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RESUMO

 

As β-glicosidases tem despertado grande interesse industrial, pois são enzimas que 

catalisam a hidrólise da celobiose, principal produto proveniente da hidrólise enzimática 

da celulose, em monômeros de glicose podendo ser convertida em combustíveis não 

fósseis como etanol.  A propriedade de atuar em diferentes substratos possibilita a 

aplicação dessa enzima em diversos processos industriais, tais como: na hidrólise 

enzimática da celulose para a obtenção de açúcares fermentáveis, na obtenção de 

alimentos funcionais derivados de soja ou ainda na indústria de sucos e bebidas 

aumentando a qualidade aromática de derivados de uva. De modo geral, a aplicabilidade 

industrial de uma enzima está intimamente relacionada com o custo de produção e com 

as características da mesma. Dessa forma, diversos trabalhos descrevem a incessante 

busca de linhagens microbianas hiperprodutoras de enzimas que apresentem 

características apreciáveis industrialmente. Neste trabalho foi estudada a caracterização 

física e química da β-glicosidase produzida pelo fungo filamentoso, Lichtheimia 

ramosa. A enzima apresentou maior atividade catalítica nos valores de pH 5,0 e 5,5 a 

temperatura de 60°C. Quanto a termoestabilidade, a enzima manteve-se estável de 35 a 

55°C no período de uma hora de incubação. A atividade enzimática original foi 

recuperada em ampla faixa de pH 4,0 - 10,5 após 24 horas de incubação. A β-

glicosidase foi inibida significativamente em concentrações superiores a 100mM de 

glicose e 15% de etanol. Os resultados obtidos demonstram que a enzima produzida 

pelo microrganismo apresenta expressiva estabilidade ao pH e a temperatura. A inibição 

ocasionada pela glicose pode ser contornada por processos de Sacarificação e 

Fermentação Simultânea, onde os monossacarídeos liberados pela hidrólise enzimática 

são convertidos em etanol por microrganismos fermentadores. 

 

Palavras-Chave: 1) Celulases Microbianas 2) β-glicosidase 3) Caracterização 

Enzimática. 
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INTRODUÇÃO 

 

A celulose é o principal componente da parede celular vegetal, biomassa mais 

abundante do planeta e valiosa fonte renovável de carbono, energia e matéria-prima, 

sendo que cerca de 10¹² toneladas são sintetizadas e degradadas por ano na Terra 

(SCHURZ, 1999). Nesse sentido, o desenvolvimento de tecnologias para a utilização 

deste polissacarídeo como fonte de energia é de fundamental importância para a 

manutenção humana (LEITE, 2004).  

Estima-se que milhares de toneladas de resíduos agroindustriais são gerados por 

ano no Brasil. Muitas vezes, grandes partes desses resíduos ficam dispostos ao campo 

tornando-se um problema ambiental devido a sua lenta degradação natural (YANG et 

al., 2001). Os resíduos resultantes das atividades agrícolas podem ser utilizados para a 

produção de celulases, principalmente em países como Brasil, devido à elevada 

disponibilidade e o baixo custo destes materiais (ZHANG et al., 2006). Diversos 

trabalhos relatam a produção de diferentes enzimas pelo cultivo de micro-organismos 

em resíduos agroindustriais (ADSUL et al., 2004; KALOGERIS et al., 2003; LEITE et 

al., 2007; WEN et al., 2005). 

O grande desafio da produção economicamente viável de etanol a partir da 

biomassa lignocelulósica consiste em determinar a melhor opção de disponibilizar a 

glicose a partir da hidrólise da celulose, em termos de custo global, rendimento 

glicosídico e fermentabilidade do hidrolisado (SILVA et al., 2008). A celulose pode ser 

hidrolisada pela exposição a altas concentrações de ácidos em elevadas temperaturas. 

