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RESUMO 

 

Análise da expressão da β-Xilosidade II da bactéria aquática Caulobacter crescentus e 
seu papel no aproveitamento de resíduos agroindustriais 

 
Materiais lignocelulósicos são abundantes em resíduos agroindustriais e subprodutos da 
agroindústria e podem ser usados para produção de combustíveis e outros químicos de 
interesse comercial. Uma alternativa aos métodos físicos e químicos para bioconversão de 
material lignocelulósico é o uso de enzimas produzidas por micro-organismos. A bactéria 
aquática Gram negativa Caulobacter crescentus apresenta potencial biotecnológico para o 
uso destes resíduos por conter em seu genoma vários genes que codificam para enzimas 
envolvidas com o metabolismo de materiais lignocelulósicos, incluindo 5 genes para β-
Xilosidases. No presente trabalho o gene xynB2 (1,5 kb), que codifica para a β-xilosidade II 
de C. crescentus, foi clonado no vetor pJet1.2 (Fermentas) e subclonado em fase de leitura 
nos sítios EcoRI/XbaI do vetor de expressão pPROEX-HTa (Invitrogen). Uma proteína de 
fusão com cauda de histidinas foi obtida após indução da expressão do gene xynB2 em E. 
coli (DH10B) com IPTG (1mM).  A β-xilosidade II recombinante (β-Xil-II-rec) foi purificada por 
cromatografia usando resina de níquel-sepharose e a enzima pura caracterizada quanto a 
parâmetros cinéticos e bioquímicos. Uma banda única de 65 KDa foi obtida em gel SDS-
PAGE 9% para a β-Xil-rec-II purificada de C. crescentus, a qual mostrou uma atividade 
específica de 215 U/mg, pH ótimo igual a 6, temperatura ótima de 55°C e meia vida de 4 
horas a 50°C. Após 24 h de incubação em pH 6 a enzima reteve 95% da atividade inicial. A 
maioria dos íons inibiu a atividade de β-xilosidade II, mas um aumento de 32% foi observado 
na presença de KCl (2mM). Os parâmetros cinéticos KM e VMáx foram iguais a 8,4 mM e 370 
moles/min, respectivamente. A capacidade da β-Xilosidase II recombinante pura de C. 
crescentus hidrolisar xilano e o resíduo bagaço de cana foi avaliada após incubação prévia 
destes com a Xilanase purificada de Aspergillus alliaceus. As porcentagens relativas de 
produtos de hidrólise do xilano e bagaço de cana-de-açúcar aumentaram 2,5 e 6,5 vezes, 
respectivamente, após incubação por 18 horas com a β-Xil-II-rec pura de C. crescentus, 
ressaltando assim, a possibilidade de aplicação desta enzima em processos 
biotecnológicos. Em adição, a β-Xil-II-rec foi usada para a produção de um anticorpo 
policlonal em coelho que mostrou por ensaios de “Western Blot” uma elevada especificidade 
para reconhecimento da proteína purificada. Paralelamente, com o objetivo de investigar o 
papel do gene xynB2 para C. crescentus, dois mutantes foram obtidos. O primeiro foi 
construído pela inserção de um cassete de resistência a espectinomicina dentro do gene 
xynB2 por dupla recombinação homóloga, gerando uma linhagem mutante nula denominada 
RSJU-2. Os segundo foi obtido por clonagem do gene xynB2 sob o controle de um promotor 
indutível por xilose gerando uma linhagem denominada pMOA. A atividade de β-Xilosidase 
foi mensurada nas células das linhagens RSJU-2, pMOA e parental (NA1000) de C. 
crescentus, as quais cresceram na ausência e presença de diferentes resíduos 
agroindustriais. A depleção do gene xynB2 fez as células mais hábeis a produzirem altas 
atividades de outras β-Xilosidases na presença de diferentes resíduos ou fontes de carbono. 
Estes resultados indicam que a ausência do gene xynB2 regula positivamente a expressão 
de outras β-Xilosidases em C. crescentus. Por outro lado, um decréscimo na atividade de β-
Xilosidases foi observado na linhagem pMOA, sugerindo que a superexpressão da β-
XilosidaseII regula negativamente a atividade de β-Xilosidases. Para verificar se a variação 
nos níveis de atividade de β-Xilosidase ocorre como um reflexo de variações nos níveis de 
transcrição de genes de β-Xilosidases nas diferentes cepas, foi construído uma fusão de 
transcrição a partir da clonagem do promotor do gene xynB2 a frente do gene lacZ de E. 
coli. Assim, foi quantificada a atividade de β-Galactosidase como uma medida da atividade 
do promotor do gene xynB2, o que demonstrou que gene xynB2 é dependente de 
transcrição. 
  
Palavras-chave: clonagem, purificação, lignocelulose, xilano. 
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ABSTRACT 

 

Analysis of β-Xylosidase II expression of the aquatic bacterium Caulobacter 
crescentus and its role in the utilization of agro-industrial residues 

 
Lignocellulosic materials are abundant in agro-industrial residues and by-products of agro-
industry and can be used for fuels and other chemicals of commercial interest. An alternative 
to physical and chemical methods for bioconversion of lignocellulosic material is the use of 
enzymes produced by micro-organisms. The aquatic bacterium Gram negative Caulobacter 
crescentus presents biotechnological potential for the use of these residues because it 
contains in its genome several gene coding for enzymes involved in the metabolism of 
lignocellulosic materials, including 5 genes to β-Xylosidases. In this study, the gene xynB2 
(1.5 kb) coding the C. crescentus β-Xylosidase II was cloned into the vector pJet1.2 
(Fermentas) and subcloned in frame in the sites EcoRI/XbaI of expression vector pPROEX-
Hta (Invitrogen). A histidine tail fusion protein was obtained after induction and expression of 
gene xynB2 in E. coli (DH10B) with IPTG (1 mM). The recombinant β-Xylosidase II (β-Xyl-
rec-II) was purified by chromatography using nickel-Sepharose resin and a pure enzyme was 
characterized by biochemical kinetics parameters. A single band of 65 kDa was obtained by 
SDS-PAGE 9% for C. crescentus β-Xyl-rec-II  purified, which showed a specific activity of 
215 U / mg, pH optimum equal to 6, the optimum temperature of 55 °C and half life of 4 h at 
50 °C. After 24 h incubation at pH 6 the enzyme retained 95% of activity. Most of the ions 
inhibited the activity of β-Xylosidase II, but a 32% increase was observed in the presence of 
KCl (2mM). The kinetic parameters KM and VMáx were equal to 8.4 mM and 370 moles / min, 
respectively. The ability of C. crescentus β-Xyl-rec-II hydrolyse xylan and sugarcane bagasse 
residue was assessed after incubation with these Xylanase purified from Aspergillus 
alliaceus. The relative percentage of hydrolysis products of xylan and sugar cane bagasse, 
increased 2.5 and 6.5 times, respectively, after incubation for 18 hours with C. crescentus β-
Xyl-rec-II pure, thus highlighting the possibility of using this enzyme in biotechnological 
processes. In addition, β-Xil-rec-II was also used for the production of a polyclonal antibody 
in rabbit that showed by "Western blot" assay a highly specific recognition of the purified 
protein. In order to investigate the role of xynB2 gene to C. crescentus, two mutants were 
obtained. The first one was constructed by insertion of a spectinomycin resistance cassette 
into the xynB2 gene by double homologous recombination, generating a null mutant strain 
named RSJU-2. The second one was obtained by cloning of xynB2 gene under the control of 
the inducible xylose promoter generating a strain denominated pMOA. β-Xylosidase activity 
was measured in the RSJU-2, pMOA and parental strain (NA1000) cells of C. crescentus 
which were grown in the absence and in the presence of different agro-industrial residues 
and others carbon sources. The xynB2 gene depletion made cells more able to produce high 
activities of other β-Xylosidases in the presence of different residues, for instance, β-
Xylosidase activity produced by RSJU-2 cells was almost 15 times higher than the activity 
showed by NA1000 in the presence of sugarcane bagasse. These results indicate that the 
absence o xynB2 gene up-regulates the expression of other β-Xylosidases in C. crescentus. 
On the other hand, a decreased activity of β-Xylosidase was observed in the strain pMOA, 
suggesting that the overexpression of β-Xylosidase II down-regulates C. crescentus β -
Xylosidases activities. To verify that the variation in activity levels of β -Xylosidase occur as a 
consequence of variations in the levels of transcription of β-Xylosidases genes in different 
strains, we constructed a lacZ- fusion transcription by cloning the E. coli lacZ gene under the 
control of xynB2 gene promoter. Thus, the β-Galactosidase activity was measured as a 
function of xynB2 promoter activity. Tests of promoter activity by measuring the activity of β-
Galactosidase in different strains showed that the xynB2 gene is transcription-dependent.  
 
 
Keywords: cloning, purification, lignocellulose, xylan. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O desenvolvimento sócio-econômico e a evolução dos hábitos e modos de vida 

geram consumo excessivo, conduzindo a um uso indiscriminado dos recursos naturais e à 

geração de grandes volumes de resíduos, esta geração de resíduos e subprodutos é 

inerente a qualquer setor produtivo. O aumento da conscientização ecológica, iniciado no 

final do Século XX, deixou claro que o grande desafio da humanidade para as próximas 

décadas é equilibrar a produção de bens e serviços, crescimento econômico, igualdade 

social e sustentabilidade ambiental (GARBOSAL & TRINDADE, 2008; SELIG et al., 2008). 

Nos últimos anos, nota-se que há interesse crescente no uso eficiente de diversos 

resíduos agroindustriais aos quais possibilitam inúmeros bioprocessos na forma de 

substratos para a produção de diversas moléculas com alto valor agregado, tais como: 

proteínas microbianas, ácidos orgânicos, etanol, enzimas e metabólitos secundários biologi-

camente ativos (BEUKES & PLETSCHKE, 2010). O uso de resíduos além de poder ser 

economicamente viável pela alta disponibilidade, pode ajudar a resolver os problemas 

ambientais decorrentes do seu acúmulo na natureza (JARBOET et al., 2009). 

Os resíduos originados do setor agroindustrial em geral podem conter muitas 

substâncias de alto valor econômico, o que torna necessário o emprego de tecnologia 

adequada; estes materiais além de poderem ser convertidos em produtos comerciais e 

outras matérias-primas poderão ainda serem reaproveitadas na própria indústria que a 

originou, o que pode torna - lá útil em outros processos como os secundários dentro do 

próprio segmento industrial (PELIZER et al., 2007).  

A constituição básica dos compostos proveniente de atividade agrícolas de base 

vegetal são de natureza lignocelulósica e sua utilização pode ser empregado como 

renovável e para emprego em conversão de compostos de alto valor econômico, sendo o 

processo de biotransformação enzimática um dos mais promissores (SÁNCHEZ, 2009). 

Embora esse tipo de composto de base vegetal gerado seja biodegradável, é 

necessário um tempo mínimo para ser mineralizado em condições ambientais normais, 

porém o que se observa que em virtude da intensa atividade humana na Terra, cada dia há 

um aumento na dificuldade de reciclagem natural desses compostos. O Brasil, por ser um 

país de grande atividade agrícola, é conseqüentemente um dos que mais produzem 

resíduos agroindustriais (PELIZER et al., 2007). 

A exploração destes compostos por via enzimática necessita de um planejamento 

prévio para que possa ser desenvolvido novas tecnologias que permitam cada vez mais a 

produção de enzimas a um custo competitivo para diversas aplicações biotecnológicas e de 

outros setores, incluindo o de produtos químicos, alimentos, bebidas, rações para animais, 

têxteis, papel & celulose e agricultura.  
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De acordo com estudos de Zeni e Pendrak (2006), os microrganismos apresentam 

capacidade de modificar quimicamente uma ampla variedade de compostos orgânicos, 

denominada transformações microbianas ou bioconversões, que envolvem processos nos 

quais microrganismos convertem um composto a produtos relacionados estruturalmente. 

O uso de enzimas em processos industriais é de grande interesse, em especial 

devido à facilidade de obtenção (por biotecnologia) e às vantagens em relação aos 

catalisadores (aceleradores de reações) químicos, como maior especificidade, menor 

consumo energético e maior velocidade de reação. Além disso, a catálise enzimática tem 

outros benefícios, como o aumento da qualidade dos produtos, em relação à catálise 

química; a redução dos custos de laboratório e de maquinário, graças à melhoria do 

processo; ou a fabricação controlada de pequenas quantidades (MTUI, 2009). 

Nas últimas décadas, o interesse industrial por enzimas microbianas degradadoras 

do xilano (principal constituinte da hemicelulose de células vegetais) aumentou 

consideravelmente. A busca por novas tecnologias ambientalmente favoráveis impulsionou 

o desenvolvimento de pesquisas visando à utilização de enzimas xilanolíticas nas indústrias 

da polpa e do papel e em outros segmentos que geram resíduos desta natureza 

(BENEDETTI, 2009). 

 Para uma completa e eficiente degradação destes compostos há necessidade de um 

sistema enzimático, ainda não totalmente elucidado. Entre as enzimas mais estudadas e 

conhecidas, contudo, estão as xilanases e β-Xilosidases, por participarem ativamente na 

degradação do xilano, principal constituinte de hemicelulose das plantas (PELIZER et al., 

2007) 

Uma forma bastante promissora para fazer bioconversão de material lignocelulósico 

é através dos microrganismos pela produção de variadas enzimas de interesse industrial. 

Hoje, porém, como é possível modificar geneticamente os microrganismos para que forneça 

qualquer enzima de interesse, a tendência é substituir as utilizadas atualmente produzidas 

por vegetais e animais, pelas de origem microbiana (ROBERTO et al., 2003). 

 De acordo com Demain (2000), 60% do total do abastecimento mundial de enzimas 

industriais são produzidos na Europa, e os restantes 40% nos Estados Unidos e Japão. O 

desenvolvimento de processos de produção de enzimas que utilizem como insumo básico 

os resíduos agroindustriais de base vegetal poderá vir a contribuir para a viabilidade 

econômica da produção de diversos processos via rota enzimática. 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 Gerais 
 O presente trabalho objetivou estudar o gene xynB2 (1,5 kb) que codifica para uma 

β-Xilosidase  II de C. crescentus (Número de acesso: 02442).  

 

2.2 Específicos 
 Os objetivos foram contemplados através das seguintes etapas: 

- Clonagem do gene xynB2 que codifica para uma β-xilosidase II de C. crescentus e 

subclonagem em vetor de expressão para obtenção de uma proteína de fusão para 

purificação e caracterização bioquímica. 

- Clonagem e subclonagem da região promotora de xynB2 e avaliação da expressão do 

gene na presença de diferentes resíduos agroindustriais com base vegetal. 

- Construção de um mutante nulo do gene xynB2 para avaliação de seu papel para C. 

crescentus. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

3.1 Caulobacter crescentus 

 

O genoma de C. crescentus foi seqüenciado completamente por Marks et al., (2010) 

e é composto por 4.016.942 pares de bases dispostos em um único cromossomo circular 

abrangendo 3.767 genes. Estas informações foram depositadas no banco de genomas do 

NCBI - National Center for Biotechnology Information, referindo-se à Caulobacter crescentus 

(cepa NA1000). Apresentando característica de sua linhagem como sendo uma Bactéria 

proteobacteria, Alphaproteobacteria, Caulobacterales, Caulobacteraeae, Caulobacter, 

Caulobacter cresentus. 

