólise enzimática e 4-fermentação (JANG et al., 

2012). 

 

3.2.1 Produção de enzimas 

 

A degradação dos materiais lignocelulósicos é feita a partir de enzimas 

produzidas, principalmente, por micro-organismos como fungos filamentosos, 

leveduras e bactérias. Apesar da diminuição dos custos das enzimas nos últimos 20 

anos, sua obtenção representa 50% do custo global do processo de geração de 

açúcares através da hidrólise enzimática, assim, influencia fortemente o valor final de 

produção do etanol (WYMAN, 2001; CHENG e TIMILSINA, 2011; LENNARTSSON et 

al., 2014). 

Vários estudos estão sendo realizados com o objetivo de tentar melhorar esse 

aspecto, a fim de descobrir novas configurações para obtenção do etanol que consiga 

integrar as etapas da produção enzimática, sacarificação e fermentação (BAEYENS et 

al., 2015). Na tabela 2 são apresentados resultados de estudos sobre produção de 

etanol de segunda geração que vem sendo realizados nos últimos 5 anos. 

 

3.2.2 Pré-tratamento 

 

O pré-tratamento é o processo para preparar os materiais lignocelulósicos 

para as hidrólises enzimáticas da celulose e hemicelulose a fim de gerar açúcares 

fermentáveis e sua eficiência é reconhecida há muito tempo (McMILLAN, 1994). Os 

principais objetivos desse processo são: 1- a dissociação do complexo lignina-
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celulose, 2- redução do grau de cristalinidade da celulose e 3- aumento da porosidade 

dos materiais, através do aumento da área superficial da biomassa. O pré-tratamento 

também deve satisfazer os seguintes requisitos: 1- preservar as pentoses 

maximizando os rendimentos de forma a melhorar a formação de açúcares ou a 

capacidade de formação posterior por hidrólise enzimática, 2- evitar a formação de 

compostos inibidores para os processos de fermentação e hidrólise subsequentes, e 

3- ser viável economicamente (SUN e CHENG, 2002; CHENG e TIMILSINA, 2011). 

Tecnologias de pré-tratamento tem sido amplamente estudadas, incluindo processos 

físicos, químicos, físico-químicos e biológicos. Atualmente, as principais pesquisas 

estão voltadas para tecnologias de pré-tratamento que envolvem processos físico-

químicos (BALAT, 2011). A figura 4 retrata a quebra da estrutura lignocelulósica após 

o pré-tratamento. 

 

Tabela 2 Produção de etanol celulósico. 

Objetivos Principais resultados Referência 

Sistema de simbiose industrial 
ideal para melhorar a produção 
de bioetanol. 

Redução dos custos de logística e 
aumento de produção. 

GONELA e 
ZHANG, 
2014 

Aumento da sacarificação da 
palha de trigo pré-tratada 
biologicamente para produção de 
etanol. 

Aumento da produção de açúcar a 
partir de 33 a 54% e redução da 
quantidade da mistura enzimática 
em 40%. 

LÓPEZ-
ABELAIRAS 
et al., 2013 

Tecnologias de pré-tratamento 
para um processo de produção 
eficiente de bioetanol baseado na 
hidrólise enzimática. 

A química e a termoquímica são as 
mais efetivas para aplicações 
industriais. 

ALVIRA, et 
al., 2010 

Estado e barreiras das 
tecnologias avançadas para 
produção de biocombustíveis. 

Elevados custos dos pré-
tratamentos, das enzimas utilizadas 
na hidrólise e portanto impacta no 
valor final na conversão de açúcares 
de pentose a etanol. 

CHENG e 
TIMILSINA, 
2011 

Avaliação das combinações entre 
o pré-tratamento e a conversão 
das configurações para a 
produção de bioetanol. 

A combinação do pré-tratamento 
ácido, hidrólise enzimática e co-
fermentação apresenta o potencial 
mais econômico. Entretanto, a 
hidrólise enzimática da celulose é a 
abordagem energeticamente mais 
eficiente.  

CONDE-
MEJÍA, et 
al., 2013 
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Figura 4 Estrutura lignocelulósica antes e após o pré-tratamento (BALAT, 2011). 

 

 

3.2.2.1 Tipos de pré-tratamento 

 

A eficiência dos pré-tratamentos tem sido baseada no rendimento da hidrólise 

após esta etapa. Embora, ao longo dos últimos anos muitos métodos já tenham sido 

estudados, ainda é de extrema importância o desenvolvimento de alternativas 

tecnológicas eficientes em termos de custo e competitividade econômica. A tabela 3 

resume algumas técnicas de pré-tratamento 

 

3.2.2.2 Formação de inibidores 

 

Substâncias que podem agir como inibidores dos micro-organismos incluem 

compostos fenólicos e outros aromáticos, ácidos alifáticos, aldeídos, furanos, íons 

inorgânicos, e bioálcool ou outros produtos da fermentação como etanol e butanol. A 

geração de produtos inibidores formados a partir do pré-tratamento, depende 

fortemente da matéria-prima utilizada e do método escolhido de pré-tratamento 

(JÖNSSON et al., 2013).  

 Quando a hemicelulose é degradada, arabinose, xilose, manose, galactose, 

glicose e ácido acético são liberados. A celulose é hidrolisada à glicose. Em altas 

temperaturas e pressão, arabinose e xilose são degradas à furfural, similarmente, o 

hidroximetilfurfural (HMF) é formado a partir da degradação das hexoses. O ácido 

fórmico é gerado quando o furfural e o HMF são quebrados. E o ácido levulínico é 

proveniente do HMF. Compostos fenólicos são gerados a partir da decomposição 

química parcial da lignina (Figura 5) (SEARS et al., 1971; ULBRICHT, et al., 1984; 

BARDET, et al., 1985). 

Tabela 3 Métodos de pré-tratamentos de materiais lignocelulósicos 
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Método Operação Princípio Referências 

 
Físico 

Trituração 
mecânica 
 
 
 
Pirólise 

Diminuir o tamanho das partículas, para 
reduzir a cristalinidade da celulose. 
 
 
Materiais são tratados a temperaturas 
superiores a 300ºC para decompor a celulose 
e formar produtos gasosos. 

MILLET et al., 
1976 
 
 
 
KILZER e 
BROIDO, 1965 

Químico Hidrólise 
ácida 
Hidrólise 
alcalina 
 
 
Delignificação 
oxidativa 
 
Solventes 
orgânicos 

Degrada a lignina e a hemicelulose. 
 
Aumenta a hidrólise da celulose através da 
deslignificação e diminuição do grau de 
polimerização e cristalinidade. 
Saponificação das pontes intermoleculares das 
hemiceluloses e aumento da porosidade da 
partícula. 
Aumenta a suscetibilidade à hidrólise 
enzimática, solubilizando 50% da lignina e 
hemicelulose.  
Promove a quebra das pontes internas de 
lignina e hemicelulose. 

VIDAL e 
MOLINIER, 
1988 
SILVERS e 
ZACCHI, 1995 
TARKOW e 
FEIST, 1969 
 
AZZAM, 1989 
 
THRING et al., 
1990 
 

Físico-
Químico 

1- Explos
ão a vapor  

2- (auto-
hidrólise) 

3- Explos
ão de fibra de 
amônia (AFEX) 

4- Explos
ão com CO2  

Degradação da hemicelulose e transformação 
da lignina devido à alta temperatura. 
Promove transformação da lignina e pouca 
degradação da hemicelulose. 
 
Aumenta taxa de hidrólise pela formação de 
ácido carbônico. 

GROUS et al., 
1986 
 
MES-
HARTREE et 
al., 1988 
DALE e 
MOREIRA, 
1982 

Biológico Bolor branco 
(Pleurotus, 
Pycnoporus, 
Ischnoderma, 
Phlebia, etc) 

Deslignificação e redução do grau de 
polimerização da celulose e hemicelulose. 

HATAKKA, 
1983 
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Figura 5 Formação de compostos inibitórios durante o processo de fermentação (Adaptado de 
PALMQVIST e HAHN-HÄGERDAL, 2000b). 

 

 

3.2.2.3 Efeito dos inibidores 

 

 Compostos orgânicos de baixo peso molecular possuem a capacidade de 

penetrar nas membranas das células dos organismos, enquanto que inibidores de alto 

peso molecular podem levar a uma perda considerável de açúcares fermentáveis 

(PALMQVIST e HAHN-HÄGERDAL, 2000a). 

Ácidos fracos inibem o crescimento microbiano e quando dissociados são 

lipossolúveis e podem difundir pela membrana plasmática. Dois mecanismos foram 

propostos para explicar o efeito inibitório dos ácidos fracos: desacoplamento 

intracelular e acúmulo intracelular de ânion. Segundo a teoria do desacoplamento, a 

queda no pH intracelular, resultante do fluxo de ácidos fracos, é neutralizada pela 

ação da Próton ATPase da membrana plasmática, que bombeia prótons para fora da 

célula em detrimento da hidrólise do ATP. Adicionalmente, mais ATP deve ser gerado 

a fim de manter o pH intracelular, e com isso a capacidade de bombeamento de 

prótons da célula acaba se esgotando, o que resulta na depleção do conteúdo de 

ATP, dissipação da força motriz de prótons e acidificação do citoplasma. De acordo 

com a teoria do acúmulo intracelular de ânion, a forma aniônica do ácido é capturada 

pela célula e o ácido não dissociado irá difundir para dentro da célula até que o 

equilíbrio seja atingido. Uma vez que a concentração de equilíbrio do ácido não 
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dissociado está em função do pH, a extensão intracelular do acúmulo do ânion será 

uma função do gradiente de pH através da membrana plasmática. Esse acúmulo de 

ânion intracelular pode ocasionar uma acidose na célula, pela diminuição do pH, que 

pode levar à morte celular (RUSSEL, 1992; IMAI e OTONO, 1995). 

Estudos sugerem mecanismos similares de inibição pelo furfural e HMF, de 

modo que esses compostos podem inibir o crescimento dos micro-organismos e levar 

à diminuição no rendimento e na produtividade de etanol, com a diferença que a 

redução do furfural tem sido associada ao cofator NADH, e a redução do HMF está 

ligada ao consumo de NADPH (PALMQVIST et al., 1999; WAHLBOM e HAHN-

HÄGERDAL, 2002). 

Os efeitos de compostos fenólicos e outros compostos aromáticos que podem 

inibir o crescimento microbiano e o rendimento do produto final são muito variáveis e 

podem estar relacionados com grupos funcionais específicos. Em muitos casos, o 

mecanismo de toxicidade ainda não foi elucidado. Um possível mecanismo é que os 

fenóis interferem na membrana celular influenciando sua função e mudando a 

proporção de proteínas e lipídios (ANDO et al., 1986; LARSSON et al., 2000). 

Além dos compostos acima citados, íons inorgânicos que estão presentes em 

hidrolisados lignocelulósicos podem resultar em uma alta pressão osmótica, o que 

também pode levar a efeitos inibitórios (HELLE et al., 2003; WADSKOG e ADLER 

2003). 

 

3.2.2.4 Estratégias para conter problemas da inibição 

 

Várias medidas podem ser realizadas a fim de evitar problemas causados 

pelos inibidores. As concentrações desses compostos, bem como de açúcares em 

hidrolisados, depende da matéria-prima utilizada e das condições de pré-tratamento e 

hidrólise escolhidos (LARSSON et al., 1999; GALBE e ZACCHI, 2007). Uma das 

possibilidades seria a seleção de matérias-primas menos recalcitrantes e o uso de 

condições brandas de pré-tratamento que possibilitem também um bom rendimento. 

Outra alternativa seria planejar o processo de fermentação a fim de evitar problemas 

com a inibição, como, por exemplo, utilizar sacarificação e fermentação simultânea ao 

invés de processos descontínuos (OLOFFSON et al., 2008). Tendo como alvo o micro-

organismo empregado, uma opção inclui a seleção de espécies que apresentem 

resistência aos inibidores, ou ainda a adaptação desses organismos a um ambiente de 



16 

 

inibição após indução da variação por mutagênese, evolução metabólica, ou ainda 

contar com o uso da engenharia genética para obter micro-organismos resistentes 

(ALRIKSSON et al., 2010; HASUNUMA et al., 2011). 

 

3.2.3 Hidrólise da biomassa lignocelulósica 

 

Os polímeros de carboidratos dos materiais lignocelulósicos precisam ser 

convertidos a açúcares simples antes da fermentação, através de um processo 

chamado hidrólise. Existem basicamente duas técnicas principais para obtenção de 

açúcares fermentescíveis: hidrólise química (com ácido concentrado ou diluído) e 

hidrólise enzimática (com coquetéis enzimáticos) (TAHERZADEH e KARIMI, 2007a; 

OLOFSSON et al., 2008). 

 

3.2.3.1 Hidrólise química 

 

Envolve a exposição dos materiais lignocelulósicos a um agente químico por 

um período de tempo e uma temperatura específica, que leva a formação de 

monômeros de carboidratos a partir dos polímeros de celulose e hemicelulose. Nesse 

tipo de hidrólise, o pré-tratamento e a hidrólise propriamente dita, podem acontecer 

em um único passo. Existem dois tipos de processos de hidrólise ácida: com ácido 

concentrado e com ácido diluído (TAHERZADEH e KARIMI, 2007a). 