No entanto, o processo enzimático apresenta algumas vantagens, como: maior 

rendimento em glicose pura, menor impacto ambiental e condições moderadas de 

reação. As tecnologias químicas são caras e originam resíduos tóxicos paras as 

leveduras, o que inviabilizam a fermentação alcoólica (WEN et al., 2004). Por outro 

lado, o alto custo das celulases dificulta a aplicação dessas enzimas na hidrólise da 

celulose. Uma alternativa para contornar este problema é a utilização de biomassa 

vegetal de baixo valor agregado (resíduos) para o cultivo de micro-organismos 

produtores de celulases (ADSUL et al., 2004).  

A hidrólise enzimática do material celulósico envolve a ação sinergística de no 

mínimo três enzimas diferentes: a endoglucanase, a exoglucanase e a -glicosidase. A 

endoglucanase hidrolisa as cadeias de celulose internamente, resultando em uma rápida 

redução grau de polimerização; a exoglucanase remove unidades de celobiose a partir 
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de extremidades não redutoras da molécula e a -glicosidase hidrolisa celobiose e outras 

celodextrinas, liberando monômeros de glicose livre. Todas as três enzimas do 

complexo sofrem repressão catabólica pelo produto final de hidrólise. Por prevenir o 

acúmulo de celobiose, a -glicosidase é responsável pelo controle da velocidade global 

da reação de hidrólise celulolítica, desempenhando assim, um efeito crucial na 

degradação enzimática da celulose. Pesquisas com β-glicosidases microbianas, 

associadas as demais enzimas celulolíticas, podem contribuir para viabilizar a obtenção 

de combustíveis a partir de resíduos agro-industriais ricos em celulose (DA-SILVA et 

al., 1997; PARRY et al., 2001; LEITE et al., 2007). 

As β-glicosidases microbianas podem ser classificadas de acordo com a sua 

especificidade ao substrato, sendo distribuídas em três grandes grupos: (1) aril β-

glicosidases, enzimas que atuam em substratos aril-glicosídeos; (2) celobiases 

verdadeiras, que apresentam elevada especificidade para a hidrólise da celobiose; (3) 

enzimas que apresentam baixa especificidade, isto é, enzimas que atuam em diferentes 

substratos glicosídeos (VILLENA et al., 2006). A propriedade de atuar em diferentes 

substratos glicosídeos possibilita a aplicação desta enzima em vários processos 

industriais, tais como: na hidrólise enzimática da celulose para a obtenção de açúcares 

fermentáveis, na obtenção de alimentos funcionais derivados de soja ou ainda pela 

indústria de sucos e bebidas aumentando a qualidade aromática de derivados de uva. De 

modo geral, a aplicabilidade industrial de uma enzima está intimamente relacionada 

com o custo de produção e as características da mesma. (LEITE et al, 2008) 

Os principais entraves para a utilização industrial das β-glicosidases microbianas 

são o elevado preço de produção, a baixa estabilidade das enzimas e a forte inibição por 

glicose. Fato este, justifica a constante busca por linhagens microbianas que apresentem 

expressiva produção de β-glicosidase com características apreciáveis industrialmente 

(ZANOELO et al., 2004).  

Recentemente foram isoladas 10 linhagens de fungos filamentosos do solo do 

cerrado, dentre as linhagens, o isolado Lichtheimia ramosa apresentou expressiva 

produção de β-glicosidase, quando cultivado em farelo de trigo por Fermentação em 

Estado Sólido (FES).  

 

Visando contribuir na aplicação industrial destas enzimas, este trabalho teve 

como objetivos principais: 
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1) Estudar as características físicas e químicas da β-glicosidase produzida pelo fungo 

filamentoso Lichtheimia ramosa em fermentação em estado sólido. 

 

2) Delinear as condições ideais para a aplicação industrial da enzima produzida pelo 

micro - organismo para a sua possível aplicação industrial. 
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6. REVISÃO DE LITERATURA 

 

6. 1. Celulose 

 

Estima-se que a produção global de matéria lignocelulosico atinja valores entre 

120 e 150 bilhões de toneladas (em matéria seca) por ano, algo como 30 bilhões de 

toneladas equivalentes de petróleo, ou mais de quatro vezes o total anual do consumo 

mundial de energia (RAJOKA; MALIK,1997). 

