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RESUMO 

 

 

A fim de garantir a viabilidade econômica da produção de etanol de segunda geração é 

necessário o desenvolvimento de tecnologias eficientes para a hidrólise enzimática dos 

materiais lignocelulósicos. Além disso, o elevado consumo de água pelas biorrefinarias 

tem despertado grande atenção para a utilização de recursos hídricos não-potáveis, como 

a água do mar. Assim, atualmente busca-se por enzimas tolerantes a altas concentrações 

salinas, bem como aos subprodutos gerados e/ou acumulados nas etapas de pré-

tratamento da biomassa. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi a purificação e 

caracterização cinética e bioquímica de uma ß-xilosidase produzida por uma linhagem do 

fungo mesófilo Colletotrichum graminicola. A enzima purificada (Bxcg) apresentou 

conteúdo de carboidratos totais de 54% (m/m), ponto isoelétrico de 4,2 e uma massa 

molecular aparente de cerca de 130 kDa, que foi reduzida para cerca de 92 kDa após 

deglicosilação. A enzima mostrou boa tolerância a elevadas concentrações de sal e 

manteve cerca de 90% da atividade controle na presença de NaCl 0,5 mol L-1 

(concentração média de NaCl na água do mar).  A temperatura e pH ótimos de reação 

foram 65 ºC e 4,5, respectivamente, tanto na ausência quanto na presença de NaCl 0,5 

mol L-1. Já na presença de NaCl 2,5 mol L-1 o pH ótimo de atividade foi alterado para 5,0. 

Bxcg permaneceu estável numa ampla faixa pH (4,0 - 7,5) tanto na ausência quanto na 

presença de sal. A enzima mostrou ótima estabilidade térmica e manteve completamente 

estável à 50 ºC após 24 horas de incubação. A presença de elevada concentração de NaCl 

(2,5 mol L-1) resultou num aumento na termoestabilidade da enzima. A atividade 

enzimática foi tolerante aos íons Ca2+, Sr2+, Co2+, Zn2+, Ni2+, Mn 2+, Mg2+, K+ e Na+. Na 

ausência de sal, Bxcg hidrolisou p-nitrofenil-β-D-xilopiranosídeo (pNP-XIL) com Vmáx 

de 348,8 ± 11,5 U mg-1, KM de 0,52 ± 0,02 mmol L-1 e alta eficiência catalítica (kcat/KM = 

1432,7 ± 47,3 L mmol-1 s-1). Em presença de sal, a afinidade aparente de Bxcg pelo 

substrato foi levemente menor e a hidrólise ocorreu com Vmáx menor, resultando em 

eficiência catalítica cerca de 1,5 de vezes menor, se comparadas as condição de ausência 

de sal. A enzima apresentou atividade bifuncional de β-xilosidase/α-L-

arabinofuranosidase. Bxcg hidrolisou p-nitrofenil-α-L-arabinopiranosídeo com afinidade 

aparente cerca de 18 vezes menor (KM = 9,6 ± 0,5 mmol L-1) que a estimada para pNP-

XIL e a hidrólise do substrato ocorreu com Vmáx de 148,4 ± 4,4 U mg-1 e eficiência 

catalítica de 33,1 ± 1,6 L mmol-1 s-1. A enzima foi fortemente inibida por xilose com KI 

de 3,3 mmol L-1. Bxcg foi capaz de hidrolisar xilooligossacarídeos até xilohexaose, 

inclusive aqueles com ramificação de ácido 4-O-metilglucurônico. Bxcg e uma endo-

xilanase purificada do mesmo microrganismo apresentaram um forte efeito sinérgico (3,1 

vezes) para hidrólise de xilana beechwood. A enzima mostrou-se tolerante aos solventes 

butanol, glicerol, tolueno e acetona, bem como aos surfactantes Triton X-100, Tween 80 

e Tween 20, enquanto que o líquido iônico acetato de 1-etil-3-metilimidazólio inibiu 

fortemente a atividade enzimática. De uma maneira geral, Bxcg apresenta propriedades 

atraentes para a aplicação em processos de sacarificação da biomassa lignocelulósica, 

incluindo aqueles conduzidos em elevada salinidade e/ou em presença de compostos 

residuais gerados ou acumulados nas etapas de pré-tratamento da biomassa. 

 

 

Palavras chaves: Colletotrichum graminicola, β-xilosidase, halotolerância, 

termoestabilidade, sacarificação da hemicelulose, etanol lignocelulósico. 



 

 

ABSTRACT 

 

 

In order to ensure the economic viability of the production of second-generation ethanol, 

it is necessary the development of efficient technologies for the enzymatic hydrolysis of 

lignocellulosic materials. In addition, the large consumption of water by biorefineries has 

attracted great attention for the use of non-potable water resources, such as seawater. 

Therefore, enzymes tolerant to high salt concentrations and the by-products generated 

and/or accumulated in the biomass pretreatment steps are widely studied. In this context, 

the objective of this study was the purification and kinetic and biochemical 

characterization of a β-xylosidase produced by a strain of the mesophilic fungus 

Colletotrichum graminicola. The pure enzyme (Bxcg) showed a total carbohydrate 

content of 54% (w/w), isoelectric point of 4.2 and an apparent molecular weight of 130 

kDa, which was reduced to 92 kDa after deglucosylation. The enzyme showed good 

tolerance to high salt concentrations and retained aproximately 90% of the control activity 

in the presence of 0.5 mol L-1 NaCl (NaCl concentration in seawater). The optimum 

reaction temperature and pH were 65 °C and 4.5, respectively, both in the absence and 

presence of 0.5 mol L-1 NaCl. In the presence of 2.5 mol L-1 NaCl, the optimum pH was 

altered to 5.0. Bxcg retained stable over a wide pH range (4.0 - 7.5) both in the absence 

and presence of salt. The enzyme showed excellent thermal stability and retained 

completely stable at 50 °C after 24 hours of incubation. The presence of high NaCl 

concentration (2.5 mol L-1) resulted in an increase in the thermostability of the enzyme. 

The enzymatic activity was tolerant to Ca2+, Sr2+, Co2+, Zn2+, Ni2+, Mn2+, Mg2+, K+ and 

Na+. In the absence of salt, Bxcg hydrolyzed p-nitrophenyl-β-D-xylopyranoside (pNP-

XIL) with Vmax of 348.8 ± 11.5 U mg-1, KM of 0.52 ± 0.02 mmol L-1 and high catalytic 

efficiency (kcat/KM = 1432.7 ± 47.3 L mmol-1 s-1). In the presence of salt, the apparent 

affinity for the substrate was slightly lower and the hydrolysis occurred with smaller Vmax, 

resulting in catalytic efficiency 1.5 fold lower, when compared to the salt. The enzyme 

showed bifunctional β-xylosidase/α-L-arabinofuranosidase activity. Bxcg hydrolyzed p-

nitrophenyl-α-L-arabinopyranoside with apparent affinity 18-fold lower (KM = 9.6 ± 0.5 

mmol L-1) than that estimated for pNP-XIL and substrate hydrolysis occurred with Vmax 

of 148.4 ± 4.4 U mg-1 and catalytic efficiency of 33.1 ± 1.6 L mmol-1 s-1. The enzyme was 

strongly inhibited by xylose with KI of 3.3 mmol L-1. Bxcg was able to hydrolyze 

xylooligosaccharides from xylohexaose, including those with 4-O-methyl-glucuronic 

acid branch. Bxcg and a pure endo-xylanase from the same microorganism had a strong 

synergistic effect (3.1 fold) for hydrolysis of xylan beechwood. The enzyme was tolerant 

to the butanol, glycerol, toluene and acetone solvents, as well as the Triton X-100, Tween 

80 and Tween 20 surfactants, whereas the 1-ethyl-3-methylimidazolium acetate ionic 

liquid strongly inhibited the enzymatic activity. In summary, Bxcg has attractive 

properties for application in saccharification processes of the lignocellulosic biomass, 

particularly under high salinity and/or in the presence of residues of biomass pretreatment 

steps. 

 

 

Keywords: Colletotrichum graminicola, β-xylosidase, halotolerance, thermostability, 

saccharification of hemicellulose, lignocellulosic etanol. 
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1. Introdução 

 

 

Atualmente há um grande empenho da comunidade científica no sentido de 

contribuir para o desenvolvimento de tecnologias que permitam o aproveitamento da 

biomassa lignocelulósica para a produção de diferentes produtos químicos. Dentre estes, 

destaca-se o etanol de segunda geração (2G) devido ao interesse de muitos países na 

substituição dos combustíveis fósseis, cada vez mais caros e escassos, por combustíveis 

renováveis e menos poluentes (ISIKGOR e BECER, 2015; SINDHU et al., 2016; 

ELGHARBAWY et al., 2016; CHEN e FU, 2016). 

No Brasil, especificamente, o desenvolvimento de tecnologias para a produção de 

etanol 2G também tem despertado grande interesse devido à grande quantidade de 

resíduos agroindustriais gerados anualmente no país. O Brasil é o maior exportador e o 

segundo maior produtor mundial de etanol de primeira geração, obtido a partir da cana-

de-açúcar, levando à geração anual de milhões de toneladas de bagaço e palha de cana 

(BHATIA et al., 2012; ZIMBARDI et al., 2013; MORALES, et al., 2015). Além disso, o 

aproveitamento desses resíduos para a produção de etanol 2G pode aumentar 

substancialmente a produtividade por hectare de cana plantada, diminuindo a competição 

entre as culturas de cana-de-açúcar e de alimentos pelo uso da terra (GOLDEMBERG et 

al., 2008; LIGUORI et al., 2013). Dessa forma, dado seu baixo custo e abundância, estes 

resíduos são considerados potenciais matérias primas para a produção de etanol 2G, com 

a vantagem adicional de que se encontram próximos às usinas, evitando o custo com 

transporte (ZIMBARDI et al., 2013). Além do bagaço e palha de cana, há outros resíduos 

agroindústrias abundantes no Brasil que também são potenciais matérias primas baratas 

para a produção de etanol 2G, tais como casca de arroz, bagaço de laranja, palhas de 

milho, arroz e soja, etc (LIGUORI et al., 2013). Assim, o aproveitamento de resíduos 

lignocelulósicos para a produção de etanol 2G pode trazer benefícios ambientais e 

econômicos para o país (BHATIA et al., 2012; COLABARDINI et al., 2014).  

Para garantir a viabilidade econômica da produção de etanol 2G é necessário o 

desenvolvimento de tecnologias eficientes e baratas para a hidrólise de celulose e 

hemicelulose (em especial a xilana), presentes nos materiais lignocelulósicos. 

Atualmente, a hidrólise enzimática da biomassa é considerada o método mais promissor 

e ambientalmente sustentável. Entretanto, devido ao fato de celulose, hemicelulose e 
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lignina constituírem uma matriz tridimensional complexa nas paredes das células 

vegetais, os materiais lignocelulósicos são altamente resistente à hidrólise. Assim, devido 

à recalcitrância da matéria-prima, é necessário realizar uma etapa inicial de pré-

tratamento da biomassa, a fim de aumentar a eficiência da hidrólise enzimática.  

Nos últimos anos, vários métodos de pré-tratamento foram desenvolvidos, 

incluindo processos químicos, biológicos, físicos, mecânicos e físico-químicos ou uma 

combinação destes (ISIKGOR e BECER, 2015; MAURYA et al., 2015; CHEN e FU, 

2016). No entanto, diferentes subprodutos ou compostos podem ser formados e/ou 

acumulados durante estes processos, causando, posteriormente, inibição das enzimas 

hidrolíticas (JÖNSSON e MARTÍN, 2016; ZHANG et al., 2016). Após o pré-tratamento 

alcalino, por exemplo, a neutralização da biomassa pré-tratada gera um acúmulo de sais, 

que podem causar inibição enzimática (GARCÍA-TORREIRO et al., 2016; JÖNSSON e 

MARTÍN, 2016). No processo organosolv e no pré-tratamento com líquidos iônicos 

(LIs), os níveis residuais dos solventes orgânicos e dos LIs utilizados também podem 

inibir fortemente a atividade das enzimas hidrolíticas (XU et al., 2015; MARUYA et al., 

2015; JÖNSSON e MARTIN, de 2016; ZHANG et al., 2016). Consequentemente, é 

necessária a realização de etapas de lavagem da biomassa pré-tratada, levando a um 

grande consumo de água, encarecendo e podendo até mesmo inviabilizar o processo.  

Nos últimos anos, acredita-se que uma alternativa viável ao uso de água doce e 

potável nas biorrefinarias seria o emprego de recursos hídricos não potáveis, como a água 

do mar, nas etapas de pré-tratamento, lavagem e sacarificação da biomassa (de MARIA, 

2013; REN et al., 2016). Em função disso, atualmente é grande o interesse na 

identificação de enzimas lignocelulolíticas tolerantes a altas concentrações salinas, bem 

como aos subprodutos gerados e/ou acumulados nas etapas de pré-tratamento da 

biomassa, reduzindo o volume de água empregado em etapas de lavagem e/ou permitindo 

a substituição da água doce pela água do mar.  
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2. Revisão bibliográfica 

 

 

2.1. Biomassa lignocelulósica 

 

 

Os materiais lignocelulósicos são as fontes de carbono renováveis mais 

abundantes na natureza, e incluem as madeiras de angiospermas e gimnospermas, além 

de resíduos agroindustriais, tais como bagaço e palha de cana, milho, arroz, etc. 

(WAHLSTRÖM e SUURNÄKKI, 2015; REDDY, 2015; ELGHARBAWY et al., 2016). 

A biomassa lignocelulósica é constituída principalmente pelos polímeros celulose, 

hemicelulose e lignina (Fig. 1), além de pequenas quantidades de pectinas, ceras e 

extrativos (WANG et al., 2012; ZHAO, X. et al., 2012; da COSTA LOPES et al., 2013; 

ISIKGOR e BECER, 2015; KIM, J. et al., 2016). Embora a proporção destes polímeros 

na parede celular das plantas varie em função da espécie vegetal, do estágio de 

crescimento, do tecido vegetal, da idade de colheita, etc., os materiais lignocelulósicos 

contém, usualmente cerca de 35-50% de celulose, 20-35% de hemicelulose e 10-25% de 

lignina (ZHAO, X. et al., 2012; BEHERA et al., 2014; MAURYA et al., 2015; SAINI et 

al., 2015; ISIKGOR e BECER, 2015). Devido à associação íntima destes polímeros na 

parede celular vegetal, os materiais lignocelulósicos apresentam alta resistência ao ataque 

químico e biológico, tornando difícil a sua despolimerização (WANG et al., 2012; da 

COSTA LOPES et al., 2013; KIM, J. et al., 2016). 
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Figura 1. Organização estrutural e os principais componentes da parede celular 

vegetal. 

Adaptado de Isikgor e Becer, 2015. 

 

 

2.1.1. Celulose 

 

 

A celulose é um homopolissacarídeo não ramificado de moléculas de D-glicose 

unidas por ligações O-glicosídicas do tipo β 1-4 (ZHAO, X et al., 2012; WANG et al., 

2012; WAHLSTRÖM e SUURNÄKKI, 2015). Devido à configuração β das ligações 

glicosídicas, a celulose apresenta uma conformação estendida, originando cadeias longas 

e retas. O caráter linear nas cadeias de celulose permite que cadeias adjacentes se 

posicionem próximas umas das outras dando origem a fibras supramoleculares cristalinas 

de alta resistência tensional (microfibrilas), apresentando poucas regiões amorfas 

(JORDAN et al., 2012; ZHAO, X. et al., 2012; KIRIKYALI e CONNERTON, 2015). As 
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microfibrilas, por sua vez, originam as fibrilas, que são embebidas por uma matriz amorfa 

composta por polissacarídeos não celulósicos (hemicelulose, lignina e pectina)             

(ZHAO, X. et al., 2012; KIRIKYALI e CONNERTON, 2015). Na parede celular vegetal, 

as cadeias de celulose são estabilizadas por ligações de hidrogênio intramoleculares e 

intermoleculares, que ajudam a manter e reforçar sua conformação linear e plana              

(da COSTA LOPES et al., 2013; SAINI et al., 2014).  

 

 

2.1.2. Hemiceluloses 

 

  

 As hemiceluloses são o segundo maior componente da biomassa lignocelulósica 

e se associa à celulose principalmente por ligações de hidrogênio, além de formar ligações 

covalentes com a lignina (JORDAN et al., 2012; ISIKGOR e BECER, 2015; SAINI et 

al., 2015; KIRIKYALI e CONNERTON, 2015). As hemiceluloses são 

heteropolissacarídeos, geralmente ramificados, constituídos por pentoses (D-xilose e       

L-arabinose) e/ou hexoses (D-manose, D-glicose e D-galactose) unidas por ligações         

O-glicosídicas do tipo β 1-4. São classificadas em xilanas, arabinoxilanas, xiloglucanas, 

glucomananas, galactoglucomananas, arabinogalactanas, de acordo com o açúcar 

presente em maior quantidade na cadeia principal da molécula (POLIZELI et al., 2005; 

GÍRIO et al., 2010; ZHAO, X. et al., 2012; ISIKGOR E BECER, 2015;                         

BOSETTO et al., 2016).  

 Dentre estes diferentes tipos, a xilana é a hemicelulose mais abundante na 

natureza, representando o polissacarídeo predominante em muitos resíduos 

agroindustriais, depois da celulose (GÍRIO et al., 2010; KNOB et al., 2010; JORDAN et 

al., 2012; CHOENGPANYA et al., 2015). A estrutura química da xilana pode variar 

desde um homopolímero linear até um heteropolissacarídeo altamente ramificado. Sua 

cadeia principal é constituída por resíduos de D-xilose unidos por ligações O-glicosídicas 

do tipo β 1-4 (Fig. 2). As ramificações podem conter resíduos de L-arabinose e ácido        

4-O-metil-glucurônico unidos aos carbonos C2 e/ou C3 dos resíduos de xilose (GÍRIO et 

al., 2010; LAGAERT et al., 2014; CHOENGPANYA et al., 2015; KIRIKYALI e 

CONNERTON, 2015). Os grupos hidroxila dos resíduos de xilose também podem ser 

parcialmente substituídos por grupos acetil. Além disso, os resíduos de arabinose podem 

ser esterificados a resíduos de ácido ferúlico, que podem formar ligações cruzadas entre 
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cadeias de xilana adjacentes e com a lignina (DODD e CANN, 2009; LAGAERT et al., 

2014; CHOENGPANYA et al., 2015). As diferentes ramificações são responsáveis por 

determinar em grande parte as propriedades da xilana, tais como solubilidade, 

conformação e reatividade. No entanto, a proporção das ramificações na cadeia principal 

das xilanas varia dependendo da espécie vegetal, tecido celular e estágio de 

desenvolvimento da planta (POLIZELI et al., 2005; JORDAN et al., 2012; IRIKYALI e 

CONNERTON, 2015). 

 

 

 

Figura 2. Estrutura química da molécula de xilana. 

Adaptado de DODD e CANN, 2009. 

 

 

2.1.3. Lignina 

 

 

A lignina é um heteropolímero aromático constituído por unidades fenilpropano 

sintetizados a partir de três álcoois p-hidróxi-cinamílicos precursores: p-cumarílico, 

coniferílico e sinapílico (JORDAN et al., 2012; ZHAO, X. et al., 2012; ISIKGOR e 
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BECER, 2015; SAINI et al., 2015). A lignina é ligada covalentemente aos grupos laterais 

das hemiceluloses, formando uma matriz complexa que envolve as fibras de celulose 

(SAINI et al., 2015).  A sua estrutura macromolecular aromática confere rigidez à parede 

celular vegetal, além de proteção contra o ataque de microrganismos (ISIKGOR e 

BECER, 2015; KIRIKYALI e CONNERTON, 2015). 

 

 

2.2.  Hidrólise enzimática da hemicelulose e o complexo xilanolítico  

 

 

A hidrólise dos materiais lignocelulósicos pode ser realizada por métodos 

químicos ou enzimáticos. No entanto, a hidrólise enzimática é considerada atualmente a 

estratégia mais promissora e ambientalmente sustentável, uma vez que apresenta diversas 

vantagens, tais como a não geração de efluentes tóxicos e menor formação de subprodutos 

inibitórios à fermentação (WAHLSTRÖM e SUURNÄKKI, 2015). 

Embora a pesquisa sobre a sacarificação da biomassa tenha sido inicialmente 

focada apenas na hidrólise da celulose, atualmente acredita-se que a viabilidade 

econômica de um processo de produção de etanol 2G depende da hidrólise eficiente tanto 

da celulose como da hemicelulose, bem como da fermentação das hexoses e pentoses 

liberadas. Deste modo, é crescente o interesse no desenvolvimento de processos 

enzimáticos eficientes para a sacarificação da hemicelulose.  

A variedade de ligações e unidades monoméricas, além da presença de diferentes 

ramificações, contribuem para a complexidade estrutural das hemiceluloses. Deste modo, 

a hidrólise enzimática da xilana requer um sistema enzimático complexo, chamado de 

sistema ou complexo xilanolítico (Fig. 3), e envolve a ação de várias hidrolases atuando 

sinergicamente sobre a cadeia principal e as cadeias laterais da molécula (KNOB et al., 

2010; KIRIKYALI e CONNERTON, 2015).  
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Figura 3. Enzimas envolvidas na degradação da xilana. 