 

3.2.3.1.1 Hidrólise com ácido concentrado 

 

Neste processo ocorre uma rápida e completa conversão da celulose à glicose 

e da hemicelulose às pentoses com pouca degradação. A concentração do ácido 

utilizado deve ser na faixa de 10 a 30%. Esse processo é mais econômico do que o 

processo que utiliza ácido diluído, no entanto, a corrosão, os problemas ambientais e 

o alto custo do ácido consumido são barreiras importantes para o sucesso econômico 

desse tipo de hidrólise (DEMIRBAS, 2008; YU et al., 2008). 
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3.2.3.1.2 Hidrólise com ácido diluído 

 

Esse tipo de hidrólise ocorre em duas fases para aproveitar as diferenças 

entre a hemicelulose e a celulose. A primeira etapa é realizada a uma temperatura 

baixa para maximizar o rendimento a partir da hemicelulose, e na segunda fase, uma 

temperatura mais elevada é utilizada para aperfeiçoar a hidrólise da celulose. Esse 

processo acontece sobre alta temperatura e pressão e com uma duração de tempo de 

segundos ou minutos. Devido às altas temperaturas utilizadas (aproximadamente 200 

ºC), uma quantidade considerável de açúcares e lignina solúvel é degradada, o que 

pode levar a uma inibição durante o processo de fermentação. A combinação de ácido 

com alta temperatura e pressão exige um reator especial, o que pode tornar o 

processo caro (CLARK e MACKEI, 1984; WYMAN, 1994; LARSSON et al., 1999). 

 

3.2.3.2 Hidrólise enzimática 

 

É uma hidrólise catalisada por enzimas, que necessita, primeiramente, que a 

biomassa lignocelulósica seja pré-tratada para aumentar o acesso ao ataque 

enzimático. Em um segundo passo, na hidrólise propriamente dita, a celulose é 

quebrada pela ação das enzimas celulases (YANG et al., 2011). 

Dentre as características da biomassa, a quantidade de lignina, a presença de 

grupos acetil, o grau de cristalinidade e de polimerização da celulose, o volume da 

área superficial e o tamanho da partícula, são considerados importantes para a 

realização de uma hidrólise enzimática de sucesso (ZHAO et al., 2012). 

O custo desse processo quando comparado ao da hidrólise ácida, é 

relativamente baixo, pois usualmente é conduzido em condições brandas de pH e 

temperatura e não apresenta problemas de corrosão, sendo uma alternativa 

ecologicamente correta. Contudo, para se conseguir uma alta conversão da celulose, 

altas concentrações da enzima são necessárias (PAN et al., 2006; KESHWANI e 

CHENG, 2009). 

 

3.2.3.2.1 Hidrólise enzimática da celulose 

 

A celulose é hidrolisada por um grupo de enzimas chamadas celulases que 

atuam em sinergia para a liberação de açúcares (CASTRO e PEREIRA, 2010). De 
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acordo com o local de atuação no substrato celulósico, podemos classificá-las em três 

grupos: endoglucanases (EC 3.2.1.4), exoglucanases ou celobiohidrolases (EC 

3.2.1.91) e β-glicosidases (EC 3.2.1.21) (CAI et al., 1999). 

Endoglucanases são as enzimas responsáveis pelo início da hidrólise. Elas 

atuam de forma aleatória, clivando as ligações β-1,4-glicosídicas de dentro da cadeia 

de celulose, liberando glicose, celobiose e celodextrinas, deixando extremidades não 

redutoras para a ação subsequente das exoenzimas. São essas enzimas as 

responsáveis pela rápida solubilização do polímero celulósico devido à sua 

fragmentação em oligossacarídeos (OGEDA e PETRI, 2010; BANO et al., 2013). 

Exoglucanases ou também conhecidas como celobiohidrolases, clivam os 

segmentos nas extremidades redutoras e não redutoras das cadeias expostas pela 

endoglucanase, gerando a celobiose. Essas enzimas participam da hidrólise primária 

da fibra e são responsáveis pela amorfogênese, que é um fenômeno que envolve a 

ruptura física do substrato, acarretando na desestratificação das fibras, pelo aumento 

das regiões intersticiais (LYND et al., 2002). 

β-glicosidases possuem a capacidade de hidrolisar a celobiose e os 

oligossacarídeos solúveis a unidades de glicose. A remoção da celobiose é um passo 

importante, pois ela auxilia na redução do efeito inibitório da celobiose sobre a endo e 

a exoglucanase (DUFF e MURRAY, 1996). 

O efeito inibitório produzido pelos produtos finais, celobiose e glicose, que 

podem ser um passo limitante no uso de celulases, pode ser minimizado pelo 

emprego da fermentação e sacarificação simultânea (SSF), uma estratégia que 

permite que a hidrólise da celulose e a fermentação dos produtos de hidrólise ocorram 

ao mesmo tempo, possibilitando um melhor rendimento do produto final (REZAEI, et 

al., 2008). 

 

3.2.3.2.2 Hidrólise enzimática da hemicelulose 

 

Até o momento, a maioria dos estudos sobre hemicelulases, tem como foco 

a hidrólise do xilano, que é o principal constituinte da hemicelulose, expondo suas 

fibras e tornando-as mais acessíveis à celulose (SAHA e BOTHAST, 2009). 

O grande interesse na hidrólise enzimática do xilano também é justificado 

pelas várias possibilidades de aplicações, como por exemplo, na dieta dos ruminantes, 
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no tratamento de resíduos, na produção de químicos e combustíveis e na fabricação 

de papel (SILVA, et al., 1999). 

A estrutura do xilano varia de cadeias lineares de ligações β-1,4 de poli-

xilose para heteropolissacarídeos altamente ramificados. O prefixo hetero indica a 

presença de outros açúcares que não a D-xilose. Algumas de suas principais 

características estruturais encontram-se resumidas na figura 6 (BAJPAÍ, 1997). Devido 

à sua heterogeneidade e complexidade, o xilano necessita de uma grande variedade 

de enzimas atuando cooperativamente para sua completa hidrólise. Como 

mencionado anteriormente, o sistema enzimático responsável pela degradação total 

das hemiceluloses é composto pela enzima endoxilanase responsável por atacar a 

cadeia principal de xilano, produzindo oligômeros; pela exoxilanase que age na 

extremidade redutora gerando xilose e xilobiose e finalmente, pela β-xilosidase que 

hidrolisa os xilooligoassacarídeos liberando a xilose. A α-arabinofuranosidase (EC 

3.2.1.55) remove resíduos de L-arabinose nas posições 2 e 3 das unidades de xilose. 

A α-glucuronidase (EC 3.2.1.139) hidrolisa as ligações α-1,2 entre ácido glucurônico e 

resíduos de xilose em glucuroxilana, e a acetilxilana esterase (EC 3.2.1.1.72) remove 

o grupo O-acetil das posições 2 e 3 dos resíduos de xilose da acetil xilano; ácido 

ferúlico (EC 3.1.1.73) e р-cumárico esterases (EC 3.1.1.X) clivam as ligações éster 

entre resíduos de arabinose e ácido ferúlico ou ácido р-cumárico, respectivamente 

(Figura 7) (GIRIO et al., 2010; SHARMA e ARORA, 2010). 

Mesmo que o número de enzimas necessárias para a hidrólise do xilano seja 

muito maior que para a hidrólise da celulose, a acessibilidade ao substrato é mais fácil, 

pois o xilano não forma estruturas cristalinas recalcitrantes (KESHWANI e CHENG, 

2009).  

Embora um grande número de enzimas esteja envolvido na degradação do 

xilano, a β-1,4-endoxilanase e a β-D-xilosidase são consideradas enzimas chaves de 

todo o processo de degradação da hemicelulose (GIRIO et al., 2010; NAWEL et al., 

2011). 

 

 

 

 

 



20 

 

 

Figura 6 Estrutura química do xilano (Baseado em BAJPAÍ, 1997). 

 

 

 

 

Figura 7 Esquema mostrando a coordenação funcional das enzimas de degradação da hemicelulose 
(principalmente xilano) (DODD e CANN, 2009). 
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3.2.3.2.3 Aplicações biotecnológicas das celulases e hemicelulases 

 

A utilização de celulases e hemicelulases, em processos industriais, teve início 

na década de 80, sendo aplicada, primeiramente, como aditivo para ração animal, 

para aumentar a digestão das rações pelos ruminantes e monogástricos (CHESSON, 

1987). Posteriormente, essas enzimas começaram a ser empregadas como insumo na 

indústria de alimentos para melhorar as propriedades sensoriais dos produtos de 

panificação (CASTRO e PEREIRA, 2010).  

Ainda no setor alimentício, as celulases também foram utilizadas no 

processamento de bebidas, para promover a clarificação de sucos de frutas e vinhos e 

manter uma reologia estável do produto final (VORAGEN, 1992). Subsequentemente, 

as enzimas celulolíticas foram utilizadas em larga escala nas indústrias têxtil, nos 

processos de bio-polimento (desfibrilação de tecidos como algodão, linho, lã e 

viscose) e bio-estonagem (amaciamento e desbotamento do brim e jeans); de polpa e 

papel para modificação das propriedades mecânicas da polpa; e em lavanderias, para 

aumentar o brilho, a remoção de sujeiras e a maciez dos tecidos (WONG e SADDLER, 

1993; GODFREY, 1996; KIRK et al., 2002). 

A biotecnologia moderna possibilita a produção industrial de diversas enzimas 

com atividades específicas para cada área de aplicação, permitindo o 

desenvolvimento de inúmeras aplicações, como a produção de etanol a partir da 

celulose (KIRK et al, 2002). É por esse motivo que existe uma tendência mundial para 

a hidrólise dos materiais lignocelulósicos, buscando açúcares fermentescíveis para 

obtenção do álcool de segunda geração, em larga escala, como uma alternativa aos 

combustíveis fósseis (ZHANG et al., 2005). 

 

3.2.4 Fermentação alcoólica 

 

A fermentação alcoólica tem início com a glicólise, também conhecida como 

via de Embden-Meyerhof, onde ocorre a oxidação de uma molécula de glicose para 

produzir duas moléculas de ácido pirúvico e duas moléculas de ATP. Posteriormente, 

as duas moléculas de ácido pirúvico são convertidas em duas moléculas de 

acetaldeído e duas moléculas de CO2. As duas moléculas de acetaldeído são então 

reduzidas por duas moléculas de NADH para formar duas moléculas de etanol, o 

produto final da fermentação (Figura 8) (TORTORA et al., 2012). 
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Figura 8 Visão geral da fermentação alcoólica (TORTORA et al., 2012). 

 

 

3.2.4.1 Estratégias de fermentação 

 

Com o intuito de aproveitar as frações polissacarídicas de celulose e 

hemicelulose das biomassas lignocelulósicas, visando à produção de etanol de 

segunda geração, existem duas estratégias principais: hidrólise e fermentação em 

separado (SHF) e sacarificação e fermentação simultânea (SSF). 

 

3.2.4.1.1 Hidrólise e fermentação em separado (SHF) 

 

Na SHF, a hidrólise enzimática é realizada separadamente da fermentação. 

Os resíduos lignocelulósicos são primeiramente pré-tratados para em seguida serem 

degradados a açúcares monoméricos pelas celulases e, posteriormente, serem 
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fermentados a etanol. A principal vantagem desse método é que por ele envolver dois 

processos (hidrólise e fermentação), cada etapa pode ser desenvolvida em suas 

condições ótimas, pois as celulases se mostram mais eficientes em temperaturas 

entre 45 e 50ºC, enquanto que os micro-organismos fermentadores tem uma 

temperatura ótima entre 30 a 37ºC. Por outro lado, essa técnica possui a 

desvantagem que os açúcares liberados na hidrólise podem inibir o complexo 

celulolítico, principalmente, pelo acúmulo de celobiose e glicose, que acaba por 

conferir uma hidrólise incompleta com baixo rendimento (BALAT, 2011; ERDEi et al., 

2012). 

 

3.2.4.1.2 Sacarificação e fermentação simultânea (SSF) 

 

A SSF é uma estratégia importante para a produção de bioetanol, onde a 

hidrólise enzimática da celulose e a fermentação são desenvolvidas simultaneamente 

no mesmo reator, com o intuito de obter etanol em altas taxas. Em comparação com a 

SHF, os produtos finais de inibição produzidos na hidrólise (celobiose e glicose), são 

progressivamente assimilados pelo micro-organismo fermentador, o que também faz 

com que baixas quantidades da enzima sejam necessárias. Outras vantagens desse 

método são: a minimização dos riscos de contaminação pela baixa concentração de 

açúcar livre, a técnica é menos complexa e apresenta um custo menor, pois menos 

reatores são necessários, e os rendimentos de hidrólise são maiores, visto que o 

equilíbrio das reações é deslocado no sentido de formação de mais produto, pelo 

consumo concomitante de glicose. No entanto, a SSF necessita de condições 

compatíveis entre a fermentação e a sacarificação, como pH e temperatura similares e 

concentração ótima de substrato. Para isso, o processo é operado em temperaturas 

entre 30 a 38ºC, que faz com que a celulase esteja abaixo do seu nível operacional 

ótimo (CHEN E WANG, 2010; ZHANG et al., 2010; KOPPRAM et al., 2013). Em 

relação a este aspecto, estudos têm sido realizados no sentido de produzir celulases 

que atuem em valores de pH e temperatura próximos daqueles ótimos para o 

processo fermentativo (TAHERZADEH e KARIMI, 2007b). 
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3.2.4.2 Produção de bioetanol 

 

A importância do etanol como combustível limpo aumentou com a escassez 

prevista das reservas de combustíveis fósseis e aumento da poluição do ar pelas 

emissões de gás carbônico na atmosfera, responsáveis por causar extensas 

mudanças climáticas (SUN e CHENG, 2002; SOCCOL, et al., 2010). 

As características do etanol possibilitam uma combustão mais limpa que dos 

outros combustíveis, bem como melhor desempenho dos motores, contribuindo para 

redução das emissões poluidoras (GOLDEMBERG et al., 2008). 