A lignocelulose é um polímero complexo, consistindo de feixes fibrosos de 

celulose cristalina, revestidos por uma matriz polimérica de hemicelulose e lignina. 

Embora as composições possam variar este material pode ser geralmente considerado 

como sendo composto por 50% celulose, 25% hemicelulose e 25% lignina (INGRAM; 

DORAN, 1995). 

É o recurso biológico natural mais abundante da biosfera, sendo que cerca de 

10¹² toneladas são sintetizadas e degradadas por ano na Terra. Dado seu caráter 

renovável e biodegradável, tem sido utilizada para a manufatura de diversos produtos 

úteis ao homem. (SCHURZ, 1999) 

Além disso, é um resíduo predominante na atividade agrícola e neste aspecto, o 

Brasil conta com grandes vantagens para a produção de celulases, devido à 

disponibilidade, a baixo custo, de materiais agroindustriais. 

A celulose é um homopolímero constituído por monômeros de glicose ligados 

entre si por ligações glicosídicas β -1,4. Cada molécula de glicose relaciona-se com a 

seguinte por uma rotação de 180 graus, e o átomo de oxigênio do anel estabelece uma 

ponte de hidrogênio com o agrupamento 3-OH da molécula seguinte. A conformação β 

-1,4 permite que a celulose forme cadeias retas bem longas, várias cadeias retas 

dispostas paralelamente e interligadas por pontes de hidrogênio formam as microfibrilas 

que são muito resistentes (LEITE, 2007). 
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Figura 1: Representação molecular da ceulose e pontos de ação da endo e 

exoglucanase e β glucosidases (KUMAR et al., 2008) 

 

As fibras de celulose apresentam regiões cristalinas e amorfas, a porção 

hidrolisável por enzimas é chamada de região amorfa e a porção resistente constitui a 

sua porção cristalina (LEITE, 2007). 

 

6. 2. Microrganismos celulolíticos 

 

A grande quantidade de celulose formada anualmente não se acumula sobre o 

planeta devido à ação de fungos e bactérias que degradam eficientemente os materiais 

nas paredes celulares de plantas. A biodegradação da celulose por celulases e 

celulossomos produzidos por uma grande variedade de microrganismos representa o 

maior ciclo de carbono da biosfera e pode amplamente ser utilizada na produção de 

bioprodutos, sem emissão de CO
2
 na atmosfera (ZHANG et al, 2006) 

Microrganismos celuliticos podem ser encontrados em toda a biota onde se 

acumulem resíduos celuliticos. Eles usualmente ocorrem em populações mistas, 

incluindo espécies celuliticas e não celuliticas, as quais frequentemente interagem 

sinergicamente, levando à degradação completa da celulose (LYND et al., 2002) 

A degradação da parede celular das plantas por fungos filamentosos celulolíticos 

é um processo complexo que envolve a ação de um grande número de enzimas 

extracelulares, celulases, hemicelulases, pectinases e ligninases, dando a estes 

organismos meios para a obtenção de energia e nutrientes. 



6 

 

 

 

A capacidade de fungos filamentosos em degradar eficientemente polímeros, à 

ecologia microbiana e aos mecanismos básicos de regulação nutricional, bem como 

estabelece diversas possibilidades de aplicações industriais (ARO et al., 2005). 

 

6.3. Cultivo em Estado Sólido (CES) 

 

O Cultivo em Estado Sólido caracteriza-se pelo cultivo de micro-organismos em 

substratos sólidos insolúveis na ausência (ou quase ausência) de água livre. (Pandey, 

2003) Avanços tecnológicos estão sendo gradualmente incorporados ao processo em 

estado sólido, podendo torná-lo viável para países que dispõem de resíduos 

agroindustriais de baixo custo (SANT’ANA JR, 2001). 

 O interesse em CES vem da sua simplicidade e proximidade das condições de 

crescimento natural de muitos microrganismos, especialmente fungos (DEL BIANCHI; 

et al., 2001), do consumo reduzido de energia, e da ausência de equipamentos 

complexos e sistema de controle sofisticado. Devido à ausência de água livre, pequenos 

fermentadores são necessários e os processos de recuperação do produto são feitos com 

maior facilidade (DEL BIANCHI; et al., 2001). As vantagens do CES para a produção 

de enzimas ainda incluem maiores níveis de produtividade, baixo nível de repressão 

catabólica e aumento na estabilidade de enzimas excretadas (CAPALBO, 2001). 