Como membro da subdivisão α das proteobactérias, a bactéria C. crescentus cresce 

em ambientes aquáticos. Cada célula apresenta uma diferenciação e divisão assimétrica a 

cada ciclo, fazendo alusão a diversidade de organismos multicelulares existentes (BROWN 

et al., 2009). Trata-se de uma bactéria simples e altamente manipulável, sendo utilizada 

como sistema modelo para estudos de diferenciação e coordenação do ciclo celular 

(PURCELL et al., 2008).  

Cavalier-Smith (2002) revisando os grandes táxons bacterianos definiu o filo das alfa-

proteobacterias ao qual C. crescentus pertence, como sendo organismos que apresentam 

modos de vida variados e originais, pois possuem estrutura genômica atípica, contendo 

peculiaridades de capacidade ainda pouco exploradas sobre mecanismos de 

biorremediação de compostos orgânicos variados, potenciais produtores de combustíveis e 

participação ativa na degradação de compostos através do sistema enzimático. 

O ciclo de vida de C. crescentus (Figura 1) inicia-se com a célula móvel que possui 

um único flagelo polar, fímbrias e tem capacidade quimiotática.  Nesta 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 inicia-se a formação de um talo, que consiste no prolongamento da 

membrana e da parede celular, no mesmo pólo 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 pólo oposto e esta célula agora assimétrica, 

denominada célula pré-divisional, dá origem a duas células morfologicamente distintas com 

programas de expressão gênica característicos. A duração do ciclo celular é de 

aproximadamente 3 horas a 30 oC em meio definido (McADAMS & SHAPIRO, 2009).  
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Figura 1 Ciclo celular de Caulobacter crescentus. Fonte: Collins , Gerbay e Feller (2005). 

 

Por conter dois estágios celulares distintos, sendo que em um deles a bactéria 

apresenta-se pedunculada atuando como uma célula-tronco que dá origem a células 

móveis, ocorre como conseqüência uma minimização da competição entre as células filhas 

geradas durante a fase de crescimento das bactérias, o que garante a colonização destas 

em outros locais (McADAMS & SHAPIRO, 2009). 

Muitos trabalhos experimentais apontam C. crescentus como uma bactéria 

promissora para exploração biotecnológica. Bactérias pertencentes ao gênero de 

Caulobacter possuem destaques por se apresentarem extremamente ubíquas, hábeis e 

sobreviverem em ambientes oligotróficos (LI & TANG, 2006) e ainda por apresentrar 

enzimas envolvidas com o metabolismo de materiais lignocelulósicos, mostrando assim, um 

grande potencial para a degradação de resíduos oriundos de atividades agroindustriais 

(McADAMS & SHAPIRO, 2009). É importante salientar que essa bactéria já demonstrou ser 

capaz de remover cerca de 99% do composto tóxico Cadmo de fonte de água contaminada 

(PATEL et al., 2010). Dados têm mostrado que a mesma também é tolerante a urânio, por 

um mecanismo de ação que leva a formação de precipitados de fosfato-urânio-cálcio no 

meio extracelular (HU et al., 2005). Em adição a todas estas propriedades, células de C. 

crescentus formam biofilmes de alta densidade com potencial para uso em biorreatores e 

processos de biorremediação de ambientes contaminados (SMIT et al., 2000).  

A análise do genoma de C. crescentus confirmou que a bactéria apresenta inúmeros 

“clusters” gênicos que codificam proteínas essenciais à sobrevivência em habitats pobres de 

nutrientes. Além daqueles genes envolvidos com a degradação de compostos aromáticos, 

Célula Móvel Célula Talo Célula Pré-divisional 
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estão presentes os relacionados com quimiotaxia e aqueles que atuam na quebra de 

materiais lignocelulósicos (NIERMAN et al., 2001).  

 O mecanismo de assimilação de xilose na bactéria aquática Caulobacter é 

desconhecido. A via bacteriana mais bem conhecida para o catabolismo da xilose que 

envolve a isomerização de xilulose seguida de fosforilação a xilulose 5-fosfato é a entrada 

na via das pentoses, a qual está ausente em Caulobacter. Estes eventos são inoperantes na 

bactéria devido à ausência dos genes homólogos para as enzimas xilose isomerase e 

xilulose quinase no genoma bacteriano (JACKSON & NICOLSON, 2002). A atividade de 

uma xilose desidrogenase dependente de NADP (Nicotinamida adenina dinucleotídeo-P), já 

foi descrita em C. crescentus (POINDEXTER, 1981), mas o gene que codifica esta enzima 

bem como a via catabólica da qual ela participa também ainda estão desconhecidos. 

 HOTTES et al. (2004) verificaram por análise de transcriptoma em Caulobacter, que 

a xilose, induz a expressão de vários genes que codificam enzimas hidrolíticas bem como 

um óperon que pode codificar uma nova via para o catabolismo de xilose. Um motivo 

conservado de DNA (consenso: AAAAATGGTACCGCTACCAT) foi verificado em muitos 

destes genes induzidos por xilose e confere aos mesmos uma expressão xilose específica. 

Uma fração substancial destes genes expressa proteínas envolvidas com a degradação de 

polímeros extracelulares derivados de plantas. 

A análise do genoma de Caulobacter crescentus (cepa NA1000) revelou ainda que 

C. crescentus apresenta pelo menos 9 genes envolvidos diretamente na degradação do 

xilano (principal constituinte da hemicelulose de parede celular vegetal), quatro deles 

codificam para enzimas Endoxilanases, e 5 que codificam para enzimas β-Xilosidases. 

 

3.2 Células vegetais 

 

O aparecimento das primeiras formas de vida ficou intimamente associado com o 

desenvolvimento de barreiras físicas e químicas que permitiram aos primeiros seres 

demarcar o seu espaço intracelular do meio externo. Com a evolução de organismos cada 

vez mais complexos, estas estruturas foram igualmente assumindo graus de especialização 

e funcionalidades maiores, culminando, no caso das plantas verdes, algas, bactérias e 

fungos, no aparecimento de uma parede celular (GOYAL et al., 2008).  

No reino vegetal, a parede celular desempenha funções de suporte e de formato 

celular, apresentando uma estrutura rígida na qual as microfibrilhas de celulose são o 

elemento arquitetural principal e a volta das quais se encontra ligada, de forma entrelaçada, 

uma matriz complexa composta por hemiceluloses, pectinas, glicoproteínas e substâncias 

aromáticas com características cerosas (TAIZ & ZEIGER, 2004). Na lamela média abundam 
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fundamentalmente as pectinas, sendo muitas vezes designadas por cimento péptico, 

enquanto que na parede primária predominam as microfibrilhas de celulose e as 

hemiceluloses (xilanos, arabinoxilanos, arabinanos, galactanos, arabinogalactanos, 

galactoglucomananos, xiloglucanos, glucanos de ligações do tipo β-1,3 e β-1,4). A parede 

secundária, desenvolvida apenas em alguns tipos de células, aparece logo após a parede 

primária, junto à superfície da célula (membrana plasmática), e contém, para além de 

celulose, lenhina, cutina e por vezes suberina (POLIZER et al., 2007; DELGADO et al., 

2006).  

A complexidade da parede celular vegetal implica que as reações e mecanismos 

enzimáticos necessários para a sua desconstrução sejam igualmente complexos. Nos 

últimos anos, o entendimento acerca dos mecanismos envolvidos na degradação molecular 

dos polissacarídeos estruturais da parede celular, nomeadamente a celulose e a 

hemicelulose, cresceu significativamente. Verificou-se, assim, que nem todos os organismos 

utilizam a mesma estratégia para degradar os polissacarídeos da parede celular, notando-se 

diferenças marcadas entre sistemas presente em organismos aeróbios e anaeróbios. 

A aplicação das enzimas na indústria para o branqueamento de polpa de papel já é 

considerado uma aplicação bem-sucedida e a bioconversão de biomassa em combustíveis e 

produtos químicos, continua a ser uma meta a ser alcançada. As pesquisas desenvolvidas 

recentemente têm demonstrado que as vias metabólicas podem ser transferidas de um 

organismo para outro e as proteínas podem ser modificadas para ganhar estabilidade 

conformacional, sugerindo que os sistemas naturais podem ser personalizados nos 

diferentes campos da engenharia genética e biotecnologia; e que isto possibilitará as futuras 

aplicações em tanque de fermentação na degradação de resíduos (DELGADO et al., 2006). 

Assim, as biotecnologias empregadas para transformar a biomassa em produtos 

comercializáveis que, gradualmente, substituirão os materiais derivados de recursos não-

renováveis estão se tornando comercialmente viáveis e necessários (Collins et al., 2005). 

 

3.3 Materiais lignocelulósicos 

 

 Os materiais lignocelulósicos incluem a madeira, capim, resíduos florestais, e 

agrícolas diversos; apresentando a composição química principalmente de celulose, 

hemicelulose e lignina (Figura 2), variando a proporção destes componentes de acordo com 

a espécie vegetal que a originou (CARVALHO et al., 2009). A celulose é um polímero de alto 

peso molecular linear de unidades 1,4-D-glicose ligadas formando um material altamente 

cristalino. As hemiceluloses são polissacarídeos ramificados consistindo de pentoses, 
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hexoses e ácidos urônicos, formando o xilano. Já a lignina é um polímero aromático 

sintetizado a partir de precursores fenilpropanóides (DERMIBAS, 2008). 

O xilano é o principal carboidrato encontrado na porção hemicelulósica de tecidos de 

plantas e é responsável por 1/3 de todo o carbono orgânico renovável disponível na Terra. 

As xilanases são os principais componentes de um consórcio enzimático que atuam 

despolimerizando as moléculas de xilano em unidades monoméricas de xilose; e as 

populações de bactérias e fungos utilizam-na como fonte de carbono primário (PETZOLD, 

2006).  

O xilano (Figura 3) perfaz 15-30% do conteúdo da parede celular de angiospermas e 

até 70% de gimnospermas, se localiza na parede celular secundária de plantas, mas pode 

estar presente em parede primária de monocotiledôneas. A sua estrutura varia entre 

diferentes espécies de plantas (LI et al, 2000; BRÜX et al., 2006). 

 Ainda observando a Figura 3, é possível verificar que as moléculas de glicose unem-

se através de ligações glicosídicas do tipo β (1→4) formando cadeias lineares que 

interagem umas com as outras através de ligações de hidrogênio. A estrutura resultante, 

denominada fibrila elementar, é insolúvel em água além de apresentar alto grau de 

cristalinidade.  

 Quatro fibrilas elementares são então agrupadas por uma monocamada de 

hemicelulose, sendo posteriormente circundadas em uma matriz de hemicelulose e lignina 

(associadas entre si por meio de interações físicas e ligações covalentes). O compósito 

natural resultante desta íntima associação é denominado microfibrila celulósica.  

 

 
Figura 2 Representação esquemática da parede celular vegetal (Dammström, Salmén e 
Gatenholm, 2009). 
 

                               
Fibras de celulose 

 
   
  xilano 

    lignina 
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Figura 3 Características estruturais básicas da molécula de xilano. (a) e de um 
xilooligossacarídeo (b). A ilustração demonstra os grupos constituintes e sítios de clivagens 
das enzimas citadas (Fonte: Collins et al., 2005). 
 
3.4 Beta-Xilosidases 
 
 Os resíduos agroindustriais de origem vegetal, em geral, contêm quantidades 

significativas de xilano, maior polímero de hemicelulose dos cereais e como também na 

chamada madeira dura (PETZOLD et al., 2006). Estes subprodutos da agroindústria 

funcionam como indutores de microorganismos para a produção de enzimas extracelulares 

como algumas xilanases. A denominação de xilanases se dá a um grupo de enzimas 

capazes de degradar a molécula de xilano; estas podem ser naturalmente encontradas em 

misturas complexas, em meio a vários outros tipos de biomoléculas (JORDAN & 

WAGSCHAL, 2010) 

As Beta-D-Xilosidases (1,4-β-D-xilano xilohidrolase; EC 3.2.1.37) são glicosídeos 

hidrolases que tem papel crucial em catalizar a liberação de unidades de xilose a partir de 

xilooligossacarídeos derivados da degradação do xilano. A completa degradação deste 

abundante heteropolissacarídeo é um passo chave do ciclo do carbono na natureza; esse 

processo é realizado por microrganismos que são encontrados na forma livre ou no trato 

digestivo de animais superiores. A partir dos xilooligossacarídeos menores e xilobiose 

liberados pela ação de endoxilanases sobre a xilano, geram como produto a xilose. Essa 

enzima tem freqüente localização intracelular, mas podem estar associadas à membrana e 

voltadas para o lado externo, em alguns casos. A xilosidase é responsável pela remoção da 

causa da inibição das endoxilanases, uma vez que hidrolisa xilobiose, aumentando assim, a 

eficiência de hidrólise da xilana (DODD & CANN, 2009). 
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 A degradação completa do xilano por microrganismos requer a ação cooperativa de 

várias enzimas (Figura 4) (LEE et al., 2009), destas, as Endoxilanases (EC 3.2.1.8) e Beta-

D-Xilosidases são as mais importantes. Wong et al. (1988) defende que além de produtos 

hidrolíticos pela ação das xilanases, ainda há a fibra residual que é inerente ao processo 

degradativo; segundo o mesmo autor a utilização criteriosa de uma boa mistura de enzimas 

xilanolíticas podem resultar em reações mais limpas por diminuir a utilização de composto 

químicos e ainda obter maiores rendimentos, e menor consumo de energia; que são 

parâmetros vitais para a viabilidade econômica de processos industriais.  

 

 

 
Figura 4 Visão esquemática de um complexo celulítico sobre a degradação da porção 
hemicelulósica de parede celular vegetal. (A) Estrutura química da molécula de 
hemicelulose (B) Relação símbolo e enzima envolvida na despolimerização da cadeia de 
hemicelulose. Proposto por ARO et al., (2005) 
 

3.5 A importância do emprego da biotecnologia em resíduos agroindustriais  
 

A população humana produz milhões de toneladas de resíduos agroindustriais 

anualmente e, na maioria das vezes, esses rejeitos são eliminados no meio ambiente sem 

qualquer planejamento, provocando como conseqüência um acúmulo excessivo de matéria 

orgânica na natureza, em especial nos corpos hídricos (CANO & PALET, 2007). 

Os resíduos agroindustriais estão entre as maiores fontes de biomassa no mundo, 

representando uma geração anual de 40 milhões de toneladas de resíduos lignocelulósicos, 
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gerando considerável prejuízo às atividades econômicas do setor agroindustrial e ao meio 

ambiente (CANO & PALET, 2007). 

Esses resíduos podem apresentar elevados problemas de disposição final e 

potencial poluente. Ao contrário do que acontecia no passado, quando resíduos eram 

dispostos ou empregados sem tratamento, atualmente, conceitos de minimização, 

recuperação, aproveitamento de subprodutos e bioconversão de resíduos, são cada vez 

mais difundidos e necessários para que as cadeias agroindustriais possuam sistemas de 

gestão. 

