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RESUMO 

 

Este trabalho teve como foco o estudo do mecanismo de inibição por produto no 

processo de hidrólise enzimática do bagaço de cana-de-açúcar com a enzima β-

glucosidase de Aspergillus niger e o complexo celulolítico Celluclast 1.5L de 

Trichoderma reesei.  Os substratos utilizados nos experimentos foram celobiose, 

bagaço de cana-de-açúcar submetido ao pré-tratamento hidrotérmico (BH) e 

organossolve (BO).  Foi empregado glucono-δ-lactona como inibidor da enzima β-

glicosidase presente no complexo celulolítico a fim de evitar a conversão de celobiose 

em glicose no meio reacional.  A concentração de glucono-δ-lactona, assim como o 

tempo de incubação deste com o coquetel enzimático, foram determinados por meio de 

um planejamento fatorial 32.  Para a determinação da cinética de inibição por produto da 

enzima β-glucosidase e a Celluclast 1.5L foram feitos ensaios nas seguintes condições: 

concentração de celobiose (substrato) de 0,5-10 g/L e 0-10 g/L de glicose (inibidor), 

concentração de bagaço pré-tratado 0,1-8 % m/v (substrato), xilose 0-10 g/L (inibidor) e 

glicose 0-60 g/L (inibidor), respectivamente. Os experimentos foram executados em pH 

4.8, durante 1h, temperatura de 50 °C, agitação de 150 rpm e carga enzimática fixada 

em 0,0767 CBU/mL  para o estudo de inibição por glicose na enzima β-glucosidase e 

de 50 FPU/mL para o estudo de inibição por glicose e xilose na enzima celulase. No 

decorrer das hidrólises foram coletadas alíquotas de 1mL do líquido reacional e para a 

quantificação dos carboidratos liberados a concentração foi determinada em um 

sistema de CLAE.   O estudo de inibição por glicose na β-glicosidase de Aspergillus 

niger (Novozym188) com D(+)-Celobiose como substrato revelou que esta enzima é 

inibida competitivamente pela glicose.  A constante de inibição Ki foi 3,825 ± 0,889 g/L, 

obtida através do ajuste dos dados experimentais.  As análises de inibição por produto 

na enzima celulase de Trichoderma reesei com bagaço de cana-de-açúcar mostraram 



   

 

 

 

que a glicose e a xilose reduziram a velocidade inicial de reação sem ocasionar uma 

redução considerável na velocidade máxima de formação de celobiose, indicando um 

mecanismo de inibição competitiva, onde a  constante de inibição 14,950 ± 0,737 e 

19,800 ± 3,143 g/L para glicose e xilose respectivamente.  A hidrólise enzimática do 

bagaço de cana-de-açúcar submetido a pré-tratamento organossolve catalisada pela 

enzima celulase exibiu um perfil cinético bastante diferente do perfil clássico de 

Michaelis Menten.  A velocidade de formação de celobiose Vo apresentou um máximo 

quando a concentração de celulose foi aproximadamente de 10 g/L, e diminuiu com o 

aumento da concentração; este comportamento foi atribuído ao efeito sólido. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Bagaço de cana-de-açúcar, hidrólise enzimática, inibição por 

produto,celulase, β-glicosidase. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

 

 

ABSTRACT 
 

The aim of this work was to study the mechanism of product inhibition in the 

enzymatic hydrolysis process of sugarcane bagasse with β-glucosidase enzyme from 

Aspergillus niger and the commercial complex Celluclast 1.5L from Trichoderma 

reesei. The substrates used in the experiments were cellobiose, bagasse sugarcane 

submitted to hydrothermal pretreatment (HB) and organosolv (OB). It was used 

glucono-δ-lactone as an inhibitor of β-glucosidase enzyme present in cellulolytic 

complex in order to avoid conversion of cellobiose into glucose in the reaction 

medium.  The glucono-δ-lactone concentration and incubation time with the enzyme 

cocktail were determined by a factorial design 32.  To determine the kinetics of 

product inhibition of β-glucosidase enzyme and Celluclast 1.5L tests were performed 

under the following conditions: cellobiose concentration (substrate) from 0.5 to 10 g / 

L and 0-10 g / L glucose (inhibitor); pretreated biomass from 0.1 to 8% w / v 

(substrate), xylose 0-10 g / L (inhibitor) and glucose 0-60 g / L (inhibitor), 

respectively.  The experiments were performed at pH 4.8 for 1 h, 50 ° C, agited at 

150 rpm and enzyme loading set at 0.0767 CBU / mL for the study of inhibition by 

glucose in β-glucosidase enzyme and 50 FPU / mL for the study of inhibition by 

glucose and xylose in cellulase enzyme. During the hydrolysis were collected 1ml 

aliquots of the liquid liquid and concentration of the released carbohydrates was 

determined on a HPLC system. The glucose inhibition study in Aspergillus niger β-

glucosidase (Novozym188) with D (+) - Cellobiose as substrate revealed that this 

enzyme is inhibited by glucose competitively. The inhibition constant Ki was 3.825 ± 

0.889 g / L, obtained by adjusting the experimental data. Product inhibition analyzes 

on Trichoderma reesei cellulase enzyme with sugarcane bagasse showed that 

glucose and xylose reduced the initial rate without causing a considerable reduction 

in  maximum velocity of cellobiose formation, indicating competitive inhibition, where 



   

 

 

 

the inhibition constant it is 14,950 ± 0,737 and 19,800 ± 3,143 g / L for glucose and 

xylose respectively. The enzymatic hydrolysis of the sugarcane bagasse submitted to 

organosolve pre-treatment exhibited a kinetic profile quite different from the classic 

profile of Michaelis Menten. The velocity of cellobiose formation Vo showed a 

maximum when the cellulose concentration was approximately 10 g/L, and 

decreased with increasing substrate concentration; this behavior was attributed to 

effect of solid. 