Além disso, vários fungos produzem em CES, rendimentos de enzimas 

compatíveis com a fermentação submersa e em alguns casos produzem enzimas e 

isozimas que não são produzidas em meio líquido (HOLKER; et al., 2004).  

A seleção adequada de substrato é de fundamental importância para o sucesso de 

qualquer tipo de fermentação. O substrato pode estar tanto na forma natural quanto na 

forma sintética, dependendo do processo que se deseja realizar, da facilidade de se obter 

matérias primas ou dos resultados que se quer conseguir. Porém, de forma geral, os 

materiais utilizados são provenientes de matérias-primas, produtos e ou resíduos 

agroindustriais (DEL BIANCHI; et al., 2001), devido ao baixo ou nenhum valor 

comercial. Entre estes, destacam-se bagaço de mandioca, bagaço de cana-de-açúcar, 

polpa de café, maçã, farelo de trigo, farelo de arroz, farelo de milho, casca de arroz, 

palha de trigo, farinha de trigo, farinha de mandioca, farinha de arroz e amido 

(PANDEY et al., 2000). 
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6. 4. Produção de enzimas microbianas 

 

Uma das principais características das enzimas é sua especificidade sobre o 

substrato, agindo sobre um número muito limitado de compostos e sem efeito sobre 

outros (SANT’ANA Jr., 2001). 

Para a produção industrial de enzimas microbianas, os micro-organismos devem 

ser capazes de crescer em substratos de baixo custo; produzirem a enzima em 

velocidade elevada, constante e em curto intervalo de tempo; os métodos para a 

recuperação devem ser simples e de baixo custo; e a preparação enzimática obtida deve 

apresentar estabilidade. O êxito da produção industrial de enzimas depende do grau em 

que a atividade dos micro-organismos é alcançada e quando se reduzem custos do 

substrato empregado, da incubação e da recuperação da enzima (FELLOWS, 1994). 

 

            6. 5. β – Glicosidases  

 

A β-glicosidase apresenta importante papel na hidrólise enzimática da celulose, 

sendo responsável pela conversão da celobiose em monômeros de glicose. A celobiose é 

o principal produto formado pela ação das enzimas despolimerizantes sobre a cadeia de 

celulose, o acúmulo desse dissacarídeo no meio reacional inibe a atividade das enzimas 

celulolíticas, desta forma, a β-glicosidase possibilita a continuidade do processo 

catalítico porque degrada o principal inibidor das celulases, liberando monossacarídeos 

fermentáveis para a produção de etanol (LEITE et al., 2007). Portanto, as β - 

glicosidases não são responsáveis apenas pela produção de glicose a partir de celobiose, 

mas permitem também a ação eficiente de exoglucanases e endoglucanases. 

 

6. 6. Aplicações industriais de β - Glicosidase 

 

A função desempenhada pela β -glicosidase no processo de degradação 

enzimática da celulose, faz com que esta enzima apresente um grande potencial para a 

indústria de etanol, dessa forma, pesquisas com - β glicosidases microbianas associadas 

as demais enzimas celulolíticas, podem contribuir para viabilizar a obtenção de 

combustíveis a partir de resíduos agroindustriais ricos em celulose (LEITE, 2007). 

A propriedade de atuar em diferentes substratos glicosídeos possibilita a 

aplicação desta enzima em vários processos industriais. A presença de β-glicosidases no 
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processo de vinificação favorece a liberação de compostos aromatizantes a partir de 

seus precursores glicosídicos. Tais compostos são coletivamente chamados de terpenos, 

dentre eles estão: nerol, α-terpineol, geraniol, linalool, citronellol e outros, quando 

glicosilados, apresentam baixa volatilidade e pouco contribuem para o aroma do vinho 

(MAICAS; MATEO, 2005; VILLENA et al., 2007). 