O desenvolvimento de tecnologias que permitam a produção das enzimas a um 

custo competitivo é de grande importância para diversas aplicações biotecnológicas, 

incluindo o de produtos químicos, alimentos, bebidas, rações para animais, têxteis, papel e 

celulose e agricultura. Estima-se que aproximadamente 20% dos mais de 1 bilhão de 

dólares da comercialização mundial de enzimas industriais consista de celulases, 

hemicelulases e pectinases (MENEZES et al., 2009).  

Estima-se que a biomassa vegetal, em função do curto ciclo de reposição e 

abundância, seja a única fonte natural capaz de fazer frente às demandas presentes e 

futuras por energia e matérias primas para uma série de processos, dependentes hoje de 

fontes não renováveis (PRADE, 1995). Nas últimas décadas, no centro das pesquisas 

científicas apontam a necessidade de novas tecnologias para o problema da biomassa 

produzida, destaca-se o aproveitamento de resíduos lignocelulósicos oriundos da 

agroindústria como os da cultura da cana de açúcar e milho, da indústria do papel, celulose 

e fibras têxteis, indústria alimentícia e de rações além daqueles indústria da produção de 

combustíveis e fármacos (KULKARNI et al., 1999; BEG et al., 2001; COLLINS et al., 2005). 

As estratégias microbianas empregadas para a utilização destes polímeros 

predominantes presentes nos resíduos agroindustriais, ganha espaço em função da alta 

especificidade, eficiência, segurança e freqüente redução de custos em relação aos 

métodos físicos e químicos tradicionais (WONG et al., 1988; YOON et al., 2006). 

De acordo com Demain (2000), 60% do total do abastecimento mundial de enzimas 

industriais são produzidos na Europa, e os restantes 40% nos Estados Unidos e Japão. O 

desenvolvimento de processos de produção de enzimas que utilizem como insumo básico  

os resíduos agroindustriais poderá vir a contribuir para a viabilidade econômica da produção 

de biocombustíveis pela rota enzimática aqui no Brasil, devido a quantidade de resíduos 

gerados anualmente. 

Estudos apontam ainda a bioconversão de materiais lignocelulósicos de considerável 

interesse não somente ambiental mais também econômica pela possilibidade de geração de 

novos subprodutos, o que é recebido nos setores produtivos com um considerável interesse, 

pois esses materiais representam vasta fonte de material bruto, que podem ser empregados 

no desenvolvimento de bioprocessos que resultam em produtos de alto valor agregado; 

entre os quais estão os açúcares fermentáveis, combustíveis, alimentos, fármacos, enzimas 
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e substâncias de interesse industrial, além de fazer uma gestão integrada do efluente que 

por não haver um desenvolvimento biotecnológico adequado tem sido erroneamente 

disponibilizado de forma inadequada ao ambiente (MENEZES et al., 2009).  

Segundo Reis et al. (2001) deve-se ser levado em consideração que nos últimos 

anos, o nosso entendimento acerca dos mecanismos que estão na base da hidrólise dos 

principais componentes da parede celular vegetal, cresceu a um nível que permite antever a 

sua futura utilização na otimização de numerosos processos biotecnológicos, que se 

adequadamente adaptados podem ser inseridos no cotidiano da própria indústria.  

De acordo com os mesmos autores é importante ressaltar ainda que a análise 

detalhada dos mecanismos moleculares utilizados pelas bactérias no diz respeito ao ataque 

hidrolítico à parede celular vegetal, esse processo da desconstrução dos polissacarídeos 

estruturais, como o xilano, é bastante complexo e difícil em condições de ocorrência natural. 

O que faz cada vez mais necessário o emprego de mecanismos genéticos e biotecnológicos 

nos microrganismos que permitam a super expressão dos genes envolvidos com a 

degradação dos compostos de base vegetal.  

 
 3.6 Resíduos lignocelulósicos 
 
 As matérias-primas lignocelulósicas são as fontes renováveis mais abundantemente 

encontradas na natureza, sendo compreendidas, majoritariamente, pelos materiais 

agroindustriais, pelos resíduos urbanos e pelas madeiras de angiospermas e 

gimnospermas. Dentre essas, os materiais agroindustriais se destacam pelo caráter de 

resíduo, conferido por sua obtenção após o processamento de matérias-primas que 

apresentam maior valor agregado, e pela vocação natural que o Brasil possui para sua 

geração (CASTRO, 2010).  

 As tendências mundiais para o avanço científico e tecnológico na área de novos 

combustíveis destacam a importância da utilização de resíduos agroindustriais como 

matéria-prima nos processos de produção. A reutilização e reciclagem destes resíduos de 

base vegetal podem minimizar os problemas ambientais ligados ao seu acúmulo e diminuir o 

uso de combustíveis fósseis, além de resultar em uma melhora no aproveitamento da 

matéria-prima, que é de grande interesse na atualidade (RABELO, 2007). Tais resíduos são 

denominados como biomassa lignocelulósica. 

 O termo biomassa se refere, em sua definição mais ampla, a qualquer tipo de 

matéria orgânica oriunda de fontes vegetais ou animais, ou de seus processos de 

transformação naturais ou artificiais. Estes materiais têm em comum a origem direta ou 

indireta do processo de fotossíntese. Por esta razão, são formados periodicamente, e sua 

produção não está limitada no tempo, em outras palavras, são renováveis (TAMANINI, 

2004). Dentre a matéria orgânica de origem vegetal, ou seja, a biomassa vegetal temos: 

 Biomassa Natural; 
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 Biomassa Alimentícia; 

 Biomassa Residual. 

 Dentre as biomassas residuais podemos destacar as de composição lignocelulósica 

(resíduos lignocelulósicos). Segundo Tamanini (2004), a utilização de resíduos provenientes 

da exploração da biomassa lignocelulósica para obtenção de bioprodutos é uma alternativa 

para a produção de energia e de alimentos, pois a madeira e os resíduos da agroindústria 

constituem reservas naturais renováveis disponíveis em grandes quantidades. Os materiais 

lignocelulósicos incluem vários resíduos agrícolas (palhas, cascas, cavacos), madeiras 

duras provenientes de árvores de folhas decíduas (dicotiledôneas), madeiras moles 

provenientes de coníferas e resíduos das indústrias de papel. 

 A composição destes materiais é bastante variável, pois os constituintes possuem 

características químicas semelhantes às da madeira e são identificados em diferentes 

quantidades percentuais, dependendo da espécie e condições de crescimento. A biomassa 

lignocelulósica é composta de celulose, hemicelulose, lignina (TAMANINI, 2004; RABELO, 

2007).  A Tabela 1 apresenta a composição química parcial dos principais resíduos 

lignocelulósicos. 

 

Tabela 1 Composição química parcial de alguns resíduos lignocelulósicos 

Resíduos 
lignocelulósicos 

Celulose 
(%) 

 

Hemicelulose 
(%) 

 

Lignina 
(%) 

Farelo de cevada 23 32,7 24,4 
Sabugo de milho 31,7 34,7 20,3 
Bagaço de cana 47 27,5 20,3 - 26,3 
Palha de trigo 33 - 42 25 - 32 16 – 23 
Palha de milho 25 - 41,2 34,5 14,1 
Casca de soja 40 - 53 14 - 33 1 - 3 

Fonte: AGUIAR (2010), adaptado. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Linhagens microbianas e plasmídeos 
 
 As linhagens de Caulobacter crescentus e Escherichia coli utilizados estão listadas 

na Tabela 2 e os plasmídeos na Tabela 3. 

Tabela 2 Linhagens utilizadas 

Linhagem Características Fonte ou Referência 

Caulobacter crescentus   
NA1000 selvagem, sincronizável, 

derivada da CB15. 
Evinger & Agabian, 1977*. 

RSJU-2 NA1000 cujo gene xynB2, 
que codifica para β -
Xilosidase  II foi 
interrompido pela inserção 
de cassete de 
espectinomicina. 

este trabalho* 

pMOA NA1000 que possui 
construção regulada por 
xilose e que 
superexpressa β-
Xilosidase  II. 

Moara Rodrigues Mingori 
(2010), dados não 
publicados*. 

Escherichia coli   
DH10B genótipo SmR, F’ [proAB+ 

lacZuM15] 
Invitrogen®* 

S17-1 RP4-2, Tc::Mu Km::Tn7 Simon et al., 1983*. 
 

Tabela 3 Plasmídeos utilizados 

Plasmídeos Características Fonte ou referência 

Vetores de clonagem 
pUCBM21 Replicon ColE1, ApR, 2725 pb. Böehringer Mannheim®* 
pJet 1.2/blunt rep (pMB1), bla (ApR), eco47IR,    

2974 pb. 
Fermentas®* 

Vetor de Expressão em E. coli 
pPROEXTm  HTa (Trc), ApR, protein tags (His) 6, 

N terminal, 4779 pb. 
Invitrogen®* 
 

 

 
Vetor de Expressão em C. crescentus 
pAS22 Derivados do Pbbr1, Cmr, com 

o promotor PxylX de C. 
crescentus à frente de um sítio 
de clonagem múltipla. 

U. Jenal, 1977*. 

Plasmídeo com gene repórter 
placZ/290 vetor de fusão de transcrição 

lacZ, TetR, 2320 pb. 
Gober e Shapiro, 1992*. 
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Continuação da Tabela 2 
Outros plasmídeos   
pNPTS138 replicon ColE1, oriT, npt (Kmr), 

sacB, 5361 pb. 
D. Alley, 1991*. 

pHP45Ω Derivado do pBR322, Apr, 
cassete Ω (Smr,Spr),  4.403 pb. 

Prentki & Krisch, 1984*. 

* Todos os materiais mencionados estão armazenados no laboratório de Bioquímica Molecular –
CCMF (Centro de Ciências Médicas e Farmacêuticas) da Universidade Estadual do Oeste do Paraná 
– Campus de Cascavel/PR. 
 
4.2 Meios e condições de cultura 
 

As culturas estoque de E.coli (DH10B e S17-1) foram crescidas em meio líquido ou 

sólido de LB (bacto-triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%, agar 1,5%, pH 7,5) a 

37 °C. Para marca de seleção do plasmídeo pJet1.2/blunt e pProEX HTa utilizou-se o 

antibiótico ampicilina (10 mg/mL) e para o plasmídeo pLacZ/290 o antibiótico tetraciclina (0,5 

mg/mL).  

Para as culturas estoque de Caulobacter crescentus (NA1000) foram crescidas em 

meio sólido ou líquido em meio de cultura PYE (bacto-peptona 0,2%, extrato de levedura 

0,1%, MgSO4 0,2 g/l, CaCl2 0,5 mM, ágar bacteriológico 1,5%) ou em meio mínimo de cultivo 

- M2 (Na2HPO4 18 mM, NH4PO4 8 mM, NH4Cl 9 mM, FeS04 10 µM, MgSO4 2mM, CaCl2 0,5 

mM, glicose 0,2%) (Johnson e Ely, 1977) a 30 °C. Para a manutenção dos recombinantes 

adicionou-se os antibióticos tetraciclina (2 µg/ml) para o plasmídeo pLacZ/290, canamicina 

(10 µg/mL) para o plasmídeo pNPTS138, espectinomicina (20 µg/mL) para manutenção do 

inserto extraído de pHP45Ω, ácido nalidíxico (20 µg/ml) nas conjugações entre S17 

recombinantes e C. crescentus selvagem e cloranfenicol (1 µg/mL) para o plasmídeo pAS22. 

 

4.3 Oligonucleotídeos 
 

Os pares de oligonucleotídeos (Tabela 4) para obtenção do gene e região promotora 

que codifica para uma β-Xilosidase de Caulobacter crescentus foram desenhados com base 

no genoma da bactéria disponíveis no GenBank sendo que o gene de interesse foi 

designado por esta pesquisa como sendo xynB2 (código de acesso: 02442). Os dados do 

seqüenciamento completo são de consulta livre através do NCBI – “National Center for 

Biotechnology Information” no domínio público http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome. 

 

4.4 Extração de DNA genômico de Caulobacter crescentus 
 
 Para obtenção de DNA molde para reações de PCR procedeu-se a extração do DNA 

genômico de C. crescentus (CHEN E KUO, 1993). A partir de culturas de C. crescentus 

crescidas por 12 a 18 horas, as células foram recuperadas em tubo de centrifuga e 
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centrifugadas a 12.000 rpm (18514 g) a temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida 

descartou-se o sobrenadante e o precipitado foi seco por inversão do tubo em papel 

absorvente; em seguida foi adicionado 200 µL de tampão de lise (Tris-acetato 40 mM pH 

7,8, NaOAc 20 mM, EDTA 1 mM, SDS 1%) fazendo ressuspensão com a pipeta. Na 

seqüência adicionou-se 66 µL de NaCl 5 M e posteriormente centrifugou-se a 12.000 rpm a 

4 °C por 10 minutos. Passou-se o sobrenadante para novo microtubo de centrifuga. Fez-se 

a adição de 250 µL de solução Clorofórmio e Álcool isoamílico (24:1), promoveu-se a 

mistura por inversão até ficar leitoso, centrifugou-se a 12.000 rpm a temperatura ambiente 

por 3 minutos. Foi passado o sobrenadante para microtubo novo e adicionou-se 2 vezes o 

volume do recuperado com etanol 100%, centrifugou-se a 12.000 rpm a 4 °C por 3 minutos. 

Inverteu-se o tubo com cuidado sobre papel absorvente. Lavou-se com 500 µL de etanol 

70%, por fim centrifugou-se 12.000 rpm a 4 °C por 5 minutos. Foi descartado o 

sobrenadante e o tubo foi seco em estufa a 37 °C por 2 horas, posteriormente procedeu-se 

a ressuspensão em 50 µL de TE. O armazenamento foi feito em freezer a -20 °C. 

 

Tabela 4 Sequência dos oligonucleotídeos do gene e região promotora de xynB2. 
 

REGIÃO 
GENÉTICA 

NOME 
DO 

OLIGO 

SÍTIO DE 
RESTRIÇÃO 

SEQUÊNCIA 
NUCLEOTÍDICA 

5’  3’ 

TAMANHO 
FRAGMENTO 

GERADO 

5’ não 
codificadora 
PxynB2 

xynB2-P5’ EcoRI (5´- tat gaa ttC CGC CCg 
gtg ttC CGC Cag). 0,8 kb 

xynB2-P3’ PstI (3´- tat Ctg Cag aCa aCC 
ggC agg CtC gCa). 

Gene xynB2 

xynB2-
Met EcoRI (5´-tat gaa ttC atg gCg 

aaC gCC ggC CCC3´). 1,5 kb 
xynB2-
Stop XbaI (5´-tat tCt aga Cta ggC 

Cag Cgg CtC gag3´). 
 
4.5 PCR para amplificação da região promotora e gênica de xynB2 
 
 A região promotora e gênica de xynB2 foram amplificadas pelas etapas a seguir: 

DNA molde desnaturado a 94 °C por 3 minutos, hibridação com os oligonucleotídeos a 55 

°C por 30 segundos, extensão dos fragmentos em presença de desoxiribonucleotídeos 

(dNTPs) a 68 °C por 2 minutos pela Taq-polimerase (Invitrogen®) em um volume final de 

reação de 50 µL. Foram realizados 35 ciclos em termociclador (Mastercycler Gradient 

eppendorf®).  