 

3.2.4.2.1 Etanol de primeira geração 

 

O etanol de primeira geração é feito a partir de açúcares ou do amido das 

plantas. As usinas de etanol à base de açúcar, no Brasil, utilizam predominantemente 

a cana de açúcar. O etanol à base de amido é produzido geralmente a partir do milho, 

mas pode ser produzido também a partir de outros grãos. Esse tipo de etanol é 

extensamente produzido nos Estados Unidos, seguido de outros países produtores de 

etanol como China, Canadá, França, Alemanha e Suécia. No mercado mundial, 21 

milhões m3 de etanol são produzidos de cana de açúcar e 60 milhões m3 são 

produzidos a partir do milho e de grãos (SOCCOL, et al., 2010). 

 

3.2.4.2.2 Etanol de segunda geração 

 

O etanol de segunda geração utiliza diferentes tipos de materiais 

lignocelulósicos como substrato. Atualmente, quantidades insignificantes de bioetanol 

de segunda geração são produzidas ao redor do mundo em escala industrial. No 

momento, uma empresa localizada na Noruega se declara ser o maior produtor desse 

tipo de combustível, com uma produção anual de 20.000 m3 (RODSRUD et al., 2012). 

A baixa produção de etanol de segunda geração pode ser explicada pela 

técnica, que ainda é limitada, pelos desafios econômicos, pela recalcitrância da 

biomassa, que necessita de severos pré-tratamentos que podem resultar na formação 

de inibidores, ocasionando problemas durante a fermentação, além do desafio com a 

produção de enzimas eficientes, capazes de hidrolisar a celulose por um custo 

competitivo (CHENG e TIMILSINA, 2011; GEDDES et al., 2011; VIIKARI et al., 2012). 
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Tanto para a produção de etanol de primeira geração, a partir da cana de 

açúcar, quanto de segunda geração, a partir de biomassas de composição 

lignocelulósica, a via fermentativa é a mais importante para a obtenção do álcool 

etílico no Brasil (PEREIRA Jr. et al., 2008). 

O micro-organismo mais utilizado na fermentação alcoólica é a levedura 

Saccharomyces cerevisae, em virtude da sua capacidade de assimilar com facilidade 

a glicose da cana ou a celulose de biomassas residuais (SÁNCHEZ e CORDONA, 

2008). Existe também o etanol produzido a partir de bactérias, dentre elas a mais 

promissora é a Zymomonas mobilis, que possui alta eficiência energética, 

possibilitando um alto rendimento de etanol. Contudo, ela possui a desvantagem de na 

fermentação formar polissacarídeos, que elevam a viscosidade do meio de 

fermentação, e geram sorbitol, um produto proveniente da redução da frutose que 

diminui a eficiência da conversão de sacarose a etanol (LEE e HUANG, 2000). 

 

3.3 Caulobacter crescentus 

 

Caulobacter crescentus é uma alfaproteobactéria não patogênica, Gram 

negativa, encontrada principalmente em ambientes aquáticos e em muitos tipos de 

solos. Esse micro-organismo pode ser encontrado em ambientes com pH próximo à 

neutralidade e pobres de nutrientes, onde participa na reciclagem das fontes de 

carbono devido à decomposição desses elementos em baixas concentrações (JUSTO 

et al., 2015). 

Essa alfa-proteobactéria representa um excelente modelo de estudo para a 

diferenciação celular, pois apresenta células filhas diferenciadas estruturalmente, 

morfologicamente e em nível de regulação, sendo uma de forma livre flagelada e outra 

imóvel pedunculada (McADAMS e SHAPIRO, 2009; RANDICH E BRUN, 2015). 

O ciclo de vida de C. crescentus (Figura 9) tem início com a célula móvel que 

possui um único flagelo polar, fímbrias e tem capacidade quimiotática. Nessa fase do 

ciclo, o cromossomo encontra-se condensado, não sendo capaz de se replicar. Em 

resposta a sinais extracelulares, a célula móvel perde o flagelo e as fímbrias, o 

cromossomo descondensa-se e um talo começa a se formar. Esse talo consiste no 

prolongamento da membrana e da parede celular no mesmo polo da célula onde se 

encontrava o flagelo. A célula talo inicia a duplicação do DNA e aumenta de tamanho. 

Aproximadamente na porção de 2/3 do ciclo, um novo flagelo é montado no polo 
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oposto e esta célula, agora assimétrica, denominada célula pré-divisional, origina duas 

células, morfologicamente distintas com programas de expressão gênica 

característicos. A duração do ciclo celular é de aproximadamente 3 horas na 

temperatura de 30ºC em meio definido (McADAMS e SHAPIRO, 2009). 

O genoma de C. crescentus foi completamente sequenciado por MARKS et 

al., recentemente, em 2010, e é composto por 4.016.942 pares de bases dispostos em 

um único cromossomo circular abrangendo 3.767 genes. Essas informações estão 

depositadas no banco de genomas do Centro Nacional de Informação Biotecnológica 

(NCBI), referindo-se à C. crescentus cepa NA1000. 

A análise do genoma revelou ainda que C. crescentus apresenta pelo menos 

sete genes envolvidos diretamente na degradação do xilano (principal constituinte da 

hemicelulose da parede celular vegetal), onde quatro deles codificam para enzimas 

endoxilanases e cinco para β-xilosidases, além de outros genes que codificam para 

celulases e polissacarídeo deacetilases. Três genes que codificam para β-xilosidases 

(xynB1, xynB2 e xynB5), um gene que codifica para endoxilanase (xynA1) já foram 

estudados previamente (CORRÊA et al., 2012; GRACIANO et al., 2012; CORRÊA et 

al., 2014; GRACIANO et al., 2015; JUSTO et al., 2015). 

A caracterização de genes envolvidos com a utilização de carboidratos, que 

estão associados com a regulação de sua expressão, pode fornecer informações 

fundamentais sobre a interação e adaptação de bactérias com o seu ambiente. Apesar 

de seu papel fisiológico importante, pouco se sabe sobre a organização e a regulação 

de sistemas de enzimas responsáveis pela utilização de polissacarídeos da parede 

celular vegetal envolvendo C. crescentus (CORRÊA et al., 2014). 

Deste modo, constata-se que C. crescentus é uma bactéria interessante para 

a exploração biotecnológica porque contém várias enzimas envolvidas no 

metabolismo da lignocelulose (MARKS et al., 2010). 
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Figura 9 Ciclo celular de C. crescentus. Ao longo do seu ciclo celular, C. crescentus exibe quatro 
modos de crescimento: alongamento lateral (célula talo e célula móvel), síntese do talo (célula talo), 
alongamento medial (célula talo) e a formação de septos (RANDICH e BRUN, 2015). 

 

 

3.3.1 Beta-xilosidase II de Caulobacter crescentus 

 

Como mencionado anteriormente, β-xilosidases são enzimas responsáveis por 

catalisar a remoção de resíduos de β-xilosil das extremidades não redutoras de xilo-

oligossacarídeos e xilobiose. Essas enzimas são encontradas em diferentes famílias 

de glicosídeo hidrolases (GH), 1, 3, 30, 39, 43, 51, 52, 54, 116 e 120 de acordo com a 

classificação no sistema CAZy (Carbohydrate-Active Enzymes Database – Lombard et 

al., 2014), um recurso com conhecimento especializado em enzimas que constroem e 

degradam o complexo de carboidratos e glicoconjugados (CANTAREL et al., 2009). 

Até o momento, existem apenas três trabalhos sobre a β-xilosidase II de C. 

crescentus, que mostraram que a enzima é capaz de hidrolisar substratos como 

xilobiose, xilotriose e xilopentose, cujo pH ótimo é de 6,0 e sua temperatura ótima é de 

55ºC, embora seja mais estável em 50ºC, o que demonstra uma modesta 

termotolerância, indicando ser suficientemente resistente para certas aplicações 

biotecnológicas. Além disso, essa enzima apresentou uma parcial inativação na 

presença de alguns sais, bem como exibiu um aumento em sua atividade quando 

incubada na presença de KCl. Os testes realizados com resíduos agroindustriais 

sugeriram que essa enzima pode ser utilizada na pré-degradação das fibras de 

hemicelulose, liberando açúcares de cinco carbonos que podem ser utilizados nos 
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processos de fermentação (CORRÊA et al., 2012; SANTOS et al., 2012; CORRÊA et 

al., 2014). 

 

3.4 Imobilização de enzimas 

 

As enzimas são notáveis descobertas no campo da biotecnologia e a 

manutenção de sua estabilidade estrutural durante qualquer reação bioquímica é um 

dos desafios dos pesquisadores, pois em alguns processos, sua reutilização é de 

fundamental importância, uma vez que reflete significativamente no custo do produto 

final. 

A imobilização de enzimas é o confinamento da mesma em uma matriz ou 

suporte, que podem ser polímeros inertes ou materiais inorgânicos, de modo que sua 

atividade catalítica fique retida e a enzima possa ser usada repetidamente e 

continuamente. Além de ser acessível, uma matriz ideal deve abranger características 

como: inércia, força física, estabilidade, regenerabilidade, capacidade de aumentar a 

especificidade/atividade enzimática, reduzir a inibição do produto e a contaminação 

microbiana (DATTA et al., 2013). 

Essa técnica tem provado ser bastante valiosa, porque viabiliza o uso de 

operações econômicas contínuas, possibilita automação, torna capaz a recuperação 

de produtos com maior grau de pureza, além de ajudar a prevenir a contaminação do 

substrato com enzima/proteína, ou outros compostos, e diminuir os custos de 

purificação (BARTHA-VÁRI et al., 2015). 

Existem vários métodos para imobilizar enzimas, sendo que três são mais 

comuns: adsorção, aprisionamento e a ligação cruzada ou ligação covalente a um 

suporte, como é mostrado na figura 10 (SPAHN e MINTEER, 2008). 

O método de adsorção nada mais é do que a enzima sendo fisicamente 

adsorvida sobre o material de suporte, geralmente uma matriz polimérica. É uma 

técnica relativamente simples, mas um pouco problemática, pois permite a lixiviação 

da enzima durante a reação, levando à contaminação do substrato (TAN et al., 2010).  

A técnica de aprisionamento envolve o aprisionamento da enzima em uma 

estrutura na forma de rede de um material ou em membranas poliméricas. Isso 

geralmente minimiza a lixiviação da enzima e melhora sua estabilidade, mas 

frequentemente resulta em limitações de transporte de substrato para o local ativo da 

enzima. Contudo, esse processo permite adaptar o material de encapsulação de modo 
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a proporcionar um microambiente ótimo para enzima, considerando suas condições de 

pH e polaridade (ADLERCREUTZ, 2013). 

E por fim, as enzimas também podem ser imobilizadas por meio da ligação 

cruzada de proteínas a um suporte insolúvel, para evitar a perda da enzima na 

solução de substrato. A outra técnica comum para a ligação a um suporte insolúvel é a 

ligação covalente da enzima, no entanto, esse tipo de ligação pode diminuir o grau de 

movimento da enzima, reduzindo, assim, sua atividade (SHARMA e KANWAR, 2014). 

 

 

Figura 10 Esquema das três técnicas mais comuns de imobilização: (A) adsorção física, (B) 
aprisionamento e (C) Ligação covalente/cruzada (SPAHN e MINTEER, 2008). 
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Resumo  1 

 Nos últimos anos a demanda por enzimas mais estáveis e com propriedades cinéticas que garantam 2 

maior eficiência catalítica, vem crescendo continuamente. Neste trabalho, verificou-se que a β-xilosidase II 3 

(CcXynB2) de Caulobacter crescentus aumentou 62% da sua atividade em 5 mM de KCl provavelmente em 4 

consequência dos íons K
+
. CcXynB2 foi avaliada frente a diferentes compostos descritos como inibidores do 5 

processo de hidrólise e fermentação da biomassa lignocelulósica e mostrou-se 61% mais tolerante ao etanol 6 

(200 mM) a 37C por 48 h. As atividades específicas da CcXynB2 foram avaliadas na presença de fenol, 7 

hidroximetilfurfural, ácido ferúlico, ácido acético, ácido cumárico, arabinose, glicose, xilose e pectina, e 8 

verificou-se que foram iguais (100%) ou muito superiores aos valores obtidos na ausência total destes 9 

compostos após 48 h. Quando os inibidores foram usados em associação, CcXynB2 reteve 67% da sua 10 

atividade inicial após 48 h de ensaio a 37C. A hidrólise enzimática da  hemicelulose de sabugo de milho foi 11 

conduzida com CcXynB2 isoladamente ou em sinergismo com xilanase e -glicosidase comerciais, as quais 12 

foram eficientes em sacarificar a hemicelulose entre 37-50C. A imobilização da CcXynB2 em resina de fase 13 

móvel levou a um efeito protetor da atividade específica, que ocorreu de forma paralela à diminuição de 14 

temperatura (60 a -20 ºC). Os dados apresentados aqui indicam que a CcXynB2 é promissora com potencial 15 

para atuar em processos de sacarificação e fermentação simultânea para produção de etanol celulósico. 16 

Segundo nosso conhecimento, é a primeira vez que resultados similares são relatados na literatura para -17 

xilosidases bacterianas. 18 

 19 

Palavras-chave: Fermentação e Sacarificação Simultânea (SSF); Etanol celulósico; Hidrólise Enzimática; 20 

Imobilização.  21 
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Abstract  1 

 2 

In recent years the demand for enzymes more stable with kinetic properties which guarantee 3 

greater catalytic efficiency, has been growing continuously. In this report, was found that β-xylosidase II 4 