A β-glicosidase apresenta importante papel na hidrólise enzimática da celulose, 

sendo responsável pela conversão da celobiose em monômeros de glicose. A celobiose é 

o principal produto formado pela ação das enzimas despolimerizantes sobre a cadeia de 

celulose, o acúmulo desse dissacarídeo no meio reacional inibe a atividade das enzimas 

celulolíticas, desta forma, a β-glicosidase possibilita a continuidade do processo 

catalítico porque degrada o principal inibidor das celulases, liberando monossacarídeos 

fermentáveis para a produção de etanol (LEITE et al., 2007). 

Outra aplicação industrial das β-glicosidases consiste no seu potencial de 

hidrolisar isoflavonas glicosídicas da soja. A maior parte das isoflavonas presentes na 

soja encontra-se na forma glicosilada (daidzina, genistina e glicitina), estas moléculas 

apresentam menor atividade biológica que as suas correspondentes formas 

desglicosiladas (agliconas), ou seja, daidzeína, genisteína e gliciteína (PARK et al., 

2001). Somente as isoflavonas livres da molécula de açúcar (agliconas) são absorvidas 

pelo trato intestinal humano. Como as isoflavonas glicosiladas não conseguem 

atravessar a barreira epitelial do intestino, não apresentam efeito funcional (OTIENO; 

SHAH, 2007). Diferentes trabalhos descritos na literatura afirmam que uma dieta rica 

em isoflavonas pode contribuir no controle e prevenção de muitas doenças crônicas, tais 

como: câncer (mama, próstata e cólon), osteoporose, sintomas da menopausa, doenças 

cardiovasculares e outras (CARRÃO-PANIZZI; BORDINGNON, 2000; OTIENO; 

SHAH, 2007). 

A importância biotecnológica das β-glicosidases, associada à necessidade de 

utilização de processos industriais menos danosos ao meio ambiente, justificam a 

prospecção de micro-organismos com potencial para a produção desta enzima em meios 

de cultivo de baixo valor agregado. 
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6. 7. Características das β - Glicosidases microbianas 

 

A caracterização física e química da enzima é um passo importante para se 

estabelecer as condições do processo, pH e temperatura, que resultem máxima atividade 

e também determina a faixa de pH e temperatura nas quais a enzima se mantém estável. 

O conhecimento destas propriedades permite avaliar o seu potencial de aplicação em um 

determinado processo, além disso, permite controlar a velocidade do processo variando 

estes parâmetros no meio reacional (LEITE, 2004). 

A especificidade enzimática reside no fato de que cada enzima apresenta um 

centro ativo formado por resíduos de aminoácidos, o que forma uma cavidade com 

estrutura definida, onde o substrato, que apresenta forma espacial adequada e grupos 

químicos capazes de estabelecer ligações precisas com os radicais do centro ativo, possa 

se alojar. Vários fatores podem interferir na atividade de uma enzima e devem ser 

cuidadosamente observados para que se tenha um melhor resultado no processo de 

atuação da mesma. (MARZZOCO; TORRES, 1999). 

O parâmetro mais importante que deve ser considerado na quantificação de uma 

enzima é a sua atividade (CHAPLIN; BUCKE, 1992). Essa atividade geralmente é 

medida como uma unidade enzimática (U), unidade internacional, a qual é definida 

como a quantidade que catalisa a transformação de 1 μmol de substrato por minuto em 

condições definidas no ensaio como temperatura, pH e concentração de substrato 

(CHAPLIN; BUCKE, 1992). 

 

7. MATERIAL E MÉTODOS 

 

A caracterização bioquímica da β – Glicosidase foi realizada no laboratório de 

Enzimologia e Processos Fermentativos da Faculdade de Ciências Biológicas e 

Ambientais – Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados, Mato Grosso do 

Sul.  