 

4.6 Visualização e preparação dos fragmentos 
 
 Os produtos de PCR foram submetidos à eletroforese (Power Pac 200, BIO-RAD) em 

gel de agarose (Sigma®) com os tampões TBE 1X (Tris-Base 21,6 g; Ácido Bórico 11 g; 
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EDTA 0,5 M ph 8,0 4 mL, água q.s.p 1000 mL ) ou TAE 1X (Tris-Base 4,81 g; Ácido Acético 

glacial 1,142 mL; água q.s.p. 1000 mL), corados com Brometo de etídeo (EtBr) e 

visualizados em transiluminador (UV Transiluminator UVP) por luz ultravioleta. Os 

marcadores utilizados foram: Lambda HindIII ladder (BioLabs), 1 Kb DNA ladder ou 1 Kb 

DNA ladder plus (GibcoBRL). O fragmento correspondente ao gene xynB2 foi tratado com 

Polinucleotídeo quinase (Kit Fermentas®) para tornar as extremidades não coesivas (“blunt 

ends”). 

 

4.7 Preparo de plasmídeos e Reação de ligação ao DNA 
 
 O plasmídeo pUCBM21 foi linearizado com digestão pelas enzimas de restrição 

EcoRI/PstI; o plasmídeo pJet1.2/blunt já encontrava-se pronto para uso conforme 

determinação contida no kit “CloneJET PCR cloning kit” (Fermentas®). A ligação entre 

plasmídeos e insertos foram na proporção de 1:3, utilizando uma T4 DNA ligase 

(Fermentas®). As reações de ligação foram usadas para transformação de E. coli 

competente. 

 

4.8 Preparo de Célula competente de Escherichia coli 
 
 A bactéria E. coli teve durante o processo das construções genéticas o importante 

papel de abrigar os plasmídeos clonados e subclonados, esta passava por um procedimento 

para se tornar apta a receber os plasmídeos; tal procedimento foi necessário uma vez que a 

célula torna-se receptiva por ocorrer uma mudança de conformação temporária em sua 

parede celular, o que permite que ela seja transformada em um recombinante para 

determinada característica genética. 

 A bactéria foi crescida em LB-ágar por 16 horas a 37 °C. Um colônia fresca foi pré-

inoculada em 2 mL de meio LB-líquido por 16 horas a 37 °C sob agitação de 120 rpm em 

incubador com agitação orbital. O inóculo foi transferido para 100 mL de LB-líquido; essa 

suspensão foi incubada de 2-3 horas a 37 °C sob mesma agitação. Ao atingir a D.O.λ600ƞm= 

0,4-0,6 em espectrofotômetro, o cultivo era transferido para tubo de centrifuga e a 

centrifugação efetuada a 6.000 rpm (4629 g) a 4 °C por 10 minutos. Descartou-se o 

sobrenadante e ressuspendeu-se em 10 mL de CaCl2 0,1 M estéril, ficando posteriormente 

em repouso em banho de gelo para estacionar o crescimento celular por 10 minutos. Após 

este período, centrifugou-se as células novamente a 10.000 rpm a 4 °C por 10 minutos. O 

sobrenadante novamente foi descartado e ressuspenso em 1 mL de CaCl2 0,1 M. As células 

competentes de E. coli foram mantidas em banho de gelo sob refrigeração, o uso era após 2 

horas do preparo e até no máximo 48 horas nas transformações bacterianas. 
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4.9 Transformação de bactérias E. coli 
 
 Para efetuar a transformação utilizou-se 200 µL das células quimicamente 

competentes e 2 µL de ligação de plasmídeo e inserto. Após 15 minutos em banho de gelo, 

as células foram submetidas a choque térmico de 90 segundos a 42 °C. Posteriormente 

aplicou-se 1 mL de LB-líquido para recuperação das células a 37 °C em banho Maria. Em 

seguida a mistura foi inoculada com o auxílio de uma alça de Drigalski no meio LB sólido 

com adição de antibiótico (conforme consta no item 4.2). 

 

4.10 Conjugação 
 
 Os ensaios de conjugação foram realizados com a cepa receptora Caulobacter 

crescentus e a doadora S17 misturadas com o auxílio de uma alça de Drigalski em placas 

de PYE. Posteriormente, foram incubadas de 8-16 horas a 30 °C em estufa. Após esse 

tempo, a seleção foi feita em placas contendo PYE e o antibiótico ácido nalidíxico 50 µg/mL 

(esta etapa é necessária para que ocorra a eliminação da E. coli que é sensível e manter C. 

crescentus que é resistente) e o antibiótico de seleção plasmideal para garantir a 

permanência de células de Caulobacter contendo as cópias com plasmídeos específicos.  

 

4.11 Mini-preparação plasmideal (Mini-prep) 
 
 
 A purificação dos plasmídeos a partir das culturas bacterianas foi realizada pelo 

método de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989). Um mililitro e meio de uma cultura 

crescida durante aproximadamente 12 horas foi centrifugado a 10.000 rpm  (12857 g)a 

temperatura ambiente por 3 minutos. O sedimento de células foi ressuspenso em 100 µL de 

Solução I gelada (glicose 50 mM, tris-Hcl 25 mM pH: 8,0 de EDTA 10 mM pH: 8,0 q.s.p. H2O 

milli-Q). Na seqüência foi adicionado 200 µL de solução II (NaOH 0,2 N, SDS 1%) 

misturando por inversão do tubo até ficar leitoso. Em seguida adicionou-se 150 µL da 

solução III gelada (Acetato de potássio 5 M, ácido acético glacial, H20 milli-Q) e houve 

agitação do tubo em vortex por 10 segundos. Foi centrifugada a mistura a 10.000 rpm a 4 °C 

por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para microtubo de 1,5 mL novo e adicionado 

200 µL de solução Fenol equilibrado e 200 µL de Clorofórmio:Álcool isoamílico 24:1, foi 

agitado em vortex até completa homogeneização. Centrifugou-se 10.000 rpm a temperatura 

ambiente por 5 minutos. O sobrenadante foi recuperado em tubo novo e adicionou-se 1 mL 

de etanol absoluto gelado, foi deixado em repouso em banho de gelo por 5 minutos. 

Novamente foi centrifugado 11.000 rpm a 4 °C por 15 minutos. O sobrenadante foi 

descartado com cuidado e foi ressuspendido em etanol 70% gelado, vortexou-se por alguns 

segundos e em seguida centrifugado 11.000 rpm a 4 °C por 5 minutos. O etanol foi 
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descartado e o precipitado de DNA foi seco pela inversão do tubo em papel absorvente, o 

tubo foi seco em estufa a 37 °C por 2 horas, passado este período adicionou-se 50 µl de 

TE/RNase. 

 Após confirmação das clonagens foi promovido novo crescimento bacteriano dos 

recombinantes em meio LB-líquido com adição do antibiótico de marca de seleção do 

plasmídeo, sendo submetido à nova extração de DNA plasmideal com Kit de Extração do 

DNA plasmidial (Invitrogen®) para que a amostra ficasse pura para posterior 

seqüenciamento de DNA. 

O protocolo sugerido pelo fabricante (Invitrogen®) consiste em:  

 Ressuspender a cultura celular, previamente centrifugada a 12.000 rpm por 5 

minutos seguido do descarte do sobrenadante, posteriormente foi adicionado 250 µL do 

tampão R3 que contém RNase. Em seguida foi adicionado 250 µL de tampão L7 (contendo 

SDS responsável pela lise celular). A mistura foi submetida a um repouso por 5 minutos em 

temperatura ambiente, passados este tempo adicionou-se 350 µL do tampão N4 para a 

precipitação do DNA, sendo a amostra misturada por inversão do tubo até completa 

homogeneidade, seguido de centrifugação de 12.000 rpm a temperatura ambiente por 10 

minutos.  Posteriormente a solução foi transferida para um tubo de mini coluna fornecido 

pelo fabricante, e como suporte inferior foi utilizado um tubo de lavagem. A passagem da 

amostra pela coluna foi realizada com centrifugação 12.000 rpm por 1 min. O eluato foi 

descartado. A coluna passou por nova lavagem com adição de 500 µL do tampão de 

lavagem (W10 contendo etanol), sendo incubado por 1 minuto em temperatura ambiente, na 

seqüência foi centrifugado 12.000 rpm por 1 minuto. O eluato presente no tubo de lavagem 

foi novamente descartado. Outra lavagem foi realizada na coluna com 700 µL do tampão de 

lavagem (W9 com etanol), centrifugados a 12.000 rpm por 1 minuto. Após centrifugação o 

eluato foi descartado e procedeu-se uma nova centrifugação sobre as mesmas condições 

para remover os resíduos do tampão W9. Nesta fase a coluna após ser limpa com papel 

absorvente no lado externo foi transferida para outro microtubo de 1,5 mL, e submetida à 

eluição do DNA pela adição de 75 µL de TE no centro da coluna. Após adição do TE a 

coluna ficou em repouso por 1 minuto, seguido por centrifugação por 12.000 rpm por 2 

minutos. As amostras de DNA plasmideal purificadas foram identificados e armazenados a -

20ºC. 

 

4.12 Seqüenciamento de DNA 
 
 A identidade do gene xynB2 foi confirmada por seqüenciamento automatizado de 

DNA usando-se o kit Big Dye terminator version 3.1 (Applied Biosystems). 

Protocolo de Seqüenciamento de DNA plasmidial usando Big Dye Terminator v.3.1 (Applied 

Biosystems) que consistiu em diluir o DNA numa concentração entre 100 ng a 200 ng e 

adicionar num microtubo de PCR de 0,2 mL juntamente com 3 µL primer (3,2 pmoles/ul); 3 
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µL Tampão de seqüenciamento 5 X; 2 µl BigDye v3.1, após as adições completou-se o 

volume para 15 µL final com água estéril. Posteriormente aplicou-se na amostra um pulso de 

10.000 rpm. O tubo foi imediatamente colocado em Termociclador com programação de 96 

°C por 2 minutos, 50 °C por 30 segundos, 60 °C por 4 minutos, total de 35 ciclos. Passado 

este procedimento foi realizado a precipitação da reação de seqüenciamento com glicogênio 

adicionando 25 µL do coquetel de precipitação (NaOAc 3 M pH 5,2; glicogênio 1 mg/mL; 

etanol 100%). Em seguida as amostras foram submetidas ao vortex e mantidas no gelo por 

15 minutos. Após foi centrifugado a 4.000 rpm por 20 minutos à temperatura ambiente. Após 

foi invertido o tubo para descartar o excesso . Foi adicionado 50 µL de etanol 70% gelado. 

Foi repetido a centrifugação 4.000 rpm por 10 minutos e inversão do tubo. A amostra foi 

seca por 1 hora em lugar protegido da luz e posteriormente foi selada com papel alumínio a 

-20 °C e rotulada. As amostras foram acondicionadas e encaminhadas para 

seqüenciamento no Instituto de Química da USP/SP. 

 

4.13 Ferramentas de bioinformática  
 

 As análises de bioinformática da seqüência da proteína predita do gene xynB2 obtida 

do DNA genômico de C. crescentus foi realizada  utilizando o algoritmo NCBI BLAST (Basic 

Local Alignment Search Tool) e o programa Blastx (http://www.ncbi. nlm.nih.gov/blast/). 

 
4.14 Ensaio de indução do gene xynB2 em E. coli (DH10B) 
 

Células de E. coli (DH10B) abrigando o plasmídeo pProex HTa (~ 4,8 kb) com o 

fragmento de interesse xynB2 1,5 kb, foram submetidas um piloto de indução de expressão 

da proteína β-Xilosidase  II. O plasmídeo pPROEX possui característica de adicionar 6 

histidinas a proteína expressa o que possibilita a purificação por resina de níquel sepharose. 

Para tal procedimento foi feito um pré-inóculo do recombinante em 2 mL de LB-líquido 

adicionado de 20 µL de ampicilina (10 mg/mL), sob agitação de 120 rpm a 37 °C, após o 

crescimento por 16 horas, inoculou-se 1 mL deste cultivo em 50 mL de LB-líquido em novo 

frasco com adição de 500 µL de ampicilina. A cultura permaneceu sob agitação de 120 rpm 

a 37 °C até alcançar D.O.λ600ƞm= 0,5-0,6, medidos em espectrofotômetro. Estando a cultura 

nesta condição adicionou-se à cultura celular do recombinante um indutor sintético de 

transcrição não metabolizável denominado IPTG (Isopropil-β-D-Galactopiranosídeo) a uma 

concentração final de 0,1 mM, sendo adicionado 10 µL do indutor por mililitro de cultura. A 

bactéria ficou sob estas condições por 4 horas, onde foram recolhidos de hora em hora uma 

alíquota para avaliar a expressão em gel de proteína SDS-PAGE (Laemmli,1970).  
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4.15 Purificação de proteína β-Xilosidase II de xynB2 em E. coli 
 
 Após avaliação da expressão protéica do recombinante, promoveu-se novo 

crescimento sob mesmas condições mencionadas no ensaio de indução. Após crescimento 

a cultura foi recolhida e centrifugada a 12.000 rpm a 4 °C por 10 minutos. Em seguida 

descartou-se o sobrenadante e o sedimento foi ressuspenso com um coquetel composto 

por: 3,6 mL de LB-líquido, 20uL de lisozima (20mg/mL) (Sigma®), 4 µL de DNase 

(Invitrogen®),  40 µL de inibidor de protease (GE®) e 400 µL de FastTM Break Cell Lysis 

Reagent 10X (Promega®), a mistura foi incubada sob agitação de 116 rpm por 15 minutos a 

30 °C. As células lisadas foram centrifugadas e o sobrenadante incubado com coluna pré-

empacotadas que permite purificação rápida de proteínas contendo calda de histidina (carga 

positiva) pelo método de cromatografia de afinidade ao metal imobilizado contendo resina 

níquel sepharose com volume de 1,5 mL (que possui carga negativa) através do Kit His Spin 

Trap (GE). Para este procedimento equilibrou-se quatro colunas deste kit comercial com 

soluções e protocolos fornecidos pelo fabricante. Em seguida 1 mL do sobrenadante das 

células lisadas pelo coquetel foram passadas para cada uma das 4 colunas, posteriormente 

foram centrifugadas a 1600 rpm (129 g) a 4 °C por 1 minuto, para que ficasse retido todas 

as proteínas da cultura na resina. Descartou-se o eluato. Posteriormente foi lavado por duas 

vezes a coluna com 600 µL da solução de Binding buffer (Tampão fosfato 20 mM, NaCl 500 

mM, Imidazol 20 mM, pH 7.4), a cada lavagem centrifugou-se (1.600 rpm a 4 °C por 1 

minuto) e descartou-se o eluato que continha as proteínas totais de E. coli, ficando retido na 

resina somente as de interesse. A coluna foi transferida para tubo novo, onde houve a 

recuperação das proteínas β-Xilosidases recombinantes; foi eluído com 1 mL da solução de 

Eluation buffer (Tampão fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 500 mM, ph 7.4) com 

centrifugação de 1.600 rpm a 4 °C por 1 minuto em cada uma das 4 colunas utilizadas. O 

eluato que continha a proteína purificada foi recolhido e a proteína foi dialisada com 

membrana de diálise Spectrum Spectraidor (MWCO: 6-8.000 KDa) em água destilada por 48 

horas sob refrigeração a 4 °C, para retirada dos sais contidos nos tampões.   