(CcXynB2) of Caulobacter crescentus increased by 62% of its activity in 5 mM KCl probably as a 5 

consequence of K
+
 ions. CCxynB2 was measured against various compounds described as inhibitors of 6 

hydrolysis and fermentation of lignocellulosic biomass and showed 61% more tolerant with ethanol (200 7 

mM) at 37 °C for 48 h. The specific activities of CcXynB2 were evaluated in the presence of phenol, 8 

hydroxymethylfurfural, ferulic acid, acetic acid, coumaric acid, arabinose, glucose, xylose and pectin, and 9 

it was found that were equal (100%) or much higher than the values obtained in the total absence of these 10 

compounds after 48 h. When the inhibitors were used in combination, CcXynB2 retained 67% of its 11 

initial activity after testing at 37 °C during 48 h. The enzymatic hydrolysis of hemicellulose from corncob 12 

was conducted with CcXynB2 alone or in synergism with xylanase and commercial -glycosidase, which 13 

were efficient in performed the saccharification of hemicellulose from 37-50 °C. The immobilized 14 

CcXynB2 in mobile phase resin led to a protective effect of specific activity, which was parallel to 15 

decreased temperatures (60 to -20 °C). The data presented here indicate that CcXynB2 is promising with 16 

potential to act in simultaneous saccharification and fermentation processes for cellulosic ethanol 17 

production. To our knowledge, is the first time that similar results are reported in the literature to bacterial 18 

-xylosidases. 19 

 20 

Keywords: Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF); cellulosic ethanol; Hydrolysis; 21 

Immobilization. 22 
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Introdução 1 

O tratamento enzimático é considerado um método vantajoso para a hidrólise da hemicelulose visando 2 

a produção de etanol celulósico por inúmeros motivos, é um processo que se otimizado ocorre com eficiência, 3 

é conduzido em condições brandas de temperatura e pH e é menos poluente para o ambiente do que processos 4 

químicos convencionais, podendo gerar elevados níveis de açúcares fermentáveis (Gao et al. 2011, Hu et al. 5 

2011). Contudo, é necessário utilizar enzimas que sejam estáveis e/ou tolerantes a compostos inibitórios que 6 

são produzidos e gradualmente liberados durante a reação de hidrólise enzimática para liberação de açúcares 7 

fermentescíveis, permitindo, assim, que os micro-organismos envolvidos com o processo de produção de 8 

biocombustíveis possam crescer e atuar com eficiência em escala industrial. Na fermentação e sacarificação 9 

simultânea (SSF), os açúcares liberados na hidrólise enzimática são diretamente convertidos por micro-10 

organismos especializados a seus produtos. Este processo tende a ser conduzido em um único reator, levando 11 

a uma maior redução dos custos de investimentos pelas indústrias do setor (Olofsson et al. 2008). As enzimas 12 

utilizadas necessitam apenas apresentar propriedades compatíveis com a temperatura de fermentação. Em 13 

geral, os micro-organismos mais eficientes para a produção do etanol celulósico são mesofílicos e, dessa 14 

forma, fermentam carboidratos em temperaturas entre 28-37C (Ferreira et al. 2010; Wang et al. 2013). 15 

Quando a hemicelulose é degradada, são liberados compostos como glicose, arabinose, xilose, manose, 16 

galactose e também ácido acético. A celulose é hidrolisada à glicose, e em altas temperaturas e pressão, a 17 

arabinose e a xilose são convertidas à furfural. O hidroximetilfurfural (HMF) é formado a partir da 18 

degradação das hexoses, e o ácido fórmico também pode ser originado quando o furfural e o HMF são 19 

degradados, além do ácido levulínico proveniente do HMF. Compostos fenólicos adicionais podem ser 20 

liberados em consequência da decomposição química parcial da lignina (Palmqvist e Hahn-Hägerdal 2000; 21 

Parawira e Tekere 2011; Bensah e Mensah, 2013). Uma vez que os inibidores dos resíduos lignocelulósicos 22 

hidrolisados são identificados, o processo de fermentação pode ser melhorado de várias formas com a 23 

minimização do efeito tóxico destes compostos através da otimização das condições de pré-tratamento e 24 

hidrólise (Fu e Mazza 2011; Kim e Han 2012; Ashfaque et al. 2014).  25 

O sistema enzimático responsável pela degradação total das hemiceluloses é composto principalmente 26 

por xilanases (EC 3.2.1.8), -xilosidases (EC 3.2.1.37) e outras enzimas acessórias que atuam nas 27 

ramificações da molécula do xilano. As β-1,4-endoxilanases clivam as ligações glicosídicas da cadeia 28 

principal do xilano liberando xilo-oligossacarídeos e xilobiose, que são convertidos a unidades de xilose por 29 

ação das β-D-xilosidases (Bosetto et al. 2015). Caulobacter crescentus é uma bactéria Gram negativa, não 30 

patogênica, encontrada principalmente em ambientes aquáticos e em muitos tipos de solos. O genoma da cepa 31 

NA1000 foi completamente sequenciado (Marks et al. 2010) e revelou que a bactéria apresenta pelo menos 7 32 

genes envolvidos diretamente com a degradação do xilano, de forma que dois destes genes codificam para 33 

xilanases e cinco para β-xilosidases. No presente estudo, objetivou-se caracterizar a β-xilosidase II 34 

recombinante (CcXynB2) de C. crescentus pura, na presença de compostos que possam atuar como cofatores 35 

enzimáticos ou inibidores de processos fermentativos visando a aplicação da enzima em processos 36 

biotecnológicos futuros. Em adição, foi verificada a habilidade da enzima em hidrolisar hemicelulose obtida a 37 

partir do sabugo de milho, em associação ou não com outras enzimas comerciais, e avaliar o efeito da 38 

imobilização da CcXynB2 quanto a seu desempenho catalítico, comparando-se os dados obtidos com a 39 

enzima não imobilizada em diferentes condições. 40 
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Material e Métodos 1 

 2 

Bactérias e condições de cultivo e crescimento 3 

 Neste estudo foi usada a cepa de Escherichia coli (DH10B) contendo o plasmídeo pProEX-HTa com 4 

o gene xynB2 da cepa NA1000 de C. crescentus fusionado a uma cauda de histidinas N-terminal. A 5 

construção estava armazenada a -80ºC em 50% glicerol. Para manutenção e crescimento da cepa de E. coli foi 6 

usado o meio Luria-Bertani (LB) líquido ou semissólido, acrescido de ampicilina (1 mg mL
-1

), com incubação 7 

a 37ºC. 8 

 9 

Purificação da CcXynB2 10 

 A CcXynB2 foi purificada de acordo com o método descrito em Corrêa et al. (2012), modificado, 11 

como exposto a seguir: células de E. coli (DH10B) contendo a construção pProEX-xynB2 foram incubadas a 12 

37ºC em meio LB contendo ampilicina (1 mg mL
-1

) em incubador rotativo a 120 rpm. As células cresceram 13 

até a fase log (D.O.λ600=0,4-0,6) e foram induzidas por 4 horas com 1 mM de isopropil-β-D-1-14 

thiogalactopiranosideo (IPTG) para expressão do gene de beta-xilosidase II de C. crescentus. Uma alíquota de 15 

20 mL das células recombinantes induzidas foi centrifugada por 20 minutos a 4 ºC e 5.000 x g e o precipitado 16 

foi tratado com 1 mL da solução FastBreak
TM

 Cell Lysis Reagent 1X (Promega®) contendo 10 µL de 17 

lisozima 40 mg mL
-1

 (Sigma), 1 µL da enzima DNAseA (Invitrogen) 122 U µL
-1

 e 10 µL de um coquetel 18 

inibidor de proteases (GE Healthcare). A mistura foi incubada por 30 minutos a 25ºC em rotação de 80 rpm. 19 

As células lisadas foram centrifugadas e o sobrenadante foi transferido para uma coluna pré-empacotada de 20 

níquel-Sepharose (Sigma). Foram realizadas três etapas de lavagem com tampão de ligação (20 mM de 21 

tampão fosfato (pH 7,4) contendo 500 mM de NaCl e 10 mM de imidazol) antes de realizar a purificação com 22 

o tampão de eluição (20 mM de tampão fosfato (pH 7,4) contendo 500 mM de NaCl e 500 mM de imidazol). 23 

A proteína recombinante foi então dialisada contra tampão fosfato 20 mM pH 7,4 e mantida a 4ºC para ser 24 

utilizada para as caracterizações bioquímicas futuras. 25 

 26 

Dosagem padrão de CcXynB2 e determinação de proteínas totais 27 

A atividade da enzima CcXynB2 foi determinada pelo ensaio da quantidade de ρ-nitrofenol liberado 28 

do substrato ρ-nitrofenil-β-D-xilopiranosídeo (ρNPX) (Sigma) como descrito em Corrêa et al. (2012). Uma 29 

unidade (U) da atividade de -xilosidase foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 µmol de 30 

ρ-nitrofenol por minuto. A concentração de proteínas foi mensurada utilizando o reagente Bradford da Bio-31 

Rad, com soro albumina bovina (BSA) como padrão. 32 

 33 

Efeito de Íons na atividade da CcXynB2 em temperatura de fermentação 34 

O efeito de diferentes íons na atividade da CcXynB2 foi avaliado em uma temperatura comumente 35 

empregada em processos fermentativos (37 ºC) para a produção de compostos de interesse biotecnológico, 36 

como por exemplo o etanol celulósico (Viikari et al. 2012). Assim, a enzima foi incubada na presença dos 37 

diferentes compostos descritos, a uma concentração final de 2 mM: (NH4)2SO4, HgCl, MgSO4, BaCl2, NH4Cl, 38 

iodoacetamida, Al2(SO4)3, MnSO4, FeSO4, SnCl2, KCl, NaCl, CaCl2, CuSO4, ZnSO4, EDTA, dithiothreitol 39 

(DTT), β-mercaptoethanol, MgCl2, EGTA, MgCl2+EDTA e CaCl2+EGTA, a 4ºC por 15 minutos, seguido da 40 
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mensuração da atividade através da incubação da mistura CcXynB2 na presença de cada composto com o 1 

substrato ρNPX por 15 minutos a 37ºC. 2 

 3 

Influência da concentração do KCl na atividade da CcXynB2 4 

O comportamento catalítico da enzima foi avaliado em diferentes concentrações de KCl (0, 0.1, 0.5, 5 

1, 2, 3, 4, 5, 7.5 e 10 mM) a fim de definir a melhor concentração do sal para a indução da enzima. Após a 6 

incubação da enzima nas diferentes concentrações de KCl a 4ºC, por 15 minutos, foi realizada a mensuração 7 

da atividade enzimática pela incubação da mistura β-xilosidase II + KCl com o substrato ρNPX nas condições 8 

de ensaio descritas em Corrêa et al. (2012). A atividade enzimática foi expressa em unidades U mL
-1 9 

considerando como controle o resultado obtido para CcXynB2 quando incubada com o substrato na completa 10 

ausência de KCl. 11 

 12 

Influência do KCl na eficiência catalítica da CcXynB2 13 

Para averiguação da eficiência catalítica da CcXynB2, foram determinados os parâmetros cinéticos 14 

Km e Vmáx usando uma escala crescente de concentração final do substrato ρNPX (0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15 15 

mM) em tampão fosfato de sódio 50 mM pH 6, incubando-se a mistura de reação na temperatura ótima para 16 

β-xilosidase II  (55ºC) por 10 minutos como determinado anteriormente (Corrêa et al., 2012), na  ausência e  17 

presença de 5 mM de KCl. Os dados cinéticos foram definidos através da elaboração de gráficos duplos 18 

recíprocos conforme Lineweaver e Burk. A eficiência catalítica foi expressa pela relação de Kcat (constante 19 

catalítica), calculada com base no peso molecular experimental obtido no gel de SDS-PAGE e o Km 20 

observado para o substrato ρNPX em condições ótimas de ensaio. 21 

 22 

Efeito de Diferentes Compostos na Atividade Enzimática 23 

Visando uma possível aplicação biotecnológica, como a produção de etanol celulósico, o efeito de 24 

compostos comumente descritos como potencialmente inibidores do processo fermentativo, que são 25 

produzidos tanto na etapa de hidrólise da biomassa lignocelulósica quanto no próprio processo de 26 

fermentação, foi testado. Os ensaios enzimáticos foram conduzidos incubando-se a enzima pura na presença 27 

dos diferentes compostos em concentrações que variaram de 1 a 200 mM (etanol, fenol, hidroximetilfurfural, 28 

ácido acético, ácido fórmico, ácido cumárico, ácido ferúlico e pectina). Paralelamente, a CcXynB2 também 29 

foi submetida ao efeito de diferentes produtos de sacarificação (arabinose, glicose, xilose), utilizando ρNPX 30 

como substrato, na temperatura de fermentação 37ºC, por 48 horas. Posteriormente, foram realizados dois 31 

ensaios por 48 horas a 37ºC, utilizando todos os compostos combinados (etanol, fenol, hidroximetilfurfural, 32 

arabinose, glicose, xilose, pectina, ácido acético, ácido fórmico, ácido cumárico e ácido ferúlico) por 33 

concentração (1 a 50 mM) e, também, a associação das melhores concentrações de cada composto com a β-34 

xilosidase II, sendo: 200 mM de etanol, fenol, hidroximetilfurfural, ácido ferúlico, arabinose, glicose, xilose e 35 

pectina, além de ácido acético a 10 mM, ácido cumárico a 30 mM e ácido fórmico a 50 mM. A atividade 36 

enzimática relativa foi expressa como a porcentagem de atividade enzimática específica (U mg
-1

) obtida 37 

quando comparada com os dados da enzima CcXynB2 submetida às mesmas condições de ensaio (pH, 38 

temperatura e tempo de incubação), entretanto, na total ausência dos diferentes compostos inibidores. 39 