Adaptado de DODD e CANN, 2009 

 

As principais enzimas do complexo xilanolítico são a endo β-1,4-xilanase               

(β-1,4-xilana xilohidrolase, EC 3.2.1.8) e a β-D-xilosidase (β-D-xilosídeo xilohidrolase, 

EC 3.2.1.37). As xilanases clivam as ligações glicosídicas internas da cadeia principal da 

xilana, diminuindo o grau de polimerização, liberando xilooligossacarídeos, xilobiose e 

xilose (KNOB et al., 2010; LAGAERT et al., 2014; KIRIKYALI e CONNERTON, 2015; 

BOSETTO et al., 2016). A hidrólise do polímero não ocorre ao acaso e depende da 

natureza do substrato, como por exemplo, do comprimento da cadeia principal, do grau 

de ramificação e do número de substituintes (POLIZELI et al., 2005). As β-xilosidases, 

por sua vez, atuam sobre xilobiose e xilooligossacarídeos curtos, liberando xilose (KNOB 

et al., 2010; LAGAERT et al., 2014; CHOENGPANYA et al., 2015; KIRIKYALI e 

CONNERTON, 2015; BOSETTO et al., 2016). A maioria das β-xilosidases não hidrolisa 

xilana, sendo a xilobiose seu melhor substrato. Elas atuam sobre os xilooligossacarídeos 

a partir da extremidade não redutora e sua afinidade pelos xilooligossacarídeos 

usualmente é inversamente proporcional ao seu grau de polimerização (POLIZELI et al., 

2005; KNOB et al., 2010).  
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Outras enzimas, chamadas de enzimas acessórias, catalisam a remoção dos grupos 

laterais e atuam sinergicamente com as xilanases e β-xilosidases para a hidrólise completa 

da xilana. Este grupo de enzimas acessórias inclui as enzimas: α–glucuronidase               

(EC 3.2.1.139), que remove as ramificações de ácido 4-O-metil-glucurônico; acetil xilana 

esterase (EC 3.1.1.6), que libera o grupo acetil; α-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55), 

que remove os resíduos de arabinose; ácido ferúlico esterase (EC 3.1.1.-) e ácido                  

p-coumárico esterase (EC 3.1.1.), que clivam, respectivamente, as ligações éster entre as 

cadeias laterais de arabinose e do ácido ferúlico, e entre arabinose e ácido p-coumárico 

(KNOB et al., 2010; JORDAN et al., 2012; HUY et al., 2013; LAGAERT et al., 2014; 

KIRIKYALI e CONNERTON, 2015; BOSETTO et al., 2016).  

As ß-xilosidases desempenham um papel importante na hidrólise da xilana, pois 

além de catalisarem a liberação de xilose, também hidrolisam xilobiose e 

xilooligossacarídeos curtos, compostos que inibem a maioria das endo-xilanases e 

limitam a hidrólise eficiente da xilana (KNOB et al., 2010; MICHELIN et al., 2012; 

YANG et al., 2014; HUY et al., 2015). Além disso, estudos mais recentes mostraram que 

xilana e xilooligossacarídeos também são inibidores potentes das celulases, o que 

prejudica a hidrólise da celulose (QING et al., 2010; QING e WYMAN, 2011; JORDAN 

et al., 2012; HU et al., 2013).  De maneira similar, as enzimas acessórias também possuem 

um papel importante na sacarificação da xilana, uma vez que a retirada de grupos 

substituintes da molécula facilita a ação de endo-xilanases sobre a cadeia principal 

(KNOB et al., 2010). Dessa forma, o efeito sinérgico entre as enzimas xilanolíticas é 

essencial para uma hidrólise completa e eficiente da xilana. Um efeito sinérgico é 

observado quando a quantidade de produto formado por duas ou mais enzimas que atuam 

em conjunto é superior à soma aritmética do produto formado pela ação de cada uma das 

enzimas individuais (KNOB et al., 2010). Nesse contexto, vários autores relataram um 

forte efeito sinérgico para a hidrólise de xilanas de diferentes fontes utilizando misturas 

de endo-xilanases, β-xilosidases e α-L-arabinofuranosidase (SØRENSEN et al., 2003; 

KNOB et al., 2010; YANG et al., 2014). 
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2.3. β-xilosidases 

 

 

De acordo com o sistema de classificação das glicosil hidrolases (GH), disponível 

no banco de dados CAZy (Carbohydrate-Active enzymes), as β-xilosidases pertencem às 

famílias GH 1, 3, 5, 30, 39, 43, 51, 52, 54, 116 e 120. No entanto, a maioria das                          

β-xilosidases fúngicas descritas é encontrada na família GH 3 (KNOB et al., 2010; YANG 

et al., 2014; LAGAERT et al., 2014; CHOENGPANYA et al., 2015; KIRIKYALI e 

CONNERTON, 2015; BOSETTO et al., 2016).  

As β-xilosidases, assim como todas as glicosil hidrolases, catalisam a hidrólise 

das ligações glicosídicas por meio de dois mecanismos principais: inversão ou retenção 

da configuração do carbono anomérico (KNOB et al., 2010; LAGAERT et al., 2014). Em 

ambos os mecanismos, a hidrólise envolve dois resíduos catalíticos (ácidos carboxílicos) 

que são conservados dentro de cada família: um deles atua como nucleófilo e o outro 

como um catalisador ácido/base.  Com exceção das β-xilosidases da família GH 43, todas 

as outras β-xilosidases conhecidas atuam pelo mecanismo de retenção (KNOB et al., 

2010; LAGAERT et al., 2014; HUY et al., 2015; BOSETTO et al., 2016).  

A hidrólise com retenção da configuração do carbono anomérico ocorre em duas 

etapas, envolvendo a formação de um intermediário glicosil-enzima (Fig. 4) (KNOB et 

al., 2010; LAGAERT et al., 2014; KIRIKYALI e CONNERTON, 2015; CECCHINI et 

al., 2015). O primeiro passo da reação é chamado de glicosilação. Nesta etapa, um dos 

resíduos catalíticos atua como ácido, protonando o oxigênio glicosídico. 

Concomitantemente, o segundo aminoácido catalítico, que atua como nucleófilo, ataca o 

centro anomérico do substrato, levando à clivagem da ligação e formação do 

intermediário covalente glicosil-enzima. No segundo passo, chamado de deglicosilação, 

o primeiro aminoácido, agora atuando como uma base, atrai um próton de uma molécula 

de água, que ataca o centro anomérico do substrato, liberando o produto final e 

regenerando a enzima livre (KNOB et al., 2010; CECCHINI et al., 2015).  
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Figura 4. Mecanismo de retenção da configuração do carbono anomérico. 

Adaptado de Cecchini et al., 2015. 

 

 

Curiosamente, algumas β-xilosidases exibem atividade bifuncional de                         

β-xilosidase/α-L-arabinofuranosidase (LAGAERT et al., 2014; KIRIKYALI e 

CONNERTON, 2015). Acredita-se que essa bifuncionalidade deve-se principalmente à 

similaridade espacial entre os resíduos de D-xilopiranose e L-arabinofuranose, de tal 

forma que as ligações glicosídicas e grupos hidroxila destes resíduos podem ser 

sobrepostos para ocupar posições semelhantes no sítio ativo da enzima (MAI et al., 2000; 

JORDAN e LI, 2007; HUY et al., 2013; LEE, R. et al., 2003). Assim como as                         

β-xilosidases, as α-L-arabinofuranosidases são enzimas importantes na sacarificação da 

biomassa lignocelulósica, uma vez que elas são responsáveis por remover as ramificações 

de resíduos de L-arabinose presentes nas xilanas, facilitando assim a ação das endo-

xilanases sobre a cadeia principal. Assim, um efeito sinérgico entre essas enzimas é 

fundamental para uma hidrólise completa e eficiente da molécula de xilana, e as enzimas 

bifuncionais apresentam grande potencial para a hidrólises de xilanas substituídas 

(JORDAN e LI 2007; ZHOU et al., 2012; HUY et al., 2013; LAGAERT et al., 2014). 

O interesse nas enzimas xilanolíticas tem aumentado consideravelmente nos 

últimos anos e, por serem enzimas chaves do complexo xilanolítico, as β-xilosidases 

apresentam bom potencial de aplicação em processos biotecnológicos. Assim, as                 
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β-xilosidases vem sendo empregadas com sucesso nos setores alimentício e de ração 

animal, papel e celulose, etc. Além disso, as β-xilosidases são associadas a outras enzimas 

em coquetéis enzimáticos para a sacarificação de materiais lignocelulósicos, visando à 

produção de etanol 2G (KNOB et al., 2010; KIRIKYALI e CONNERTON, 2015; 

BOSETTO et al., 2016).  

 

 

2.4. Pré tratamento da biomassa lignocelulósica 

 

 

Como citado anteriormente, devido à associação íntima entre os componentes 

poliméricos, a biomassa lignocelulósica apresenta um elevado grau de recalcitrância. Na 

parede celular vegetal a lignina atua como uma barreira física, protegendo a celulose e a 

hemicelulose da degradação e dificultando a ação efetiva das enzimas hidrolíticas sobre 

estes polissacarídeos (KIM, H. et al., 2016). Assim, na sua forma natural, os materiais 

lignocelulósicos são pouco reativos e altamente resistentes à hidrólise, sendo necessária 

a introdução de uma etapa de pré-tratamento anterior à hidrolise enzimática. De uma 

maneira geral, o pré-tratamento tem a finalidade de remover ou diminuir o conteúdo de 

lignina, reduzir a cristalinidade da celulose e aumentar a área superficial da biomassa, 

proporcionando uma melhor acessibilidade da celulose e da hemicelulose a ação das 

enzimas, de modo que a hidrólise enzimática ocorra com maior eficiência e  rendimento 

(ENGEL et al., 2012; ISIKGOR e BECER, 2015; SAINI et al., 2015; XU et al., 2015; 

CHANG et al., 2016; KIM, J. et al., 2016; ZHANG et al., 2016; CHEN e FU, 2016).  

Diversos métodos de pré-tratamento foram propostos e desenvolvidos nos últimos 

anos, incluindo processos químicos, biológicos, físicos, mecânicos e físico-químicos ou 

uma combinação destes (ISIKGOR e BECER, 2015; MAURYA et al., 2015; CHEN e 

FU, 2016). No entanto, a escolha do método e das condições do pré-tratamento dependem 

das características das matérias-primas e dos produtos finais desejados (ZHANG et al., 

2016).  

Idealmente, um pré-tratamento eficaz deve aumentar a eficiência da hidrólise 

enzimática e simultaneamente evitar a formação de compostos inibitórios (MAURYA et 

al., 2015; KIM, J. et al., 2016). A maioria dos compostos inibitórios são formados quando 

a hemicelulose e/ou a lignina são degradadas (JÖNSSON e MARTÍN, 2016; ZHANG et 
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al., 2016). Dependendo do processo e das condições utilizadas, as pentoses da 

hemicelulose podem ser degradadas, produzindo ácido acético e furfural. Além disso, 

também podem ser produzidos compostos fenólicos derivados da degradação da lignina. 

Todos estes compostos podem inibir os processos de fermentação posteriores, levando a 

baixos rendimentos na produção de etanol. Dessa forma, é necessário realizar uma etapa 

de desintoxicação anterior à fermentação, para a retirada dos compostos inibitórios, o que 

aumenta o custo do processo (GÍRIO et al., 2010; BEHERA et al., 2014; RAJ et al., 2016; 

JÖNSSON e MARTIN, 2016). 

Considerando a hidrólise enzimática eficiente dos materiais lignocelulósicos para 

a produção de etanol 2G, os tipos de pré-tratamento mais interessantes são aqueles que 

removem essencialmente a lignina, preservando tanto a celulose quanto a hemicelulose. 

Nesse contexto, os processos mais apropriados seriam os alcalinos, os organosolv e 

aqueles que empregam LIs. 

 

 

2.4.1. Pré-tratamento alcalino 

 

 

No pré-tratamento alcalino são utilizados reagentes alcalinos, tais como hidróxido 

de sódio, amônio, cálcio e potássio, e o processo é conduzido em condições relativamente 

suaves (KIM, J. et al., 2016). O pré-tratamento alcalino é utilizado principalmente para a 

remoção da lignina. Além disso, os reagentes também promovem a remoção dos grupos 

acetil e das ramificações de ácidos urônicos presentes na hemicelulose, aumentando o 

acesso das enzimas hidrolíticas aos polímeros de celulose e hemicelulose (MAURYA et 

al., 2015; KIM, J. et al., 2016; JONSSON e MARTIN, 2016). Entretanto, dependendo 

das condições utilizadas, a celulose e a hemicelulose podem ser degradadas e removidas 

parcialmente. Dessa forma, as condições do processo devem ser criteriosamente ajustadas 

para minimizar a hidrólise dos polissacarídeos.  

Após o pré-tratamento alcalino é necessário neutralizar a biomassa, o que leva ao 

acúmulo de sais que, em concentrações elevadas, podem inibir a ação das enzimas 

hidrolíticas (GARCÍA-TORREIRO et al., 2016). Além disso, a ação dos reagentes 

alcalinos sobre as ramificações das hemiceluloses leva à formação de ácido acético, 

também um potencial inibidor da ação enzimática (JÖNSSON e MARTÍN, 2016). Assim, 

é necessário realizar etapas de lavagem da biomassa pré-tratada para a retirada de sais 
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e/ou compostos inibitórios, encarecendo o custo do processo (GARCÍA-TORREIRO et 

al., 2016).  

 

 

2.4.2. Pré-tratamento com líquidos iônicos 

 

 

O pré-tratamento empregando LIs tem recebido grande atenção nos últimos anos 

devido a capacidade destes compostos em dissolver os componentes dos materiais 

lignocelulósicos. Os LIs são sais com ponto de fusão menor que 100 ºC e geralmente 

consistem de um cátion orgânico volumoso e um ânion inorgânico (REDDY et al., 2015; 

WAHLSTRÖM e SUURNÄKKI, 2015). São utilizados no pré-tratamento da biomassa 

principalmente para remover a lignina e diminuir a cristalinidade da celulose. Após a 

dissolução, a celulose e a hemicelulose podem ser recuperadas por precipitação pela 

adição de um antissolvente, geralmente água, etanol ou acetona (GUPTA e JIANG, 2015; 

PORTILLO e SAADEDDIN, 2015). No entanto, é necessário otimizar as condições do 

processo de modo a minimizar a extração da fração hemicelulósica.  

Geralmente, os LIs empregados no pré-tratamento da biomassa lignocelulósica 

apresentam um cátion imidazólio e ânions cloreto, acetato ou fosfatos (WAHLSTRÖM e 

SUURNÄKKI, 2015; REDDY et al., 2015). Vários tipos de LIs têm sido sintetizados e 

testados visando à dissolução eficiente da lignocelulose, incluindo cloreto de 1-butil-3-

metilimidazólio [Bmim][Cl], acetato de 1-etil-3-metilimidazólio [Emim][Ac], cloreto de 

1-etil-3-metilimidazólio [Emim][Cl], cloreto de 1-alil-3-metilimidazólio [Amim][Cl], 

entre outros (BEHERA et al., 2014; WAHLSTRÖM e SUURNÄKKI, 2015; REDDY et 

al., 2015; REN et al., 2016). Em particular, o LI [Emim][Ac] é atualmente um dos mais 

utilizados para o pré-tratamento eficiente de diferentes materiais lignocelulósicos                     

(da COSTA LOPES et al., 2013; CHAWACHART et al., 2014; JIA et al., 2015; REDDY 

et al., 2015).  

A dissolução da lignocelulose por LIs envolve a ruptura das ligações de 

hidrogênio intramoleculares e intermoleculares da celulose, diminuindo a sua 

cristalinidade (BEHERA et al., 2014; KIM, H. et al., 2016). Um dos principais fatores 

responsáveis pela dissolução é a natureza do ânion do LI, de modo que ânions com alta 

capacidade de formar ligações de hidrogênio interagem melhor com os grupos hidroxila 

da celulose e possuem, portanto, uma capacidade superior para dissolver a lignocelulose 
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(WU et al., 2011; BADGUJAR e BHANAGE, 2015; WAHLSTRÖM e SUURNÄKKI, 

2015). O cátion imidazólio também parece influenciar a dissolução, interagindo com a 

porção hidrofóbica da celulose. Porém, o seu mecanismo de ação ainda não é 

completamente entendido (GUPTA e JIANG, 2015).  

A despeito das possíveis vantagens da sua utilização, níveis residuais de LIs 

presentes nos materiais pré-tratados podem inibir a atividade das enzimas hidrolíticas e 

dos microrganismos fermentativos (MARUYA et al., 2015; XU et al., 2015; 

WAHLSTRÖM e SUURNÄKKI, 2015; JÖNSSON e MARTIN, de 2016). Acredita-se 

que a inibição enzímatica possa estar relacionada à alta capacidade do ânion do LI em 

formar ligações de hidrogênio, o qual pode interagir fortemente com as enzimas, levando 

a alterações na sua conformação nativa (NAUSHAD et al., 2012; PORTILLO e 

SAADEDDIN, 2015; ZHAO, H. 2016). Além disso, outros fatores como viscosidade, 

polaridade e efeitos do cátion podem contribuir para a inibição enzimática por LIs 

(NAUSHAD et al., 2012; ZHAO, H. 2016). Assim, é essencial identificar enzimas 

lignocelulolíticas que sejam tolerantes a níveis residuais (concentração entre 0,2 – 5 % 

m/v) de LI na biomassa pré-tratada (LI, H. et al., 2013; CHAWACHART et al., 2014; 

XU et al, 2015).  

 

 

2.4.3. Pré-tratamento Organosolv 

 

 

No processo organosolv são utilizados solventes orgânicos para extrair a lignina 

da biomassa lignocelulósica. Vários solventes orgânicos tem sido empregados no pré-

tratamento de diferentes biomassas, incluindo etanol, metanol, acetona, etileno glicol e 

glicerol, entre outros (ZHAO, X. et al., 2009; MAURYA et al., 2015; SUN et al., 2016). 

Dentre estes, o etanol é o solvente mais utilizado devido ao seu baixo ponto de ebulição, 

baixa toxicidade, miscibilidade completa com água e facilidade de recuperação (ALVIRA 

et al., de 2010; SUN et al., 2016; ZHANG et al., 2016). O processo organosolv utilizando 

álcoois promove a clivagem das ligações internas da lignina, bem como a hidrólise das 

ligações entre a lignina e as ramificações da hemicelulose (ZHANG et al., 2016). 

Entretanto, dependendo das condições do processo pode ocorrer também a hidrólise das 

ligações glicosídicas da hemicelulose e, em menor extensão, da celulose (ZHANG et al., 
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2016). Deste modo, é importante otimizar as condições do processo para maximizar a 

remoção da lignina e minimizar a hidrólise dos polissacarídeos.  

Após o pré-tratamento, a biomassa pode conter níveis residuais dos solventes 

orgânicos empregados, que podem inibir fortemente a atividade das enzimas hidrolíticas. 

Acredita-se que a inibição das enzimas por solventes orgânicos esteja relacionada à 

polaridade do solvente empregado, uma vez que solventes hidrofílicos possuem maior 

capacidade de retirar as moléculas de água essenciais para a hidratação da superfície das 

enzimas, causando sua inativação (SERDAKOWSKI e DORDICK, 2008; DOUKYU e 

OGINO, 2010; KARAN et al., 2012). Deste modo, etapas de lavagem da biomassa pré-

tratada também são requeridas, encarecendo o processo. 

 

 

2.4.4. O uso de surfactantes em diferentes métodos de pré-tratamentos 

 

 

Como já citado, a lignina é um dos principais obstáculos para a hidrólise 

enzimática dos materiais lignocelulósicos por impedir a ação efetiva das enzimas 

hidrolíticas sobre a celulose e a hemicelulose. Além disso, os pré-tratamentos alcalinos e 

com LIs liberam lignina em solução durante o processo, formando compostos 

hidrofóbicos que precipitam na superfície da biomassa e impedem a disponibilidade da 

celulose e da hemicelulose para a hidrólise enzimática (PANDEY e NEGI, 2015; 

MESQUITA et al., 2015; CHANG et al., 2016; LI, K. et al., 2016).  

Neste contexto, vários estudos indicam que a adição de surfactantes durante o pré-

tratamento pode reduzir a quantidade de lignina remanescente na biomassa pré-tratada, 

acelerando a hidrólise e reduzindo a carga enzimática requerida para o processo. Os 

surfactantes tendem a extrair os compostos hidrofóbicos por meio da formação de 

emulsões, impedindo a sua precipitação sobre superfície da biomassa (MESQUITA et al., 

2015; PANDEY e NEGI, 2015; LI, K. et al., 2016; CHANG et al., 2016). Os surfactantes 

não-iônicos, tais como Tween 20 e Tween 80, são considerados como os aditivos mais 

eficientes para aumentar a eficiência da hidrólise enzimática de materiais lignocelulósicos 

(MESQUITA et al., 2015). Dessa forma, é importante que as enzimas hidrolíticas sejam 

tolerantes aos surfactantes utilizados nestes processos.  
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2.5. O consumo de água pelas biorrefinarias na produção do etanol 2G 

 

 

Um dos desafios à produção de etanol 2G em larga escala é o elevado consumo 

de água pelas biorrefinarias: cerca de 1,9 – 5,9 m3 de água são necessários para a produção 

de 1 m3 de biocombustíveis (FANG et al., 2015; REN et al., 2016). Assim, devido aos 

problemas de escassez de água doce em alguns países, especialmente em regiões áridas, 

a operação das biorrefinarias pode tornar-se difícil ou até mesmo inviável. Um outro fator 

que contribui grandemente para elevar o consumo de água nas biorrefinarias é a 

necessidade das etapas de lavagem da biomassa pré-tratada, a fim de eliminar os resíduos 

e subprodutos gerados e/ou acumulados durante o pré-tratamento e que podem causar 

efeitos inibitórios sobre a hidrólise enzimática, bem como sobre a fermentação (REN et 

al., 2016). Nesse contexto, a utilização da água do mar como uma alternativa à água doce 

e potável parece uma opção promissora para as biorrefinarias localizadas em regiões 

costeiras e/ou semi-áridas (FANG et al., 2015; REN et al., 2016).  