7.1 Microrganismo utilizado 

 

Neste trabalho foi utilizado o fungo filamentoso inicialmente denominado “MR-

10” e posteriormente identificado como Lichtheimia ramosa, isolado de amostras de 

bagaço de cana e mantido em ágar Sabouraud Dextose. 
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7. 2. Preparação do inóculo 

 

O micro-organismo foi cultivado em frascos tipo Erlenmeyer de 250mL 

contendo 40 mL do meio ágar Sabouraud Dextose inclinado, mantido por 48 horas a 

28ºC. A suspensão do micro-organismo foi obtida pela raspagem suave da superfície do 

meio de cultura empregando 25mL de solução nutriente (0,1% de sulfato de amônio, 

0,1% sulfato de magnésio hepta-hidratado e 0,1% nitrato de amônia). A inoculação do 

fungo nos substratos (resíduos agrícolas) se deu pela transferência de 5mL dessa 

suspensão. 

 

7. 3. Produção β-glicosidase por Cultivo em Estado Sólido (CES) 

 

A enzima foi produzida pelo cultivo do microrganismo em frascos tipo 

Erlenmeyer de 250mL contendo 5g de farelo de trigo umedecidos com solução nutriente 

(item 5.2). A umidade foi ajustada para 75%, em seguida todo o material foi 

devidamente autoclavado por 20 minutos a 121°C. Posteriormente a inoculação do 

micro-organismo os frascos foram mantidos a 28ºC por 120 horas. 

 

7. 4. Extração da enzima 

 

Para a extração da enzima foram adicionados 50 mL de água destilada nos meios 

fermentados e mantidos em agitação de 80 RPM por 1 hora a 28°C. Posteriormente o 

material foi filtrado para separar o extrato enzimático do meio sólido. 

 

7. 5. Determinação da atividade de β - Glicosidase 

 

A atividade de β-glicosidase foi determinada pela adição de 50L do filtrado 

enzimático, 250L de tampão acetato de sódio 0,1M, pH 5,0 e 250L de p-nitrofenil β-

D-glicopiranosídeo 4mM (pNPβG, Sigma), reagindo por 10 minutos a temperatura de 

60°C. A reação enzimática foi paralisada com 2mL de carbonato de sódio 2M. O p-

nitrofenol liberado foi quantificado por espectrofotometria a 410nm. Uma unidade de 

atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima necessária para liberar  

1 mol de p-nitrofenol por minuto de reação (UI). 
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7. 6. Efeito do pH e temperatura sobre a atividade da enzima 

 

O pH ótimo foi determinado mensurando a atividade da enzima a 60ºC em 

diferentes valores de pH (3,0 - 8,0), nesta etapa foi utilizado tampão Citrato-Fosfato a 

0,1M. A temperatura ótima foi determinada pela dosagem da atividade enzimática em 

diferentes temperaturas (35 a 70ºC), no respectivo pH ótimo da enzima. A estabilidade 

da enzima ao pH foi avaliada incubando-a por 24 horas a 25°C em diferentes valores de 

pH. Os tampões utilizados foram Citrato-Fosfato 0,1M (3,0 - 8,0), Tris-HCl 0,1M (8,0 – 

8,5) e Glicina-NaOH 0,1M (8,5 – 10,5). A termoestabilidade foi estudada incubando a 

enzima por 1 hora em valores de temperatura que variaram de 30 a 70°C. As atividades 

residuais foram determinadas nas condições ótimas de pH e temperatura da enzima. 

 

7. 7. Efeito da glicose e etanol sobre a atividade da enzima 

 

A atividade enzimática foi quantificada com a adição de glicose e etanol, em 

diferentes concentrações, na mistura de reação (0 - 200mM de glicose e 0 - 30% de 

etanol). Os ensaios foram realizados a 60°C em tampão acetato de sódio 0,1 M a pH 

5,5. 

 

8. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Inicialmente estudou-se o efeito do pH e temperatura sobre a atividade catalítica 

da enzima produzida pelo fungo L. ramosa, onde a mesma apresentou uma maior 

atividade em pH 5,5 e temperatura ótima de 60ºC (Gráficos 1 e 2). 
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Gráfico 1: Atividade de β-glicosidase em          Gráfico 2: Atividade de β-glicosidases 

        função da variação do pH.                            em função da variação da temperatura. 