 

4.16 Determinação da atividade de β-xilosidase de Caulobacter crescentus 
 

Em decorrência da purificação é necessário verificar se a proteína tem atividade de 

-Xilosidase. Para tal averiguação foi submetida à amostra purificada ao ensaio padrão de 

determinação de atividade de -Xilosidase por método proposto por Miller (1959) que 

consiste na incubação de 0,25 mL de ONPX (o-nitrofenol-Beta-D-xilopiranosídeo) na 

concentração de 1 mg/mL (solubilizado em tampão citrato de sódio 0,05M pH 5.4) e 0,025 

mL da proteína purificada, a reação foi incubada por um período de 10 até 60 minutos a 50 
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°C em banho-Maria e em seguida foi adicionado 1 mL de solução de tetraborato de sódio 

saturado para interromper a reação para que fosse realizado a leitura da referida amostra 

em espectrofotômetro no comprimento de onda de 410 ƞm. Uma unidade enzimática foi 

definida como aquela capaz de liberar 1 µmol de orto-nitrofenol por mililitro de reação.  

 
4.17 Dosagem de proteínas 
 

As proteínas purificadas foram quantificadas pelo método colorimétrico de Bradford 

(1976), onde encubou-se a enzima em temperatura ambiente em diluições seriadas (10, 30 

e 70 µL) com adição de água até o completar o volume de 100 µL na presença de 1 mL do 

reativo de Bradford (solução de 0,01 g Coomassie G-250; 5 ml etanol PA; 10 ml ácido 

fosfórico; água q.s.p 100 ml); após 15 minutos de reação a temperatura ambiente era 

efetuado a leitura em espectrofotômetro a 596 ƞm. Para a quantificação da amostra foi 

usado uma curva de calibração padrão de BSA - Soro Albumina bovina (200 µg/ml), os 

valores de quantificação proteína foram em miligramas por mililitro de purificado. 

 

4.18 Eletroforese em gel de poliacrilamida a 9% 
 
 A eletroforese de proteínas em géis desnaturantes de poliacrilamida com SDS (SDS-

PAGE a 9%) foi feita de acordo com a metodologia descrita por Laemmli (1970), as 

amostras de proteína foram coradas com solução O (tampão de amostra 2x - 0,076 g de 

Tris-base, 4 mL de SDS 10%, 10 mL (1 M) de DDT, 2 mL de glicerol, 100 mL de azul de 

bromofenol 1%, água q.s.p. para 10 mL). O marcador utilizado foi o 10 KDa Protein ladder 

(Gibco-BRL). A corrida foi em equipamento de eletroforese (Power Pac 200, BIO-RAD) em 

sistema de proteína vertical por 120 minutos, 100 Volts, 2 mA. O fel foi corado com solução 

de “Stain” (Etanol absoluto 50%, Ácido Acético 7%, Comassie Blue R 250 0,4%) e a 

descoloração do gel foi através da solução “Destain” (Etanol 30%, Ácido acético 7% e água 

q.s.p.).  

 

4.19 Caracterização enzimática da β-Xilosidase II de Caulobacter crescentus  
  
4.19.1 Determinação de pH ótimo e estabilidade enzimática frente aos diferentes 
valores de pH 
 

A influência do pH sobre a atividade da -Xilosidase foi determinada para as faixas 

de pH 3, 4, 5, 6, 7 8, 9 e 10 em Tampão McILVAINE (McILVAINE, 1921). E para análise de 

estabilidade ao pH a amostra ficou sob os mesmos valores de pH a 4 °C por um período de 

24 horas. Os ensaios de atividade enzimática seguiu protocolo padrão conforme citado no 

item 4.15. 
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4.19.2 Determinação de temperatura ótima e estabilidade enzimática frente às 
diferentes temperaturas 
 

A temperatura ótima de atividade da -Xilosidase II foi estimada incubando a amostra 

purificada em seu pH ótimo e em temperaturas de 20 a 75 °C (escala crescente de 5 graus). 

E para a avaliação de estabilidade térmica a reação enzimática foram testadas nas três 

melhores temperaturas exibidas pela enzima na temperatura ótima, sendo que a cada 20 

minutos uma alíquota foi mensurada quanto ao perfil de atividade num período de 4 horas. A 

estimativa de atividade seguiu a mesma citada no item 4.16. 

 

4.19.3 Efeito de diferentes compostos sobre a atividade enzimática  
 

A análise para verificação de eventual requerimento de íons cofatores ou sua 

interferência na atividade da -Xilosidase em estudo foram testados os efeitos destes 

compostos sobre a atividade enzimática na presença das seguintes substâncias na 

concentração final de 2 mM: (NH4)2SO4, HgCl, MgSO4, BaCl2, NH4CL, Iodo acetamida, CuCl, 

Al2(SO4)3, MnSO4, FeSO4, SnCl2, KCl, NaCl, CaCl2, Al (SO4)3, CuSO4, ZnSO4, EDTA, DTT e 

-mercaptoetanol. A estimativa de atividade seguiu a mesma do item 4.16. 

 

4.19.4 Efeito da tolerância a Xilose 
 

O efeito exercido pela xilose sobre a atividade de β-Xilosidase  II foi mensurado 

através da encubação da enzima diluída em pH ótimo na presença de 300 µL de xilose nas 

concentrações de 1 a 100 mM, utilizou-se o substrato ONPX a 1mM, o ensaio foi conduzido 

na temperatura e pH ótimo da enzima. A leitura foi em espectrofotômetro a 410 ƞm. 

 
4.19.5 Parâmetros cinéticos 
 
 A determinação de Constante de Michaelis-Menten KM e Velocidade máxima Vmáx 

foram realizadas com uma faixa de concentração crescente de substrato ONPX (1, 5, 10, 

20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 mM) sob pH 6,0 e temperatura de 55 °C. Os ensaios 

foram realizados em duplicata e os valores calculados pelo método de Lineweaver & Burk 

(1934).  

 
4.20 Produção de anticorpo policlonal  
 

Para a produção de anticorpo policlonal usou-se a metodologia proposta por Simão e 

Gomes, 2001, e consistiu em utilizar uma coelha (Oryctolagus cuniculus – Nova Zelândia) 
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que foi imunizada com 1 mL de Adjuvante completo de Freud (Sigma®) com adição de 250 

µL da proteína purificada β-Xilosidase  II recombinante de Caulobacter crescentus. Após 4 

semanas, a coelha recebeu uma segunda injeção contendo 1 mL de adjuvante incompleto 

de  Freud (Sigma®) adicionado de 250 µL da proteína β-Xilosidase II recombinante 

purificada.                                

Passados o período de 15 dias da segunda imunização foi retirado uma alíquota de 

sangue para obtenção do anti-soro que foi testado por “Western blot”. 

Durante todo o período do experimento o animal recebeu dieta padrão ração em 

pellets e água ad libidum, sendo mantida em caixa padrão, mantendo o ciclo de claro e 

escuro de 12 horas no biotério da Universidade Estadual do Oeste do Paraná – UNIOESTE. 

O presente procedimento foi protocolado, analisado e autorizado pelo Comitê de 

Experimentação animal da UNIOESTE – Campus de Marechal Candido Rondon sob n.° 

5910.  

 
4.20.1 “Western blot” 
  
 Para verificação da eficácia do anti-soro policlonal para β-Xilosidase, realizamos 

ensaio de “Western blot”, usando o soro imune do coelho como controle (obtido pelo sangue 

do animal antes do inóculo da proteína recombinante purificada) e o anti-soro obtido após o 

período de imunização mencionado anteriormente. 

 A separação das proteínas ocorreu por eletroforese em géis de poliacrilamida 

desnaturantes (SDS-PAGE, Laemli, 1970) e a transferência para membranas de 

nitrocelulose foi realizada no sistema molhado da BioRad. Após a transferência, as 

proteínas na membrana foram coradas com Ponceau S 0,1% em ácido acético 10% e 

descorado em água destilada. O filtro foi bloqueado por 20-30 minutos em TBS (Tris-HCl 10 

mM pH 8,0; NaCl 150 mM),com adição de leite 0,5%. Após este período, as membramas 

foram incubadas com TBS-leite contendo o anti-soro do imune e pré-imune, diluídos 200 X, 

separadamente. Passado a incubação, as membranas foram lavadas por 5 minutos duas 

vezes em TBS-T (TBS contendo Tween 20 a 0,05%) e uma vez em TBS, procedendo-se 

então a encubação com o anticorpo secundário, conjugado com fosfatase alcalina, seguida 

de nova lavagem como descrito acima.  

 Para a revelação com a fosfatase alcalina, foram utilizados BCIP (5-bromo-4-cloro-6-

indolil fosfato; 0,3 mg/mL) e NBT (nitroblue tetrazolium; 0,15 mg/mL) em tampão Tris-HCl 10 

mM pH 9,0; NaCl 100 mM e MgCl2 5 mM. 

 

4.21 Construção do mutante nulo do gene xynB2 
 
 Para verificar qual é o papel do gene xynB2 para a bactéria Caulobacter crescentus, 

foi produzido um mutante nulo deste gene em estudo, conforme segue: 
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 A partir da clonagem em pJet1.2/blunt do gene xynB2, digerimos a referida 

construção com a enzima de restrição SmaI, ao qual clivou o gene e permitiu a inserção de 

uma cassete de resistência a espectinomicina de 2,0 kb, retirado de pHP45Ω. Após a 

depleção do gene, digeriu-se a construção com EcoRI/XhoI e foi em seguida foi subclonado 

nos sítios EcoRI/SalI em pNPTS138; a referida construção foi passada para S17 

competente e posteriormente conjugada com Caulobacter crescentus. O vetor pNPTS138 é 

capaz de replicar em E. coli mas não em C. crescentus, por isto é considerado um vetor 

suicida. A manutenção do plasmídeo na bactéria só acontece quanto sequências homólogas 

ao genoma de Caulobacter estão clonadas no mesmo porque assim pode-se integrar ao 

genoma por recombinação homóloga. O gene Kan do pNPTS138 permite a relação positiva 

de clones e o gene sacB a seleção negativa. O gene sacB codifica para um levansucrase 

que converte sacarose em produtos tóxicos para C. crescentus. Assim, bactérias que 

tenham recebido o plasmídeo por integração homóloga são forçadas a expulsar o pNPTS 

para sobreviver na presença de sacarose, o que favorece um 2 ° evento de recombinação 

homóloga. A análise do genoma bacteriano por PCR permite selecionar bactérias que sejam 

resistentes a espectinomicina e sensíveis a canamicina e que tenham expulsado juntamente 

com o pNPTS138 a cópia intacta do gene xynB2 do genoma, mantendo assim a cópia 

interrompida. 

 

4.22 Construção do mutante condicional 

 

 A partir da construção da fusão de tradução gerada para obtenção da proteína para 

purificação e caracterização, pPROEX HTa – xynB2, procedeu-se uma digestão com as 

enzimas de restrição EcoRI/KpnI e subclonou-se nos mesmos sítios em outro vetor 

denominado pAS22, na seqüência houve a transformação da S17 competente e 

posteriormente foi passado para C. crescentus por conjugação; o plasmídeo pAS22 possui 

PxylX que é induzido por xilose e possui gene de resistência ao antibiótico cloranfenicol. A 

clonagem do gene xynB2 neste vetor permite a superexpressão da β-Xilosidase  II de C. 

crescentus. Esta cepa foi denominada pMOA e foi construída pela estudante de Iniciação 

científica Moara Rodrigues Mingori. 

 

4.23 Ensaios da atividade promotora do gene xynB2  

 

 Foram realizados ensaios de atividade de β-galactosidase, que permite medir 

indiretamente a atividade do promotor de um determinado gene através da atividade da 

enzima β-galactosidase, codificada pelo gene repórter lacZ fusionado ao promotor de xynB2. 
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 Para a realização dos ensaios as bactérias NA1000-pLacZ-xynB2, pMOA-pLacZ-

xynB2 e RSJU-2-pLacZ-xynB2 eram pré crescidas em PYE com adição dos antibióticos 

tetraciclina; cloranfenicol+tetraciclina e espectinomicina+tetraciclina, respectivamente a 30 

°C por 12 a 16 horas. Após este período as culturas eram quantificadas em 

espectrofotômetro (D.O.λ600ƞm), após foram diluídas para D.O. λ600ƞm=0,1 no meio de ensaio, 

constituído por M2 com glicose ou xilose 0,2% e adição dos resíduos agroindustriais a 1%. 

As culturas foram submetidas a crescimento até fase logarítmica (D.O.λ600ƞm=0,4-0,6).  

 Para analisar a atividade promotora do gene xynB2, a cepa C. crescentus contendo a 

construção da região promotora clonada em placZ/290, foi crescida na presença de 

diferentes resíduos agroindustriais para a averiguação do papel desta β-Xilosidase  na 

degradação destes compostos vegetais através de ensaios enzimáticos de dosagem de -

Galactosidase (Miller, 1972) utilizando extratos celulares totais de C. crescentus crescidas 

M2 (Elly, 1991) suplementado com glicose 0,2% e em presença de resíduos diversos a 1%. 

A incubação foi a 30 °C em incubador com agitação orbital sob agitação de 116 rpm em 

meio mínimos M2. Nos pontos de análises retiravam-se 50 ou 100 µL da cultura e 

adicionava-se 800 µL e tampão Z (Na2HPO4 8,51 g/L; NaH2PO4 6,25 g/L; KCl 0,75 g/L; 

MgSO4 0,25 g/L, β-mercaptoetanol 3,6 µL/mL). As células eram rompidas por adição de 50 

µL de clorofórmio e ficavam a 30 °C em banho Maria por 5 minutos. Passados este período 

adicionava-se 200 µL do substrato ONPG 4 mg/mL (orto-nitrofenol D-galactopiranosídeo). 

Incubava-se por 5 a 10 minutos e interrompia-se a reação com 400 µL de Na2CO3 1 M. Na 

sequência os tubos eram centrifugados a 12.000 rpm por 3 minutos e ocorria a quantificação 

da fase aquosa em espectrofotômetro em D.O.λ420ƞm. Os níveis de expressão eram 

calculados em unidades Miller (U) de acordo com a reação: U=(1000 x D.O.420ƞm)/(tempo da 

reação em minutos x volume de cultura x D.O. 600 ƞm). 

  

4.24 Preparo dos resíduos agroindustriais para os ensaios de Atividade Promotora e 
Caracterização Mutante Nulo de xynB2  
 
 Os resíduos utilizados nos ensaios foram obtidos em diferentes agroindústrias da 

Região do Oeste do Paraná. Os mesmos possuem constituição variada (tabela 5); O 

preparo iniciou com a secagem em estufa a 70 °C e posteriormente o acondicionamento em 

frascos de vidro com tampa de metal.  

 Para o uso nos ensaios, os resíduos eram pesados e misturados em água na 

concentração final de 2%, e na seqüência autoclavados em autoclave vertical (Phoenix) por 

20 minutos a 121 °C, para esterilização e melhor homogeneidade dos compostos, durante 

os ensaios era desconsiderado a quantidade de açúcar já existente no resíduo naturalmente 

ou gerado em decorrência da esterilização.  
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Tabela 5 Relação de resíduos dos ensaios de atividade promotora e caracterização do 
mutante nulo do gene xynB2. 
 