Recentemente, o uso de água do mar tem atraído grande interesse, tanto na etapa 

de sacarificação quanto nas etapas de pré-tratamento e lavagem da biomassa (de MARIA, 

2013; REN et al., 2016). No entanto, ao se utilizar a água do mar, a grande quantidade de 

sal presente pode afetar negativamente a atividade das enzimas hidrolíticas (de MARIA, 

2013; FANG et al., 2015; REN et al., 2016). Além da concentração de sais, outro fator 

importante no que diz respeito à inativação enzimática é a natureza dos íons presentes em 

solução, e embora a concentração salina da água do mar varie de acordo com a localização 

geográfica, a sua composição é bastante conhecida (Tabela 1). De uma maneira geral, o 

efeito de um íon sobre a estabilidade das enzimas segue a série de Hofmeister e a maioria 

dos íons que estão presentes na água do mar, tais como Na+, Ca2+, Mg2+, Br- e Cl-, podem 

exercer efeitos desestabilizantes sobre as enzimas, afetando negativamente a hidrólise 

enzimática da biomassa (KARAN et al., 2012; FANG et al., 2015). Nesse contexto, 

enzimas que apresentam boa tolerância a elevadas concentrações salinas surgem como 

uma opção promissora para a utilização da água do mar pelas biorrefinarias, permitindo 

a substituição da água doce e potável nas etapas de lavagem e sacarificação da biomassa 

(REN et al., 2016). 
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Tabela 1. Composição média estimada da água do mar 

Componentes Concentração (g L-1) 

NaCl 27,13 

MgCl2 2,50 

MgSO4 3,38 

CaCl2 1,16 

KCl 0,74 

NaHCO3 0,21 

NaBr 0,08 

Total de sais 35,22 

Água remanescente 964,78 

Adaptado de de María (2013). 

 

 

2.6. Enzimas halofílicas e halotolerantes 

 

 

Concentrações salinas elevadas podem afetar a solubilidade, a estabilidade, a 

conformação e a atividade das enzimas (KARAN et al., 2012). Uma das principais razões 

para a baixa atividade enzimática em condições de salinidade elevada é o efeito que os 

íons exercem sobre a estrutura da água na camada de hidratação da superfície da enzima. 

A água desempenha um papel crítico nas funções biológicas das proteínas, mantendo a 

sua estrutura nativa e evitando a sua agregação. De fato, as moléculas de água tendem a 

interagir favoravelmente com os grupos polares na superfície da enzima, bem como a se 

ordenar ao redor dos grupos hidrofóbicos na superfície da proteína (KARAN et al., 2012).   

Em concentrações elevadas, os íons sequestram as moléculas de água, limitando 

as moléculas livres disponíveis para a hidratação da molécula proteica. Além disso, os 

íons promovem um desarranjo das moléculas de água ao redor das regiões hidrofóbicas 

da superfície da enzima, bem como provocam perturbação das interações eletrostáticas 

entre resíduos de aminoácidos carregados adjacentes, levando a agregação e precipitação 

(KARAN et al., 2012).  Assim, a maioria das enzimas não são capazes de competir com 

os sais pelas moléculas de água e perdem sua estrutura e atividade em condições de alta 

salinidade. Entretanto, as enzimas halofílicas ou halotolerantes são capazes de competir 
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com os íons pelas moléculas de água, preservando a sua atividade e estrutura (KARAN 

et al., 2012). Uma das principais diferenças entre as enzimas halofílicas e não-halofílicas 

é a predominância de resíduos de aminoácidos ácidos na superfície da enzima, tais como 

os resíduos de glutamato e aspartato, além de um baixo teor de resíduos de aminoácidos 

hidrofóbicos. Acredita-se que o aumento da carga negativa na superfície proteica é um 

dos principais fatores que permite à enzima competir com os íons pelas moléculas de 

água, mantendo a sua capa de hidratação (KARAN et al., 2012).  

Normalmente, as enzimas tolerantes a sal são derivadas de microrganismos 

capazes de viver em ambientes de salinidade extrema. No entanto, em nosso grupo de 

pesquisa recentemente foi purificada uma endo-xilanase halotolerante produzida pelo 

fungo Colletotrichum graminicola, a qual manteve boa atividade e estabilidade em 

presença de concentrações elevadas de sal (CARLI, 2016). Por serem estáveis e ativas 

nessas condições, as enzimas halotolerantes oferecem grandes vantagens para aplicação 

em processos biotecnológicos conduzidos em condições de alta salinidade, as quais 

inibem a maioria das enzimas.    

 

 

2.7. Organismo de estudo: Colletotrichum graminicola 

 

 

Como citado anteriormente, os microrganismos são os principais responsáveis 

pela degradação da xilana na natureza. Deste modo, diferentes β-xilosidases tem sido 

obtidas a partir de uma variedades de microrganismos, incluindo fungos e bactérias. 

Dentre eles, os fungos filamentosos são considerados os melhores produtores de enzimas 

xilanolíticas e são amplamente utilizados como produtores de β-xilosidases (KNOB          

et al., 2010; KIRIKYALI e CONNERTON, 2015; POLIZELI et al., 2005; JUTURU e 

WU, 2012). 

 Os fungos do gênero Colletotrichum são classificados como fungos mesófilos 

endofíticos, que habitam o interior dos tecidos das plantas em algum estágio da vida 

(PEREIRA et al., 1993). Acredita-se que a capacidade dos fungos deste gênero de 

produzir enzimas extracelulares capazes de degradar os componentes da parede celular 

vegetal esteja vinculada à sua fitopatogenecidade (ACOSTA-RODRIGUES et al., 2005). 

Além disso, foram identificados em organismos deste gênero vários genes que codificam 
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para diferentes hidrolases, potencialmente envolvidas na degradação da parede celular 

vegetal (O'CONNELL et al., 2012; KING et al., 2011). Vários estudos têm sido realizados 

ainda sobre a interação entre estes fungos e as plantas hospedeiras; e dentre as enzimas 

mais estudadas merecem destaque as pectinases e poligalacturonases (HEBERT et al., 

2004) e as quitinases (SOUZA et al., 2003). No entanto, o potencial dos fungos do gênero 

Colletotrichum para produzir enzimas com interesse biotecnológico foi pouco explorado 

até o momento.  

Recentemente, em nosso grupo de pesquisa, foi otimizada empregando a 

metodologia de superfície de resposta a produção por fermentação em estado sólido (FES) 

de β-xilosidases por uma linhagem do fungo mesófilo C. graminicola isolada do solo 

brasileiro (ZIMBARDI et al., 2013; ZIMBARDI, 2014). O microrganismo mostrou-se 

um bom produtor de β-xilosidases e a máxima produção ocorreu em meio de cultivo 

barato, constituído majoritariamente de farelo de trigo e água, suplementado com casca 

de amendoim moída. Além disso, misturas de um extrato bruto do fungo, rico em 

xilanases, ß-xilosidases e ß-glucosidases, com um extrato bruto de Trichoderma reesei, 

empregado como fonte de celulases, demonstraram excelente potencial para a hidrólise 

de palha de cana e papelão, sem nenhum pré-tratamento (ZIMBARDI et al., 2013; 

ZIMBARDI, 2014). Assim, as enzimas produzidas aparentemente reúnem propriedades 

atraentes para o emprego em coquetéis de celulases e hemicelulases, visando à hidrólise 

da lignocelulose. Neste trabalho foi purificada e caracterizada uma β-xilosidase 

majoritária produzida por esta linhagem de C. graminicola. 
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3. Objetivos 

 

 

Os objetivos principais deste trabalho foram: 

 

I. Purificação de uma β-xilosidase produzida por Colletotrichum graminicola 

quando cultivado por FES em condições otimizadas para a produção de               

β-xilosidases. 

 

 

II. Caracterização bioquímica e cinética da β-xilosidase purificada, na ausência e 

na presença de NaCl em concentrações elevadas. 

 

 

III. Avaliação do potencial de aplicação biotecnológica da β-xilosidase purificada 

com ênfase nas suas propriedades de tolerância a concentrações elevadas de 

NaCl, solventes orgânicos e LIs. 
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4. Material e métodos 

 

 

4.1. Organismo de estudo  

 

 

A linhagem de C. graminicola empregada neste trabalho foi isolada a partir de 

ascocarpos em crescimento em troncos em decomposição, na floresta Amazônica, Brasil. 

Pedaços pequenos (0,5 cm x 0,5 cm) foram assepticamente removidos do interior do asco, 

lavados com hipoclorito de sódio 10% e enxaguados quatro vezes com água destilada 

esterilizada. Em seguida, os pedaços foram transferidos para meio PDA (Potato Dextrose 

Agar, Oxoid, UK) suplementado com extrato de malte 1% (Merck KGaA, Darmstadt, 

Alemanha) e antibióticos bacterianos (50 μg mL-1 de antibióticos de Fort Dodge (Brasil), 

contendo uma mistura de benzilpenicilina benzatina, benzilpenicilina procaína, sulfato de 

diidroestreptomicina, benzilpenicilina de potássio e sulfato de estreptomicina). Após 

incubação a 25 ºC durante 10 a 15 dias, o micélio formado foi recolhido e transferido para 

um novo meio sólido contendo antibióticos bacterianos. Este procedimento foi repetido 

até que as culturas de C. graminicola estivessem livres de bactérias. A identificação foi 

realizada utilizando características morfológicas e microscópicas como descrito por 

Ryvarden (1991) e Teixeira (1995). A linhagem está depositada na coleção de fungos do 

laboratório de Microbiologia do Departamento de Biologia da Faculdade de Filosofia, 

Ciências e Letras de Ribeirão Preto, USP, sob a coordenação do prof. Dr. João Atílio 

Jorge, que a cedeu gentilmente para a realização deste trabalho. 

 

 

4.2. Manutenção da linhagem  

 

 

A linhagem de C. graminicola foi mantida por meio de repiques sucessivos em 

meio sólido inclinado de PDA 3,9%. Os meios foram previamente autoclavados a 127 °C 

e 1,5 atm por 20 minutos. Após o repique, as culturas foram incubadas por 10 dias a         

25 ºC e, posteriormente, armazenadas a 4 ºC por até 30 dias. 
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4.3. Cultivo de C. graminicola em estado sólido 

 

 

Colletotrichum graminicola foi cultivado por FES em condições otimizadas para 

a produção de ß-xilosidases (ZIMBARDI et al., 2013). O meio de cultivo foi constituído 

por 5 g de farelo de trigo suplementado com 4,7% (m/m) de casca de amendoim moída, 

com umidade de 2 mL g-1 de farelo seco. Os meios foram previamente autoclavados a 127 

°C e 1,5 atm por 20 minutos. Para o inóculo foram utilizadas 4 secções de 0,25 cm2 do 

micélio do fungo cultivado em meio PDA por frasco de meio de cultura. Os frascos foram 

incubados por 8 dias a 25 ºC. 

 

 

4.4. Obtenção do extrato bruto do cultivo de C. graminicola rico em                           

ß-xilosidases 

 

 

Após o cultivo, o meio foi suspenso em 25 mL de água deionizada gelada e 

homogeneizado levemente com um bastão de vidro, em banho de gelo. A suspensão foi 

filtrada em peneira de nylon e centrifugada por 20 minutos a 10000 x g e 4 ºC. O 

sobrenadante foi utilizado como extrato bruto rico em ß-xilosidases e mantido a 4 °C para 

experimentos futuros, sem perda apreciável de atividade enzimática por até 30 dias. 

 

 

4.5. Ensaios enzimáticos 

 

 

Em todos os ensaios foram realizados controles a fim de avaliar a hidrólise 

espontânea dos substratos. As condições experimentais (tempos de reação e unidades 

enzimáticas) empregadas em todos os ensaios foram ajustadas para garantir a estimativa 

de velocidades iniciais. 

 Uma unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a quantidade de 

enzima capaz de liberar 1 µmol de produto por minuto. A atividade específica foi definida 

como a relação entre o número de unidades e a massa total de proteína (mg). Os ensaios 

enzimáticos foram realizados em duplicata (n= 2).  
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4.5.1. Determinação da atividade ß-xilosidásica  

 

 

A atividade ß-xilosidásica foi rotineiramente determinada empregando-se como 

substrato p-nitrofenil-β-D-xilopiranosídeo (pNP-XIL; Sigma Aldrich Chem. Co., 

Missouri, EUA) quantificando-se a liberação do íon p-nitrofenolato (ε410nm, pH 12= 17500 

mol-1 L cm-1). As condições padrão dos ensaios foram 65 ºC, tampão acetato de sódio     

50 mmol L-1, pH 4,5, contendo pNP-XIL em concentração 5 mmol L-1, num volume final 

de 0,6 mL. As reações foram iniciadas pela adição de 50 μL de enzima convenientemente 

diluída ao meio reacional e interrompidas pela adição de 1,0 mL de tetraborato de sódio 

saturado, em intervalos de tempo adequados.  

 

 

4.5.2. Atividade sobre outros substratos  

 

 

A atividade sobre xilobiose (Sigma Aldrich Chem. Co.) em concentração final       

5 mmol L-1 foi determinada nas mesmas condições descritas no item no item 4.5.1. As 

reações foram iniciadas pela adição de 50 μL de enzima convenientemente diluída ao 

meio reacional e interrompidas após intervalos de tempo adequados por aquecimento em 

banho de água fervente por 5 minutos. A xilose liberada foi estimada a 25 ºC utilizando 

um sistema acoplado xilose mutarotase/ß-xilose desidrogenase (XMR/β-XDH; kit             

K-XILOSE; Megazyme Co. Wicklow, Irlanda), empregando xilose como padrão.               

O produto da reação NADH, proporcional à xilose liberada, foi dosado em 340 nm (ε340nm, 

pH 7,5 = 5809,34 mol-1 L cm-1). 
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A atividade hidrolítica sobre os substratos sintéticos p-nitrofenil-α-D-

xilopiranosídeo, p-nitrofenil-ß-D-glucopiranosídeo, p-nitrofenil-ß-D-galactopiranosídeo, 

o-nitrofenil-ß-D-galactopiranosídeo, p-nitrofenil-ß-D-fucopiranosídeo, p-nitrofenil-α-L-

arabinofuranosídeo, p-nitrofenil-ß-D-manopiranosídeo, p-nitrofenil-α-D-

manopiranosídeo e p-nitrofenil-α-L-arabinopiranosídeo (Sigma Aldrich Chem. Co.), em 

concentração final 5 mmol L-1, foi determinada nas mesmas condições descritas no item 

4.5.1. 

A atividade sobre as xilanas beechwood, birchwood e oat spelt e sobre os 

substratos poliméricos celulose microcristalina (Avicel ®) e carboximetilcelulose (CMC) 

de baixa viscosidade (Sigma Aldrich Chem. Co.), em concentração final 1% (m/v), foi 

determinada nas mesmas condições descritas no item no item 4.5.1. Os açúcares redutores 

liberados foram dosados empregando o método do ácido dinitrosalicílico (DNS), segundo 

Miller (1959), utilizando xilose ou glicose como padrão. A reação foi iniciada pela adição 

de 100 μL de enzima convenientemente diluída ao meio reacional e após intervalos de 

tempos adequados alíquotas de 200 μL foram retiradas e adicionadas a 200 μL de DNS 

para interrupção da reação. A mistura foi mantida em banho de água fervente por                   

5 minutos, resfriada e diluída com 2,0 mL de água destilada. O produto formado foi 

dosado espectofotométricamente em 540 nm. No caso dos substratos Avicel® e xilanas 

beechwood, birchwood e oat spelt, devido à sua solubilidade parcial foi introduzido um 

passo de centrifugação de 6 minutos a 5.000 x g e 4 ºC para a retirada do substrato 

insolúvel, previamente ao aquecimento em banho fervente.  

A atividade sobre celobiose (Sigma Aldrich Chem. Co.), em concentração final 

10,0 mmol L-1, foi determinada nas mesmas condições. A reação foi iniciada pela adição 

de 50 μL de enzima ao meio reacional e, após intervalos de tempos convenientes, 

interrompida por aquecimento em banho de água fervente por 5 minutos. A glicose 

liberada foi estimada pelo método da glicose-oxidase (BERGMEYER e BERNT, 1974), 

utilizando o kit Glicose Liquiform 133-1/500 (Labtest Diagnóstica SA, MG, Brasil) e 

empregando glicose como padrão. O produto da reação, antipirilquinonimina vermelha, 

proporcional à glicose liberada, foi dosado em 505 nm. 
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4.6. Dosagens de proteína 

 

 

As concentrações de proteína foram determinadas empregando o método descrito 

por Read e Northcote (1981), utilizando soroalbumina bovina (BSA; Sigma Aldrich 

Chem. Co.) como padrão. Todas as dosagens foram realizadas em duplicata (n= 2). 

 

 

4.7. Purificação de uma ß-xilosidase majoritária de C. graminicola 

 

 

O extrato bruto do cultivo de C. graminicola foi ajustado para pH 5,0 com tampão 

acetato de sódio 1 mol L-1 e aplicado em uma coluna de CM-Celulose (10,0 x 2,0 cm) 

equilibrada em tampão acetato de sódio 10 mmol L-1, pH 5,0 (tampão A). Após aplicada 

a amostra, a coluna foi lavada com tampão A, com fluxo de 80 mL h-1, até não ser mais 

detectada eluição de proteínas (A280). Frações (1,0 mL) foram coletadas e analisadas para 

A280 e atividade ß-xilosidásica. As frações com maior atividade foram reunidas e 

aplicadas em uma coluna de DMAE-Fractogel (13,0 x 2,0 cm) equilibrada em tampão 

acetato de sódio 10 mmol L-1, pH 5,5 (tampão B). A coluna foi lavada com tampão B, 

com fluxo de 75 mL h-1, até não ser mais detectada eluição de proteínas (A280). A seguir, 

a coluna foi eluída com um gradiente linear de NaCl (0 – 0,5 mol L-1) em tampão B. 

Frações (1,0 mL) foram coletadas e analisadas para A280 e atividades ß-xilosidásica e            

ß-glucosidásica. As frações com maior atividade ß-xilosidásica foram reunidas e 

concentradas em concentrador Vivaspin 20 (GE Healthcare Life Sciences, Little 

Chalfont, UK) com membrana de polietersulfona com corte de 10 kDa. Em seguida, a 

amostra concentrada foi aplicada em uma coluna de filtração em gel de Sephacryl S-200 

(121,0 x 2,0 cm) equilibrada e eluída com tampão B contendo NaCl 150 mmol L-1, com 

fluxo de 15 mL h-1. Frações (1,0 mL) foram coletadas e analisadas para A280 e atividades 

ß-xilosidásica e ß-glucosidásica. As frações com maior atividade β-xilosidásica foram 

reunidas, aliquotadas e armazenadas a 4 °C. Este procedimento de purificação foi repetido 

cinco vezes utilizando cinco diferentes extratos de cultura de C. graminicola, resultando 

em cinco preparações diferentes de enzima pura. A ß-xilosidase purificada foi 

denominada Bxcg. 
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4.8. Análise eletroforética  

 

 

Eletroforese em gel de poliacrilamida em condições não desnaturantes (PAGE) 

foi realizada em géis em placa, empregando concentração de acrilamida de 7%, conforme 

descrito por Davis (1964). Eletroforese em condições desnaturantes (SDS-PAGE) foi 

realizada em géis em placa, empregando concentração de acrilamida de 10%, conforme 

descrito por Laemmli (1970). As bandas proteicas foram reveladas com Coomassie 

Brilliant Blue R-250.  

A atividade β-xilosidásica no gel, após PAGE, foi determinada empregando a 

metodologia descrita por de Bruyne e Loontiens (1965). Após a corrida, o gel foi imerso 

em tampão acetato de sódio 50 mmol L-1, pH 5,0, por 30 minutos a temperatura ambiente. 

A seguir, a solução foi descartada e o gel foi coberto com um papel-filtro saturado com 

uma solução constituída de 150 μL de 4-metilumbeliferil-β-D-xilopiranosídeo (Sigma 

Aldrich Chem. Co.)  1% (m/v) em acetona 50% (v/v) e 5,0 mL de tampão acetato de sódio 

50 mmol L-1, pH 5,0. O gel foi incubado nessas condições por 5 a 15 minutos. A seguir, 

o papel-filtro foi retirado e a banda de atividade foi visualizada sob luz UV.  

 

 

4.9. Análise da sequência de aminoácidos de Bxcg por espectrometria de 

massas 

 

 

A análise da sequência de aminoácidos de Bxcg foi realizada conforme descrito 

por Souza et al., (2010), em colaboração com o Prof. Dr. José Cesar Rosa (Departamento 

de Biologia Celular, Molecular e Bioagentes Patogênicos do Centro de Química de 

Proteínas, Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo). 