  

A figura 1 mostra maior atividade da enzima em valores de pH ácidos entre 5 e 

6, sendo possível observar significativa queda na atividade quando o valor do pH se 

distancia dos descritos como ótimos, sendo recuperado menos de 50% da atividade 

máxima em pH 4,0 e 7,0. Surpreendentemente a enzima apresentou maior atividade 

catalítica em temperaturas superiores a 50ºC, fato não corriqueiramente observado em 

enzimas produzidas por microrganismos mesofílicos, apesar de trabalhos anteriores 

relatarem a produção de β-glicosidases extremamente estáveis por linhagens mesofílicas 

(LEITE et al., 2008).  

A maioria das β-glicosidase fúngicas exibem temperaturas ótimas para atividade 

entre 40ºC e 50ºC, e valores ótimos de pH entre 4,0 e 6,0 (BHATIA et al., 2002; 

SARRY; GUNATA, 2004). BELANCIC et al., (2003) encontrou temperatura ótima de 

40ºC e pH 5,0 para a  β-glicosidase de Debaryomyces vanrijiae. Particularmente, em 

espécies do Gênero Aspergillus, observa-se que as temperaturas ótimas das β-

glicosidases variam entre 50ºC e 70ºC, enquanto que os valores de pH variam de 4,0 a 

5,5 (JAGER et al., 2001).  

A β-glicosidase produzida pelo fungo L. ramosa apresentou expressiva 

estabilidade estrutural em função do pH e da temperatura. A enzima manteve sua 

atividade original após 24h de incubação entre os valores de pH 4 – 10, restando ainda 

cerca de 70% de atividade em pH 10,5 (Gráfico 3). Quanto a estabilidade térmica, cerca 

de 90% da atividade catalítica foi recuperada após 1 hora a 55ºC (Gráfico 4). Os 

resultados obtidos ficam mais significativos quando comparados com dados descritos na 

literatura científica.    
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Gráfico 4: Estabilidade enzimática em função       Gráfico 5: Estabilidade enzimática 

do pH após 24h de incubação                                     em função da temperatura após 24h                                                                                             

                                                                              de incubação. 

 

A β-glicosidase produzida pelo fungo Xylaria regalies manteve 

aproximadamente 78% da atividade após 30 minutos a 50ºC (WEI et al., 1996). A 

enzima produzida pelo fungo Thichodera harzianum apresentou estabilidade em 

temperaturas inferiores a 55ºC por 15 minutos, mantendo apenas 36% da atividade 

inicial após 15 minutos a 60ºC (YUN et al, 2001). A literatura descreve que em 

microrganismos termofílicos há a tendência das enzimas apresentarem estabilidade 

térmica mais pronunciada. No fungo Humicola grisea var. thermoidea, os autores 

relatam que a enzima se manteve estável a temperaturas não superiores a 60ºC 

(PERALTA et al., 1997).  

A inibição por alcoóis é tópico de interesse no estudo de β-glicosidase, uma vez 

que estas podem ser expostas a concentrações substanciais durante diversas aplicações 

comerciais (LO et al., 1990; SUN; CHENG, 2002). O Gráfico 5 apresenta o efeito de 

diferentes concentrações de etanol (0 – 30%) sobre a atividade enzimática. 
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Gráfico 5: Efeito da concentração de etanol sobre a atividade de β-glicosidase. 

 

Concentrações próximas de 5% de etanol estimularam a atividade enzimática em 

relação ao controle, aumentando em cerca de 35% a atividade inicial da amostra. 

Quando a concentração foi aumentada para 15% de etanol foi recuperado menos que 

50% da atividade inicial. No entanto, com a presença de 10% etanol na mistura de 

reação a enzima apresentou atividade catalítica idêntica ao controle, isto é, ainda não 

apresentau perda de sua atividade funcional. Tal característica, favorece o emprego 

desta enzima em processos fermentativos para a produção de etanol, considerando que a 

concentração final de etanol dos caldos fermentados obtidos em processos tradicionais 

giram em torno de 10% (GU et al., 2001). 