Nome Composição 
Mandioca casca da raíz 
Soja semente inteira 
Trigo palha e casca da semente 
Milho palha e sabugo da espiga  
Cana-de-açucar bagaço  
Arroz palha e casca do grão 
Laranja bagaço e casca da fruta 

 
 
4.25 Ensaio de hidrólise de Xilanase de Aspergillus alliaceus e β-Xilosidase de C. 
crescentus 
 

 As enzimas Xilanase e β-Xilosidase purificadas e disponíveis foram submetidas a 

ensaio de hidrólise para averiguação da capacidade de metabolização dos substratos xilano 

e bagaço de cana. 

 O ensaio foi conduzido em tubo de vidro com capacidade de 5 mL, onde adicionou-

se os substratos xilano e bagaço de cana com concentração de 2%, este foram diluídos em 

Tampão McILVAINE 6,0 para a concentração final de 1%. O volume de cada tratamento foi 

de 2 mL. Primeiramente foi adicionado 1 U enzimática de xilanase que ficou incubada à 50 

°C por 24 horas, após este período houve a inativação da enzima por 5 minutos de fervura e 

na seqüência adicionamos 2 U enzimáticas de β-Xilosidase II, mediu-se a hidrólise em 6, 8, 

18 e 24 horas. Os tratamentos controles foram aqueles que não houveram adição de enzima 

e no caso do controle da inativação da xilanase, uma alíquota de cada tratamento após a 

fervura foi incubada e testada para controle adicional. 

 A mensuração da hidrólise foi pelo método de DNS (ácido 3,5-dinitro-salicílico) como 

descrito por Miller (1959). A reação ocorrida com 125 µL do tratamento com adição de 250 

µl do reagente DNS, as amostras eram fervidas por 5 minutos e foram adicionados 1 mL de 

água destilada. A leitura foi realizada em espectrofotômetro D.O.λ540ƞm contra um branco 

contendo água e DNS. A quantificação de açúcares redutores nas alíquotas foi estimada de 

acordo com uma curva padrão de xilose µmol/mL para definirmos a liberação de produtos de 

hidrólises nos tratamentos. 

 

4.26 Análise estatística 
 
 Nos ensaios de caracterização enzimática as análises foram conduzidas em 

duplicata por duas vezes, caso houvesse alguma irregularidade de valor por algum erro 

analítico ou indeterminado, pelo menos uma nova duplicata era realizada; os dados foram 

plotados no programa estatístico ORIGIN® 6.0 e passaram por análise de dispersão 

estatística através do desvio padrão das médias obtidas durante os ensaios. 
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 Nos ensaios de caracterização do mutante nulo de xynB2 e demais análises do papel 

do gene xynB2 para a bactéria C. crescentus, foram considerados médias de três ensaios 

distintos que exibiram repetibilidade e conformidade de resultados, sendo estes mesclados e 

avaliados quando a média e desvio padrão para cálculo de barra de erros. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 

5.1 Clonagem do gene xynB2 e análise da seqüência obtida  
 

Com o objetivo de clonar o gene xynB2 de C. crescentus o DNA genômico 

bacteriano foi usado como molde para uma Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) com 

os oligonucleotídeos xynB2-Met e xynB2-Stop. O produto de amplificação obtido foi 

resolvido em gel de agarose TBE 1X a 1%. A eletroforese preparativa levou a identificação 

de uma banda 1,5 kb correspondente ao gene xynB2, que foi purificada com papel DE81 

(Millipore).  

 Após, o fragmento de DNA isolado foi tratado com a enzima Polinucleotídeo quinase 

do Kit de clonagem de produtos de PCR (Fermentas) e ligado com auxílio da enzima T4 

DNA Ligase a um sítio não coesivo do vetor pJET1.2/blunt, que apresenta um gene de 

resistência a ampicilina. A reação de ligação foi em seguida usada para transformar células 

de E. coli (DH10B) quimicamente competentes. As células recombinantes obtidas foram 

plaqueadas em meio LB contendo o antibiótico ampicilina (LBA) para seleção dos 

plasmídeos recombinantes. 

 As colônias bacterianas que cresceram no meio LBA foram repicadas em placas 

novas, concomitantemente inoculadas em meio LBA líquido e submetidas a crescimento até 

a fase estacionária. Em seguida, as células foram usadas para mini-preparação de DNA 

plamideal usando protocolo de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989). O DNA plasmideal 

obtido foi então digerido com enzima de restrição XbaI por 2 horas  a 37 oC. A enzima XbaI 

cliva o DNA do plasmídeo em um sítio único de XbaI e em outro sítio único no gene 

liberando um fragmento de 1,5 kb. A confirmação da clonagem pode ser realizada pela 

eletroforese do produto de digestão em gel de agarose TBE 1X 1%, corado com brometo de 

etídeo e visualizado sob luz ultravioleta (Figura 5).  

 O plasmídeo contendo o gene xynB2 mostrado na Figura 5 foi usado como molde 

para uma reação de seqüenciamento de DNA automatizado com o oligonucleotídeo 

universal direto do vetor pJET como iniciador da reação. A seqüência nucleotídica obtida 

(Figura 6) foi comparada com outras depositadas no GenBank com auxílio do algorítimo 

BlastX. A identidade do gene xynB2 foi confirmada mostrando 100% de identidade com a 

seqüência da β-Xilosidase II de Caulobacter crescentus (cepa NA1000) depositada no NCBI 

(National Center for Biotechnology Information). Esta mesma sequência nucleotídica gerou 

uma proteína predita (Figura 6) que mostrou maior similaridade com β-Xilosidases de 

patógenos de plantas do mesmo gênero de Caulobater; revelou que para Xanthomonas 

70% identidade (80% de homologia) com X. fuscans, 69% de identidade  (80% de 

homologia) com X. axonopodis e 67% de identidade (79% de homologia) com X. campestris.  
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Figura 5 Confirmação da clonagem do gene xynB2 em gel de agarose TBE 1% (1X). (a) Na 
canaleta 1 foi aplicado o marcador de peso molecular 1kb DNA ladder e na canaleta 2 o 
produto de digestão da mini-preparação plasmideal do pJET1.2/blunt contendo o gene 
xynB2 de 1,5 kb clonado. 
 

 
5’ cgcccggtgttccgccagatggcccgtcgtctggcctcgtcgggctatgtcgttctggtccc 

caacctctattaccggaccaagaaggcgccggtgatggaaggggcgatgagcttcgccaa 
tccccaggatcgcgagacgatcaccgctctggctcggaccgtgacgccgaccacggcggt 
caccgacgccgtggcctttgtcgccttcctcgacgctcagccgcagaccaacaaggccaa 
gcgcgtcggcgttcagggctactgcatgggcgggccgctggccttccgcaccgccggctc 
gaaccccacgcgcatcggcgctgtggtcagcttccatggcggcggtctgaccgcagaggg 
gccagacagcccgcaattgctgattccgaagacgaaggccgactatctcgtcgccgtcgc 
cgacaacgacgacaagcgtgatccgacgtccaaggacaagctcaaggccgcgttcgccga 
ggctaagatcaaggccacggtcgaggtctatgtcggcgccaaccacggttggaccgtacc 
gggcagccaagcctacaacgagcctgcggcggagaaggcctggagcgaactgctggcgct 
gtataaggccgccctctgaggccagtgggagcggccgcttcggccgggtcgctcccattt 
atcgtacataacaattgatagcgctatcattgccgtgtagccgttactccaaagacgtgg 
aggaaacggatgtcgctatcacgccgagccatcgtggcgggtttgtcgagcctgccggtt 

 +1  atggcgaacgccggccccggcgctcgggtcattgatctggatctccgccgggcggcaggg 
M  A  N  A  G  P  G  A  R  V  I  D  L  D  L  R  R  A  A  G 
cccgttgatcgcttcttcgatctgtcgatcggctcggactatcctggcaccctgatccgc 
P  V  D  R  F  F  D  L  S  I  G  S  D  Y  P  G  T  L  I  R 
gaggacagccaggcgcagctgaagaccaccgtcgacgagctgggcttccgctacattcgc 
E  D  S  Q  A  Q  L  K  T  T  V  D  E  L  G  F  R  Y  I  R 
ttccacgcgatcttccacgacgtgctgggcaccgtgaaggtccaggacggcaagatcgtc 
F  H  A  I  F  H  D  V  L  G  T  V  K  V  Q  D  G  K  I  V 
tacgattggaccaagatcgaccagctgtacgacgccctgctggccaaggggatcaagccc 
Y  D  W  T  K  I  D  Q  L  Y  D  A  L  L  A  K  G  I  K  P 
ttcatcgagctgggtttcacgcccgaggctatgaagacgtcggatcagaccattttctac 
F  I  E  L  G  F  T  P  E  A  M  K  T  S  D  Q  T  I  F  Y 
tggaaggggaacacctcccatccaaagcttggaccttggcgcgacctgattgacgccttt 
W  K  G  N  T  S  H  P  K  L  G  P  W  R  D  L  I  D  A  F 
gtccaccacctgcgcgcccgctatggcgtcgaggaggtgcgaacctggttcttcgaggtc 
V  H  H  L  R  A  R  Y  G  V  E  E  V  R  T  W  F  F  E  V 
tggaacgagcccaatctcgacggcttctgggagaaggcggaccaagcggcctatttcgag 
W  N  E  P  N  L  D  G  F  W  E  K  A  D  Q  A  A  Y  F  E 
ctctatgacgtcaccgctcgcgccatcaaggcgatcgatccgagcctgcgggtcggcggg 
L  Y  D  V  T  A  R  A  I  K  A  I  D  P  S  L  R  V  G  G 
cccgccacggccggcgcggcgtgggttccggagttcctggcccacgtgaagaagagcggc 
P  A  T  A  G  A  A  W  V  P  E  F  L  A  H  V  K  K  S  G 
tcggccgtcgattttgtcaccacccacacttacggcgtcgacggcggcttcctcgacgag 
S  A  V  D  F  V  T  T  H  T  Y  G  V  D  G  G  F  L  D  E 
aagggcgtacaggacaccaagctgtcgccgtcgcccgatgcggtcgtcggggacgtgcgc 
K  G  V  Q  D  T  K  L  S  P  S  P  D  A  V  V  G  D  V  R 
cgggttcgcgagcagatcgaggcctcggccttcccgggactgccgctctacttcaccgaa 
R  V  R  E  Q  I  E  A  S  A  F  P  G  L  P  L  Y  F  T  E 
tggagcaccagctacaccccgcgcgacagcgtccacgacagctatgtcagcgccgcctac 
W  S  T  S  Y  T  P  R  D  S  V  H  D  S  Y  V  S  A  A  Y 
atcgtcgagaagctgcgacgggtgaaggggctggtccaggccatgagctactggacctat 
I  V  E  K  L  R  R  V  K  G  L  V  Q  A  M  S  Y  W  T  Y 
tcggatctcttcgaggagccggggcctccgacggcgcccttccagggcgggtttggcctg 
S  D  L  F  E  E  P  G  P  P  T  A  P  F  Q  G  G  F  G  L 
atgaacccgcaggggatccgcaagccgtcctggttcgcctacaagtacctgaatgcgctg 
M  N  P  Q  G  I  R  K  P  S  W  F  A  Y  K  Y  L  N  A  L 
aaggggcgggagctggtctgcgctgacgatcaggtcttcgccgcgcgcgacggtgatcgc 
K  G  R  E  L  V  C  A  D  D  Q  V  F  A  A  R  D  G  D  R 
gtcgcgatcgtggcctatgcttggcgtcaacccgatcagaaggtcagcaaccggccgttc 
V  A  I  V  A  Y  A  W  R  Q  P  D  Q  K  V  S  N  R  P  F 
tatacgaagcttcaccccgcatcggacgtcgaaccgctcaaggttcggctgacgagcctc 
Y  T  K  L  H  P  A  S  D  V  E  P  L  K  V  R  L  T  S  L 
aagccgggacgctacaagcttcgtgtccgccgcgtcggctaccgccgcaacgacgcctac 
K  P  G  R  Y  K  L  R  V  R  R  V  G  Y  R  R  N  D  A  Y 
agcgcctatatcgatatgggctcgcccacgactctgacggagtcgcagctgcaatcgctg 
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S  A  Y  I  D  M  G  S  P  T  T  L  T  E  S  Q  L  Q  S  L 
caggctctgaccgaagaccggccggagatcgaaaaggcattgaaggtgtccggagaaacc 
Q  A  L  T  E  D  R  P  E  I  E  K  A  L  K  V  S  G  E  T 
Gtcgtcgatctgcccatgcgggccaacgacgtcgttctcattgagctcgagccgctggcc  
V  V  D  L  P  M  R  A  N  D  V  V  L  I  E  L  E  P  L  A 

     tag 3’  
     Stop  

 
Figura 6 Seqüências nucleotídicas e de aminoácidos deduzida do gene da β-Xilosidase II de 
C. crescentus. A seqüência gênica é mostrada com letras minúsculas enquanto que a 
seqüência de aminoácidos deduzida é mostrada em letras maiúsculas e diretamente sob a 
sequência nucleotídica. O nucleotído +1 corresponde ao primeiro nucleotídeo do códon que 
codifica a mitionina (M) iniciadora. As seqüências nucleotídicas usadas para desenho dos 
oligonucleotídeos empregados para a amplificação da região 5´não codificadora estão 
destacados em azul, e as usadas para amplificação da região codificadora estã destacados 
em negrito e sublinhadas. O sítio de restrição para a enzima SmaI está mostrada em 
vermelho na região central da seqüência nucleotídica codificadora. O códon de término de 
tradução é destacado em negrito pela palavra “stop”. 
 

 A proteína predita a partir do gene xynB2 foi também comparada com quatro outras 

β-Xilosidases produzidas por C. crescentus. Como mostra a Figura 7, as β-Xilosidases de C. 

crescentus mostram uma baixa similaridade de seqüência entre si. Esta diferença em 

seqüências destas proteínas pode justificar em parte a aparente versatilidade destes genes 

no genoma da bactéria e podem qualificar a bactéria C. crescentus como promissora para 

metabolizar diferentes moléculas de base vegetal por expressar diferencialmente estes 

genes conforme sua necessidade. 

 Paralelamente, objetivou-se neste trabalho a sub-clonagem do gene xynB2 em um 

vetor de expressão pProEXTm HTa. Este vetor apresenta um promotor de E. coli indutível por 

IPTG e um gene de resistência a ampicilina, assim, permite a clonagem de insertos 

mantendo-se o quadro de leitura e leva a super-expressão do referido gene fusionado a uma 

cauda de 6 histidinas. Assim, para que múltiplas cópias da β-Xilosidase II de C. crescentus 

fossem obtidas, o gene xynB2 clonado no vetor pJET1.2/blunt foi digerido com as enzimas 

de restrição EcoRI/XbaI e o inserto liberado foi purificado de gel de agarose TBE 1X a 1%  

com papel de purificação de DNA DE81 (Millipore). O fragmento isolado obtido foi ligado ao 

plasmídeo pProEXTm HTa nos mesmos sítios de restrição do inserto. A confirmação desta 

sub-clonagem foi feita digerindo-se a mini-preparação plasmideal obtida para o pProEXTm 

HTa-xynB2 com as enzimas de restrição EcoRI/XbaI  (Figura 8). 