Brevemente, a enzima purificada foi submetida a digestão utilizando 0,5 μg de tripsina 

modificada (Promega Co., Madison, EUA), por um período de 18 horas de incubação a 

37 °C. Os peptídeos obtidos foram dessalinizados empregando uma microcoluna de resina 

POROS R2 (PerSeptive Biosystems, Framingham, EUA), previamente equilibrada com 

ácido fórmico 0,2%. Em seguida, a coluna foi eluída com uma solução de metanol 60% 

e ácido fórmico 5% e o volume da amostra foi reduzido para 2 μL. A amostra concentrada 

foi misturada à matriz (ácido 4-hidroxicinamico 10 mg mL-1) na proporção 1:1 
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(peptídeos:matriz) e a mistura foi aplicada no amostrador (plate) para análise por 

espectrometria de massas (MS). As análises por espectrometria de massas (MS-MALDI) 

foram realizadas no espectrômetro de massas Axima Performance MALDI-TOF/TOF 

(Shimadzu-Kratos, Shimadzu Corp., Kyoto, Japan). O perfil de massas dos peptídeos 

trípticos (“MS fingerprint”) foi obtido e as sequências desses peptídeos foram deduzidas 

com base no padrão de fragmentação dos íons b e y de alguns peptídeos selecionados em 

experimentos de dissociação induzida por colisão de alta energia (do inglês, highenergy 

collision-induced dissociation – CID-MS/MS). Os espectros de CID foram submetidos 

diretamente a análise comparativa com o banco de dados NCBInr (National Center for 

Biotechnology Information), utilizando o algoritmo MASCOT 

(http://matrixscience.com). A comparação dos peptídeos sequenciados com o banco de 

dados contendo o genoma de C. graminicola foi realizada com auxílio da ferramenta 

Blastp, disponível na plataforma NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 

 

4.10. Determinação da massa molecular de Bxcg  

 

 

A massa molecular aparente da enzima purificada foi estimada por SDS-PAGE, 

conforme descrito no item 4.8, empregando mistura padrão de massas moleculares pré-

corada para proteínas entre 6 e 204 kDa. 

A massa molecular aparente de Bxcg na forma nativa foi estimada por filtração 

em gel em HPLC (High performance liquid chromatography), utilizando uma coluna 

Bio-Sil SEC 400 (7,8 x 300 mm; Bio-Rad, Califórnia, EUA). A coluna foi equilibrada e 

eluída (1,0 mL min-1) com tampão fosfato 100 mmol L-1, pH 6,8, contendo NaCl              

150 mmol L-1 e azida de sódio 10 mmol L-1. As frações (1,0 mL) foram coletadas e 

analisadas para atividade ß-xilosidásica. O volume morto da coluna (“void”) foi 

determinado usando Blue Dextran e os padrões de massa molecular utilizados foram: 

gama globulina bovina (158 kDa; Bio-Rad), BSA (67 kDA; Sigma), ovalbumina (44 kDa; 

Bio-Rad) e mioglobina equina (17 kDa; Bio-Rad). 

 

 

 

http://matrixscience.com/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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4.11. Determinação do ponto isoelétrico de Bxcg por eletroforese 

bidimensional 

 

 

Alíquota da proteína purificada foram precipitadas com ácido tricloroacético 

(TCA) 15% a 4 ºC, centrifugadas a 5.000 x g e 4 ºC por 20 minutos, lavados com acetona 

100% e novamente centrifugadas nas mesmas condições. Os precipitados obtidos foram 

ressuspensos em 0,3 mL de tampão de reidratação contendo uréia 8 mol L-1, 1 mg de 

ditiotreitol (DTT), CHAPS 2%, azul de bromofenol (traço) e IPG Buffer 2% (pH 3 – 11; 

GE Healthcare Life Sciences) e aplicados em fitas de 7 cm com variação de pH 3–10, 

para corrida de 1ª dimensão. A focalização isoelétrica das proteínas foi realizada no 

IPGPhor System 3 (GE Healthcare Life Sciences) nas seguintes condições: 300 volts/ 30 

minutos, gradiente de 1000 volts/ 30 minutos, gradiente de 5000 volts/ 1hora e 20 

minutos, 5000 volts/ 25 minutos e 50 volts até a retirada da fita. Em seguida as fitas foram 

imersas em solução de equilíbrio (Tris 50 mmol L-1, glicerol 30%, uréia 6 mol L-1, dodecil 

sulfato de sódio (SDS) 2% e azul de bromofenol 1%) adicionada de DTT 10 mg mL-1 por 

15 minutos e a seguir em solução de equilíbrio adicionada de iodoacetamida 25 mg /mL 

por 15 minutos. Em seguida, a corrida na segunda dimensão foi realizada por SDS-PAGE 

a 12% (LAEMMILI, 1970), empregando corrente constante de 25 mA por 2 h. O gel foi 

corado utilizando Comassie Blue coloidal (NEUHOFF et al., 1988) e após descoloração 

com solução contendo 30% de etanol e 10% de ácido acético, as bandas proteicas foram 

identificadas e analisadas. 

 

 

4.12. Dosagem de carboidratos totais 

 

 

O teor de carboidratos totais de Bxcg foi estimado empregando o método descrito 

por Dubois et al. (1956), utilizando manose como padrão. A cada alíquota da enzima pura 

(cerca de 10 μg) diluída para 1,0 mL com água destilada foram adicionados 25 μL de 

fenol 80% e 5,0 mL de ácido sulfúrico concentrado. A mistura foi deixada em repouso 

por 10 min à temperatura ambiente. Após este intervalo, foi determinada a sua 

absorbância em 490 nm. As dosagens foram realizadas em triplicata (n= 3). 
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4.13. Deglicosilação de Bxcg 

 

 

Bxcg foi deglicosilada utilizando a enzima Peptide N-Glycosidase F (PNGase F; 

Sigma Chemical Co.).  Um volume de 35 μL de Bxcg (cerca de 200 μg) foi adicionado a 

10 μL de tampão fosfato de sódio 250 mmol L-1, pH 7,5, e 2,5 μL de uma solução 

contendo SDS 2% (m/v) e β-mercaptoetanol 1 mol L-1. A mistura de reação foi incubada 

a 100 ºC por 5 minutos. Após resfriamento a temperatura ambiente, foram adicionados à 

mistura 2,5 μL de Triton X-100 15% (v/v) e 2 μL de PNGase F, incubando-se a 37 ºC por 

48 horas. Em seguida, a enzima deglicosilada foi submetida a eletroforese SDS-PAGE a 

10%, conforme descrito no item 4.8. Após a corrida, as bandas proteicas foram coradas 

com nitrato de prata (BLUM et al., 1987). 

 

 

4.14. Caracterização bioquímica e cinética de Bxcg  

 

 

4.14.1. Efeito de NaCl sobre a atividade e estabilidade de Bxcg  

 

 

O efeito de NaCl sobre a atividade β-xilosidásica de Bxcg foi avaliado na faixa de 

concentração final de 0,5 a 3,0 mol L-1, nas condições descritas no item 4.5.1. A 

estabilidade de Bxcg à presença de NaCl foi estimada por meio da incubação da enzima 

à temperatura ambiente por 24 horas em soluções aquosas de NaCl em concentração final 

na faixa de 0,5 a 3,0 mol L-1. A atividade residual foi determinada conforme descrito no 

item no item 4.5.1, na ausência de NaCl.  
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4.14.2. Efeito da temperatura e do pH sobre a atividade ß-xilosidásica  

 

 

A temperatura ótima de reação foi determinada em tampão acetato de sódio 50 

mmol L-1, pH 4,5, na faixa de temperatura de 50 a 80 °C. O pH ótimo de reação foi 

determinado a 65 °C, em tampão McIlvaine (MCILVAINE, 1921) ajustado para valores 

de pH na faixa entre 3,0 a 8,0.  As dosagens de atividade foram realizadas empregando 

pNP-XIL como substrato, conforme descrito no item 4.5.1. 

O efeito do NaCl sobre a temperatura e o pH ótimos de reação de Bxcg foi 

avaliado nas mesmas condições, porém em presença de concentrações finais de NaCl de 

0,5 e 2,5 mol L-1 no meio reacional.  

 

 

4.14.3. Estabilidade térmica e ao pH de Bxcg 

 

 

A termoestabilidade de Bxcg em água foi avaliada por incubação da enzima, 

adequadamente diluída, em diferentes temperaturas (65 - 75 ºC). Após intervalos de 

tempo convenientes, alíquotas foram retiradas, mantidas em banho de gelo por 1 minuto 

e a atividade residual foi determinada a 65 ºC, empregando pNP-XIL como substrato, 

como descrito no item 4.5.1. 

A estabilidade de Bxcg em diferentes condições de pH foi estimada por meio da 

incubação da enzima a 4 ºC por 24 horas em tampão McIlvaine ajustado para valores de 

pH na faixa entre 3,0 a 8,0. A atividade residual foi determinada em pH 4,5, como descrito 

acima. 

O efeito do NaCl sobre a estabilidade térmica de Bxcg em diferentes temperaturas 

(65 - 75 ºC), bem como sobre a estabilidade da enzima ao pH, foi avaliado como descrito 

acima, exceto pelo fato de que as incubações da enzima foram realizadas em presença de 

concentrações finais de NaCl de 0,5 e 2,5 mol L-1.  
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4.14.4. Determinação dos parâmetros termodinâmicos para a inativação 

térmica de Bxcg 

 

 

Os parâmetros termodinâmicos para a inativação térmica de Bxcg na ausência 

e presença de NaCl foram calculados como descrito por Lee, J. et al. (2015).  

A constante de inativação térmica de primeira ordem (ki) foi obtida a partir do 

gráfico de ln(AR/A0) em função do tempo, de acordo a equação de decaimento 

exponencial de primeira ordem: 

 

𝑙𝑛 (
𝐴𝑅

𝐴0
) =  𝑘𝑖  𝑡                                Equação 1 

onde AR é a atividade residual, A0 é a atividade inicial de Bxcg (controle, 100%) e t é 

o tempo de incubação.  

 

A energia de ativação (Ed) para o processo de inativação térmica foi estimada a 

partir do coeficiente angular do gráfico de ki em função de 1/T, de acordo com a 

equação de Arrhenius:  

 

𝑙𝑛(𝑘𝑖) = 𝑙𝑛(𝑘0) −  (
𝐸𝑑

𝑅𝑇
)                         Equação 2 

onde ki é a constante de inativação térmica de primeira ordem, R é a constante dos gases 

(8,314 J/mol.K-1), T é a temperatura em Kelvin e Ed  é a energia de ativação. 

 

Os demais parâmetros termodinâmicos foram calculados usando as seguintes 

equações: 

 

𝛥𝐻 = 𝐸𝑑 − 𝑅𝑇                                           Equação 3 

𝛥𝐺 = −𝑅𝑇𝑙𝑛 (
𝑘𝑖 ℎ

𝑘𝐵 𝑇
)                             Equação 4 

𝛥𝑆 =
𝛥𝐻− 𝛥𝐺 

𝑇
                                         Equação 5 

onde h é a constante de Plank, kB é a constante de Boltzmann, ΔH, ΔG e ΔS são a 

variação de entalpia, de energia livre e de entropia.  
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4.14.5. Efeito de sais e outros efetores sobre a atividade β-xilosidásica de 

Bxcg 

 

  

O efeito de diferentes sais (KCl, NaCl, NiCl2, MnCl2, MgCl2, HgCl2, CoCl2, 

CaCl2, ZnCl2, SrCl2, FeCl3, Pb(NO3)2, AgNO3, Cr(NO3)3 e CuSO4), ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA), SDS e β-mercaptoetanol (Sigma Aldrich Chem. 

Co.) sobre a atividade de Bxcg foi avaliado nas mesmas condições descritas no item 

4.5.1. Os diferentes efetores foram adicionados ao meio reacional nas concentrações 

finais de 1 e 10 mmol L-1.  

 

 

4.14.6. Efeito de carboidratos sobre a atividade βxilosidásica de Bxcg  

 

 

O efeito de diferentes carboidratos (glicose, xilose, galactose, maltose, 

sacarose, manose, frutose e arabinose) sobre a atividade β-xilosidásica de Bxcg 

também foi avaliado nas condições descritas no item 4.5.1. Os diferentes carboidratos 

foram adicionados ao meio reacional nas concentrações finais de 10 e 50 mmol L-1.  

 

 

4.14.7. Efeito de solventes orgânicos, acetato de sódio e acetato de 1-etil-3-

metilimidazólio sobre a atividade β-xilosidásica de Bxcg  

 

 

O efeito de diferentes solventes orgânicos (etanol, metanol, butanol, propanol, 

glicerol, tolueno e acetona), de acetato de sódio e do líquido iônico acetato de                        

1-etil-3-metilimidazólio ([Emim][Ac]; Sigma Aldrich Chem. Co.) sobre a atividade             

β-xilosidásica de Bxcg também foi avaliado nas condições descritas no item 4.5.1, 

porém os experimentos foram conduzidos a 50 °C. Os diferentes solventes foram 

adicionados ao meio reacional numa concentração final de 5% (v/v); acetato de sódio 

foi adicionado nas concentrações finais de 50 e 200 mmol L-1 e [Emim][Ac] foi 

adicionado nas concentrações finais na faixa de 0,2 a 5% (m/v).  
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4.14.8. Determinação dos parâmetros cinéticos 

 

 

Os parâmetros cinéticos velocidade máxima (Vmáx), constante de Michaelis-

Menten (KM) ou constante de dissociação aparente (K0,5) para a hidrólise de pNP-XIL por 

Bxcg foram calculados por regressão não-linear, empregando o programa SigrafW 

(LEONE et al., 2005). Os mesmos parâmetros cinéticos para a hidrólise de                              

p-nitrofenil-α-L-arabinopiranosídeo foram calculados por regressão linear, a partir 

tratamento gráfico proposto por Hanes-Wolf, conforme descrito por Segel (1975). A 

constante de inibição aparente (KI) da atividade ß-xilosidásica por xilose foi estimada a 

partir de tratamento gráfico proposto por Dixon, conforme descrito por Segel (1975). 

Todos os experimentos cinéticos foram repetidos três vezes utilizando diferentes 

preparações de enzima purificada (n= 3) e cada ensaio de atividade foi realizada em 

duplicata. Os parâmetros cinéticos foram apresentados como a média ± desvio padrão dos 

valores calculados para os três diferentes experimentos.  

 

 

4.15. Hidrólise de xilooligossacarídeos por ação de Bxcg 

 

 

As misturas de reação foram preparadas em tubos plásticos cônicos com tampa, 

contendo xilooligossacarídeos em tampão acetato de sódio 50 mmol.L-1, pH 5,0, num 

volume final de 1,0 mL. As reações foram iniciadas pela adição de 1U de Bxcg e as 

misturas foram incubadas a 50 °C sob agitação de 200 rpm. Após intervalos de tempos 

desejáveis, alíquotas de 50 μL foram retiradas e a reação foi interrompida pela adição de 

50 μL de TCA a 20% (m/v) para precipitação de proteínas e carboidratos de cadeia longa. 

Após 30 minutos em repouso, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a                     

10000 x g, preservando-se o sobrenadante. 

Os produtos de hidrólise foram analisados por cromatografia em camada delgada 

(CCD) em placas de sílica gel Kiesegel 60 de 10 x 20 cm, segundo a metodologia descrita 

por Fontana et al. (1988). Alíquotas de cerca de 5 μL de cada sobrenadante foram 

aplicadas em uma placa de sílica, que foi submetida a duas corridas, utilizando como fase 

móvel acetato de etila/ácido acético/ácido fórmico/água (9:3:1:4, v/v/v/v). Ao final de 

cada corrida, a placa foi seca ao ar e após a segunda corrida, borrifada com solução 
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reveladora contendo orcinol 0,4% (m/v) em uma mistura de ácido sulfúrico concentrado 

e etanol (1:9, v/v). Depois de seca, a placa foi mantida a 100 ºC em estufa até o 

aparecimento de manchas avermelhadas nítidas.  

A mistura de xilooligossacarídeos utilizada foi obtida por tratamento de xilana 

beechwood com uma xilanase purificada de C. graminicola (Excg1; S. Carli, 

comunicação pessoal). As condições de reação foram xilana beechwood 1% (m/v) em 

tampão acetato de sódio 50 mmol.L-1, pH 5,0, a 50 °C. As reações foram conduzidas por 

15 minutos sob agitação de 200 rpm, empregando uma carga enzimática de 5 U de Excg1.  

 

 

4.16. Ação conjunta de Bxcg e Excg1 na hidrólise de xilana beechwood 

 

 

As misturas de reação foram preparadas em tubos plásticos cônicos com tampa, 

contendo xilana beechwood 1% (m/v) em tampão acetato de sódio 50 mmol.L-1, pH 5,0, 

num volume final de 1,0 mL. As reações foram iniciadas pela adição de 1U de Bxcg ou 

5U de Excg1, ou uma mistura das duas enzimas empregando a mesma carga enzimática.  

As misturas de reação foram incubadas a 50 °C sob agitação de 200 rpm e após intervalos 

de tempos desejáveis, alíquotas de 100 μL foram retiradas do meio reacional e mantidas 

em banho fervente por 5 minutos para interromper a reação. Em seguida, alíquotas de                   

50 μL foram adicionados a 50 μL de TCA a 20% (m/v) para precipitação de proteínas e 

carboidratos de cadeia longa. Após 30 minutos de repouso as amostras foram 

centrifugadas por 5 minutos a 10000 x g, preservando-se o sobrenadante. Os produtos de 

hidrólise foram cromatografados e revelados conforme descrito no item 4.15. Como 

padrão foram utilizados 8 μL da mistura de xilooligossacarídeos obtida por tratamento de 

xilana beechwood com a xilanase Excg1, conforme descrito no item 4.15. 

A quantidade de xilose liberada pela ação de Bxcg e Excg1 sobre a xilana 

beechwood foi determinada utilizando um sistema acoplado XMR/β-XDH, conforme 

descrito no item 4.5.2.  

O sinergismo entre Bxcg e Excg1 na hidrólise de xilana beechwood a xilose foi 

estimado pela razão entre a concentração de xilose obtida pela ação da mistura de Bxcg 

+ Excg1 e a soma das concentrações obtidas pela ação individual de cada enzima 

(
[Xilose]mistura

[Xilose]Bxcg +  [Xilose]Excg1  
)
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5. Resultados e discussão 

 

 

5.1. Purificação de uma ß-xilosidase majoritária de C. graminicola 

 

 

Uma β-xilosidase majoritária foi purificada a partir do extrato bruto do cultivo de 

C. graminicola por meio de três passos cromatográficos. A primeira etapa consistiu em 

uma cromatografia de troca iônica em CM-Celulose e um pico de atividade ß-xilosidásica 

foi evidenciado na etapa de lavagem da coluna, conforme mostrado na Figura 5. Um 

gradiente linear de NaCl (0 - 1 mol L-1) foi aplicado à coluna, porém não resultou na 

eluição de outros picos de atividade ß-xilosidásica (não mostrado). Essa etapa mostrou-

se eficiente como método de partida, resultando numa purificação de 2,1 vezes, com 

rendimento de 89,6% (Tabela 2).  

 

Tabela 2. Purificação de Bxcg 

Etapa 
Atividade 

total (U) 

Proteína 

total (mg) 

Atividade 

específica 

(U mg-1) 

Rendimento 

(%) 

Fator de 

purificação 

Extrato bruto 835,1 65,5 12,7 100 1 

CM-Celulose 748,2 28,4 26,3 89,6 2,1 

DMAE-Fractogel 287,7 2,97 97,0 34,4 7,6 

Sephacryl S-200 202,3 0,67 301,8 24,2 23,8 

O protocolo de purificação foi repetido cinco vezes (n= 5). A tabela mostra dados 

representativos, obtidos num dos procedimentos de purificação.  
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Figura 5. Perfil cromatográfico da atividade ß-xilosidásica de C. graminicola em 

coluna de CM-Celulose. 

 A coluna (10,0 x 2,0 cm), equilibrada em tampão A, foi lavada com o mesmo tampão até 

eluição completa de proteínas não ligadas. Frações (1,0 mL) foram coletadas, com um 

fluxo de 80 mL h-1 e analisadas para absorbância em 280 nm (○) e atividade ß-xilosidásica 

(●). As frações mais ativas (setas) foram reunidas.  
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O segundo passo consistiu em uma cromatografia de troca iônica em DMAE-

Fractogel das amostras contendo maior atividade ß-xilosidásica obtidas após a 

cromatografia em CM-Celulose. Nessa etapa, um pico de atividade ß-glucosidásica             

(Pico D-I) foi evidenciado no lavado da coluna. A seguir, um gradiente linear de NaCl          

(0 – 500 mmol L-1) foi aplicado à coluna e resultou na eluição de um segundo pico de 

atividade ß-glucosidásica (Pico D-II) e um pico de atividade ß-xilosidásica (Pico D-III), 

conforme mostrado na Figura 6.  
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Figura 6. Perfil cromatográfico do pico obtido na cromatografia em CM-Celulose 

em coluna de DMAE-Fractogel. 

A coluna (13,0 x 2,0 cm), equilibrada em tampão B, foi lavada com o mesmo tampão até 

eluição completa de proteínas não ligadas. A seguir, foi aplicado um gradiente linear de 

NaCl (0 – 500 mmol L-1) no mesmo tampão. Frações (1,0 mL) foram coletadas, com um 

fluxo de 75 mL h-1 e analisadas para absorbância em 280 nm (○) e atividades                                 

ß-xilosidásica (●) e ß-glucosidásica (■). As frações mais ativas correspondentes ao                  

Pico  D-III (setas), foram reunidas e concentradas.  

 

 

 

 

 

 



Resultados e discussão                                                                                  56 
 

 No último passo, a amostra correspondente ao Pico D-III obtido após a 

cromatografia em DMAE-Fractogel foi aplicada em uma coluna de filtração em gel de 

Sephacryl S-200 e dois picos de atividade foram separados (Fig. 7). O primeiro deles 

apresentou alta atividade ß-xilosidásica e baixa atividade ß-glucosidásica (Pico S-I), 

enquanto que o segundo pico apresentou maior atividade ß-glucosidásica (Pico S-II). Ao 

final do procedimento, a ß-xilosidase foi purificada 23,8 vezes, com rendimento de 

24,2%, atingindo uma atividade específica de 301,8 U mg-1. Um resumo das etapas de 

purificação está apresentado na Tabela 2.  
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Figura 7. Perfil cromatográfico da amostra correspondente ao Pico D-III obtido da 

cromatografia em DMAE-Fractogel em coluna de Sephacryl S-200. 