Também foram realizados controles negativos para cada um dos compostos para avaliar a presença ou não de 40 
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interferentes que pudessem gerar falsos resultados, a partir da incubação dos vários compostos apenas com o 1 

substrato ρNPX ou, sem adição de substrato, mas na presença da enzima pura. Todos os ensaios foram 2 

realizados conforme descrito anteriormente, em duplicata biológica, e as dosagens para os ensaios padrão em 3 

triplicata experimental. 4 

 5 

Obtenção de hemicelulose de sabugo de milho 6 

O pré-tratamento do sabugo de milho foi realizado com o objetivo de extrair a hemicelulose para 7 

posteriormente utilizá-la no ensaio de hidrólise enzimática com a CcXynB2 em associação ou não com outras 8 

enzimas comerciais. Neste ensaio foi utilizado sabugo de milho colhido no período de safra para obtenção da 9 

hemicelulose através do processo de auto-hidrólise do resíduo agroindustrial, como descrito a seguir: cerca de 10 

80 gramas de sabugo de milho seco foram triturados a uma mistura homogênea de resíduo com água em uma 11 

relação 10:1 líquido/sólido (mL g
-1

) usando tubos de vidro específicos para auto-hidrólise. O pré-tratamento 12 

foi realizado por 1 hora em bloco digestor aquecido a 200ºC e após esse período foi resfriado imediatamente 13 

em banho de gelo. A fase líquida contendo a hemicelulose foi separada da fração sólida contendo restos do 14 

resíduo agroindustrial por filtração. À fração líquida isolada, foram adicionados 3 vezes de volume de etanol 15 

(PA), para promover a precipitação da hemicelulose do sabugo de milho. A precipitação ocorreu a 25ºC por 16 

24 horas. O precipitado foi recuperado por filtração e seco em estufa a 37ºC por 24 horas. A hemicelulose foi 17 

apropriadamente armazenada em tubos novos e estéreis até o momento do uso. Foram usados, no total, 80g de 18 

sabugo de milho seco e triturado para auto-hidrólise, dos quais foram obtidos 2,7g de hemicelulose após 19 

precipitação e secagem.  20 

 21 

Hidrólise Enzimática da Hemicelulose do Sabugo de Milho  22 

Para verificar a capacidade da CcXynB2 em degradar a hemicelulose de sabugo de milho, esta foi pré 23 

tratada com a enzima β-xilosidase II pura de C. crescentus ou em associação com as enzimas comerciais, 24 

xilanase e β-glicosidase, em diferentes condições de hidrólise. O experimento foi conduzido em tubos de 25 

vidro estéreis, onde a hemicelulose do sabugo de milho foi diluída em água para uma concentração final de 26 

1%. Em seguida, foram adicionadas 2 U da CcXynB2 de C. crescentus ou das diferentes enzimas comerciais, 27 

de forma isolada ou em associação uma com as outras como descrito a seguir: 1- CcXynB2; 2- β-glicosidase; 28 

3- xilanase; 4- CcXynB2 + β-glicosidase; 5- CcXynB2 + xilanase; 6- β-glicosidase + xilanase e 7- CcXynB2 29 

+ β-glicosidase + xilanase. Os ensaios foram conduzidos nas temperaturas de 37ºC e 50ºC por 48 horas. Em 30 

intervalos de tempos definidos, alíquotas de cada mistura de reação foram coletadas e usadas em ensaios de 31 

dosagem enzimática, como descrito anteriormente, seguido da quantificação de açúcar redutor produzido, 32 

após ação das enzimas. Para cada tubo foi realizado um controle sem adição de enzimas, onde as mesmas 33 

dosagens foram mensuradas e usadas para normalizar os resultados obtidos nos ensaios de hidrólise. Os 34 

resultados foram expressos a partir de dados obtidos em dois ensaios experimentais diferentes com triplicatas 35 

de dosagens 36 

 37 

Dosagem de Açúcar Redutor 38 

A quantificação de açúcar redutor, após os ensaios de hidrólise, foi realizada pelo método DNS 39 

(ácido 3,5-dinitro-salicílico) descrito por Miller (1959). A reação ocorreu através da adição de 100 µL da 40 
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mistura de reação obtida após hidrólise enzimática, com adição de 100 µl do reagente DNS. As amostras 1 

foram fervidas por 5 minutos, resfriadas a 4ºC e a estas adicionados 1 mL de água destilada. A leitura das 2 

absorbâncias obtidas foi realizada em espectrofotômetro em = 540 nm usando água e DNS como controle 3 

nas leituras. A quantificação de açúcares redutores nas diferentes amostras foi estimada de acordo com uma 4 

curva padrão de xilose previamente definida e os produtos de hidrólise pela estimativa de açúcar redutor 5 

liberado pós-ação enzimática. Os dados foram expressos em µmol
-1

mL pela média dos resultados obtidos em 6 

dois ensaios independentes com 3 repetições em cada ensaio. 7 

 8 

Imobilização Enzimática 9 

Com o objetivo de maximizar as possibilidades de emprego da CcXynB2 em ensaios enzimáticos 10 

aplicados a processos biotecnológicos no futuro, a enzima foi imobilizada em resina de fase móvel de Ni-11 

Sepharose Excel (GE-Sigma) após indução da expressão e lise conforme descrito anteriormente nesta seção 12 

(item Purificação da β-xilosidase II). A atividade da CcXynB2 imobilizada foi determinada pelo ensaio da 13 

quantidade de ρ-nitrofenol liberado do substrato ρNPX como descrito no item Ensaio enzimático e 14 

determinação de proteína, após incubação por 5 horas de 2 U da -xilosidase pura solúvel e pura imobilizada 15 

com o seu respectivo substrato ρNPX em 37 e 50ºC. Em adição, as dosagens enzimáticas foram mensuradas 16 

nas mesmas condições após congelamento da enzima pura solúvel e imobilizada a -20ºC por um intervalo de 17 

tempo de 1 a 30 dias. Os dados foram expressos em porcentagem relativa de atividade enzimática residual 18 

obtida usando como controle positivo a enzima pura solúvel e pura imobilizada armazenada a 4ºC após a 19 

purificação. 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 

 32 

 33 

 34 

 35 

 36 

 37 

 38 

 39 

 40 
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Resultados  1 

 2 

Purificação da CcXynB2 3 

A eficiência de indução da expressão da proteína de fusão bem como a qualidade e grau de pureza da 4 

enzima recombinante obtida podem ser visualizadas no gel SDS-PAGE obtido (Fig. 1). Assim como 5 

evidenciado anteriormente por Corrêa et al. (2012) uma considerável massa de proteína recombinante pode 6 

ser visualizada através da análise do gel, que é expressa como uma única banda de aproximadamente 60 kDa. 7 

A enzima CcXynB2 apresentou uma atividade de 2.484 U mL
-1

 e atividade específica de 76.7 U mg
-1

. 8 

 9 

Efeito de Íons 10 

A tabela 1 mostra dados comparativos de resultados obtidos para a caracterização da enzima na 11 

presença de diferentes compostos nas temperaturas de 37 e 50ºC. Embora as atividades tenham sido 12 

mensuradas em uma escala extremamente variável de temperatura, com um decremento de 13ºC, os 13 

resultados mostraram que esta mudança não foi capaz de alterar de maneira significativa os resultados 14 

anteriormente obtidos por Corrêa et al. (2012), o que sugere uma estabilidade funcional à CcXynB2 mesmo 15 

em temperaturas muito variáveis. 16 

Em relação aos aumentos de atividade observados na presença de KCl tanto a 37 como a 50ºC, até o 17 

momento não foram encontrados trabalhos que justifiquem satisfatoriamente se o efeito potencializador 18 

obtido na atividade da CcXynB2 é devido ao íon K
+
 ou ao Cl

-
, mas um resultado interessante do presente 19 

estudo foi visualizado quando os ensaios enzimáticos foram conduzidos na presença de CaCl2 e MgCl2. Estes 20 

experimentos foram realizados adicionando-se à mistura de reação o quelante de íons Mg
2+ 

EDTA com o 21 

MgCl2, e separadamente EGTA como quelante do íon Ca
2+

 formado por dissociação do CaCl2, pois ao 22 

aprisionar o Mg
2+ 

e o
 
Ca

2+
, o íon Cl

-
 passou a estar em sua forma livre, e seu efeito pôde ser especificamente 23 

analisado. Entretanto, o que se observou foi que o Cl
-
 sozinho não foi capaz de levar à inibição ou ativação da 24 

atividade da CcXynB2 nas duas temperaturas testadas, 37 ou 50ºC, o que nos leva a sugerir que 25 

provavelmente o efeito positivo provocado na atividade da β-xilosidase II na presença de KCl deve-se ao íon 26 

K
+
.  27 

 28 

Influência da concentração do KCl na atividade da CcXynB2 29 

A partir da premissa de que o KCl possui um efeito ativador em 32% na atividade da CcXynB2 em 30 

condições ótimas de ensaio, ou seja a 50C (Corrêa et al., 2012), e que a variação deste perfil indutor varia de 31 

forma muito acanhada de 32% para 35% a 37C (Tabela 1), para definir a melhor concentração de KCl capaz 32 

de exercer um efeito positivo na atividade da CcXynB2, a enzima foi incubada em diferentes concentrações 33 

do KCl. A figura 2 mostra os resultados obtidos neste experimento. Nota-se claramente que na concentração 34 

de 5 mM o KCl foi mais efetivo em interferir positivamente na atividade da CcXynB2 de modo que esta 35 

aumentou cerca de 62%, ou seja, na ausência total de KCl foi igual a 26 U mL
-1

 e atingiu 42 U ml
-1 

com a 36 

adição de 5 mM do sal. Este resultado sugere que o KCl funciona de fato como um potencializador da 37 

atividade enzimática até a concentração de 5 mM, uma vez que incrementos do sal em concentrações 38 

superiores a esta levaram a uma diminuição progressiva da atividade -xilosidásica  (Fig. 2). 39 

 40 
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Determinação da constante de especificidade com ou sem KCl 1 

Para averiguar a eficiência catalítica da CcXynB2 na presença de KCl, os parâmetros cinéticos de 2 

Vmáx e Km foram determinados para a enzima na presença e ausência deste composto, e os dados obtidos 3 

foram comparados com os dados anteriormente verificados por Corrêa et al. (2012). Assim, através dos dados 4 

cinéticos obtidos, foi possível definir a constante de especificidade (Kcat/Km) para a CcXynB2 na presença de 5 

KCl. Embora a atividade enzimática tenha aumentado cerca de 62% na presença de KCl a 5 mM (Fig. 2), a 6 

eficiência catalítica da enzima não alterou de forma significativa, ao contrário, foi praticamente equivalente a 7 

obtida para a CcXynB2 na ausência de KCl (Tabela 2). 8 

  9 

Efeito de diferentes compostos na atividade específica de CcXynB2 10 

O efeito de compostos descritos classicamente como inibidores de enzimas foi sempre avaliado 11 

utilizando um controle positivo: a enzima na ausência total do composto inibidor/potencializador, além de 12 

dois controles negativos: 1-adição de composto e o substrato ρNPX sem adição de enzima; e 2- adição de 13 

composto e da enzima, na completa ausência do substrato ρNPX. Tais controles negativos foram realizados a 14 

fim de garantir que os diferentes compostos usados com substratos sem adição de enzima ou com a adição das 15 

enzimas sem a presença de substrato por si só não foram capazes de gerar reações cromogênicas positivas que 16 

pudessem ser identificadas durante a leitura das dosagens espectrofotométricas para a mensuração de 17 

atividade enzimática e, portanto, por si só não levaram a produção de resultados falsos positivos (dados não 18 

mostrados). 19 

A influência de diferentes compostos na atividade da CcXynB2 foi expressa mensurando-se os 20 

valores de atividade enzimática específica (U mg
-1

) relativa (%), considerando-se o valor de atividade 21 

específica relativa para a enzima pura sem adição de compostos interferentes como 100% e os demais 22 

resultados calculados proporcionalmente acima ou abaixo deste valor de referência, que representaria, deste 23 

modo, o controle positivo de todos os experimentos.  24 

 25 

Efeito de Etanol, Fenol e Hidroximetilfurfural (HMF)  26 

Foi possível verificar que a adição do etanol, fenol e do HMF (Fig. 3a-c) separadamente não 27 

interferiram com a atividade específica relativa da CcXynB2 após 48 horas de incubação. Ao contrário 28 

verificou-se uma melhora na atividade da enzima de maneira que foi dependente da concentração de cada 29 

composto usado. Por exemplo, com a adição de etanol nas concentrações de 5 a 200 mM após 48 horas de 30 

incubação, a atividade da CcXynB2 manteve-se equivalente ou superior a atividade obtida para a enzima na 31 

ausência de etanol (Fig. 3a). De forma surpreendente o melhor desempenho da enzima foi verificado nos 32 

primeiros 15 min (=0,25 h) de incubação com a máxima concentração de etanol usada (200 mM), quando se 33 

verificou que a atividade enzimática foi 121% superior à obtida para o ensaio controle (linha tracejada da 34 

Fig.3a) e manteve mais que metade desta atividade, sendo 61% superior ao controle após 48 horas de 35 

incubação. Ao contrário, em concentrações de etanol mais baixas como 5 a 10 mM a atividade específica 36 

relativa da CcXynB2 manteve-se abaixo dos níveis encontrados para o ensaio controle até 12 h de incubação, 37 

embora após este tempo os níveis de atividade mesmo nestas concentrações brandas foram superiores ou 38 

equivalentes às mensuradas para o controle entre 12 a 48 horas de incubação.  39 
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Quanto ao efeito do fenol foi verificado que a enzima apresentou tolerância apenas em concentrações 1 

mais brandas do composto, entre 5 a 10 mM (Fig.3b), enquanto o fenol levou a um aumento na atividade 2 

enzimática específica apenas nas primeiras horas de ensaio nas concentrações de 5 e 10 mM,  atingindo um 3 

máximo de atividade (23% superior ao controle)  nos primeiros 15 min (=0.25 h) de ensaio e mantendo 4 

equivalente ao perfil de atividade exibido pelo controle positivo após 48 horas de incubação. Já as 5 

concentrações de fenol superiores a 50 mM levaram a uma drástica redução na atividade específica em 6 

relação aos dados obtidos para o controle positivo, mantendo 85% de atividade da CcXynB2 (Fig. 3b). 7 