 Com a fusão de tradução do gene xynB2 construída em uma cepa recombinante de 

E. coli, a β-Xilosidase II de C. crescentus foi submetida a superexpressão heteróloga, e 

portanto produzida em quantidade elevada pela E. coli. A cauda de histidinas que é 

fusionada á proteína expressa favorece a purificação da β-Xilosidase II recombinante (β-Xil-

rec-II) por cromatografia usando resina empacotada de níquel sepharose. As cargas 

positivas das histidinas ligam-se ás cargas negativas da resina de níquel e favorece a 

eluição de uma enzima pura.  Tal produção de proteínas em laboratório possibilita o estudo 

estrutural e de perfil de atividade sob determinadas condições de forma individual e sem 

interferentes. 
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Figura 8 Confirmação da subclonagem do gene xynB2 em gel de agarose TBE 1% (1X). (a) 
Na canaleta 1 foi aplicado o marcador de peso molecular 1 Kb DNA ladder plus e na 
canaleta 2 o produto de digestão da mini-preparação plasmideal do pProEXTm HTa. 
 

 

 

(b) 

Figura 7 Comparação das sequências proteícas das cinco β-Xilosidases 
codificadas pela bactéria aquática Caulobacter crescentus (cepa NA1000). (a) As 
sequências foram obtidas do genoma da bactéria disponível no site do NCBI 
(National Center for Biotechnology Information). O alinhamento foi realizado com 
auxílio do programa CLC Main Workbench 5. Os hífens correspondem a “gaps” 
introduzidos pelo software para maximizar o alinhamento, os asteriscos 
correspondem a substituições não conservativas. Os resíduos de aminoácidos 
estão numerados à direita. Na sequência a descrição das diferentes β-Xilosidases 
de C. crescentus e seus respectivos números de acesso no GenBank: β-Xilosidase 
I --L-Arabinofuranosidase (CCNA 01040); β-Xilosidase II ( CCNA 02442); β-
Xilosidase III (CCNA 00856), β-Xilosidase IV- -L- Arabinofuranosidase (CCNA 
02893); β-Glicosidase- β-Xilosidase V (CCNA 03149). (b) Árvore fenética gerada 
com base nas sequências mostradas no alinhamento em (a), com o auxílio do 
programa CLC Main Workbench 5 e o algorítimo UPGMA. 
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5.1.1 Medida de expressão do gene xynB2 em E. coli 
 

A viabilidade do recombinante contendo a construção pPROEX HTa-xynB2 foi 

testado quanto ao nível de expressão gênica em E. coli (DH10B), houve a condução de um 

piloto de expressão da proteína β-Xilosidase em pequena escala. 

A cepa foi crescida em LB-líquido com ampicilina a 37 °C até fase logarítmica 

(DO600m= 0,5-0,6) sob agitação a 120 rpm em incubadora rotacional, após chegar ao 

crescimento desejado houve a indução das células com IPTG 1 mM. O período de indução 

da expressão foi de 4 horas, a expressão se mostrou crescente nos tempos 2, 3 e 4 horas 

(Figura 09) e produziu a proteína de interesse, demonstrando uma banda de 55 KDa que 

corresponde a β-Xilosidase II recombinantes de C. crescentus. 

 

 
Figura 09 Piloto de expressão do recombinante de xynB2 em Gel SDS-PAGE 9%. Na 
canaleta (1) Marcador 10 KDa Protein Ladder; (2) Extrato proteína DH10B selvagem; (3) 
Extrato protéico total do Recombinante de xynB2 sem indução; (4),(5) e (6) Representam os 
tempos de indução com IPTG de 2, 3 e 4 horas. 
 
 
5.1.2 Purificação e Caracterização enzimática de β-Xilosidase II recombinante de 
Caulobacter crescentus 
 
 Após a comprovação da viabilidade de expressão da cepa recombinante contendo o 

vetor de expressão pPROEX Hta-xynB2, um novo crescimento foi efetuado com uma 

quantidade maior de meio de cultura conforme descrito no item 4.14 de materiais e métodos, 

para proceder a purificação protéica. O acompanhamento da purificação podem ser 

visualizadas na Figura 10.  
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Figura 10 Gel SDS-PAGE 9% com amostras dos extratos de purificação da enzima β-
Xilosidase II. (1) Marcador de proteína 10 KDa Protein ladder. (2) Extrato protéico da cepa 
DH10B contendo a construção pProEX HTa-xynB2; (3-5) Extrato total induzido com IPTG (1 
mM) nos tempos de 2, 3 e 4 horas, respectivamente. (6) Cultura celular lisada com solução 
Fast Break Cell lysis (Promega®) adicionada à coluna de níquel sepharose. (7) Alíquota de 5 
µL da β-Xilosidase  II recombinante após primeira eluição com 500 L de Tampão Fosfato-
Imidazol. (8) Alíquota de 5 µL da β-Xilosidase  II recombinante após segunda eluição da β-
Xilosidase  II recombinante.  
 

5.1.3 Caracterização Bioquímica de β-Xilosidase II recombinante 
 
 A enzima recombinante β-Xilosidase II de Caulobacter crescentus após purificação 

passou por ensaios de caracterização enzimática. O rendimento alcançado na purificação foi 

de 339,7 unidades enzimáticas e 1,58 mg de proteína por mililitro de purificado, exibindo 

uma atividade específica de 215 U/mg.  

 O primeiro parâmetro bioquímico analisado foi o de pH ótimo da enzima em 

diferentes  tampões  McILVAINE  com  o   substrato  ONPX  1 mg/mL,  sendo  que   a  maior  

atividade obtida para a β-Xil-rec-II foi em pH 6. Quando a enzima foi incubada em valores de 

pH igual a 4 e 7, esta exibiu 53 e 28% de atividade residual, respectivamente. 

 Quando a enzima ficou sob condições de pH de 3, 8, 9 e 10 notou-se que ocorria a 

desnaturação da proteína devido a alta acidez e alcalinidade imposta pelos tampões, isto foi 

evidenciado na leitura de 410 ƞm em espectrofotômetro, onde não se verificava leitura 

dentro da linearidade de 0,1 e 1 proposta na Lei de Lambert-Beer (Figura 11). Atividades 

enzimáticas ótimas para β-Xilosidases em valores de pH igual a 6 ou próximos de 6 também 

já foram reportadas em outras bactérias, como Thermoanaerobacterium sp (Wagschal et al., 

2005), Geobacillus thermoleovorans (Wagschal et al., 2009) e Selenomonas ruminantium 

(Jordam, 2008) o que demonstra um sítio ativo conservado para a β-Xilosidase de alguns 

microrganismos. 
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Figura 11 Ensaio de pH ótimo da β-Xilosidase II recombinante.  
 
 Após a determinação do melhor pH para a enzima, foram testadas diferentes 

condições de temperaturas: 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 oC. A atividade foi 

determinada incubando a enzima em seu pH ótimo 6 com o  substrato ONPX 1 mg/mL. 

Como mostra a Figura 12, a enzima exibiu um pico de atividade nas temperaturas de 50, 55 

e 60 °C, sendo que todas as outras testadas demonstraram atividade relativa menor de 

50%, a temperatura ótima ficou evidenciada quando a enzima ficou incubada a 55 °C, esses 

dados de temperatura ótima assemelham-se com o trabalho desenvolvido por Yan et al., 

(2008) que ao purificar uma β-Xilosidase  de Paecilomyces thermophila obteve a mesma 

temperatura de 55 °C e um pH ótimo de 6,5. Em adição, Lembo et al., (2006) definaram a 

mesma temperatura para a β-Xilosidase  do fungo Humicola grisea var.thermoidea. 
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Figura 12 Ensaio de atividade de β-Xilosidase II de C. crescentus em diferentes 
temperaturas de incubação.  
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  A análise da estabilidade frente a diferentes valores de pH em tampão 

McILAINE durante 24 horas de incubação demonstrou que a enzima é mais estável em seu 

pH ótimo 6 seguido do pH 5 (Figura 13). 
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Figura 13 Ensaio de estabilidade ao pH de β-Xilosidase II purificada.  
 

 Em relação à termoestabilidade exibida pela enzima quando incubada nas 3 

melhores temperaturas exibidas no ensaio de temperatura ótima, verificou-se no período de 

4 horas de análise com mensuração de atividade a cada 20 minutos que na temperatura de 

50 °C a enzima tem meia vida mesmo após o período do ensaio, já na sua temperatura 

ótima de 55 °C a meia vida ficou mantida somente em 3 horas de ensaio o que sugere  que 

a presença das pontes de cisteínas existentes na sua estrutura que permite aumentar a 

estabilidade molecular e a resistência a proteólise nestas condições testadas (Figura 14).  
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Figura 14 Ensaio de estabilidade enzimática exibida por β-Xilosidase II de C. crescentus.  
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 Os parâmetros cinéticos foram determinados utilizando ONPX como substrato, em 

condições ótimas de reação para a enzima (pH 6 e 55 °C). Os resultados foram analisados 

através do gráfico duplo-recíproco de Lineaweaver & Burk (1934), pois a enzima estudada 

segue a cinética de Michaelis-Menten. Os valores de KM e Vmáx foram encontrados a partir 

dos dois interceptos formados no gráfico (Figura 15), no eixo x e y, respectivamente. Os 

resultados obtidos foram de 8,4 mM para KM e 370 umoles/min para Vmáx. 

 
Figura 15 Efeito da concentração do substrato sobre atividade de β-Xilosidase II 
recombinante.  

 
 Na análise de uma β-Xilosidase da bactéria anaeróbica Bifidobacterium breve isolada 

do intestino humano, Shin e colaboradores (2003) verificaram também uma alta velocidade 

máxima de assimilação frente ao substrato de 121,8 mol/min, o que se assemelha com 

estudos de Kubata et al., (1994) que ao estudar a referida enzima proveniente de 

Aeromonas caviae verificou uma velocidade de 182 mol/min. O que sugere que as β-

Xilosidases de alguns microrganismos podem apresentar um comportamento conservado 

para metabolizar rapidamente o substrato. 

 O efeito da xilose sobre a atividade enzimática foi testada incubando-se a enzima em 

diferentes concentrações: 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 mM em pH 6 a 55 °C. 

Verificou-se uma forte inibição em todas as concentrações testadas, a atividade residual 

ficou prejudicada em cerca de 80% em relação à atividade enzimática sem a presença do 

monossacarídeo (Figura 16). A enzima em condições de atuação frente a um substrato seja 

in vitro ou naturalmente no ambiente terá uma influência deste açúcar em sua atividade, é 

importante ressaltar que a enzima purificada nesta análise se encontra fora da célula o que 

pode influenciar nos resultados, tendo em vista que a xilose é gerada é produto decorrente  
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de sua hidrólise quando atua nos compostos hemicelulósicos. Mas se considerarmos que os 

parâmetros cinéticos demonstraram alta velocidade de assimilação, pode-se sugerir que a 

enzima tenha vantagem numa situação em que há alta disponibilidade de substrato, o que 

provavelmente dará a enzima uma taxa de hidrólise rápida o que favorecerá o processo de 

desconstrução da hemicelulose até que tenha prejuízo em sua atividade pela influência da 

xilose. 
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Figura 16 Efeito de tolerância a xilose de β-Xilosidase  II de C. crescentus. 

 

A fim de verificar a atividade de β-xilosidase II em diferentes condições de sais e 

outros agentes químicos. A enzima foi incubada por 15 minutos a 4 °C e posteriormente foi 

verificada a atividade enzimática na presença dos diferentes agentes químicos. O ensaio 

demonstrou que a enzima foi parcialmente inativada pelos sais (NH4)2SO4 e MnSO4 e agente 

redutor β-mercaptoetanol; a enzima apresentou ainda uma inibição na atividade quando em 

contato com MgSO4, BaCl2, NH4Cl, Iodo acetamida, CuCl, Al2(SO4)3, FeSO4, SnCl2, NaCl, 

CaCl2, CuSO4, EDTA e DTT. Quando incubado com presença de KCl a enzima apresentou 

um aumento da atividade enzimática, o que sugere que o sal cloreto de potássio de alguma 

forma exerce um co-fator benéfico em seus sítios catalíticos o que melhorou o desempenho 

da mesma (Tabela 6). 
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Tabela 6 Efeito de vários compostos sobre a atividade enzimática de β-Xilosidase  II de C. 
crescentus 

 Substância 2 mM Atividade Relativa (%) 

Controle 100 

(NH4)2SO4 63 

HgCl 48 

MgSO4 24 

BaCl2 26 

NH4Cl 23 

Iodo acetamida 23 

CuCl 41 

Al2(SO4)3 36 

MnSO4 77 

FeSO4 47 

SnCl2 44 

KCl 132 

NaCl 25 

CaCl2 31 

CuSO4 23 

ZnSO4 47 

EDTA 23 

DTT 23 

β-mercaptoetanol 65 

 

5.1.4 Análise de potencial de hidrólise da β-Xilosidase  II recombinante 
 
 Com o objetivo de se averiguar a potencialidade de aplicação β-Xilosidase II de C. 
crescentus em processos biotecnológicos que levem o uso de resíduos lignocelulósicos, foi 
realizado um ensaio incubando-se a referida enzima com a Xilanase purificada de 
Aspergillus alliaceus (gentilmente cedida por Josielle Abahão e Marina Kimiko Kadowaki do 
Laboratório de Bioquímica de Microrganismos) na presença de xilano e bagaço de cana de 
açúcar. Neste experimento, verificou-se que a porcentagem relativa de produtos de hidrólise 
do xilano e bagaço de cana de açúcar, aumentaram 2,5 e 6,5 vezes, respectivamente, após 
incubação por 18 horas com a β-Xilosidase II recombinante pura de C. crescentus. (Figura 
17).  Este resultado sugere, que a β-Xilosidase II de C. crescentus pode ser aplicada em 
processos que visem a pré-degradação da fibra do bagaço da cana de açúcar liberando 
açúcares de 5 e 6 carbonos que possam ser usados em processos fermentativos por 
exemplo para a produção de compostos de valor comercial como o etanol de segunda 
geração (Jarboe et al., 2009).   
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  A importância do emprego de consórcio enzimático foi evidenciado no trabalho de 
Gottschalk et al., (2010) que demostrou que a sinergia enzimática entre enzimas produzidas 
por Trichoderma e Aspergillus sobre o bagaço de cana permitiu altos rendimentos da 
despolimerização das cadeias de hemicelulose; o que torna a bioconversão de biomassa 
lignocelulósica em açúcares mais eficientes que métodos químicos; por resultar em um 
equílibrio na formação de compostos inibidores que dificultam o rendimento posterior na 
fermetação dos açucares em processo como a geração de etanol celulósico. O mesmo autor 
enfatizou ainda que no Brasil há uma necessidade urgente de estudos no que diz respeito a 
melhoria no emprego deste tipo de tecnologia,  tendo em vista que gera 195 milhões de 
toneladas anuais de resíduos somente da atividade de beneficiamento da cana de açucar, é 
previsto um excedente de pelo menos 12% para os próximos dois anos. 

 
Figura 17 Porcentagem de hidrólise do xilano e bagaço de cana de açúcar por ação 
sucessiva da Xilanase purificada de A. alliaceus e a  β-Xilosidase II recombinante purificada 
de C. crescentus.  
 