A coluna (130,0 x 2,0 cm) foi equilibrada e eluída com tampão B contendo NaCl 150 

mmol L-1.  Frações (1,0 mL) foram coletadas com um fluxo de 15 mL h-1 e analisadas 

para absorbância em 280 nm (○) e atividades ß-xilosidásica (●) e ß-glucosidásica (■). As 

frações mais ativas (Pico S-I, setas) foram reunidas, aliquotadas e mantidas a 4° C. 
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A pureza da preparação enzimática foi confirmada pela presença de uma única 

banda proteica após análise em PAGE (Fig. 8, linha A), coincidente com uma única 

banda de atividade ß-xilosidásica (Fig. 8, linha B). A enzima purificada foi armazenada 

em água a 4 ºC e não apresentou perda significativa de atividade nestas condições por até 

6 meses.  

 

 

 

Figura 8. Eletroforese em condições não desnaturantes (PAGE) de Bxcg. 

Uma amostra da enzima purificada foi submetida a PAGE em gel a 7% de acrilamida, 

conforme descrito em Material e métodos. Linha A: 20 µg de proteína, revelação com 

Coomassie Brilliant Blue R; linha B: 10 µg de proteína, revelação para atividade                 

ß-xilosidásica, empregando o substrato 4-metilumbeliferil-ß-D-xilopiranosídeo, 

conforme descrito em Material e métodos. 

 

 

5.2. Propriedades moleculares da ß-xilosidase purificada 

 

5.2.1. Determinação da massa molecular aparente 

 

 

A análise de Bxcg por eletroforese em condições desnaturantes (SDS-PAGE) 

revelou uma única banda proteica, correspondente a uma massa molecular aparente de 

aproximadamente 137 kDa (Fig. 9, linha A), confirmando a pureza da preparação 
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enzimática. A massa molecular aparente de Bxcg na forma nativa, determinada por 

filtração em gel em HPLC (High performance liquid chromatography), correspondeu a 

128,6 kDa. Este valor está em boa concordância com o valor estimado por SDS-PAGE, 

sugerindo que a enzima é monomérica.  

 

 

 

Figura 9. Eletroforese em condições desnaturantes (SDS-PAGE) de Bxcg. 

Uma amostra da enzima purificada foi submetida à SDS-PAGE em gel a 10% de 

poliacrilamida, conforme descrito em Material e métodos. A banda proteica foi revelada 

com Coomassie Brilliant Blue R. Linha A: Bxcg, 20 µg de proteína; linha M: marcador 

de massa molecular pré-corado. 

 

 

Similarmente a Bxcg, muitas ß-xilosidases fúngicas são monoméricas e possuem 

massa molecular acima de 100 kDa (LI, Y. et al., 2000; KISS e KISS, 2000; RIZZATTI 

et al., 2001; WAKIYAMA et al., 2008; MICHELIN, et al., 2012). No entanto, algumas 

exibem massas moleculares menores como, por exemplo, as β-xilosidases de Scytalidium 

thermophilum (ZANOELO et al., 2004) e Humicola grisea var. thermoidea (ALMEIDA 

et al., 1995) que apresentam massas moleculares de apenas 38 e 43 kDa, respectivamente. 

Algumas β-xilosidases diméricas também foram descritas, tais como aquelas produzidas 

por Penicillium sclerotiurum (KNOB e CARMONA, 2012) e Aspergillus nidulans 
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(KUMAR e RAMÓN, 1996), com massas moleculares aparentes de 144 e 180 kDa, 

respectivamente.  

 

 

5.2.2. Determinação do teor de carboidratos e da massa molecular aparente 

da enzima deglicosilada  

 

 

O teor de carboidratos estimado para Bxcg correspondeu a 54 ± 4,1 % (m/m). A 

análise de Bxcg por eletroforese em condições desnaturantes (SDS-PAGE) após 

deglicosilação revelou uma única banda proteica, correspondente a uma massa molecular 

aparente de aproximadamente 92 kDa (Fig. 10, linha B).   

 

 

 

Figura 10. Eletroforese em condições desnaturantes (SDS-PAGE) de Bxcg 

glicosilada e deglicosilada. 

Amostras de Bxcg glicosilada e deglicosilada foram submetidas SDS-PAGE em gel a 

10% de poliacrilamida, conforme descrito em Material e métodos. As bandas proteicas 

foram reveladas com nitrato de prata. Linha A: 20 µg de proteína glicosilada; B: 20 µg 

de proteína deglicosilada; linha M: marcador de massa molecular pré-corado. 
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Similarmente, outras β-xilosidases fúngicas são glicosiladas apresentando 

conteúdo de carboidratos na faixa entre 40 e 60% (m/m), tais como as enzimas produzidas 

por P. sclerotiorum (KNOB e CARMONA, 2012), Paecilomyces thermophila (YAN et 

al., 2008), Aspergillus ochraceus (MICHELIN et al., 2012) e Aspergillus phoenicis 

(RIZZATTI et al., 2001). Em contraste, um valor muito inferior foi estimado para a                

ß-xilosidase de S. thermophilum (ZANOELO et al., 2004), que apresentou conteúdo de 

carboidratos de apenas 12%. 

A glicosilação desempenha um papel fundamental no dobramento de 

polipeptídeos recém sintetizados e na manutenção da estrutura tridimensional das 

proteínas, além de conferir estabilidade às enzimas extracelulares contra condições 

agressivas e fornecer proteção estérica contra o ataque de proteases (SKROPETA, 2009; 

FONSECA-MALDONADO et al., 2013). Além disso, a glicosilação também pode ter 

efeito sobre a atividade e estabilidade térmica das enzimas. De uma maneira geral, a 

glicosilação parece contribuir para a termoestabilidade devido à formação de uma 

estrutura mais rígida, além de prevenir a agregação proteica em temperaturas elevadas 

(HONG et al., 2003; SKROPETA, 2009; FONSECA-MALDONADO et al., 2013). No 

entanto, algumas enzimas podem apresentar aumento da estabilidade térmica quando 

expressas como proteínas heterólogas com um teor de carboidratos inferior, mostrando 

que o efeito da glicosilação sobre a termoestabilidade das enzimas pode ser altamente 

variável (SKROPETA, 2009; FONSECA-MALDONADO et al., 2013).  

 

 

5.2.3. Determinação do ponto isoelétrico de Bxcg 

 

 

A eletroforese bidimensional para determinação do ponto isoelétrico (pI) da 

enzima purificada revelou uma mancha proteica (spot), correspondente a um valor de 4,2 

(Fig. 11).   Similarmente a Bxcg, a maioria das β-xilosidases fúngicas apresenta ponto 

isoelétrico ácido, na faixa entre 4,0 a 5,0, tais como aquelas produzidas por P. thermophila 

(YAN et al., 2008), Sporotrichum thermophile (KATAPODIS et al., 2006), Aspergillus 

carbonarus (KISS e KISS, 2000) e Trichoderma koningii G-39 (LI, Y. et al., 2000). Em 

contraste, as β-xilosidases de S. thermophilum (ZANOELO et al., 2006) e Fusarium 

proliferatum (SAHA, 2003) apresentaram valores de pI básicos de 7,5 e 7,8, 

respectivamente.  
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Figura 11. Eletroforese bidimensional de Bxcg. 

Uma amostra da enzima purificada foi submetida a eletroforese bidimensional em gel de 

poliacrilamida a 12%, conforme descrito em Material e métodos. A banda proteica foi 

revelada com Coomassie Brilliant Blue G. 

 

 

 

5.2.4. Análise de Bxcg por espectrometria de massas 

 

 

A enzima purificada foi caracterizada por espectrometria de massas após hidrólise 

com tripsina. Quatro peptídeos foram detectados nos espectros de MALDI-TOF-MS, 

correspondendo a: m/z 1040,6 (AAQEGIVLLK); m/z 2366,1 

(YVSEVPMTDMGMRPSDKNPGR); m/z 1650,8 (SGLDYWTPNINPFK ) e m/z  1902,8 

(HFTGYDMENWNGNFR).  

A análise das massas dos peptídeos (peptide mass fingerprint), bem como de suas 

sequências de aminoácidos, obtidas por CID-MS/MS de alta energia, demonstraram que 

Bxcg apresenta similaridade com uma glicosil-hidrolase da família 3 de Colletotrichum 

graminicola M1.001 (NCBI Reference Sequence XP_008096492.1). Os peptídeos 

identificados apresentaram 73,2% de similaridade e recobriram 4,8% da sequência da 

proteína identificada no banco de dados (Fig. 12), permitindo classificar Bxcg como um 
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membro da família GH 3. A massa molecular teórica desta ß-xilosidase, que apresenta 

767 aminoácidos, corresponde a 92040 Da, enquanto o valor predito para o seu pI 

corresponde a 4,8. Estes dados estão em boa concordância com a massa molecular 

aparente determinada para Bxcg na sua forma deglicosilada (92 kDa) e com o pI estimado 

em 4,2. Até o momento não há relatos na literatura de ß-xilosidases purificadas de                    

C. graminicola pertencentes à família GH 3.  

 

 

 

Figura 12. Recobrimento das sequências de aminoácidos dos fragmentos de Bxcg 

com uma glicosil-hidrolase da família 3 de Colletotrichum graminicola M1.001. 

Os aminoácidos dos peptídeos sequenciados que foram idênticos aos da sequência molde 

estão evidenciados em negrito e sublinhados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MKSTWLIVLGAVVSVVTQEEDPESRRQSYPNCVNGTLSVNKVCDRTLSPPERAAALVKALT

VEEKLQNLVSKAQGAPRIGLPAYNWWSEALHGVAYAPGTYFPEGDVEFNSSTSYPMPLLM

AAAFDDELIEQIGAAIGIERAWGNAGWAGLDYWTPNVNPFKDPRWGRGSETPGEDVLRVK

RYAEYITRGLDGPVPGEQRRVISTCKHYAGNDFEDWNGTSRHDFDAKITAQDLAEYYLMPF

QQCARDSKVGSIMCAYNAVNGVPSCANEYLLQNILREHWNWTEHNNYVTSDCEAVLDVSA

NHKYAPTNAAGTAICFEAGMDTSCEYTGSSDIPGAWSQGLLKEETVDRALLRLYEGLVRAG

YFDGHEAIYAKLGWKDVNSAEAQSLALQAAVEGIVLLKNNGTLPLDLKPSHKVAMIGFWA

DAPDKLQGGYSGRAAHLHTPAYAARQLGLDITLASGPVLQRNNASDNWTAAALEAAEGAD

YILYFGGLDTSAAGETLDRTDLEWPEAQLMLIKKLSALGKPLVVNLLGDQLDDTPLLQLDE

VSSILWANWPGQDGGVAIMKLITGEKSPAGRLPVTQYPSNYTDLIPMTSMDLRPTSQYPGR

TYRWYDKPIKRFGFGLHYTTFKAEVGGAFPKTLRIADLVGCGNEHPDTCPAPPLPVSITNTG

NRTSDYVALAYLSGEYGPRPYPIKTLSAYKRLRDVAPGETATVDLAWTLGDIARHDEQGNT

VLYPGEYTITIDEPTLATAAFTLEGEEAVLDKWPAPPS 



Resultados e discussão                                                                                  63 
 

5.3. Caracterização bioquímica e cinética de Bxcg  

 

 

5.3.1.  Efeito de concentrações crescentes de NaCl sobre a atividade e 

estabilidade de Bxcg 

 

 

Atualmente, as enzimas halotolerantes vem recebendo grande atenção por seu 

potencial de aplicação em processos biotecnológicos que possam ser conduzidos em 

concentrações salinas elevadas. Recentemente, em nosso grupo de pesquisa, foi 

purificada uma endo-xilanase halotolerante produzida pelo fungo mesofilo                                    

C. graminicola e a enzima manteve boa atividade e estabilidade em presença de elevadas 

concentrações de sal (CARLI, 2016). Nesse contexto, foi avaliado o efeito de NaCl sobre 

a atividade e estabilidade da β-xilosidase purificada. 

O efeito de concentrações crescentes de NaCl sobre a atividade β-xilosidásica de 

Bxcg é mostrado na Figura 13. A atividade diminuiu gradualmente com o aumento da 

concentração de NaCl, atingindo cerca de 63% da atividade controle (na ausência de sal) 

em 3,0 mol L-1. Entretanto, vale destacar que em presença de NaCl 0,5 mol L-1, 

concentração próxima daquela encontrada comumente na água do mar (0,46 mol L-1, de 

MARIA, 2013), a enzima manteve cerca de 90% da atividade controle. 
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Figura 13. Efeito de concentrações crescentes de NaCl sobre a atividade enzimática 

de Bxcg. 

A atividade foi determinada a 65 °C, em tampão acetato de sódio 50 mmol L-1, pH 4,5, 

contendo NaCl em concentrações crescentes, empregando pNP-XIL como substrato, em 

presença de, conforme descrito em Material e métodos. A atividade controle (100%) 

correspondeu a 295,4 ± 8,8 U mg-1. 

 

 

Similarmente ao observado para Bxcg, duas ß-xilosidases (Xyl1 e Xyl2) 

produzidas por uma linhagem de Aspergillus oryzae, (HASHIMOTO et al., 1999) 

mantiveram cerca de 60% da atividade controle em presença de NaCl 3,0 mol L-1. Além 

disso, a atividade da ß-xilosidase Xyl3, produzida pelo mesmo microrganismo, foi 

estimulada em cerca de 30% na presença da mesma concentração de sal (HASHIMOTO 

et al., 1999). Até o momento, este foi o único relato encontrado na literatura de                                 

ß-xilosidases tolerantes a altas concentrações salinas. No entanto, essa característica tem 

sido explorada em outras glicosil hidrolases, como xilanases, celulases e ß-glucosidases.  

Resultados semelhantes aos encontrados para Bxcg foram descritos para uma xilanase de 

Planococcus sp. (HUANG et al., 2015), que manteve cerca de 90% e 60% da atividade 

controle em presença de NaCl 0,5 e 3,0 mol L-1, respectivamente. De modo similar, a 

xilanase halotolerante de C. graminicola (CARLI, 2016) manteve cerca de 85% da 
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atividade controle em presença de NaCl 0,5 mol L-1, embora tenha mantido apenas cerca 

de 50% da atividade controle na presença de NaCl 3 mol L-1.  

O efeito de concentrações crescentes de NaCl sobre a estabilidade da enzima 

purificada é apresentado na Figura 14. Bxcg mostrou-se totalmente estável quando 

incubada à temperatura ambiente por 24 horas na faixa de concentrações testadas, 

mantendo no mínimo 90% da atividade controle (enzima incubada nas mesmas condições 

na ausência de NaCl). Um comportamento similar foi descrito para as ß-xilosidases 

halotolerantes de A. oryzae (HASHIMOTO et al., 1999), enquanto a xilanase 

halotolerante de C. graminicola (CARLI, 2016) mostrou-se totalmente estável quando 

incubada à temperatura ambiente por 48 horas em presença de NaCl em concentrações na 

faixa de 0,5 a 3 mol L-1.  
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Figura 14. Estabilidade de Bxcg à temperatura ambiente em presença de 

concentrações crescentes de NaCl. 

A enzima foi incubada à temperatura ambiente por 24 horas em soluções aquosas de NaCl 

em concentrações crescentes. A atividade residual foi determinada a 65 °C, em tampão 

acetato de sódio 50 mmol L-1, pH 4,5, empregando pNP-XIL como substrato, conforme 

descrito em Material e métodos. A atividade controle (enzima incubada na ausência de 

NaCl) correspondeu a 290,7 ± 6,7 U mg-1. 
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Os resultados obtidos sugeriram, portanto, que Bxcg é uma enzima halotolerante.  

Concentrações salinas elevadas podem afetar negativamente a atividade e a estrutura de 

uma enzima (KARAN et al., 2012; SINHA e KHARE, 2014). Assim, muitas enzimas 

apresentam baixa ou nenhuma atividade em condições de extrema salinidade, o que tem 

sido atribuído ao efeito que os íons exercem sobre a estrutura e dinâmica da água na 

camada de hidratação da superfície da enzima (KARAN et al., 2012). Em concentrações 

elevadas, os íons sequestram as moléculas de água, limitando as moléculas livres 

disponíveis para hidratação da molécula proteica. Consequentemente, promovem um 

desarranjo das moléculas de água ao redor das regiões hidrofóbicas da superfície da 

enzima, levando à sua agregação e precipitação. Além disso, os íons também 

desestabilizam as interações eletrostáticas entre os grupos laterais de resíduos de 

aminoácidos carregados adjacentes, contribuindo para a inativação enzimática (KARAN 

et al., 2012; REED et al., 2013; SINHA e KHARE, 2014).  

No entanto, as enzimas halotolerantes e halofílicas são capazes de competir com 

os íons pelas moléculas de água, preservando a sua atividade e estrutura mesmo em 

concentrações salinas elevadas (KARAN et al., 2012; SINHA e KHARE, 2014). Uma 

característica típica das enzimas halofílicas é o conteúdo elevado de resíduos de 

aminoácidos ácidos na sua superfície, principalmente de glutamato, o qual possue uma 

capacidade de ligação de água superior aos outros resíduos ácidos. Assim, estes resíduos 

de aminoácidos ligam-se a cátions hidratados, mantendo a capa de hidratação que protege 

a enzima de agregação (KARAN et al., 2012; REED et al., 2013; SINHA e KHARE, 

2014). Além disso, as enzimas halofílicas apresentam baixo teor de resíduos de 

aminoácidos hidrofóbicos com cadeias laterais volumosas na sua superfície, se 

comparadas às enzimas não-halofílicas (KARAN et al., 2012; REED et al., 2013).   

Visando explorar a halotolerância de Bxcg foi realizada a caracterização 

bioquímica da enzima na ausência e na presença de altas concentrações de NaCl.  Para 

isso, foram escolhidas concentrações de NaCl de 0,5 mol L-1 (concentração próxima 

daquela encontrada na água do mar) e 2,5 mol L-1 (condição extrema de salinidade). 
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5.3.2. Efeito da temperatura sobre a atividade β-xilosidásica de Bxcg na 

ausência e presença de NaCl 

 

 

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimática de Bxcg na ausência e 

presença de NaCl é apresentado na Figura 15. A presença de sal não teve efeito sobre o 

perfil de variação da atividade de Bxcg em função da temperatura. Pode-se observar que 

tanto na ausência quanto na presença de NaCl (nas concentrações de 0,5 e 2,5 mol L-1), a 

atividade de Bxcg aumentou gradualmente acima de 50 °C, atingindo um máximo em           

70 ºC. Já em temperaturas mais elevadas, a atividade diminuiu abruptamente, até atingir 

cerca de 14% da atividade máxima a 80 °C. Embora a enzima tenha mostrado um máximo 

de atividade a 70 °C, nessa temperatura não há uma resposta linear de formação do 

produto em função do tempo de reação e, portanto, optou-se por caracterizar a enzima 

purificada a 65 °C.  
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Figura 15. Efeito da temperatura sobre a atividade ß-xilosidásica de Bxcg na 

ausência e presença de NaCl. 

A atividade foi determinada em diferentes temperaturas, em tampão acetato de sódio 50 

mmol L-1, pH 4,5, empregando pNP-XIL como substrato, na ausência (●) e presença de 

NaCl em concentração 0,5 mol L-1 (■) e 2,5 mol L-1 (▲), conforme descrito em Material 

e métodos. Os controles (100%) corresponderam a 309,8 ± 10,2 U mg-1 na ausência de 

NaCl, e 272,7 ± 9,8 U mg-1 e 203,6 ± 10,1 U mg-1 na presença de NaCl 0,5 e 2,5 mol.L-1, 

respectivamente. 

 

 

Similarmente a Bxcg, muitas das ß-xilosidases de fungos mesófilos já estudadas 

apresentam temperatura ótima na faixa de 60 a 70 ºC (XIMENES et al., 1996; KISS e 

KISS, 2000; SAHA, 2003; WAKIYAMA et al., 2008; KNOB e CARMONA, 2012; 

MICHELIN et al., 2012). Entretanto, Bxcg mostrou uma temperatura ótima mais elevada 

que aquelas relatadas para várias ß-xilosidases de fungos termófilos, incluindo as                  

β-xilosidases de Talaromyces thermophile (GUERFALI et al., 2008), S. thermophile 

(KATAPODIS et al., 2006) e H. grisea var. termoidea (ALMEIDA et al., 1995), que 

apresentam temperatura ótima de 50 ºC.  

Em relação às β-xilosidases halotolerantes nenhum relato foi encontrado na 

literatura, até o momento, no que diz respeito ao efeito de NaCl sobre a temperatura ótima 

de reação. Entretanto, um comportamento similar ao observado para Bxcg foi descrito 
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para a xilanase halotolerante de C. graminicola (CARLI, 2016) que também não teve sua 

temperatura ótima de reação alterada pela presença de NaCl em concentrações 0,5 e 2,5 

mol L-1. Analogamente, a presença de NaCl 2,5 mol L-1 não provocou alterações na 

temperatura ótima de uma β-glucosidase halofílica de Bacillus sp. SJ-10 (LEE, J. et al., 

2015). 

A temperatura ótima de reação elevada é uma característica interessante de Bxcg 

visando à sua aplicação em processos industriais nos quais altas temperaturas são 

requeridas. Por outro lado, na faixa de temperatura em que os processos de sacarificação 

da biomassa lignocelulósica geralmente são conduzidos (45 a 50 °C), Bxcg apresentou 

apenas cerca de 50% da atividade máxima. 