Na presença de hidroximetilfurfural, considerado um inibidor da ação de enzimas durante processos 8 

fermentativos para produção de etanol de segunda geração (Girio et al., 2010), verificou-se que a CcXynB2 9 

foi tolerante nas concentrações de 50 e 100 mM, mantendo 100% de sua atividade específica relativa inicial 10 

quando comparada ao ensaio controle após 48 horas de incubação (Fig. 3c). O melhor desempenho catalítico 11 

da β-xilosidase II na maior concentração de hidroximetilfurfural testada ocorreu nos primeiros 15 min de 12 

ensaio. 13 

 14 

Arabinose, Glicose, Xilose e Pectina 15 

Nos ensaios realizados na presença de açúcares e pectina verificou-se que a arabinose (Fig. 4a) 16 

exerceu um efeito inibidor significativo em 5, 10, 100 e 200 mM nos primeiros 15 min de incubação, 17 

apresentando, apenas, 72% da capacidade enzimática exibida pelo controle na concentração mais elevada de 18 

arabinose. No entanto, com o passar do tempo, a enzima parece adquirir tolerância ao composto, 19 

normalizando sua atividade até o controle de 100%, ou ainda elevando ainda mais. 20 

A atividade específica relativa da CcXynB2 na presença de glicose e xilose foi superior à obtida para 21 

o ensaio controle, de modo que a CcXynB2 mostrou-se 114% mais tolerante ao efeito da glicose (Fig. 4b) em 22 

50 mM e 67% em 200 mM, e 44% para a xilose (Fig. 4c) em 200 mM após 48 horas. 23 

De maneira também vantajosa para aplicação biotecnológica da enzima, a CcXynB2, quando em 24 

contato com a pectina, a enzima reteve 63% de sua atividade inicial nos primeiros 15 min na concentração 25 

máxima usada, de 200 mM, e mostrou o melhor desempenho quando a pectina foi adicionada a 10 mM após 26 

48 h de incubação, quando a enzima mostrou um aumento de 141% em relação a atividade mostrada pela 27 

enzima no ensaio controle (Fig. 4d). No entanto, há de se destacar que um bom padrão de tolerância foi 28 

claramente demonstrado pela CcXynB2 durante as primeiras 24 horas de ensaio nas concentrações de 5 a 50 29 

mM de pectina (Fig. 4d).  30 

 31 

Efeito de diferentes ácidos na atividade da CcXynB2 32 

O efeito de diferentes ácidos sobre a atividade da CcXynB2, foi avaliado em diferentes 33 

concentrações, uma vez que a enzima apresenta um perfil diferencial de tolerância a estes ácidos também em 34 

concentrações diferentes. Desta forma, os dados mostrados a seguir, referem-se a resultados obtidos após 35 

incubações da CcXynB2 a 37C por um período de 48 h com 1-10 mM de ácido acético  (Fig. 5a), 1-50 mM  36 

de ácido fórmico (Fig. 5b), 1 a 50 mM de ácido cumárico (Fig. 5c) e 5-200 mM de ácido ferúlico (Fig. 5d). 37 

Na presença de ácido acético de 5 a 10 mM a atividade da CcXynB2 decresceu abaixo dos níveis 38 

observados para a enzima controle em apenas 30 min  de incubação (Fig. 5a). Entretanto a tolerância a ácido 39 

acético em baixas concentrações (1mM) foi claramente evidenciada durante as 48 horas de incubação em 40 
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níveis que chegaram a ser 20% superiores aos verificados para enzima controle, ou seja, na completa ausência 1 

de ácido acético. Na presença de ácido fórmico nas concentrações de 5 e 10 mM, a CcXynB2 apresentou uma 2 

atividade 50% superior a verificada para a enzima controle durante após 48 h de incubação (Fig. 5b), mas 3 

estes níveis caíram drasticamente em relação ao controle, após 1 h de incubação com o ácido fórmico em 4 

concentrações mais elevadas (30 a 50 mM) já na primeira hora de contato com a enzima pura. Da mesma 5 

forma uma atividade abaixo dos níveis mostrados para a enzima controle foram mensuradas após cerca de 40 6 

min de ensaio com 1-10 mM de ácido cumárico. Quando o experimento foi conduzido em concentrações 7 

superiores a 30 mM de ácido cumárico ocorreu uma brusca redução da tolerância da CcXynB2 após 1 hora de 8 

incubação, de modo que a enzima apresentou menos que 50% da sua atividade enzimática original, sem 9 

interferentes (Fig. 5c) 10 

Resultados mais satisfatórios do ponto de vista de tolerância à alta concentração de ácidos podem ser 11 

visualizados na presença de 5 a 200 mM de ácido ferúlico (Fig. 5d). Quando incubada por até 48 h com o 12 

ácido ferúlico em quaisquer das concentrações mencionadas a -xilosidase II mostrou elevados níveis de 13 

atividade específica, próximos ou superiores ao verificado para a enzima sem adição deste ácido. Em fato, a 14 

CcXynB2 manteve quase 100% da sua atividade original após 48 horas de incubação com 50 a 200 mM de 15 

ácido ferúlico. Em tempos de incubação inferiores a 6 horas a tolerância da enzima foi extremamente elevada 16 

na presença de ácido ferúlico em concentrações que variaram de 5 a 200 mM. O melhor desempenho 17 

considerando-se tempo de incubação e concentração de ácido foi verificado adicionando-se 100 a 200 mM de 18 

ácido ferúlico na primeira hora de incubação, sendo a atividade específica relativa da CcXynB2 três vezes 19 

superior a verificada para a enzima na ausência do reagente (Fig. 5d) 20 

 21 

Efeito dos Diferentes Compostos Associados 22 

Considerando-se que em um processo de fermentação simultânea para produção de etanol celulósico, 23 

os diferentes compostos inibidores são produzidos também de maneira concomitante, e podem inibir a 24 

atividade de enzimas degradadoras da hemicelulose, foi realizado um ensaio na presença de todos os 25 

compostos usados nos testes precedentes (etanol, fenol, hidroximetilfurfural, ácido galacturônico presente na 26 

pectina, ácido acético, ácido fórmico, ácido cumárico e ácido ferúlico) nas concentrações de 1 a 50 mM, que 27 

foi a faixa média de concentração de maior tolerância da CcXynB2 aos diferentes compostos. A enzima 28 

manteve 100% da sua atividade específica em concentrações de 1-10 mM (Fig. 6a) após 48 horas.  Em 29 

concentrações entre 30 a 50 mM dos compostos associados a CcXynB2 mostrou decréscimo na sua atividade 30 

enzimática específica já nas primeiras 6 horas de incubação a 37C, de forma que usando 30 mM dos 31 

compostos combinados a enzima, ainda assim, reteve 48% da sua atividade a partir de 6 h (Fig. 6a). Quando 32 

os inibidores foram adicionados todos juntos, cada um deles na concentração em que a enzima demonstrou 33 

maior desempenho em sua melhor concentração (Fig. 6b), a CcXynB2 reteve cerca 67% da sua atividade 34 

inicial após 48 h.  35 

 36 

Hidrólise Enzimática 37 

O desempenho individual da CcXynB2 e em associação com uma ou mais enzimas comerciais 38 

envolvidas na quebra da hemicelulose, como a xilanase e a β-glicosidase foi averiguada a partir da incubação 39 

destas enzimas nas  temperaturas de 37 e 50C com a hemicelulose obtida do sabugo de milho como descrito 40 
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em Materiais e Métodos. Nos intervalos de 6, 12, 24 e 48 h de incubação foi mensurada a quantidade de 1 

açúcar redutor liberado pela ação das enzimas. Nos diferentes tempos analisados ficou muito evidente que a 2 

ação sinérgica das três enzimas CcXynB2, β-glicosidase e xilanase, foi mais eficiente nas duas temperaturas 3 

de incubação (Fig. 7).  A combinação de β-glicosidase + xilanase ou β-glicosidase + CcXynB2 foram mais 4 

eficientes do que a associação de CcXynB2 + xilanase em todos os tempos de hidrólise enzimática. Durante 5 

as 48 h de ensaio o uso combinando de CcXynB2 com β-glicosidase foi em média 30% superior ao verificado 6 

para a combinação CcXynB2 + xilanase a 37ºC (Fig. 7a) ou na temperatura ótima da CcXynB2 a 50ºC (Fig. 7 

7b). 8 

Uma relação claramente paralela entre tempo de incubação e açúcar redutor produzido foi observada 9 

para o uso isolado ou combinado das três enzimas, de maneira que quanto maior o tempo de ação das enzimas 10 

adicionadas individualmente com a hemicelulose ou de forma combinada, maior foi a quantidade de açúcar 11 

redutor formada, exceto para o tempo de 48 horas a 50ºC. Este dado sugere que além de apresentar alta 12 

tolerância e capacidade catalítica na presença de compostos inibidores, a CcXynB2 favorece de maneira 13 

eficiente a produção de açúcares redutores que podem ser levados a conversão de compostos com valor 14 

comercial, mesmo quando a enzima foi empregada em uma temperatura distante da sua temperatura ótima 15 

(Fig. 7a) onde a atividade da enzima em U mL
-1

 foi significativamente inferior, mas permaneceu 16 

funcionalmente ativa durante as 48 h de hidrólise da hemicelulose de sabugo de milho (Fig. 7c).  17 

 18 

Ensaio com a CcXynB2 Imobilizada 19 

De acordo com os ensaios realizados, a CcXynB2 imobilizada apresentou maior atividade que a 20 

enzima solúvel nas temperaturas testadas (Fig. 8). Entretanto, o melhor desempenho enzimático foi obtido 21 

para a enzima imobilizada na incubação a 50°C, após as 5 h de ensaio.  22 

Experimentos prévios de caracterização desta enzima mostraram que ela foi capaz de manter mais 23 

que 50% de sua atividade catalítica mesmo após 6 meses de incubação a 4C (Corrêa et al. 2012), no entanto 24 

o mesmo não foi observado para a enzima após congelamento (dados não mostrados). Assim, com o intuito de 25 

verificar se a imobilização favoreceria a manutenção da capacidade catalítica da enzima após congelamento a 26 

-20C esta foi mantida durante 30 dias a uma temperatura constante de -20C e após descongelamento foi 27 

usada para verificar sua capacidade catalítica. A título de comparação, a enzima solúvel foi também 28 

submetida às mesmas condições de ensaio. Neste experimento a enzima imobilizada após 30 dias de 29 

congelamento (Fig. 9) foi capaz de manter 39% de sua atividade enzimática específica relativa, enquanto que 30 

a não imobilizada foi 3 vezes menos eficiente uma vez que reteve apenas 13%.  31 

  32 

 33 

 34 

 35 

 36 

 37 

 38 

 39 

 40 
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Discussão 1 

Proteínas recombinantes produzidas e purificadas a partir de três genes que codificam para β-2 

xilosidases, xynB1, xynB2 e xynB5 (Santos et al. 2012; Corrêa et al. 2012; Graciano et al. 2012; Justo et al. 3 

2015; Bosetto et al. 2015) e um gene que codifica para endoxilanase (xynA1) do grupo 10 das glicosil-4 

hidrolases (GH-10) (Graciano et al. 2015) já foram estudados previamente em C. crescentus. Até o momento, 5 

apenas três trabalhos com foco na CcXynB2 de C. crescentus (Corrêa et al. 2012; Santos et al. 2012; Corrêa et 6 

al. 2014)  foram publicados nos últimos três anos, e em resumo mostraram que a enzima é capaz de atuar 7 

como um monômero e não como um tetrâmetro como outras β-xilosidases de outras bactérias que pertencem 8 

ao mesmo grupo das GH39 (Santos et al. 2012). Além disto a CcXynB2 apresenta ainda a habilidade de 9 

hidrolisar substratos como xilobiose, xilotriose e xilopentose, cujo pH ótimo é igual a 6,0 e temperatura ótima 10 

55ºC, embora apresente maior estabilidade a 50ºC, o que demonstra uma certa termotolerância, indicando ser 11 

suficientemente resistente para certas aplicações biotecnológicas (Santos et al. 2012; Corrêa et al. 2012). Em 12 

adição, esta enzima exibiu um aumento de 32% em sua atividade enzimática quando incubada na presença de 13 

2 mM de KCl. Os experimentos realizados com resíduos agroindustriais sugerem que essa enzima pode ser 14 

utilizada na pré-degradação das fibras de hemicelulose, liberando açúcares de cinco carbonos que podem ser 15 

utilizados nos processos de fermentação, e que ela não é induzida por xilose e pode também estar associada a 16 

uma função regulatória de outras xilosidases em C. crescentus (Corrêa et al. 2012; Santos et al. 2012; Corrêa 17 

et al. 2014, Bosetto et al. 2015). 18 

A enzima CcXynB2 purificada neste trabalho mostrou um rendimento final de 71 U mg
-1

, o que 19 

permitiu a total caracterização da enzima quanto a diferentes aspectos para uma possível aplicação 20 

biotecnológica. Embora tenha se obtido um bom rendimento nesse processo de purificação e uma única 21 

banda proteica bem definida de 60 KDa no gel SDS-PAGE (Fig. 1), o procedimento de purificação usado 22 

neste trabalho mostrou um rendimento inferior ao verificado por Corrêa et al. (2012) que foi de 215 U 23 

mg
-1

 sugerindo que o uso de resina de Ni-Sepharose de fase móvel é mais vantajoso para a purificação 24 

especificamente da  CcXynB2 do que Ni-Sepharose de fase sólida. 25 

Quanto ao efeito inibitório da maioria dos compostos testados (Tabela 1), a inibição da CcXynB2 26 

por íons divalentes foi similar  à verificada em outras bactérias (Nazmi et al. 2006; Shi et al. 2013; Lee et 27 

al. 2013), o EDTA também inibiu fortemente  outras  β-xilosidases (Shi et al. 2013; Jain et al. 2014; Wu 28 

et al. 2013),  a inibição pelo zinco e uma tolerância maior pelo manganês, tem sido observada em enzimas 29 

bifuncionais como a β-xilosidase/α-arabinofuranosidase
 
(Shi et al. 2013). Yang et al. (2014), também 30 

observaram um efeito negativo da maioria dos íons sobre a β-xilosidase do fungo Humicola insolens. 31 