 
 
5.1.5 Análise do anticorpo policlonal 
 

 A β-Xilosidase II pura foi também empregada para a produção de um anticorpo poli-

clonal em coelho conforme descrito em Materiais e Métodos. A produção deste anti-soro foi 

obtida através do soro do coelho imunizado, o que foi confirmado com sucesso através do 

ensaio de “Western blot” onde a proteína β-Xil-rec-II pura de C. crescentus foi imobilizada 

em membrana de nitrocelulose por transferência de gel SDS-PAGE (Figura 18). O soro 

imunizado do coelho foi altamente específico, sendo capaz de reconhecer a proteínas pura 

mesmo diluído cerca de duzentas vezes, enquanto o soro pré-imune não reconheceu 

bandas na membrana de nitrocelulose (dados não mostrados).  
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Figura 18 “Western blot” realizado com anti-soro contra a β-Xilosidase recombinante de C. 
crescentus. Alíquotas de 1g (canaleta 1) e 3 g (canaleta 2) da proteína recombinante 
purificada conforme descrito em Materiais e Métodos foi resolvida em gel SDS-PAGE 9% e 
transferida para membrana de nitrocelulose. O anti-soro  anti-β-Xilosidase foi diluído em 
TBS-leite 1% (1:200) e incubado com a membrana de nitrocelulose por 24 horas a 22o C. 
Após lavagens com TBS-T e TBS a membrana foi re-incubada com anti-IgG de coelho 
conjugada com Fosfatase Alcalina que converte os substratos cromogênicos NBT e BCIP 
em produtos coloridos que podem ser visualizados no ‘blot’ acima. 
 
5.2 Construção e análise do mutante nulo de xynB2 e caracterização 
 
 Com o objetivo de se averiguar o papel do gene xynB2 para a bactéria C. crescentus 

o mesmo foi usado para a construção de um mutante nulo. A estratégia foi baseada em dois 

eventos de recombinação homóloga, utilizando-se o plasmídeo pNPTS138 (M.R.K. Alley) 

como vetor suicida. Este plasmídeo, que não se replica em C. crescentus, possui uma 

marca de resistência à canamicina, origem de transferência e um sítio de clonagem múltipla, 

apresentando também o gene sacB de Bacillus subtilis cujo produto, a enzima levansucrase, 

converte sacarose adicionada ao meio a um composto tóxico para a célula. O gene xynB2 

foi clonado neste vetor, sendo o mesmo interrompido pelo cassete de resistência à 

espectinomicina (retirado do PHP45, Prentki & Krisch, 1984) (Figura 19). 

  A construção feita em E. coli foi transferida por conjugação para C. crescentus, 

selecionando-se clones resistentes à canamicina e a espectinomicina. Como a origem de 

replicação (ColE1) do pNPTS138 não é funcional em C. crescentus, apenas clones que 

tiveram o plasmídeo integrado ao cromossomo foram viáveis, ficando assim com uma cópia 

funcional e uma interrompida do gene xynB2. O local da integração foi analisado por PCR, 

com os mesmos oligonucleotídeos usados para o isolamento do gene xynB2 a partir do DNA 

total de C. crescentus e independentemente do local de integração no genoma ter sido a 5’ 

ou 3’ do gene selvagem. Uma colônia bacteriana exibiu no seu genoma a cópia interrompida 

de 3,5 kb (correspondente a 2,0 kb do cassete de espectinomicina e 1,5 kb do gene xynB2 ) 

além da cópia selvagem do gene xynB2 (Figura 20 a). Esta cepa foi usada para o segundo 

evento de recombinação homóloga. 

β-Xil-rec-II 

1 2 
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Figura 19 Estratégia de construção do mutante nulo de xynB2. (A) Amplificação do gene 
xynB2 por PCR. (B) Clonagem no vetor pJET1.2blunt. (C) Disgestão do gene xynB2 no sítio 
de restrição SmaI e inserção do cassete de resistência a espectinomicina. (D) Sub-
clonagem no vetor suicida pNPTS138. 
 
 

Células da primeira recombinação foram crescidas em meio PYE espectinomicina e 

sacarose a 3% para selecionar bactérias que espontaneamente tenham sofrido 

recombinação e expulsado a cópia selvagem do gene xynB2 juntamente com o plasmídeo. 

As colônias obtidas foram passadas concomitantemente para placas de PYE com adição de 

antibiótico espectinomicina e PYE espectinomicina com canamicina. Foram selecionadas 10 

colônias que cresceram somente em presença de espectinomicina. Essas colônias foram 

usadas para a extração de DNA genômico e análise por PCR, o gel com os produtos de 

PCR revelaram duas cepas com a presença somente do gene silenciado de xynB2. Este 

mutante nulo foi denominado RSJU-2 (Figura 20 b).  

 Em uma próxima etapa este mutante nulo foi bioquímicamente caracterizado quanto 

a produção de β-Xilosidases. Para tal, as cepas NA1000 e RSJU-2 foram crescidas     

durante 24 horas até densidade óptica próxima de 0,6 em meio mínimo contendo diferentes 

resíduos agroindustriais a 1% e outras fontes de carbono. Após este período as células 

foram coletadas e lisadas para dosagem de β-Xilosidases. 
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Figura 20 Géis de agarose dos eventos de dupla recombinação homóloga para construção 
de RSJU-2. (A) Gel de agarose TAE 1x 1,5%. M corresponde ao marcador de peso 
molecular 1 kb DNA ladder plus e as canaletas de 1 a 3 as amostras de DNA genômico das 
cepas que foram submetidas ao 1° evento de recombinação homóloga, que consistiu em 
conjugar a cepa S17 de E. coli com a construção pNPTS138 – xynB2::ΔSpec com C. 
crescentus o que permitiu a recombinação por homologia de sequência entre plasmídeo e 
bactéria receptora nas três amostras visualizadas. (B) Gel de agarose TAE 1X 1,5%. M 
corresponde ao marcador de peso molecular 1 kb DNA ladder e as canaletas de 1 a 9 
mostras o DNA genômico das bactérias que foram submetidas ao segundo evento de 
recombinação com adição de 3% de sacarose no meio de crescimento. As amostras 4 e 9 
correspondem a DNA amplificado de cepas que ficaram apenas com a cópia  interrompida 
do gene, confirmando a construção do mutante nulo de xynB2. 
 
 
 Na figura 21, as barras brancas expressam a atividades relativas de β-Xilosidases 

obtidas para a cepa NA1000 na presença de diferentes resíduos e as pretas as obtidas para 

o mutante nulo do gene xynB2. Para todas as fontes de carbono usadas, as atividades de β-

Xilosidases foram maiores na cepa mutante do que na cepa parental. Estes resultados 

sugerem que a depleção do gene xynB2 regula positivamente a indução de uma ou mais β-

xilosidases em C. crescentus, visto que a bactéria apresenta mais outros 4 genes que 

codificam 4 β-Xilosidases diferentes. Poderíamos pensar que a indução de uma ou mais β-

Xilosidases estaria ocorrendo apenas como um mecanismo compensatório pela ausência da 
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β-Xilosidase II, o que seria mais exacerbado pela presença dos indutores presentes nos 

resíduos lignocelulósicos. Entretando, a cepa RSJU-2 já mostra uma indução maior de β-

Xilosidases do que a NA1000 mesmo em meio mínimo contendo apenas glicose como fonte 

de carbono. Este dado sugere que a β-Xilosidases II possa regular negativamente a 

expressão ou atividade de outras β-Xilosidases quando presente. Os dados na literatura a 

respeito da regulação de genes xilanolíticos são praticamente inexistentes, mas sabe-se que 

em C. crescentus além do fator de transcrição Sigma majoritário (σ70) e o Sigma específico 

de choque térmico (σ32) existem outros treze fatores Sigma com funções 

extracitoplasmáticas (σECF) (Marks et al., 2010). Muitos destes fatores de transcrição ainda 

não têm função definida, assim, é provável que os genes que codificam enzimas xilanolíticas 

sejam regulados por um destes e estudá-los neste contexto é uma das perspectivas do 

nosso laboratório. 
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Figura 21 Atividade relativa de β-Xilosidase na presença de diferentes fontes de carbono. 
Células de C. crescentus cepa NA1000 (barras brancas) e RSJU-2 (barras negras) foram 
crescidas em M2 até fase estacionária e diluídas para D.O. 0,1-0,2 (λ 600 ƞm) em diferentes 
fontes de carbono: M2 (meio mínimo), RFM (resíduos fibroso de mandioca), RS (resíduo de 
soja), PM (palha de milho), GT (gérmen de trigo), PT (palha de trigo), BC (bagaço de cana 
de açúcar), SM (sabudo de milho), PA (palha de arroz), BL (bagaço de laranja) e CL (casca 
de laranja). Após 24 horas de cultivo as células atingiram densidade óptica igual a 0,6-0,8. 
Alíquotas foram coletadas, centrifugadas e congeladas por 24 horas. Após lise celular em 
Tampão citrato 50 mM pH 5,4, alíquotas foram usadas para dosagem da atividade de β-
Xilosidases totais.  
 

 Para confirmar a hipótese de que a ausência do gene xynB2 pode regular 

positivamente a atividade de outras β-Xilosidases de C. crescentus, foi feito um experimento 

similar ao mostrado na Figura 22, usando M2 com glicose para NA1000 e RSJU-2, e, M2 

com xilose para a cepa pMOA (M. R. Mingori - dados não publicados), que superexpressa o 

gene xynB2. Entretanto, foram selecionados apenas as melhores fontes indutoras. A 

atividade de β-Xilosidases foi mensurada após 12 e 24 horas de crescimento na presença 

das diferentes fontes de carbono. Como pode ser visto ainda na Figura 22 a atividade 
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relativa de β-Xilosidases no mutante nulo já é mais elevada do que a NA1000 mesmo em 

fonte não indutora M2 contendo glicose. Entretanto ocorreu um drástico decréscimo na 

atividade de β-Xilosidases na cepa mutante condicional pMOA, para todas as fontes de 

carbono usadas. Estes resultados sugerem que a presença desta proteína em muitas cópias 

exerce um efeito negativo na expressão de outras β-Xilosidases.  
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Figura 22 Ensaio de atividade de β-Xilosidase com diferentes cepas mutantes de 
Caulobacter crescentus. As diferentes cepas de C. crescentus NA1000 (barras brancas), 
RSJU-2 (barras negras) e pMOA (barras cinzas) foram pré-crescidas em meio mínimo M2 
até fase estacionária e diluídas para D.O. 0,1 em meio contendo resíduo de soja (RS); 
bagaço de cana (BC); sabugo de milho (SM) e bagaço de laranja (BL) por 12 e 24 horas a 
30 °C. As amostras foram analisadas conforme metodologia exposta na figura 21. 
  

 Para verificar se a variação nos níveis de atividade de β-Xilosidases ocorreram como 

um reflexo de variações nos níveis de transcrição de genes de β-Xilosidases nas diferentes 

cepas, foi usada uma fusão de transcrição a partir da clonagem do promotor do gene xynB2 

a frente do gene repórter lacZ que codifica a β-Galactosidase de E. coli (Figura 23) (M. M. 

Mingori, dados não publicados). Assim pode-se dosar a atividade de β-Galactosidase como 

uma medida da atividade do promotor do gene xynB2. Esta construção foi transferida por 

conjugação para as cepas NA1000 e os mutantes pMOA e RSJU-2 de C. crescentus. 

Os ensaios de atividade promotora pela dosagem da atividade de β-Galactosidase 

nas diferentes cepas mostraram que a transcrição do gene xynB2 é inibida na cepa pMOA e 

induzida na cepa mutante RSJU-2 (Figura 24). Outros experimentos estão sendo 

conduzidos para averiguar a expressão em nível de transcrição dos outros 4 genes de β– 

Xilosidases, mas este resultado mostrado na figura 24 confirma os dados de dosagem 

enzimática (Figuras 21 e 22) e sugere um papel regulatório para a proteína β-Xilosidase II 

por um mecanismo que ainda não está definido. Vale ressaltar que a transcrição do gene 
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xynB2 na cepa parental mostrada na Figura 24 é induzida quando a bactéria cresce na 

presença de resíduos agroindustriais. Embora seja uma indução acanhada, o mesmo 

acontece nos ensaios de atividade enzimática para β-Xilosidases, confirmando o potencial 

da C. crescentus para o aproveitamento de resíduos agrícolas. 

 

 

Figura 23 Fusão de transcrição gerada pela clonagem da região 5 não codificadora do gene 
xynB2 no vetor placZ290. (A) Na canaleta 1 foi aplicado o marcador de peso molecular 1 Kb 
DNA ladder plus e na canaleta 2 o produto de PCR obtido pela clonagem da região  
promotora do gene xynB2 de 0,8 Kb em placZ//290.  
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Figura 24 Ensaio de β-Galactosidase como atividade promotora. As células de C. crescentus 
foram crescidas em meio mínimo M2 até fase estacionária e foram diluídas para D.O.λ600ƞm 
igual a 0,1 em meio mínimo contendo diferentes resíduos agroindustriais, e, incubadas a 30 
°C até fase logarítmica de crescimento (D.O.λ600ƞm 0,6-0,8). Após este período, alíquotas da 
cultura foram retiradas e usadas para ensaio de atividade de β-Galactosidase como descrito 
em materiais e métodos. Dados obtidos para a cepa NA1000-pLacZ-pxynB2 correspondem 
a barras brancas, para a cepa RSJU-S pLacZ-pxynB2 correspondem as barras pretas e 
para a cepa pMOA- pLacZ-pxynB2 as barras cinzas.  
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6 CONCLUSÕES 
 

1 Na caracterização bioquímica verificou-se que a enzima trabalha melhor em pH 6 e 

temperatura ótima de 55 °C, tendo meia vida de  4 horas a 50 °C e melhora do desempenho 

na presença do sal KCl. 

2 A partir do ensaio de hidrólise, a Beta-Xilosidase II demonstrou uma metabolização de 

xilano e bagaço de cana de 2,5 e 6,5 vezes, respectivamente, o que confirma a 

possibilidade de aplicação biotecnológica em diversos bioprocessos além da bancada. 

3 A atividade de β-Xilosidase é induzida na presença de resíduos agrícolas em C. 

crescentus, e no caso específico da β-Xilosidase II esta indução é dependente de 

transcrição. 

4 É provável que a Beta-Xilosidase II tenha um papel regulatório para a bactéria uma vez 

que sua depleção induz a atividade de outras β-Xilosidases e quando é superexpressa 

provoca um drástico declínio nestas atividades. 

5 A caracterização completa das cepas mutantes RSJU-2 e pMOA pode nos fornecer não 

somente dados interessantes a cerca da regulação da expressão das β-Xilosidases mas 

também pode fornecer aplicações biotecnológicas para C. crescentus. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 A análise do gene em estudo da bactéria Caulobacter crescentus deu início a 

elucidação do sistema enzimático pertencente a esta bactéria. 

 As análises do crescimento destes microrganismos na presença de diferentes 

resíduos agroindustriais despertou a viabilidade de se aplicar em processos biotecnológicos 

seja em reatores ou ainda em processos de pré-tratamento de material de origem vegetal; 

mas para isso estudos posteriores a estes tem de surgir para contornar as dificuldades e 

falta de investigações cientificas desta natureza. 

 Uma das dificuldades encontradas na execução do presente trabalho foi a escassez 

de trabalhos científicos com β-Xilosidases de bactérias, o que sugere um campo de estudos 

amplo e ainda pouco estudado. 

 O gene em análise nesta investigação revelou uma importante ferramenta para 

estudos posteriores de regulação gênica nesta bactéria. 
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