 

 

5.3.3. Efeito do pH sobre a atividade de Bxcg na ausência e presença de NaCl 

 

 

O efeito do pH sobre a atividade ß-xilosidásica de Bxcg na ausência e presença de 

NaCl é mostrado na Figura 16. Na ausência de sal, a atividade máxima ocorreu na faixa 

de pH entre 4,0 e 4,5. Uma diminuição gradual da atividade enzimática ocorreu em pH 

maior que 4,5, atingindo cerca de 68% da atividade máxima em pH 5,5. Já em valores de 

pH abaixo de 4,0 a atividade diminuiu abruptamente, resultando na perda total da 

atividade em pH 3,0. Pode-se observar que o perfil de pH ótimo de Bxcg em presença de 

NaCl 0,5 mol L-1 foi muito semelhante ao obtido na ausência de sal, embora a atividade 

máxima tenha sido observada num valor muito bem definido de pH, igual a 4,5. Em 

contraste, em concentração mais elevada de sal (2,5 mol L-1) o pH ótimo de reação foi 

deslocado para 5,0. Abaixo deste pH, a atividade diminuiu abruptamente, atingindo cerca 

de 6% da máxima em pH 4,0, enquanto acima de pH 5,0 a atividade diminuiu 

gradualmente até um nível residual de 30% em pH 7,0. Neste mesmo pH, valores 

desprezíveis de atividade foram determinados na ausência de sal.  
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Figura 16. Efeito do pH sobre a atividade ß-xilosidásica de Bxcg na ausência e na 

presença de NaCl. 

A atividade foi determinada a 65 ºC, em tampão McIlvaine ajustado para diferentes 

valores de pH, empregando pNP-XIL como substrato na ausência (●) e presença de NaCl 

em concentração 0,5 mol L-1 (■) e 2,5 mol L-1 (▲), conforme descrito em Material e 

métodos. Os controles (100%) corresponderam a 288,0 ± 14,1 U mg-1 na ausência de 

NaCl, e 263,9 ± 10,7 U mg-1 e 178,6 ± 7,9 U mg-1 na presença de NaCl 0,5 e 2,5 mol.L-1, 

respectivamente. 

 

 

Similarmente ao observado para Bxcg, a maioria das ß-xilosidases fúngicas 

apresenta pH ótimo entre 4,0 e 4,5 (XIMENES et al., 1996; KISS e KISS, 2000; 

RIZZATTI et al., 2001; SAHA, 2001; SAHA, 2003; WAKIYAMA et al., 2008; 

MICHELIN, et al., 2012). Em contraste, uma ß-xilosidase de P. sclerotiorum apresentou 

pH ótimo de 2,5 (KNOB e CARMONA, 2012). Visando a aplicação da enzima purificada 

em processos de sacarificação da biomassa lignocelulósica, o pH ótimo de reação de Bxcg 

entre 4,0 – 5,0 é uma característica atraente, uma vez que estes processos são geralmente 

conduzidos nessa faixa de pH, que é ótima para a atividade de muitas celulases, xilanases 

e β-glucosidases. 
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Nenhum relato foi encontrado na literatura, até o momento, no que diz respeito ao 

efeito de NaCl sobre o pH ótimo de reação de β-xilosidases halotolerantes. No entanto, 

alterações nos perfis de pH ótimo em resposta à presença de NaCl também foram descritas 

para a xilanase halotolerante de C. graminicola (CARLI, 2016). Por outro lado, o pH 

ótimo de uma β-glucosidase halofílica de Bacillus sp. SJ-10 (LEE, J et al., 2015) e de uma 

endoglucanase halofílica de Vibrio sp. G21 (GAO et al., 2010) não foi afetado pela 

presença de NaCl no meio reacional.  

As β-xilosidases catalisam a hidrólise das ligações glicosídicas por meio de dois 

mecanismos principais: com inversão ou retenção da configuração do carbono anomérico 

(KNOB et al., 2010; LAGAERT et al., 2014). No mecanismo de retenção, a hidrólise 

envolve a ação de dois resíduos catalíticos com cadeias laterais de ácidos carboxílicos: 

um deles atua como nucléofilo e o outro como um catalisador ácido/base (Fig. 4). 

As alterações nos perfis de pH ótimo observadas em presença de NaCl podem ser 

atribuídas a mudanças nos valores de pKa das cadeias laterais dos resíduos catalíticos. 

Como citado anteriormente, em concentrações salinas elevadas os íons removem a 

camada de hidratação da superfície da enzima, podendo provocar mudanças 

conformacionais. Consequentemente, podem ocorrer alterações no microambiente dos 

resíduos catalíticos, levando a alterações nos valores de pKa dos seus grupos carboxílicos. 

Dessa forma, a diminuição da atividade de Bxcg em pHs mais ácidos, em altas 

concentrações de sal, pode estar relacionada ao aumento do pKa do grupo carboxílico do 

resíduo catalítico que atua como nucleófilo e que deve necessariamente estar 

desprotonado para que a catálise ocorra. Por outro lado, o aumento do pKa do grupo 

carboxílico do resíduo catalítico que atua como doador de prótons e que deve estar 

protonado durante a catálise, pode estar relacionado ao fato de Bxcg apresentar maior 

atividade em pHs mais alcalinos, em presença de sal, se comparada à aquela determinada 

na sua ausência.  
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5.3.4. Estabilidade térmica de Bxcg na ausência e presença de NaCl 

 

 

A estabilidade térmica de Bxcg em diferentes temperaturas na ausência e na 

presença de NaCl é mostrada na Figura 17. A enzima purificada foi completamente 

estável quando incubada por 120 minutos a 65 ºC, tanto na ausência quanto na presença 

de NaCl em ambas as concentrações testadas (Fig. 17A). Entretanto, na ausência de sal, 

a atividade de Bxcg decaiu rapidamente em resposta à incubação a 70 ºC, com tempo de 

meia vida de cerca de 30 minutos (Fig. 17B). Em contraste, quando incubada na mesma 

temperatura em presença de NaCl em concentração 0,5 mol L-1, a enzima apresentou 

maior tempo de meia vida (cerca de 50 minutos). Já em presença de NaCl 2,5 mol L-1 

ocorreu um forte efeito estabilizante sobre a atividade da enzima a 70 ºC e, após                 

120 minutos de incubação, Bxcg ainda mantinha 67% da sua atividade controle. Este 

efeito estabilizante do sal também foi observado na temperatura de 75 ºC (Fig. 18C). 

Pode-se observar que na ausência de sal e na presença de NaCl 0,5 mol L-1, a atividade 

da enzima diminuiu abruptamente a 75 ºC, atingindo cerca de 5 % da atividade controle 

após 10 minutos de incubação. Em contraste, Bxcg apresentou um tempo de meia vida de 

cerca de 25 minutos em presença de NaCl em concentração 2,5 mol L-1.  

A estabilidade térmica de Bxcg também foi avaliada a 50 °C por períodos 

prolongados de incubação, na ausência e na presença de NaCl (Fig. 18). Pode-se observar 

que Bxcg mostrou excelente estabilidade a 50 ºC por até 24 horas, tanto na ausência 

quanto na presença de NaCl em ambas as concentrações testadas, mantendo cerca de 90% 

da sua atividade inicial.  
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Figura 17. Estabilidade térmica de Bxcg em diferentes temperaturas na ausência e 

presença de NaCl. 

A enzima convenientemente diluída foi incubada por 120 minutos a 65 ºC (A), 70 ºC (B) 

e 75 ºC (C) na ausência (●) e presença de NaCl em concentração 0,5 mol L-1 (■) e 2,5 

mol L-1 (▲). A atividade residual foi determinada a 65 °C na ausência de NaCl, conforme 

descrito em Material e métodos. Os controles (100%) corresponderam a 286,9 ± 10,3 U 

mg-1 (A), 287,4 ± 9,8 U mg-1 (B) e 292,3 ± 11,2 U mg-1 (C).
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Figura 18. Estabilidade térmica de Bxcg a 50 ºC em períodos longos de incubação. 

A enzima convenientemente diluída foi incubada a 50 ºC por até 24 horas na ausência (●) 

e presença de NaCl em concentração 0,5 mol L-1 (■) e 2,5 mol L-1 (▲). A atividade 

residual foi determinada a 65 °C, na ausência de NaCl, conforme descrito em Material e 

métodos. A atividade controle (100%) correspondeu a 294,7 ± 10,4 U mg-1. 

 

Bxcg mostrou-se mais termoestável que várias ß-xilosidases de outros fungos 

mesófilos, tais como aquelas produzidas por A. carbonarus (KISS e KISS, 2000), 

Aspergillus tamarii (EL-GINDY et al., 2015), Aspergillus versicolor (ANDRADE et al. 

2004) e A. nidulans (KUMAR e RAMÓN et al., 1996). De modo semelhante, quando 

comparada às ß-xilosidases de fungos termófilos, Bxcg mostrou uma melhor 

termoestabilidade que as enzimas de S. thermophilum (ZANOELO et al., 2004) e H. 

grisea var. thermoidea (ALMEIDA et al., 1995), que apresentaram tempos de meia vida 

de 11 minutos a 65 ºC e 26 minutos a 60 °C, respectivamente.   

Visando a aplicação da enzima purificada em processos de sacarificação da 

biomassa lignocelulósica, a excelente termoestabilidade de Bxcg, especialmente a 50 °C, 

é uma característica particularmente interessante, uma vez que estes processos são 

comumente conduzidos em temperatura na faixa de 45 a 50 ºC. Além disso, o uso de 

enzimas termoestáveis em processos industriais apresenta uma série de vantagens, tais 

como a diminuição dos riscos de contaminação microbiana em temperaturas elevadas, a 

possibilidade de armazenamento e transporte das enzimas à temperatura ambiente e a 
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minimização da reposição enzimática durante o processo, diminuindo custos (BHALLA 

et al., 2013).  

Em relação às β-xilosidases halotolerantes nenhum relato foi encontrado até o 

momento, no que diz respeito ao efeito de NaCl sobre a sua termoestabilidade. No 

entanto, aumento da termoestabilidade em presença de concentração elevada de sal 

também foi descrito para uma β-glucosidase halofílica de Bacillus sp. SJ-10 (LEE, J.            

et al., 2015) e para uma xilanase halofílica de Zunongwangia profunda (LIU et al., 2014). 

Além disso, em contraste ao observado para Bxcg, NaCl em concentração de 0,5 mol L-1 

teve pequeno efeito prejudicial sobre a termoestabilidade da xilanase halotolerante de C. 

graminicola (CARLI, 2016), comparando-se à condição de ausência de sal.  

 

 

5.3.5. Determinação de parâmetros termodinâmicos da inativação térmica 

de Bxcg 

 

Estudos de estabilidade térmica de Bxcg mostraram um aumento da estabilidade 

da enzima quando incubada em presença de concentrações elevadas de sal (Fig. 18, item 

5.3.4). Porém, os mecanismos físico-químicos subjacentes a este efeito ainda não são bem 

compreendidos. Assim, tornou-se relevante investigar o efeito do sal sobre os parâmetros 

termodinâmicos do processo de inativação térmica de Bxcg. 

Os parâmetros termodinâmicos energia livre de Gibb’s (ΔG), entalpia (ΔH) e 

entropia (ΔS) para a inativação térmica são marcadores confiáveis da estabilidade das 

proteínas, de modo que um menor valor de ΔG indica uma menor estabilidade da enzima 

(LEE, J. et al., 2015). De uma maneira geral, a desnaturação térmica das enzimas resulta 

da quebra das interações fracas, tais como ligação de hidrogênio e interações 

hidrofóbicas, levando a um aumento no valor de ΔH. Além disso, o desdobramento da 

estrutura da enzima durante o processo de desnaturação térmica resulta num aumento no 

valor de ΔS (LEE, J. et al., 2015).  

A Figura 19 mostra as curvas de inativação térmica de Bxcg na ausência e na 

presença de NaCl e os valores de ki foram estimados assumindo cinética de primeira 

ordem. O gráfico de Arrhenius para a inativação térmica de Bxcg na ausência e na 

presença de NaCl é mostrado na Figura 20 e os valores de Ed foram estimados a partir 

do coeficiente angular das retas obtidas.  
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Figura 19. Curvas de inativação térmica de Bxcg na ausência e na presença de NaCl. 

A enzima foi diluída em água e incubada por até 120 minutos a 65 ºC (●), 70 ºC (■) e 75 

ºC (▲), na ausência (A) e na presença de NaCl em concentração 0,5 mol L-1 (B) e 2,5 

mol L-1 (C). 
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Figura 20. Gráfico de Arrhenius para a inativação térmica de Bxcg na ausência e na 

presença de NaCl. 

Os valores de ki foram determinados a partir da Figura 19, conforme descrito em Material 

e métodos. Símbolos: (●) na ausência de NaCl, (■) na presença de NaCl em concentração 

0,5 mol L-1 e (▲) 2,5 mol L-1.  

 

 

Na Tabela 3 estão reunidos os parâmetros termodinâmicos determinados para a 

inativação térmica de Bxcg na ausência e na presença de sal. Pode-se observar que os 

valores de ΔH, ΔS e ΔG para a inativação térmica de Bxcg em presença de NaCl em 

concentração 0,5 mol L-1 foram muito semelhantes aos parâmetros termodinâmicos 

determinados na ausência de sal. De fato, a presença de sal nessa concentração não teve 

efeito estabilizante sobre a enzima, conforme observado anteriormente (Fig. 18, item 

5.3.4). Em contraste, em presença de NaCl em concentração 2,5 mol L-1 foi observada 

uma diminuição dos valores de ΔH e ΔS, se comparados à condição de ausência de sal. 

Além disso, os valores de ΔG foram levemente maiores na presença de sal nesta 

concentração elevada, indicando que Bxcg é mais estável nessa condição, em 

concordância com os resultados apresentados anteriormente (Fig. 18, item 5.3.4).   
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Tabela 3. Parâmetros termodinâmicos para a inativação térmica de Bxcg na 

ausência e presença de NaCl 

NaCl 

(mol L-1) 

Temperatura 

(K) 

ΔH 

(kJ mol-1) 

ΔG 

(kJ mol-1) 

ΔS 

(J K-1mol-1) 

0 338,15 544,15 113,8 1273,60 

0 343,15 544,11 108,2 1270,31 

0 348,15 544,06 100,7 1273,80 

0,5 338,15 542,86 113,48 1269,81 

0,5 343,15 542,82 108,20 1266,57 

0,5 348,15 542,78 100,73 1269,71 

2,5 338,15 364,60 116,00 735,20 

2,5 343,15 364,56 113,82 730,72 

2,5 348,15 364,50 108,64 734,96 

Os parâmetros termodinâmicos foram calculados a partir dos resultados mostrados nas 

Figuras 19 e 20, utilizando as equações descritas em Material e métodos. 

 

 

Similarmente ao observado para Bxcg, o aumento da estabilidade térmica de 

outras enzimas também foi acompanhado pela redução nos valores de ΔH e ΔS (URABE 

et al., 1973; MATTHEWS et al., 1987; MUNCH e TRITSCH D, 1990; LEE, J. et al., 

2015). De uma maneira geral, acredita-se que a diminuição de ΔS em presença de NaCl 

em alta concentração pode ser devida à mudanças conformacionais da enzima, de modo 

a reforçar as interações hidrofóbicas e/ou minimizar a repulsão entre grupos carregados 

adjacentes, diminuindo a flexibilidade e estabilizando as enzimas quando incubadas em 

presença de concentrações elevadas de sal (LEE, J. et al., 2015). Dessa forma, o aumento 

da termoestabilidade de Bxcg pode ser atribuído a mudanças conformacionais da enzima 

em temperaturas elevadas, na presença de NaCl 2,5 mol L-1. 
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5.3.6. Estabilidade ao pH de Bxcg na ausência e presença de NaCl 

 

 

A estabilidade ao pH de Bxcg na ausência e presença de NaCl é mostrada na 

Figura 21. A enzima purificada mostrou-se estável na faixa de pH entre 4,0 e 7,5, na 

ausência de sal, mantendo no mínimo cerca de 87% da sua atividade controle. Entretanto, 

em valores de pH acima e abaixo desta faixa, a atividade diminuiu, atingindo cerca de 

56% e 70% do controle em pH 3,0 e 8,0, respectivamente. Já em presença de NaCl (em 

concentrações 0,5 e 2,5 mol L-1), Bxcg apresentou uma melhor estabilidade em pHs mais 

alcalinos, mantendo cerca de 97% da sua atividade em pH 8,0. Em contraste, a sua 

estabilidade foi prejudicada na faixa de pH de 3,0 a 4,0, quando comparada àquela 

observada na ausência de sal. 
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Figura 21. Estabilidade ao pH de Bxcg na ausência e presença de NaCl.  

A enzima foi diluída em tampão McIlvaine (pH 3,0 a 8,0) e incubada por 24 horas a 4 ºC, 

na ausência (●) e presença de NaCl em concentração 0,5 mol L-1 (■) e 2,5 mol L-1 (▲). 

A atividade residual foi determinada a 65 °C, em tampão acetato de sódio 50 mmol L-1, 

pH 4,5, empregando pNP-XIL como substrato, conforme descrito em Material e métodos. 

O controle (100%) correspondeu a 283,1± 12,1 U.mg-1. 
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Similarmente a Bxcg, algumas ß-xilosidases fúngicas descritas são estáveis no 

mesmo intervalo de pH (KISS e KISS, 2000; RIZZATTI et al., 2001; MICHELIN, et al., 

2012). Em contraste, outras ß-xilosidases apresentam estabilidade em faixas estreitas de 

pH, frequentemente mais alcalinas, tais como as enzimas de P. thermophila (YAN et al., 

2008), T. thermophilus (GUERFALI et al., 2008) e S. thermophile (KATAPODIS et al., 

2006). A excelente estabilidade de Bxcg entre pH 4,0 e 5,0 é uma propriedade interessante 

visando à sua aplicação em processos de hidrólise de materiais lignocelulósicos, 

geralmente conduzidos nessa faixa de pH. Além disso, em muitos processos industriais 

há etapas em que as enzimas podem ser expostas temporariamente a valores de pH muito 

diferentes do seu pH ótimo de reação, podendo ser inativadas. Assim, a boa estabilidade 

de Bxcg numa ampla faixa de pH (4,0 - 7,5) também é uma característica interessante da 

enzima para aplicações biotecnológicas em geral.  

Até o momento, nenhum relato foi encontrado na literatura no que diz respeito ao 

efeito de NaCl sobre a estabilidade ao pH de β-xilosidases halotolerantes. Entretanto, de 

modo similar ao observado para Bxcg, a presença de NaCl teve um efeito desestabilizante 

sobre a xilanase halotolerante de C. graminicola (CARLI, 2016) em condições mais 

ácidas de pH. 

As alterações nos perfis de estabilidade ao pH de Bxcg em presença de 

concentrações elevadas de sal podem ser atribuídas a mudanças nos valores de pKa das 

cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos da superfície da enzima. Em condições de 

extrema salinidade, o processo de dessolvatação da enzima pode provocar o aumento nos 

valores de pKa das cadeias laterais dos resíduos ácidos, bem como a diminuição nos 

valores de pKa das cadeias laterais dos resíduos básicos da superfície da enzima, no 

sentido de favorecer sua forma neutra destes grupos (ELCOCK e MCCAMMON, 1998). 

Assim, a desestabilização de Bxcg em pHs mais ácidos, em altas concentrações de sal, 

pode estar relacionada ao aumento dos valores de pKa dos grupos ácidos, ocasionando 

ruptura de interações iônicas que seriam importantes para a estabilidade da enzima. Da 

mesma forma, a maior estabilidade de Bxcg em pHs mais alcalinos na presença de altas 

concentrações de sal pode estar relacionada à diminuição dos valores de pKa dos grupos 

básicos, diminuindo forças de repulsão entre grupos carregados adjacentes que, na 

ausência de sal, poderiam desestabilizar a enzima. 
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5.3.7. Especificidade de substrato de Bxcg  

 

 

A especificidade de substrato da enzima purificada foi analisada empregando 

diferentes substratos sintéticos e naturais (Tabela 4). Em relação aos substratos sintéticos, 

Bxcg mostrou alta especificidade para pNP-XIL, porém hidrolisou também todos os 

outros substratos com ligações glicosídicas em configuração β, como pNP-β-D-

Glucopiranosídeo e pNP-β-D-Galactopiranosídeo, que foram hidrolisados com 

velocidades cerca de 15-12 vezes menores, se comparados ao pNP-XIL. Além disso, a 

enzima purificada foi capaz de hidrolisar substratos com ligações glicosídicas em 

configuração α, como pNP-α-L-Arabinofuranosídeo e pNP-α-L-Arabinopiranosídeo, 

com atividades cerca de 4,2 e 5,2 vezes menores, respectivamente, em relação ao                  

pNP-XIL. Entretanto, Bxcg não hidrolisou pNP-α-D-Xilopiranosídeo e pNP-α-D-

Manopiranosídeo, sugerindo que a enzima seja capaz de hidrolisar substratos com 

ligações glicosídicas em configuração α desde que apresentem L-arabinose.  