Apesar da CcXynB2 ter mostrado uma clara melhora na atividade enzimática em U ml
-1

  na presença 32 

de 5 mM de KCl (Fig. 2), os dados aqui evidenciados mostraram que a eficiência catalítica da enzima não foi 33 

alterada de forma significativa (Tabela 2), ao contrário, foram praticamente equivalentes. Em fato, este 34 

provável cofator positivo que potencializa a atividade enzimática também levou a um aumento proporcional 35 

em valores de Vmáx e Km para a enzima. É sabido que a determinação da constante de especificidade (Kcat/Km) 36 

configura um parâmetro mais confiável para avaliação da capacidade catalítica de uma enzima qualquer do 37 

que simplesmente os dados obtidos para a atividade enzimática em U ml
-1

, e esta premissa é também aplicada 38 

e aceitável para -xilosidases bacterianas (Justo et al. 2015; Bosetto et al., 2015). De qualquer forma, o efeito 39 

potencializador do KCl na atividade enzimática é indiscutível porque se verifica incrementos na Vmáx da 40 



56 
 

 

reação e Km quando todos os outros parâmetros de pH, temperatura estão fixados, mas a eficiência catalítica 1 

para a CcXynB2 não foi afetada com a adição de  KCl.  2 

Os resultados apresentados para o efeito de íons sugerem que possivelmente K
+
 atue nas suas 3 

temperaturas testadas de 37 e 50ºC, mas estes dados seriam mais bem explorados e compreendidos com 4 

estudos cristalográficos conduzidos na presença ou ausência de KCl, a fim de verificar possíveis alterações 5 

em níveis estruturais na CcXynB2. Um trabalho valoroso já foi realizado com a CcXynB2 que é um membro 6 

da família 39 das glico-hidrolases (GH39) e nos indicaram claramente que esta proteína possivelmente atua 7 

como um monômero na célula bacteriana, diferente de GH39-β-xilosidases de outras bactérias que exercem 8 

sua atividade catalítica na forma tetramérica (Santos et al. 2012). Entretanto, estes dados cristalográficos não 9 

foram obtidos na presença de KCl para que explicações mais consistentes em nível estrutural possam ser 10 

sugeridas aqui. A estabilização de algumas enzimas pode ser induzida por íons, que quando utilizados em 11 

baixas concentrações, podem estabilizar a estrutura terciária da proteína e promover a formação de ligações 12 

cruzadas, conferindo a ela uma maior estabilidade com consequente aumento de atividade
 
(Sharma et al. 13 

2014). 14 

De maneira relevante para processos fermentativos que envolvem a produção de etanol celulósico, a 15 

potencialização da atividade enzimática específica da CcXynB2 foi claramente evidenciada não somente na 16 

presença de fenol, mas em elevadas concentrações de HMF e etanol, substâncias fundamentais que tendem a 17 

inibir os processos fermentativos que visam a produção de etanol celulósico (Fu e Mazza, 2011; Kim e Han, 18 

2012; Ashfaque et al. 2014). 19 

O monossacarídeo arabinose (Fig. 4-A) exerceu um efeito inibidor significativo na atividade 20 

CcXynB2 em diferentes concentrações testadas. Como mencionado anteriormente, no genoma de C. 21 

crescentus há 5 genes para β-xilosidases (Marks et al. 2010) sendo um deles (xynB5) já caracterizado como 22 

tri-funcional para atividade β-glicosidase/β-xilosidase II e -arabinofuranosidase (Justo et al. 2015),  embora 23 

a enzima tenha atividade preponderante de  β-glicosidase, assim, é compreensível que a CcXynB2 que atua 24 

essencialmente com atividade -xilosidásicas seja reprimida por um monossacarídeo que não é capaz de 25 

metabolizar (Corrêa et al. 2012). Por outro lado, açúcares considerados de fácil metabolização para a maioria 26 

dos microrganismos como a glicose (Fig.4b) e a xilose (Fig.4c) e que comumente regulam negativamente a 27 

atividade de enzimas degradadoras da hemicelulose, incluindo as -xilosidases (Bosetto et al., 2015), não 28 

levaram a repressão da atividade de CcXynB2, ao contrário a tolerância da enzima pura a estes açúcares foi 29 

67% superior ao controle para a glicose e 44% superior ao controle na presença de xilose após 48 horas de 30 

incubação na concentração de 200 mM. 31 

Dados prévios do nosso laboratório já tinham de fato demonstrado que glicose e xilose em baixas 32 

concentrações não regulam negativamente a expressão do gene xynB2 que codifica a CcXynB2, tanto em 33 

nível de transcrição como em nível de tradução (Corrêa et al. 2014), mas no presente trabalho demonstramos 34 

experimentalmente que existe um paralelismo deste comportamento para a atividade  específica da enzima 35 

CcXynB2. 36 

Os dados reportados nas figs. 3-6 são considerados de extrema relevância neste trabalho. De um 37 

modo geral, a enzima não é somente tolerante à maioria dos compostos testados, mas também mostrou 38 

potencialização do seu desempenho por aumento significativo da sua atividade específica quando em contato 39 

com compostos combinados, alguns deles classicamente descritos como compostos inibidores da fermentação 40 
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como, por exemplo, o etanol e a glicose, relatados em muitos estudos como um fator causal da inibição da 1 

atividade de enzimas celulolíticas (Podkaminer et al. 2010), sendo, portanto, o emprego de enzimas tolerantes 2 

ao etanol e à glicose e a outros compostos, como a CcXynB2, extremamente  relevante  para uma eficiente 3 

conversão da biomassa lignocelulósica. Assim, a capacidade da CcXynB2 ser aplicada em processos de 4 

sacarificação e fermentação simultânea torna-se uma realidade altamente provável, pois irá otimizar em 5 

associação com outras enzimas a liberação de açúcares fermentescíveis para aumentar a taxa de produção de 6 

químicos e combustíveis a partir de resíduos agroindustriais ou ainda para aplicação em processos 7 

enzimáticos de sacarificação de resíduos principalmente aqueles que visam à produção de etanol celulósico. 8 

Em concordância com o mencionado acima, os dados obtidos neste trabalho nos ensaios de hidrólise 9 

enzimática (Fig.7) indicam experimentalmente que a enzima CcXynB2 pode ser utilizada para degradar as 10 

fibras de hemicelulose, como as derivadas do sabugo de milho, liberando os mesmos açúcares que podem ser 11 

utilizados nos processos de fermentação quantificados por dosagem de açúcar redutor. Vale ressaltar que os 12 

benefícios passam ser mais claros quando se utiliza uma combinação de diferentes enzimas que possam atuar 13 

de forma sinérgica, pois além da β-xilosidase não ser eficiente para hidrolisar o xilano quando adicionada 14 

individualmente, a bioconversão da biomassa lignocelulósica é muito otimizada com a ação combinada de 15 

várias das enzimas envolvidas no processo de desconstrução da hemicelulose (Gottschalk et al. 2010; Qing e 16 

Wyman 2011; Van Dyk e Pletsche, 2012). 17 

Como já demonstrado para outras β-xilosidases de outros micro-organismos (Bosetto et al. 2015), a 18 

imobilização da CcXynB2 gerou um efeito protetor da atividade enzimática, sendo que o desempenho da 19 

enzima imobilizada foi notavelmente superior (Fig. 8). Embora tenha ficado muito evidente que a CcXynB2 20 

foi igualmente eficiente na forma solúvel ou imobilizada, os resultados apresentados neste trabalho indicam 21 

claramente que a termoestabilidade da CcXynB2 foi melhorada pelo processo de imobilização. Além disso, o 22 

resultado encontrado para a enzima na temperatura de 37°C na forma solúvel ou imobilizada sugere que a 23 

enzima possa ser aplicada em processos fermentativos, nas duas formas, com elevada capacidade catalítica. 24 

Em geral, a enzima imobilizada é mais resistente do que a forma livre, quando em contato com 25 

diferentes temperaturas e também com agentes desnaturantes
 
(Bosetto et al. 2015). Da mesma forma que 26 

empregado em outros trabalhos, a coluna de Níquel-Sepharose foi utilizada nos experimentos aqui conduzidos 27 

não somente para a purificação da proteína recombinante, mas também como ferramenta para a imobilização 28 

da CcXynB2, embora neste trabalho foi usada a resina de fase móvel para os ensaios de imobilização
 
(Lee et 29 

al. 2013). A vantagem de utilizar a resina de Níquel-Sepharose, é a sua alta capacidade de ligação para 30 

enzimas recombinantes, auxiliando na manutenção da estabilidade e aumento da atividade enzimática
 
(Lee et 31 

al. 2013; Lee et al. 2014). 32 

Em conclusão, pode-se considerar que CcXynB2 corresponde a uma enzima com elevado potencial 33 

para o uso em processos de sacarificação e fermentação simultânea (SSF) pois, apesar de ter sua atividade 34 

ótima em 55ºC com maior estabilidade a 50ºC (Corrêa et al. 2012), ao ser testada na temperatura de 35 

fermentação de 37ºC, a enzima apresentou uma excelente atividade específica, e quando em contato com 36 

produtos potencialmente inibidores que são produzidos tanto no processo de hidrólise quanto na fermentação, 37 

a enzima foi bastante tolerante e até apresentou incrementos consideráveis em sua atividade com alguns dos 38 

compostos. Os resultados aqui evidenciados forneceram informações fundamentais para aprimorar o uso da 39 

CcXynB2 e contribuir para possíveis aplicações da enzima em processos SSF visando à produção de etanol 40 
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celulósico ou até mesmo para compor coquetéis enzimáticos envolvidos com a degradação da biomassa em 1 

processos industriais diversos, pela sua tolerância a diferentes temperaturas, estabilidade e alta atividade na 2 

presença de diferentes inibidores do processo fermentativo e dos produtos da sacarificação, auxiliando, assim, 3 

na liberação de açúcares fermentáveis. Segundo nosso conhecimento, é a primeira vez que é relatado na 4 

literatura uma β-xilosidase bacteriana resistente a tantos compostos inibitórios em elevadas concentrações. 5 

Além de ser muito mais estável quando imobilizada, CcXynB2 também mostrou potencial para 6 

aplicação principalmente na bioconversão da hemicelulose quando adicionada a uma mistura de celulases, 7 

completando a sacarificação da biomassa lignocelulósica de maneira mais eficiente. 8 
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Legendas  1 

 2 

Fig. 1 Etapas de purificação da CcXynB2. SDS-PAGE mostrando os passos de purificação da proteína: (1) 3 

Marcador Protein ladder (Promega); (2) Alíquota de 5 µL do precipitado e (3) sobrenadante de células de E. 4 

coli DH10B contendo a construção pPROeX-hta/xynB2 induzidas com IPTG 1 mM  após a lise celular (4-6) 5 

Alíquotas de 5 µL da proteína recombinante eluída da coluna de Ni-Sepharose com 500 µL de tampão fosfato 6 

de sódio 20 mM contendo imidazol 500 mM em três etapas subsequentes. Apenas as frações 5 e 6 foram 7 

utilizadas para caracterizações enzimáticas subsequentes. 8 

 9 

Fig. 2 Influência de diferentes concentrações de KCl na atividade enzimática da CcXynB2. A enzima foi 10 

incubada na ausência e presença de diferentes concentrações de KCl. A atividade enzimática foi expressa em 11 

unidades enzimáticas por mL (U mL-1). As barras verticais indicam os desvios padrões. 12 

 13 

Fig. 3 Efeito do etanol, fenol e hidroximetilfurfural na atividade da β-xilosidase II. Atividade enzimática 14 

específica da CcXynB2 quando em contato com diferentes concentrações de etanol (a), fenol (b) e 15 

hidroximetilfurfural (c). Em todos os gráficos é mostrado o controle positivo em linha tracejada, ou seja, a 16 

enzima pura na ausência completa de composto inibidor, apenas incubada ao seu substrato específico ρNPX. 17 

As barras verticais indicam os desvios padrões das médias dos resultados obtidos. 18 

 19 

Fig. 4 Efeito da arabinose, glicose, xilose e pectina na atividade da CcXynB2. Atividade enzimática 20 

específica da CcXynB2 quando em contato com diferentes concentrações de arabinose (a), glicose (b), xilose 21 

(c) e pectina (d). Em todos os gráficos é mostrado o controle positivo em linha tracejada, ou seja, enzima pura 22 

na ausência completa de composto inibidor/potencializador. As barras verticais indicam os desvios padrões. 23 

 24 

Fig. 5 Efeito dos ácidos acético, fórmico, cumárico e ferúlico na atividade da CcXynB2. Atividade enzimática 25 

específica da CcXynB2 quando em contato com diferentes concentrações de ácido acético (a), ácido fórmico 26 