O aumento do potencial catalítico pelo etanol está associado com a atividade 

glicosil transferase (VILLENA et al., 2006). O etanol pode aumentar as taxas de reação 

atuando como aceptores preferenciais dos resíduos glicosil durante a catálise enzimática 

(BARBAGALLO et al., 2004). A hidrólise e a transglicosilação ocorrem através de uma 

rota comum, diferindo apenas na natureza do aceptor final (ZOROV et al., 2001; 

BHATIA et al., 2002) 

 A presença de glicose, conhecido inibidor de β-glicosidases, foi estudada 

variando a concentrações de glicose de 0 a 200mM. A enzima manteve 46% de sua 

atividade original em concentração de 100mM de glicose, sendo que com 150mM a 

atividade da mesma apresentava-se em 30% conforme apresentado no Gráfico 6.  
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Gráfico 6: Efeito da concentração de glicose sobre a atividade da β-glicosidase. 

 

A inibição por glicose foi relatada em diversos trabalhos, alguns autores 

relataram que em concentrações de glicose igual a 5%, a enzima foi fortemente inibida 

(LEITE et al., 2008). No entanto, quando a concentração do substrato foi elevada para a 

mesma concentração do inibidor, a inibição da β-glicosidase do L. ramosa foi 

completamente revertida (Tabela1). 

 

Tabela 1: Atividade residual em concentrações diferentes de substrato (pNPβG) e 

inibidor. 

 

Enzima 

 

At. Residual (%) 

pNPβG – 2mM 

At. Residual (%) 

pNPβG – 2mM 

Glicose-50mM 

At. Residual (%) 

pNPβG – 50mM 

Glicose – 50mM 

 

Tipo de Inibição 

L. ramosa 100 63,3 108,67 Competitiva 

 

A inibição competitiva pode ser revertida pelo aumento da concentração do 

substrato, o mesmo não pode ser observado na inibição não competitiva. Na inibição 

competitiva o substrato e o inibidor competem pelo mesmo sítio de ligação da enzima 

(neste caso o sítio ativo), dessa forma, o aumento da concentração de substrato para 

valores iguais ou superiores aos do inibidor, favorece a ligação enzima ao substrato, 
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refletindo na reversibilidade da inibição enzimática (CAMPBELL, 2000).  Tal 

característica é apreciável em processos industriais, pois facilita contornar a inibição 

pelo produto, podendo ser utilizada duas estratégias distintas: adição periódica de 

substratos para manter a concentração superior aos níveis do inibidor (produto da ação 

enzimática), ou ainda, remover o produto formado pela ação enzimática (inibidor) para 

mantê-lo em concentrações inferiores ao do substrato. Nesta última, baseia-se o 

princípio dos processos de Sacarificação e Fermentação Simultânea onde os 

monossacarídeos liberados pela hidrólise enzimática são convertidos em etanol por 

micro-organismos fermentadores (BON et al., 2008). 

 

9. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A enzima caracterizada apresentou maior atividade catalítica nos valores de pH 

5,0 e 5,5 a temperatura de 60°C. Quanto a termoestabilidade, a enzima manteve-se 

estável de 35 a 55°C no período de uma hora de incubação. A atividade enzimática 

original foi recuperada em ampla faixa de pH 4,0 - 10,5 após 24 horas de incubação. A 

β-glicosidase foi inibida significativamente em concentrações superiores a 100mM de 

glicose e 15% de etanol. Os resultados obtidos demonstram que a enzima produzida 

pelo microrganismo apresenta expressiva estabilidade ao pH e a temperatura. A inibição 

ocasionada pela glicose pode ser contornada por processos de Sacarificação e 

Fermentação Simultânea, onde os monossacarídeos liberados pela hidrólise enzimática 

são convertidos em etanol por microrganismos fermentadores.  

Os presentes resultados demonstram que a β-glicosidase produzida pelo micro-

organismo L. ramosa apresenta características apreciáveis para a aplicação industrial, o 

que estimula a continuidade do trabalho visionando, em etapas futuras, ensaios pilotos 

de aplicação desta enzima. 
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