Bxcg mostrou alta especificidade para a hidrólise de xilobiose, seu substrato 

natural. Além disso, a enzima foi capaz de hidrolisar as diferentes xilanas testadas 

(beechwood, birchwood e oat spelt), porém com menores velocidades, se comparadas a 

xilobiose. Entretanto, celobiose ou substratos poliméricos com monômeros de glicose 

ligados entre si por ligações glicosídicas em configuração β-1,4, como CMC e Avicel, 

não foram hidrolisados por Bxcg.  
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Tabela 4. Especificidade de substrato de Bxcg 

Substratos sintéticos Atividade (%) Tipo de ligação 

pNP-β-D-Xilopiranosídeo 100 ± 1,2 D-Xilose β-1 

pNP-β-D-Glucopiranosídeo 6,5 ± 0,32 D-Gilose β-1 

pNP-β-D-Galactopiranosídeo 3,8 ± 0,08 D-Galactose β-1 

oNP-β-D-Galactopiranosídeo 1,5 ± 0,19 D-Galactose β-1 

pNP-β-D-Fucopiranosídeo 0,50 ± 0,02 D-Fucose β-1 

pNP- β-D-Manopiranosídeo 0,03  ± 0,005 D-Manose β-1 

pNP-α-L-Arabinofuranosídeo 23,8 ± 0,8 L-Arabinofuranose α-1 

pNP-α-L-Arabinopiranosídeo 19,3 ± 0,7 L-Arabinopiranose α-1 

pNP-α-D-Xilopiranosídeo 0 D-Xilose α-1 

pNP-α-D-Manopiranosídeo 0 D-Manose α-1 

Substratos naturais Atividade (%) Tipo de ligação 

Xilobiose 100,0 ± 2,3 D-Xilose β-1,4 

Xilana beechwood 0,16  ± 0,05 D-Xilose β-1,4 

Xilana birchwood 0,17  ± 0,03 D-Xilose β-1,4 

Xilana oat spelt 0,12  ± 0,07 D-Xilose β-1,4 

Celobiose 0 D-Glicose β-1,4 

CMC 0 D-Glicose β-1,4 

Avicel 0 D-Glicose β-1,4 

A atividade foi determinada a 65 °C, em tampão acetato de sódio 50 mmol L-1 pH 4,5, 

conforme descrito em Material e métodos. A hidrólise dos substratos, em concentração 

final 5 mmol L-1 e/ou 1% (m/v), foi acompanhada por até 2 horas. Os controles (100%) 

corresponderam a 284,1 ± 11,3 U mg-1 para pNP-β-D-Xilopiranosídeo e 322,0 ± 9,6             

U mg-1 para xilobiose.  

 

Similarmente ao observado para Bxcg, boa atividade sobre diferentes substratos 

sintéticos, especialmente sobre pNP-α-L-Arabinofuranosídeo e pNP-α-L-

Arabinopiranosídeo, também foi descrita para muitas ß-xilosidases fúngicas (XIMENES 

et al.,1996; LI, Y. et al., 2000; KISS e KISS, 2000; ANDRADE et al., 2004; 

KATAPODIS et al., 2004; WAKIYAMA et al., 2008; YAN et al., 2008; KNOB e 

CARMONA, 2012; MICHELIN et al., 2012). Essa atividade elevada que algumas                     

ß-xilosidases apresentam sobre o substrato pNP-α-L-Arabinofuranosídeo deve-se 
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principalmente à semelhança espacial entre os monossacarídeos D-xilopiranose e                       

L-arabinofuranose, de modo que ambos podem ser acomodados no sítio ativo das enzimas 

(MAI et al. 2000; LEE, R. et al. 2003; JORDAN e LI, 2007; HUY et al., 2013).  

Em relação aos substratos naturais, a maioria das ß-xilosidades já purificadas não 

apresenta atividade hidrolítica sobre substratos poliméricos (RIZZATTI et al., 2001; 

ZANOELO et al., 2004; YAN et al., 2008). Entretanto, de modo similar a Bxcg, uma ß-

xilosidade de Aspergillus ochraceus é capaz de liberar xilose a partir de xilana 

(MICHELIN et al., 2012). 

Estes resultados mostraram que Bxcg possui uma ampla especificidade de 

substrato, considerando-se os substratos sintéticos. Entretanto, tem grande preferência por 

substratos contendo resíduos de xilose, quando se trata de substratos naturais. Além disso, 

devido à alta atividade sobre o substrato pNP-α-L-Arabinofuranosídeo, Bxcg pode ser 

considerada uma enzima bifuncional, ou seja, uma β-D-xilosidase/α-L-

arabinofuranosidase. Os bons níveis de atividade de β-xilosidase e                                                      

α-L-arabinofuranosidase representam uma característica muito interessante de Bxcg para 

a hidrólise de xilanas substituídas.  

 

 

5.3.8. Determinação dos parâmetros cinéticos para a hidrólise de pNP-XIL 

por Bxcg na ausência e presença de NaCl 

 

 

O efeito de concentrações crescentes de pNP-XIL sobre a atividade de Bxcg na 

ausência e presença de NaCl está apresentado na Figura 22. Em todas as condições, 

foram observadas curvas simples de saturação e a estimulação da atividade pelo substrato 

ocorreu segundo cinética Michaeliana.  

Um resumo dos parâmetros cinéticos obtidos para a hidrólise de pNP-XIL por 

Bxcg na ausência e presença de NaCl está apresentado na Tabela 5. Na ausência de sal, 

os parâmetros cinéticos determinados para a hidrólise de pNP-XIL foram Vmáx de              

348,8 ± 11,5 U mg-1 e KM de 0,52 ± 0,02 mmol L-1, resultando numa eficiência catalítica 

de 1432,7 ± 47,3 L mmol-1 s-1. Na presença de NaCl, entretanto, a afinidade aparente de 

Bxcg pelo substrato foi levemente menor com valores de KM de 0,59 ± 0,02 mmol L-1 e 

0,57 ± 0,03 mmol L-1 nas concentrações de sal de 0,5 e 2,5 mol L-1, respectivamente. Em 

relação à velocidade máxima, a atividade máxima na presença de NaCl em concentração 
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0,5 mol L-1 o valor de Vmáx foi de 306,5 ± 12,8 U mg-1, resultando numa eficiência 

catalítica 1,3 vezes menor que a determinada na ausência de sal.  Já na presença de NaCl 

em concentração 2,5 mol L-1, o valor de Vmáx foi 1,5 vezes menor e em função disso, a 

eficiência catalítica determinada foi cerca 1,6 de vezes menor que aquela determinada na 

ausência do sal.  
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Figura 22. Efeito de concentrações crescentes de pNP-XIL sobre a atividade de Bxcg. 

A atividade foi determinada a 65°C, em tampão acetato de sódio, pH 4,5, contendo 

concentrações crescentes de pNP-XIL, na ausência (●) e na presença de NaCl em 

concentração 0,5 mol L-1 (■) e 2,5 mol L-1 (▲), conforme descrito em Material e métodos. 

 

 

Tabela 5. Parâmetros cinéticos para a hidrólise de pNP-XIL por Bxcg na ausência e 

presença de NaCl 

[NaCl] 

(mol L-1) 

KM 

(mmol L-1) 

Vmáx 

(U mg-1) 

kcat 

(s-1) 

kcat/KM 

(L mmol−1 s−1) 

0 0,52 ± 0,02 348,8 ± 11,5 747,6 ± 24,7 1432,7 ± 47,3 

0,5 0,59 ± 0,02 306,5 ± 12,8 656,9 ± 27,6 1109,1 ± 46,6 

2,5 0,57 ± 0,03 238,1 ± 11,9 510,3 ± 25,5 892,2 ± 44,6 
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Em geral, Bxcg apresenta alta eficiência catalítica para a hidrólise de pNP-XIL 

quando comparada às ß-xilosidases fúngicas já descritas (Tabela 6). Afinidades aparentes 

por pNP-XIL cerca de 1,7 e 2,6 maior que a estimada para Bxcg foram descritas para as 

ß-xilosidase de Aspergillus japonicus (WAKIYAMA et al., 2008) e de A. carbonarus 

(KISS e KISS, 2000), porém a hidrólise do substrato ocorreu com baixa Vmáx, resultando 

em eficiência catalítica cerca de 2,1 e 47 vezes menor que a estimada para Bxcg. Em 

contraste, as β-xilosidases de A. versicolor (ANDRADE et al., 2004) apresentaram 

valores de eficiência catalítica cerca de 2 e 8 vezes maiores que a estimada para Bxcg.  

Considerando as β-xilosidases halotolerantes, nenhum relato foi encontrado na 

literatura, até o momento, no que diz respeito à determinação dos parâmetros cinéticos 

para a hidrólise de pNP-XIL em presença de NaCl. No entanto, similarmente ao 

observado para Bxcg, os parâmetros cinéticos determinados para a hidrólise de xilana 

beechwood pela xilanase de C. graminicola (CARLI, 2016) foram levemente alterados 

pela presença de sal, com aumento de KM e diminuição de Vmáx, resultando em menor 

eficiência catalítica.  

A eficiência catalítica para a hidrólise de pNP-XIL por Bxcg pode ser considerada 

elevada mesmo em presença de NaCl, quando comparada às outras ß-xilosidase já 

descritas (Tabela 6), o que é uma característica muito interessante visando à aplicação da 

enzima em processos biotecnológicos conduzidos em concentrações salinas elevadas. 
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Tabela 6. Parâmetros cinéticos para hidrólise de pNP-XIL por outras β-xilosidases fúngicas 

Organismo 
KM 

(mmol L-1) 

Vmáx 

(U mg-1) 

kcat 

(s-1) 

kcat/KM 

(L mmol−1 s−1) 
Referência 

C. graminicola 

0,52 348,8 747,6 1432,7 

Este trabalho 0,59 (a) 306,5 (a) 656,9 (a) 1109,1(a) 

0,57 (b) 238,1 (b) 510,3 (b) 892,2 (b) 

P. sclerotirum 0,78 0,5 1,2 1,6 KNOB e CARMONA, 2012 

A. japonicus 0,31 114,0 215,1 685,0 WAKIYAMA et al., 2008 

S. thermophile 1,10 114,0 899,3 81,2 KATAPODIS et al.,2006 

A. versicolor 0,32 922,0 922,0 2881,3 ANDRADE et al., 2004 

A. versicolor 0,19 1346,0 2243,3 11807,0 ANDRADE et al., 2004 

S. hermophilum 1,30 880,0 55,7 42,9 ZANOELO et al., 2006 

F. proliferatum 0,77 75,0 114,0 148,1 SAHA, 2003 

A. phoenicus 2,36 920,7 2025,5 858,3 RIZZATTI et al., 2001 

A. carbonarus 0,20 3,6 6,1 30,6 KISS e KISS, 2000 

A. nidulans 1,10 25,6 76,8 69,8 KUMAR e RAMÓN, 1996 

(a) Parâmetros cinéticos determinados na presença de NaCl em concentração 0,5 mol L-1  

(b) Parâmetros cinéticos determinados na presença de NaCl em concentração 2,5 mol L-1  
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5.3.9. Determinação dos parâmetros cinéticos para a hidrólise de                        

pNP-α-L-arabinopiranosídeo por Bxcg  

 

 

O efeito de concentrações crescentes de pNP-α-L-arabinopiranosídeo sobre a 

atividade de Bxcg está apresentado na Figura 23. Os parâmetros cinéticos determinados 

para a hidrólise de pNP-α-L-arabinopiranosídeo foram Vmáx de 148,4 ± 4,4 U mg-1 e              

KM de 9,6 ± 0,5 mmol L-1, resultando em eficiência catalítica de 33,1 ± 1,6 L mmol-1 s-1. 

Assim, Bxcg hidrolisou pNP-α-L-arabinopiranosídeo com afinidade aparente cerca de 18 

vezes menor que a estimada para pNP-XIL e a hidrólise do substrato ocorreu com Vmáx 

cerca de 2,3 menor. A eficiência de utilização dos substratos (kcat/KM) comprova que 

pNP-XIL é um melhor substrato para Bxcg, se comparado a pNP-α-L-

arabinopiranosídeo. 
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Figura 23. Representação de Hanes-Wolf para determinação dos parâmetros 

cinéticos para hidrolise de pNP-α-L-arabinopiranosídeo por Bxcg. 

A atividade foi determinada a 65 °C, em tampão acetato de sódio, pH 4,5, contendo 

concentrações crescentes de pNP-α-L-arabinopiranosídeo, conforme descrito em 

Material e métodos. 
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Como citado anteriormente, apresentar atividade sobre os substratos pNP-α-L-

arabinopiranosídeo e pNP-α-L-arabinofuranosídeo é uma característica muito comum 

entre as ß-xilosidases fúngicas já descritas (XIMENES et al.,1996; LI, Y. et al., 2000; 

KISS e KISS, 2000; ANDRADE et al., 2004; KATAPODIS et al., 2004; WAKIYAMA 

et al., 2008; YAN et al., 2008; KNOB e CARMONA, 2012; MICHELIN et al., 2012). 

Entretanto, poucos estudos foram realizados até o momento no que diz respeito à 

determinação dos parâmetros cinéticos para a hidrólise desses substratos. Uma                              

ß-xilosidase de A. carbonarus (KISS e KISS, 2000) hidrolisou pNP-α-L-

Arabinopiranosídeo com afinidade aparente cerca de 1,7 vezes maior que a estimada para 

Bxcg. Entretanto, a hidrólise ocorreu com Vmáx cerca de 23 vezes menor, resultando numa 

eficiência catalítica cerca de 17 vezes menor que aquela determinada para Bxcg. Já uma 

β-xlosidase heteróloga de Aspergillus niger ASKU28 expressa em Pichia pastoris 

(CHOENGPANYA et al., 2015) apresentou afinidade aparente pelo substrato cerca de 

2,1 vezes maior que a determinada para Bxcg, porém a hidrolise ocorreu com baixa Vmáx, 

resultando numa eficiência catalítica 1,3 vezes menor que a estimada para Bxcg. Assim, 

pode-se afirmar que Bxcg apresentou alta eficiência catalítica para a hidrólise de                    

pNP-α-L-Arabinopiranosídeo, confirmando seu caráter bifuncional de                                                      

β-xilosidase/α-L-arabinofuranosidase, característica interessante da enzima para a 

hidrólise de xilanas substituídas.  

 

 

5.3.10. Efeito de íons metálicos e outros efetores sobre a atividade de Bxcg 

 

 

O efeito de diferentes íons e outros efetores sobre a atividade ß-xilosidásica de Bxcg 

está apresentado na Tabela 7. A enzima mostrou-se tolerante à presença dos íons K+, Na+ 

Mn2+, Mg2+, Co2+, Ca2+, Zn2+, em ambas as concentrações testadas (1 e 5 mmol L-1). Em 

contraste, Ni2+ e Sr2+ não afetaram a atividade enzimática na concentração mais baixa, 

porém tiveram efeito inibitório de cerca de 27% em concentração 10 mmol L-1. Já os íons 

Fe3+ e Ag+ (em concentração 1 mmol L-1) inibiram fortemente a atividade em 76%, 

contrastando com Pb2+, Cr3+ e Cu2+ com uma inibição de cerca de 40-25% da atividade 

controle. Além disso, a atividade foi fortemente inibida por Hg2+ na mesma concentração, 

com atividade residual de apenas 6%. EDTA e β-mercaptoetanol não apresentaram efeito 
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sobre a atividade β-xilosidásica. Entretanto, SDS (dodecil sulfato de sódio) em 

concentração 5 mmol L-1
, resultou na perda total da atividade de Bxcg.  

 

 

Tabela 7. Efeito de íons e outros efetores sobre a atividade de Bxcg 

Efetores 
Atividade residual (%) 

1 mmol L-1 5 mmol L-1 

KCl 101,2 104,4 

NaCl 98,3 101,5 

NiCl2 90,2 72,7 

MnCl2 95,1 93,9 

MgCl2 100,2 89,8 

HgCl2 6,3 0,0 

CoCl2 99,0 90,2 

CaCl2 105,6 91,2 

ZnCl2 96,8 88,1 

SrCl2 90,2 72,9 

FeCl3 26,3 12,2 

Pb(NO)3 58,5 20,5 

AgNO3 21,2 0,0 

Cr(NO3)3 62,0 60,5 

Cu(SO4)2 75,1 5,4 

EDTA 102,7 93,2 

SDS 91,2 0,0 

β-mercaptoetanol 104,1 102,0 

A atividade foi determinada a 65°C, em tampão acetato de sódio 50 mmol L-1, pH 4,5, 

empregando pNP-XIL como substrato em presença dos efetores testados nas 

concentrações indicadas, conforme descrito em Material e métodos. A atividade controle 

(100%) foi determinada em ausência dos efetores testados e correspondeu a 290,7 ± 13,1 

U mg-1.  
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O efeito inibitório provocado por Fe3+, Ag+, Pb2+ e Cu2+ foi similar ao observado 

para outras ß-xilosidases fúngicas (KUMAR e RAMÓN, 1996; GUERFALI et al., 2008; 

YAN et al., 2008; EL-GINDY et al., 2015). A forte inibição por Hg2+ é uma característica 

comum a muitas ß-xilosidases, sendo descrita para a maioria dessas enzimas (RIZZATTI 

et al., 2001; ANDRADE et al., 2004; ZANOELO et al., 2008; MICHELIN, et al., 2012). 

Em contraste, Hg2+ em concentração até 25 mmol L-1 não afetou a atividade enzimática da 

ß-xilosidase de Trichoderma koningil G-39 (LI, Y. et al., 2000). O EDTA, um quelante 

de íons divalentes, não apresentou efeito inibitório, sugerindo que Bxcg não é uma 

metaloenzima, conforme observado para outras β-xilosidases já estudadas (ALMEIDA      

et al., 1995; YAN et al., 2008; MICHELIN, et al., 2012). Similarmente a Bxcg, outras                   

ß-xilosidases não foram afetadas pela presença de ß-mercaptoetanol, porém foram 

inibidas por SDS (RIZZATTI et al., 2001; YAN et al., 2008; KNOB e CARMONA, 2012; 

MICHELIN et al., 2012). Entretanto, a β-xilosidase de P. sclerotiorum (KNOB e 

CARMONA, 2012) foi estimulada em aproximadamente 44% em presença de                                

ß-mercaptoetanol em concentração 10 mmol L-1. 

 

 

5.3.11. Efeito de carboidratos sobre a atividade de Bxcg 

 

 

O efeito de diferentes carboidratos sobre a atividade da enzima purificada é 

mostrado na Tabela 8. A atividade de Bxcg não foi afetada pela maioria dos açúcares 

testados, nas concentrações 10 e 50 mmol L-1. Entretanto, na maior concentração, a 

atividade foi fortemente inibida por xilose, com atividade residual de apenas 29%. 

Similarmente ao observado para Bxcg, a maioria das ß-xilosidases fúngicas são inibidas 

por xilose. Em contraste, xilose em concentrações até 200 mmol L-1 não afetou a atividade 

de uma ß-xilosidase de S. thermophilum, indicando alta tolerância desta enzima ao 

produto de sua ação (ZANOELO et al., 2004). 
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Tabela 8. Efeito de diferentes carboidratos sobre a atividade de Bxcg 

Carboidratos 
Atividade Residual (%) 

10 mmol L-1 50 mmol L-1 

Glicose 91 ± 0,8 94 ± 1,0 

Xilose 67 ± 1,2 29 ± 1,5 

Galactose 91 ± 0,9 95 ± 1,1 

Maltose 97 ± 1,1 95 ± 0,8 

Sacarose 96 ± 0,8 87 ± 1,0 

Manose 105 ± 1,5 84 ± 1,5 

Frutose 102 ± 1,3 85 ± 1,2 

Arabinose 95,9 ± 1,2 85 ± 1,1 

A atividade foi determinada a 65°C, em tampão acetato de sódio, pH 4,5, empregando 

pNP-XIL como substrato em presença dos carboidratos testados nas concentrações 

indicadas, conforme descrito em Material e métodos. A atividade controle (100%) foi 

determinada em ausência dos carboidratos testados e correspondeu a 287,5 ± 7,9 U mg-1. 

 

 

5.3.12. Efeito de concentrações crescentes de xilose sobre a atividade                    

β-xilosidásica de Bxcg 

 

 

O efeito de concentrações crescentes de xilose sobre a hidrólise de pNP-XIL por 

Bxcg está apresentado na Figura 24. A enzima purificada manteve cerca de 50 % de sua 

atividade inicial em presença de xilose em concentração 30 mmol L-1. Entretanto, acima 

de 100 mmol L-1 a atividade atingiu valores desprezíveis, se comparados ao controle. A 

análise da inibição empregando o tratamento gráfico proposto por Dixon revelou um valor 

de KI estimado em 3,3 mmol L-1 (Fig. 25) e a inibição foi do tipo competitiva pura 

(inserção da Fig. 25).  

Como citado anteriormente, a maioria das ß-xilosidases fúngicas são inibidas por 

xilose e apresentam constantes de inibição de 2 a 5 mmol L-1 (SAHA, 2001; SAHA 2003; 

ANDRADE et al., 2004). Em contraste, algumas β-xilosidases parecem ser tolerantes a 

xilose, como por exemplo, a ß-xilosidase de P. thermophila (YAN et al., 2008) com 
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constante de inibição de 139 mmol L-1. Já a ß-xilosidase de S. thermophilum (ZANOELO 

et al., 2004) mostrou tolerância ao monossacarídeo em concentrações até 200 mmol L-1. 
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Figura 24. Inibição da atividade de Bxcg sobre pNP-XIL por xilose. 

A atividade foi determinada a 65 °C, em tampão acetato de sódio 50 mmol L-1, pH 4,5, 

empregando pNP-XIL como substrato e xilose na faixa de concentração de 0,05 a 1,0 mol 

L-1, conforme descrito em Material e métodos. 

 

 



Resultados e discussão                                                                                  93 
 

 

30 60 90 120 150

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,4 0,8
 

4,8

3,2  

In
cl

in
aç

ão
 (
x

1
0

-4
)

y=0,000466x + 0,0000239

1,6

1/[S] (mmol L-1
)

1
/v

 (
U

 m
g

-1
)

[Xilose] (mmol L
-1
)

 

Figura 25. Gráfico de Dixon para a inibição da hidrolítica de Bxcg sobre pNP-XIL 

por xilose. 