(b), ácido cumárico (c) e ácido ferúlico (d). Em todos os gráficos é mostrado o controle positivo em linha 27 

tracejada, ou seja, enzima pura na ausência completa de composto inibidor/potencializador. As barras 28 

verticais indicam os desvios padrões. 29 

 30 

Fig. 6 Fig. 6 Efeito de vários compostos combinados na atividade da CcXynB2. (a) Atividade enzimática 31 

específica da CcXynB2 quando em contato os diferentes compostos combinados: etanol, fenol, 32 

hidroximetilfurfural, arabinose, glicose, xilose, pectina, ácido acético, ácido fórmico, ácido cumárico e ácido 33 

ferúlico nas concentrações de 1 a 50 mM. (b) Atividade enzimática específica relativa da CcXynB2 submetida 34 

a incubação com os diferentes compostos, na concentração em que cada um permitiu a detecção da melhor 35 

atividade enzimática em pré-ensaios.  Desta forma, CcxynB2 foi incubada com todos os compostos 36 

combinados, sendo etanol, fenol, hidroximetilfurfural, ácido ferúlico, arabinose, glicose, xilose e pectina a 37 

200 mM, ácido acético a 10 mM, ácido cumárico a 30 mM e ácido fórmico a 50 mM. Nos dois gráficos é 38 

mostrado o controle positivo em linha tracejada, ou seja, a enzima pura na ausência completa de compostos 39 

inibidores/potencializadores. As barras verticais indicam os desvios padrões. 40 
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Fig. 7 Hidrólise enzimática de hemicelulose obtida do sabugo de milho com a β-xilosidase II nas temperaturas 1 

de 37ºC (a) e 50ºC (b), e atividade da CcXynB2 (c) após hidrólise enzimática da hemicelulose do sabugo de 2 

milho pré-tratado. As barras verticais indicam os desvios padrões. 3 

 4 

Fig.8 Estabilidade térmica da β-xilosidase II imobilizada e não imobilizada. A atividade da CcXynB2 5 

imobilizada e não imobilizada foi avaliada em duas temperaturas, 37 e 50°C, por 5 h de incubação. 6 

 7 

Fig. 9 Estabilidade da CcXynB2 imobilizada após 30 dias de congelamento. Análise da atividade da 8 

CcXynB2 imobilizada e não imobilizada em 1 e 30 dias após congelamento. 9 

 10 
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Figura 1 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Embora a inserção da legenda abaixo desta figura não siga as normas da revista Applied Microbiology and Biotechnology, esta foi 
mantida para facilitar a interpretação da figura e dissertação pela banca examinadora, mas será deletada antes da submissão 
para o periódico. 
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Fig. 1 Etapas de purificação da CcXynB2. SDS-PAGE mostrando os passos de 

purificação da proteína: (1) Marcador Protein  ladder (Promega);  (2) Alíquota de 5 L do 

precipitado e (3) sobrenadante de células de E. coli DH10B contendo a construção 

pPROeX-hta/xynB2 induzidas com IPTG 1 mM  após a lise celular (4-6) Alíquotas de 5 

µL da proteína recombinante eluída da coluna de Ni-Sepharose com 500 L de tampão 

fosfato de sódio 20 mM contendo imidazol 500 mM em três etapas subsequentes. Apenas 

as frações 5 e 6 foram utilizadas para caracterizações enzimáticas subsequentes.  
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Figura 2 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Embora a inserção da legenda abaixo desta figura não siga as normas da revista Applied Microbiology and Biotechnology, esta foi 
mantida para facilitar a interpretação da figura e dissertação pela banca examinadora, mas será deletada antes da submissão 
para o periódico. 

 

Fig. 2 Influência de diferentes concentrações de KCl na atividade enzimática da 

CcXynB2. A enzima foi incubada na ausência e presença de diferentes concentrações de 

KCl. A atividade enzimática foi expressa em unidades enzimáticas por mL (U mL
-1

). As 

barras verticais indicam os desvios padrões. 
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Figura 3 

 
 
 
 
 
 

 
 
Embora a inserção da legenda abaixo desta figura não siga as normas da revista Applied Microbiology and Biotechnology, esta foi mantida para 
facilitar a interpretação da figura e dissertação pela banca examinadora, mas será deletada antes da submissão para o periódico. 

Fig. 3 Efeito do etanol, fenol e hidroximetilfurfural na atividade da β-xilosidase II. Atividade 

enzimática específica da CcXynB2 quando em contato com diferentes concentrações de etanol (a), 

fenol (b) e hidroximetilfurfural (c). Em todos os gráficos é mostrado o controle positivo em linha 

tracejada, ou seja, a enzima pura na ausência completa de composto inibidor, apenas incubada ao seu 

substrato específico NPX. As barras verticais indicam os desvios padrões das médias dos resultados 

obtidos. 
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Figura 4 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Embora a inserção da legenda abaixo desta figura não siga as normas da revista Applied Microbiology and Biotechnology, esta foi 
mantida para facilitar a interpretação da figura e dissertação pela banca examinadora, mas será deletada antes da submissão 
para o periódico. 

Fig. 4 Efeito da arabinose, glicose, xilose e pectina na atividade da CcXynB2. Atividade 

enzimática específica da CcXynB2 quando em contato com diferentes concentrações de 

arabinose (a), glicose (b), xilose (c) e pectina (d). Em todos os gráficos é mostrado o 

controle positivo em linha tracejada, ou seja, enzima pura na ausência completa de 

composto inibidor/potencializador. As barras verticais indicam os desvios padrões. 
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Figura 5 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Embora a inserção da legenda abaixo desta figura não siga as normas da revista Applied Microbiology and Biotechnology, esta foi 
mantida para facilitar a interpretação da figura e dissertação pela banca examinadora, mas será deletada antes da submissão 
para o periódico. 

Fig. 5 Efeito dos ácidos acético, fórmico, cumárico e ferúlico na atividade da CcXynB2. 

Atividade enzimática específica da CcXynB2 quando em contato com diferentes 

concentrações de ácido acético (a), ácido fórmico (b), ácido cumárico (c) e ácido 

ferúlico (d). Em todos os gráficos é mostrado o controle positivo em linha tracejada, ou 

seja, enzima pura na ausência completa de composto inibidor/potencializador. As barras 

verticais indicam os desvios padrões. 
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Figura 6 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Embora a inserção da legenda abaixo desta figura não siga as normas da revista Applied Microbiology and Biotechnology, esta foi 
mantida para facilitar a interpretação da figura e dissertação pela banca examinadora, mas será deletada antes da submissão 
para o periódico. 

Fig. 6 Efeito de vários compostos combinados na atividade da CcXynB2. (a) 

Atividade enzimática específica da CcXynB2 quando em contato os diferentes 

compostos combinados: etanol, fenol, hidroximetilfurfural, arabinose, glicose, 

xilose, pectina, ácido acético, ácido fórmico, ácido cumárico e ácido ferúlico nas 

concentrações de 1 a 50 mM. (b) Atividade enzimática específica relativa da 

CcXynB2 submetida a incubação com os diferentes compostos, na concentração em 

que cada um permitiu a detecção da melhor atividade enzimática em pré-ensaios.  

Desta forma, CcxynB2 foi incubada com todos os compostos combinados, sendo 

etanol, fenol, hidroximetilfurfural, ácido ferúlico, arabinose, glicose, xilose e 

pectina a 200 mM, ácido acético a 10 mM, ácido cumárico a 30 mM e ácido 

fórmico a 50 mM. Nos dois gráficos é mostrado o controle positivo em linha 

tracejada, ou seja, a enzima pura na ausência completa de compostos 

inibidores/potencializadores. As barras verticais indicam os desvios padrões. 



71 
 

 

Figura 7 

 
 
 
 
 
 
 

Embora a inserção da legenda abaixo desta figura não siga as normas da revista Applied Microbiology and Biotechnology, esta foi 
mantida para facilitar a interpretação da figura e dissertação pela banca examinadora, mas será deletada antes da submissão 
para o periódico. 

Fig. 7 Hidrólise enzimática de hemicelulose obtida do sabugo de milho com a β-

xilosidase II nas temperaturas de 37ºC (a) e 50ºC (b), e atividade da CcXynB2 (c) após 

hidrólise enzimática da hemicelulose do sabugo de milho pré-tratado. As barras verticais 

indicam os desvios padrões. 
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Figura 8 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Embora a inserção da legenda abaixo desta figura não siga as normas da revista Applied Microbiology and Biotechnology, esta foi 
mantida para facilitar a interpretação da figura e dissertação pela banca examinadora, mas será deletada antes da submissão 
para o periódico. 

Fig. 8 Estabilidade térmica da β-xilosidase II imobilizada e não imobilizada. A 

atividade da CcXynB2 imobilizada e não imobilizada foi avaliada em duas 

temperaturas, 37 e 50°C, por 5 h de incubação. 
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Figura 9 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Embora a inserção da legenda abaixo desta figura não siga as normas da revista Applied Microbiology and Biotechnology, esta foi 
mantida para facilitar a interpretação da figura e dissertação pela banca examinadora, mas será deletada antes da submissão 
para o periódico. 

Fig. 9 Estabilidade da CcXynB2 imobilizada após 30 dias de congelamento. 

Análise da atividade da CcXynB2 imobilizada e não imobilizada em 1 e 30 dias 

após congelamento. 
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Tabela 1- Efeito de íons e diferentes compostos na atividade 
enzimática da CcXynB2. 

 
 

         Atividade enzimática relativa (%) 

Substância (2 mM) 50 ºC 37 ºC 

Controle 100±0,10 100±0,01 

(NH4)2SO4 63±0,14 71±0,02 

HgCl 48±0,90 39±0,03 

MgSO4 24±0,40 16±0,01 

BaCl2 26±0,10 20±0,03 

NH4Cl 23±0,30 17±0,03 

Iodoacetamida 23±0,20 36±0,04 

CuCl 41±0.30       --- 

Al2(SO4)3 36±0,40 57±0,11 

MnSO4 77±0,04 74±0,02 

FeSO4 47±0,30 65±0,01 

SnCl2 44±0,02 41±0,07 

KCl 132±0,19 135±0,01 

NaCl 25±0,20 32±0,01 

CaCl2 31±0,70 14±0,02 

CuSO4 23±0,03 27±0,01 

ZnSO4 47±0,06 48±0,03 

EDTA 23±0,03 19±0,03 

DTT 23±0,03 18±0,01 

β-Mercaptoetanol 65±0,07 52±0,07 

Fonte Corrêa et al. 2012 Este trabalho 

MgCl2 90±0,10 84±0,05 

EGTA 133±0,01 106±0,05 

MgCl2+EDTA 106±0,12 101±0,01 

CaCl2+EGTA 116±0,01 102±0,04 

Fonte   Este trabalho Este trabalho 
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Tabela 2 – Efeito do KCl nos parâmetros cinéticos da CcXynB2 a 55C. 
 

 

 -xilosidase II 

Parâmetros cinéticos Controle KCl 5 mM 

Vmax (µmoles min
-1

 mg
-1

) 402 479 

Km (mM) 9,3 11,3 

Kcat (s
-1

) 402 479 

Kcat/Km (mM
-1

 s
-1

) 43,3 42,4 

Fonte Corrêa et al. 2012 Este trabalho 
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6 CONCLUSÕES GERAIS 

 

Em conclusão, pode-se considerar que CcXynB2 corresponde a uma enzima 

com elevado potencial para o uso em processos sacarificação e fermentação 

simultânea (SSF) pois, apesar de ter sua atividade ótima em 55ºC com maior 

estabilidade a 50ºC, ao ser testada na temperatura de fermentação de 37ºC, a 

enzima apresentou uma excelente atividade específica, e quando em contato com 

produtos potencialmente inibidores que são produzidos tanto no processo de 

hidrólise quanto na fermentação, a enzima foi bastante tolerante e até apresentou 

incrementos consideráveis em sua atividade com alguns dos compostos. 

Os resultados aqui evidenciados forneceram informações fundamentais para 

aprimorar o uso da CcXynB2 e contribuir para possíveis aplicações da enzima em 

processos SSF visando à produção de etanol celulósico ou até mesmo para 

compor coquetéis enzimáticos envolvidos com a degradação da biomassa em 

processos industriais diversos, pela sua tolerância a diferentes temperaturas, 

estabilidade e alta atividade na presença de diferentes inibidores do processo 

fermentativo e dos produtos da sacarificação, auxiliando, assim, na liberação de 

açúcares fermentáveis. Segundo nosso conhecimento, é a primeira vez que é 

relatado na literatura uma β-xilosidase bacteriana resistente a tantos compostos 

inibitórios em elevadas concentrações. 

Além de ser muito mais estável quando imobilizada, CcXynB2 também 

mostrou potencial para aplicação principalmente na bioconversão da hemicelulose 

quando adicionada a uma mistura de celulases, completando a sacarificação da 

biomassa lignocelulósica de maneira mais eficiente.  

Neste trabalho, foi apresentada, também, uma revisão bibliográfica 

descrevendo todas as etapas envolvidas no processo de produção de etanol a 

partir de materiais lignocelulósicos, além de descrever sobre o micro-organismo 

em estudo, C. crescentus, e trazer informações a cerca da imobilização 

enzimática, uma técnica tão importante empregada atualmente. 
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ANEXOS 

 

ANEXO I - RESOLUÇÃO Nº 02/2015 PCF-UNIOESTE DE 18 DE SETEMBRO DE 2015 

ANEXO II – NORMAS PARA PUBLICAÇÃO NO PERIÓDICO APPLIED MICROBIOLOGY 
AND BIOTECHNOLOGY 

 



78 
 

 

 
ANEXO I - RESOLUÇÃO Nº 02/2015 PCF-UNIOESTE DE 18 DE SETEMBRO DE 2015 

 

 

 

 



79 
 

 

 

 

 



80 
 

 

 

 

 

 



81 
 

 

 

 

 

 



82 
 

 

 



83 
 

 

 

 

 



84 
 

 

 

 

 

 

 



85 
 

 

 



86 
 

 

ANEXO II 

 

Normas para publicação no periódico Applied Microbiology and Biotechnology 
(ISSN: 0175-7598 (Print) 1432-0614 (Online) – Qualis A2 na grande Farmácia 
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