O efeito de concentrações crescentes de xilose (3 – 150 mmol L-1) sobre a atividade foi 

estimado na presença de concentrações fixas de pNP-XIL: (●) 1 mmol L-1 (■) 2 mmol L-

1 e (▲) 5 mmol L-1. A atividade foi determinada a 65 °C, em tampão acetato de sódio 50 

mmol L-1, pH 4,5, conforme descrito em Material e métodos. 

 

 

5.3.13. Efeito de diferentes solventes orgânicos, surfactantes e acetato de 

sódio sobre a atividade ß-xilosidásica de Bxcg 

 

 

O efeito de diferentes solventes orgânicos, surfactantes e acetato de sódio sobre a 

atividade de Bxcg é mostrado na Figura 26. Bxcg mostrou-se tolerante aos solventes 

butanol, glicerol, tolueno e acetona em concentração de 5% (v/v). Entretanto, metanol e 

propanol inibiram a atividade enzimática em cerca de 25%, contrastando com o etanol, 

com inibição de cerca de 42% da atividade controle. Além disso, a enzima mostrou-se 

tolerante aos surfactantes Triton X-100, Tween 80 e Tween 20 em concentração de                

5% (v/v), enquanto SDS, na mesma concentração, teve efeito inibitório de cerca de 36%. 
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Em presença de acetato de sódio 0,05 mol L-1, Bxcg manteve 87% da sua atividade 

controle, enquanto que na maior concentração testada (200 mmol L-1), a atividade foi 

inibida em cerca de 38%.  

 

 

Figura 26. Efeito de diferentes solventes orgânicos, surfactantes e acetato de sódio 

sobre a atividade β-xilosidásica de Bxcg. 

A atividade foi determinada a 50 ºC em tampão acetato de sódio 50 mmol L-1, pH 4,5, 

empregando pNP-XIL como substrato e na presença dos compostos indicados na figura, 

nas concentrações informadas. A atividade controle (100%) foi determinada na ausência 

dos compostos testados e correspondeu a 117,2 ± 2,2 U mg-1. 

 

 

Até o momento, nenhum relato foi encontrado na literatura no que diz respeito ao 

efeito dos compostos testados sobre a atividade de β-xilosidases fúngicas. Entretanto, este 

efeito foi avaliado sobre a atividade de outras glicosil-hidrolases. Similarmente a Bxcg, a 

xilanase de C. graminicola (CARLI, 2016) mostrou-se tolerante a tolueno e acetona em 

concentração 5% (v/v), porém foi inibida em presença de glicerol e butanol, na mesma 

concentração. De modo similar ao observado para Bxcg, glicerol e Tween 20, em 
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concentração 5% (v/v), não afetaram a atividade de uma xilanase de Bacillus sp. SN5 

(BAI et al., 2012). Já uma xilanase de Chromohalobacter sp. TPSV 101 (PRAKASH         

et al., 2012) foi inibida em cerca de 35% em presença dos surfactantes Triton X-100 e 

Tween 80 em concentração 1% (v/v).   

É bem conhecido que a presença de solventes orgânicos no meio reacional resulta 

na redução da atividade de muitas das enzimas (DOUKYU e OGINO, 2010). Um dos 

fatores responsáveis por esta redução é o efeito que estes solventes polares exercem sobre 

a camada de hidratação da superfície da enzima, por um mecanismo similar ao descrito 

para o efeito de concentrações elevadas de sal (DOUKYU e OGINO, 2010; KARAN et 

al., 2012). Já os solventes menos polares e hidrofóbicos apresentam menor capacidade de 

remover as moléculas de água essenciais para a hidratação das enzimas, se comparados 

aos solventes hidrofílicos (SERDAKOWSKI e DORDICK, 2008; DOUKYU e OGINO, 

2010). Em concordância, a atividade enzimática de Bxcg foi levemente inibida na 

presença de solventes orgânicos mais polares como metanol, etanol e propanol, enquanto 

que a presença de tolueno, um solvente orgânico apolar, não teve efeito sobre a atividade 

enzimática.  

No que diz respeito aos surfactantes, eles podem ser classificados em iônicos 

(aniônicos e catiônicos) e não-iônicos de acordo com o seu grupo polar. Geralmente, os 

surfactantes não-iônicos, tais como Triton X-100, Tween 20 e Tween 80, não desnaturam 

as enzimas, o que é coerente com a ausência de efeito destes surfactantes sobre a atividade 

de Bxcg. Já os surfactantes iônicos, como o SDS, possuem maior capacidade de se ligar 

às proteínas, rompendo as interações fracas que mantém a estrutura nativa das enzimas e 

resultando em desnaturação, mesmo em concentrações relativamente baixas (OTZEN, 

2011). 

Nos últimos anos, é grande o interesse na identificação de enzimas 

lignocelulolíticas tolerantes à presença de concentrações residuais de solventes orgânicos 

e surfactantes utilizados nas etapas de pré-tratamento da biomassa lignocelulósica, o que 

permite reduzir o volume de água empregado em etapas de lavagem (DOUKYU e 

OGINO, 2010). Da mesma forma, são interessantes enzimas tolerantes ao ânion acetato, 

um subproduto da desacetilação das xilanas formado durante etapas de pré-tratamento 

alcalino da biomassa e que pode atingir concentrações de cerca de 25 a 200 mmol L-1 

(MARTINEZ et al., 2001; MILLS et al., 2009; FERNANDEZ-SANDOVAL et al., 2012). 

Nesse contexto, a tolerância de Bxcg aos solventes orgânicos e surfactantes testados é 
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uma propriedade interessante para uma possível aplicação em processos de sacarificação 

de biomassa lignocelulósica pré-tratada, diminuindo a necessidade de etapas de lavagem.  

 

 

 

5.3.14. Efeito do líquido iônico acetato de 1-etil-3-metilimidazólio sobre a 

atividade β-xilosidásica de Bxcg 

 

 

O efeito de diferentes concentrações de [Emim][Ac] sobre a atividade                       

β-xilosidásica de Bxcg é mostrado na Figura 27. A presença do LI [Emim][Ac] no meio 

reacional não afetou a atividade de Bxcg na concentração de 0,2 % (m/v). Em contraste, 

em concentrações acima de 0,5 % (m/v) a atividade de Bxcg foi fortemente inibida, 

atingindo uma atividade residual de apenas 27% em concentração 5 % (m/v).  

 

 

 

Figura 27. Efeito do líquido iônico [Emim][Ac] sobre a atividade β-xilosidásica de 

Bxcg. 

A atividade foi determinada a 50 ºC em tampão acetato de sódio 50 mmol L-1, pH 4,5, 

empregando pNP-XIL como substrato e [Emim][Ac] em concentrações crescentes, 

conforme descrito em Material e métodos. A atividade controle (100%) foi determinada 

na ausência do liquido iônico testado e correspondeu a 113,1 ± 1,9 U mg-1. 
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Nenhum relato foi encontrado na literatura, até o momento, no que diz respeito ao 

efeito de líquidos iônicos sobre a atividade de β-xilosidases fúngicas. No entanto, essa 

característica tem sido explorada para diferentes glicosil hidrolases. De maneira similar 

ao observado para Bxcg, o líquido iônico [Emim][Ac] em concentração 5% (m/v) teve 

efeito inibitório (cerca de 20%) sobre a atividade de uma xilanase de Dictyoglomus 

thermophilum (LI, H et al., 2013). Em contraste, uma endoglucanase de Pyrococcus 

horikoshii (DATTA et al., 2010) manteve 95% da sua atividade controle em presença de 

[Emim][Ac] em concentração 20% (m/v). 

A atividade e estabilidade das enzimas podem ser fortemente afetadas tanto pelo 

cátion quanto pelo ânion de um LI e também pelas suas propriedades físico-químicas, tais 

como polaridade, hidrofobicidade e viscosidade (NAUSHAD et al., 2012; ZHAO, H. 

2016). Um dos principais fatores responsáveis pela redução da atividade enzimática está 

relacionado ao ânion do LI, devido às suas propriedades de nucleofilicidade e capacidade 

de formar ligações de hidrogênio (NAUSHAD et al., 2012; WAHLSTRÖM e 

SUURNÄKKI, 2015; ZHAO, H. 2016). Assim, ânions com alta capacidade de formar 

ligações de hidrogênio, tais como acetato, cloreto e formiato, podem interagir fortemente 

com a enzima, levando a mudanças conformacionais, que afetam negativamente a 

atividade enzimática (NAUSHAD et al., 2012; ZHAO, H. 2016).  

Atualmente, as enzimas lignocelulolíticas tolerantes a níveis residuais de LIs 

utilizados nas etapas de pré-tratamento da biomassa lignocelulósica também têm 

despertado o interesse da comunidade científica, visando reduzir o volume de água 

empregado em etapas de lavagem da biomassa pré-tratada. Embora Bxcg tenha sido 

fortemente inibida pela presença do LI [Emim][Ac], é importante ressaltar que as 

propriedades físico-químicas dos LIs variam amplamente dependendo da natureza do 

cátion e do ânion, bem como seus efeitos sobre a atividade enzimática, que podem ser 

positivos ou negativos. Assim, outros experimentos devem ser realizados empregando 

outros tipos de LIs a fim de avaliar com maior precisão a tolerância de Bxcg à presença 

de LIs no meio reacional. 
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5.4. Análise dos produtos de hidrólise de xilooligossacarídeos por Bxcg 

 

 

A análise por CCD dos produtos formados por ação de Bxcg sobre uma mistura 

de xilooligossacarídeos na ausência e presença de NaCl está mostrada na Figura 28. Na 

ausência de sal, após 30 minutos de reação Bxcg hidrolisou completamente xilobiose 

(X2), com liberação de xilose (X1) como produto final (Fig. 28A). Além disso, pode-se 

observar que em tempos curtos de reação ocorreu a hidrólise parcial de xilotriose (X3), 

xilotriose com ramificação de ácido 4-O-metil-glucorônico (X3-O-MeGlu), xilotetraose 

(X4) e xilopentaose (X5). Após 9 horas de reação, verificou-se a hidrólise total de X3, 

X3-O-MeGlu e X4, enquanto que após tempos mais prolongados (24 horas) foi possível 

observar que Bxcg hidrolisou completamente xilopentaose (X5) e xilohexaose (X6).  

Além disso, a enzima aparentemente agiu exclusivamente pela remoção de xilose dos 

xilooligossacarídeos, uma vez que o produto final majoritário foi sempre xilose, 

independentemente do tempo de reação 

O perfil de hidrólise obtido na presença de NaCl em concentração 0,5 mol L-1 

foi muito semelhante àquele obtido na sua ausência (Fig. 28B), confirmando o 

potencial de aplicação de Bxcg em processos biotecnológicos conduzidos em 

condições de salinidade mais elevada. 
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Figura 28. Padrão de hidrólise de xilooligossacarídeos por ação de Bxcg na ausência e na presença de NaCl. 

As reações foram realizadas a 50 °C em tampão acetato de sódio, pH 5,0, contendo uma mistura de xilooligossacarídeos na ausência (A) e na 

presença de NaCl em concentração 0,5 mol L-1 (B), empregando 1U de Bxcg, conforme descrito em Material e métodos. Padrões: (P) mistura de 

xilooligossacarídeos obtidos pela ação da xilanase Excg1 sobre xilana beechwood (X1, X2, X3, X3-O-MeGlu; X4, X5 e X6); X1 (1μL;                       

100 mmol L-1) e X2 (2 μL;15 mmol L-1). 
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Um comportamento semelhante ao observado para Bxcg foi descrito para uma            

ß-xilosidase de F. proliferatum (SAHA, 2003), que hidrolisou xilooligossacarídeos com 

até seis monômeros ligados. Em contraste, outras ß-xilosidases fúngicas descritas foram 

capazes de hidrolisar apenas xilooligossacarídeos contendo até três a quatro resíduos de 

xilose (RIZZATTI et al., 2001; ANDRADE et al., 2004). Por outro lado, não foram 

encontrados relatos na literatura, até o momento, sobre o efeito de NaCl sobre o padrão 

de hidrólise de xilooligossacarídeos por β-xilosidases fúngicas.  

 

 

5.5. Ação conjunta de Bxcg e Excg1 na hidrólise de xilana beechwood 

 

 

Visando avaliar o potencial de aplicação da enzima purificada para compor 

coquetes enzimáticos para a hidrólise da biomassa lignocelulósica, investigou-se o 

sinergismo entre Bxcg e a endo-xilanase halotolerante (Excg1; CARLI, 2016) produzida 

por C. graminicola para a hidrólise de xilana beechwood.  

A análise por CCD dos produtos formados por ação conjunta de Bxcg e Excg 1 

sobre xilana beechwood está mostrada na Figura 29. Na ausência de Bxcg, os produtos 

resultantes da ação de Excg1 sobre xilana beechwood, após 24 horas de reação, foram 

X2, X3-O-MeGlu e vestígios de X1 (Fig. 29A).  No que diz respeito à ação de Bxcg, o 

único produto formado foi X1. Pode-se observar ainda que Bxcg foi capaz de hidrolisar 

xilana beechwood somente após tempos longos de reação (acima de 9 horas). Um forte 

efeito sinérgico foi observado entre Bxcg e Excg1 no que diz respeito à liberação de xilose 

(Fig. 29C). Após 1 hora de reação os principais produtos formados foram X1 e 

xilooligossacarídeos de X2 até X4. Já após 9 horas de reação ocorreu a hidrólise de X2 e 

xilooligossacarídeos maiores, resultando em aumento da concentração de X1. Porém, até 

esse intervalo de tempo a concentração de X3-O-MeGlu permaneceu praticamente 

constante. Em tempos maiores de reação, entretanto, este oligossacarídeo também foi 

hidrolisado, e após 24 horas de reação observou-se a hidrólise completa dos 

xilooligossacarídeos a xilose.  

 

 



Resultados e discussão                                                                        101 
 

 

 

Figura 29. Hidrólise de xilana beechwood por ação conjunta de Bxcg e Excg1 na ausência e na presença de NaCl. 

As reações foram realizadas a 50 °C em tampão acetato de sódio, pH 5,0, contendo xilana beechwood, empregando 5U de Excg1 (A), 1U de Bxcg 

(B) e uma mistura de 5U de Excg1 e 1U de Bxcg (C), conforme descrito em Material e métodos. Padrões: P: mistura de xilooligossacarídeos 

obtidos pela ação da xilanase Excg1 sobre xilana beechwood (X1, X2, X3, X3-O-MeGlu; X4, X5 e X6); X1 (1μL; 100 mmol L-1) e X2 (2 μL;                

15 mmol L-1). 
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Na ausência de Bxcg, a concentração final de xilose liberada pela ação de Excg1 

sobre a xilana beechwood após 24 horas de reação foi de 1,29 mg mL-1, enquanto que a 

ação de Bxcg, nas mesmas condições e na ausência de Exg1, resultou numa concentração 

final de xilose de apenas 0,31 mg mL-1. Já a ação conjunta de Bxcg e Excg1 resultou 

numa concentração final de xilose de 5,01 mg mL-1. Desta forma, a ação simultânea de 

Bxcg e Exg1 sobre xilana beechwood resultou num efeito sinérgico de 3,1 vezes, no que 

diz respeito à liberação de xilose (Tabela 9). Esses resultados reforçam aqueles obtidos 

na análise por análise por CCD.  

O efeito de NaCl em concentração 0,5 mol L-1 sobre o padrão de hidrólise de 

xilana beechwood por ação conjunta de Bxcg e Excg1 também foi avaliado por CCD, 

como mostrado na Figura 30. Pode-se observar que o perfil de hidrólise obtido na 

presença do sal foi muito semelhante àquele obtido na sua ausência. O grau de sinergismo 

entre Bxcg e Exg1 sobre a xilana beechwood em presença de NaCl 0,5 mol L-1 também 

não foi alterado pela presença de sal (Tabela 9), confirmando o potencial de aplicação da 

enzima em processos biotecnológicos conduzidos em condições de salinidade elevada. 

 

 

Tabela 9. Ação sinérgica de Bxcg e Excg1 na hidrólise de xilana beechwood na 

ausência e na presença de NaCl 

Enzima 

Ausência de NaCl Presença de NaCl 0,5 mol L-1 

[Xilose] 

(mg mL-1) 
Sinergismo 

[Xilose] 

(mg mL-1) 
Sinergismo 

Excg1 1,29 - 1,15 - 

Bxcg 0,31 - 0,28 - 

Bxcg + Excg1 5,01 3,13 4,29 3,00 
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Figura 30. Hidrólise de xilana beechwood por ação conjunta de Exg1 e Bxcg na ausência e na presença de NaCl. 

As reações foram realizadas a 50 °C em tampão acetato de sódio pH 5,0, contendo xilana beechwood na ausência de NaCl (A) e na presença de 

NaCl em concentração 0,5 mol L-1 (B), empregando uma mistura de 5U de Excg1 e 1U de Bxcg, conforme descrito em Material e métodos. Padrões: 

P: mistura de xilooligossacarídeos obtidos pela ação da xilanase Excg1 sobre a xilana beechwood (X1, X2, X3, X3-O-MeGlu; X4, X5 e X6); X1 

(1μL; 100 mmol L-1) e X2 (2 μL;15 mmol L-1). 
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É bem conhecido que um efeito sinérgico entre as enzimas xilanolíticas é essencial 

para a hidrólise completa e eficiente das hemiceluloses. Similarmente aos resultados 

obtidos neste trabalho outros autores reportaram a ação sinérgica de ß-xilosidases e endo-

xilanases para a hidrólise de xilanas de diferentes fontes, visando à produção de xilose 

(SØRENSEN et al., 2003; YANG et al., 2014; CHOENGPANYA et al., 2015; HUY                

et al., 2015). Esse forte efeito sinérgico tem sido atribuído à ação das β-xilosidases sobre 

xilooligossacarídeos e xilobiose, conhecidos inibidores das endo-xilanases, permitindo 

assim uma hidrólise mais eficiente da xilana (KNOB et al., 2010; YANG et al., 2014; 

HUY et al., 2015;). Em relação à ação sinérgica das enzimas xilanolíticas em presença de 

concentrações elevadas de sal, um único relato foi encontrado na literatura, até o 

momento. Nesse estudo, HASHIMOTO e NAKATA (2003) relataram um efeito 

sinérgico para a hidrólise de arabinoxilana em presença de NaCl em concentração                    

3,0 mol L-1 pela ação conjunta de uma ß-xilosidase, uma endo-xilanase e uma                          

α-L-arabinofuranosidase produzidas por uma linhagem de A. oryzae.  
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6. Conclusões 

 

 

 O protocolo experimental padronizado para a purificação de uma ß-xilosidase 

majoritária produzida por uma linhagem de C. graminicola mostrou-se eficiente, 

envolvendo pequeno número de passos e apresentando bom rendimento. 

 

 Bxcg apresentou propriedades promissoras para aplicações biotecnológicas em geral, 

tais como elevada estabilidade térmica, alta eficiência catalítica para a hidrólise de 

pNP-XIL e boa estabilidade numa ampla faixa de pH.  

 

 O pH ótimo na faixa de 4,0-5,0, bem como a estabilidade da enzima nesse intervalo 

de pH e a boa termoestabilidade a 50 ºC por longos períodos de incubação são 

propriedades atraentes para aplicação da enzima em processos de sacarificação da 

biomassa lignocelulósica, geralmente conduzidos nessas condições. 

 

 A enzima purificada mostrou boa tolerância a concentrações elevadas de sal, além de 

boa estabilidades nessas condições. 

 

 O padrão de hidrólise de xilooligossacarídeos não foram alterados pela presença de 

NaCl 0,5 mol L-1, concentração próxima daquela encontrada na água do mar.  

 

 A termoestabilidade da enzima foi aumentada em presença de sal em concentração 

2,5 mol L-1. Assim, Bxcg apresenta propriedades atraentes para aplicação em 

processos biotecnológicos conduzidos em elevadas concentrações salinas ou naqueles 

em que se pretende utilizar a água do mar em substituição água doce e potável.  

 

 Bxcg mostrou boa tolerância a níveis residuais de solventes orgânicos e surfactantes 

não-iônicos, comumente utilizados em etapas de pré-tratamento da biomassa 

lignocelulósica, sugerindo que a enzima também pode ser empregada em processos 

de sacarificação de biomassa pré-tratada, reduzindo os gastos e o consumo de água 

nas etapas de lavagem da biomassa.  
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 Bxcg apresenta atividade bifuncional de β-xilosidase/α-L-arabinofuranosidase, 

hidrolisando pNP-Arabinopiranosídeo com alta eficiência catalítica 

 

 Bxcg hidrolisou eficientemente xilooligossacarídeos até xilohexaose, bem como 

xilotriose com ramificação de 4-O-metil-glucorônico.  

 

 Bxcg e uma a endo-xilanase produzida pelo mesmo microrganismo mostraram forte 

sinergismo para a hidrólise de xilana beechwood, liberando xilose. O grau de 

sinergismo e o padrão de hidrólise de xilana beechwood não foram alterados pela 

presença de NaCl 0,5 mol L-1. 

 

 Em conjunto, as propriedades apresentadas por Bxcg sugerem bom potencial de 

aplicação em processos biotecnológicos realizados em concentrações salinas elevadas 

ou naqueles em que se possa utilizar água do mar em substituição a água doce, bem 

como em processos de sacarificação da biomassa pré-tratada, reduzindo gastos e 

consumo de água em etapas de lavagem.  
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