 

KEYWORD: Sugarcane bagasse, enzymatic hydrolysis, product inhibition, cellulase, β-

glucosidase.  
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1 Introdução 

A crescente demanda energética vem ocasionando problemas sociais e ambientais 

devido à mudança climática, ao ritmo acelerado de consumo e à volatilidade dos preços 

do petróleo; surgindo a necessidade de aumentar a produção de energias renováveis e 

sustentáveis de alta qualidade, baixo consumo energético e baixo impacto ambiental.  

Desta forma, os biocombustíveis de segunda geração aparecem como solução, devido 

ao impacto ambiental positivo sem destruir áreas de alta biodiversidade, desmatamento 

ou degradação do solo. 

 Esta proposta de produção de biocombustíveis a partir de recursos renováveis tem 

gerado dúvidas sobre a sua viabilidade, portanto, a pesquisa mundial empenha-se no 

estudo e desenvolvimento de tecnologias que ofereçam soluções a esses 

inconvenientes.  Graças às condições naturais, o baixo custo de produção e maior 

rendimento em litros por hectare de cana-de-açúcar plantada, o Brasil destaca-se no 

cenário mundial por ser o maior exportador e o segundo produtor de etanol de primeira 

geração depois dos EUA.  Devido a isso, a cana-de-açúcar e seus coprodutos (bagaço 

e palha) têm sido o foco das principais pesquisas para produção de etanol de segunda 

geração (MILANEZ et al., 2015).   

 

O uso de biomassa lignocelulósica, como o bagaço de cana-de-açúcar, para a 

produção de biocombustíveis, oferece grandes vantagens, uma vez que permite o 

aumento da oferta de álcool sem aumentar a área de cana de açúcar plantada, além de 

ser um material de custo mínimo, pronto para uso (SCHLITTLER, 2006).  

 

O desenvolvimento do processo para a produção de etanol a partir de bagaço de 

cana de açúcar requer um pré-tratamento, necessário para modificar a matriz 

lignocelulósica; a hidrólise, na qual os açúcares fermentescíveis são produzidos a partir 
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de enzimas celulolíticas e a fermentação dos açúcares para produzir o etanol.  Embora 

um progresso significativo já tenha sido feito nas etapas de produção e conversão do 

bagaço de cana-de-açúcar e redução no custo de equipamentos e das enzimas 

(MILANEZ et al., 2015), a produção de etanol de segunda geração está em uma fase de 

adaptação e aprendizado (SIQUEIRA, 2015). 

 

Extensivos esforços estão direcionados ao melhoramento da degradação hidrolítica 

da biomassa lignocelulósica; os quais compreendem o aprimoramento da tecnologia de 

pré-tratamento e a produção de enzimas celulolíticas (ZHANG et al., 2006); não 

obstante, a geração efetiva de um hidrolisado fermentescível a partir da celulose, de 

forma economicamente viável, é considerada ainda um dos principais desafios da 

pesquisa a fim de efetuar um processamento rentável do material lignocelulósico para a 

produção de etanol (HIMMER et al., 2007). 

 

Lamentavelmente, os sistemas de enzimas celulolíticas utilizados atualmente, 

inclusive as enzimas provenientes de Trichoderma reesei, que têm sido amplamente 

estudadas, são inibidas pelos próprios produtos da sacarificação: celobiose e glicose 

(GAN et al., 2003), os quais limitam e retardam significativamente a velocidade e 

conversão das reações hidrolíticas catalisadas por estas enzimas, principalmente em 

presença de altas concentrações de substrato (ANDRIĆ et al., 2010b).   Esta limitação 

na conversão de materiais lignocelulósicos proporciona um grande incentivo para 

examinar e analisar detidamente as características e mecanismos de inibição causados 

por ditos produtos da reação nos sistemas celulolíticos empregados na hidrólise do 

bagaço de cana-de-açúcar.  

 

Vários trabalhos avaliaram experimentalmente o mecanismo de inibição de 

celulase e β-glicosidase originárias de várias fontes por celobiose e glicose e 
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concluíram que a inibição era competitiva, não competitiva, acompetitiva, parcialmente 

competitiva ou mista. Os trabalhos foram feitos em diferentes condições operacionais 

de pH, temperatura, concentração de substrato, concentração de glicose, tempo de 

hidrólise e usaram diferentes substratos e enzimas de diferentes fontes em diferentes 

cargas e com unidades reportadas de diferentes maneiras, o que dificulta bastante a 

análise dos dados. No entanto, há consenso na literatura de que a inibição afeta 

fortemente as taxas de hidrólise (ANDRIĆ et al., 2010b).  

 

Apesar dos muitos trabalhos publicados, existem poucos dados de inibição 

disponíveis para substratos lignocelulósicos reais, sendo que a maioria usa celulose 

pura (Avicel, Solca Floc, etc) (ANDRIĆ et al., 2010b).  Além disso, a avaliação da 

inibição das celulases é complicada pela presença de β-glicosidase nos complexos 

enzimáticos disponíveis. Por outro lado alguns autores, determinaram a velocidade 

inicial de reação apenas com um único ponto experimental o que pode levar a erros 

grandes.   

 

O presente trabalho é diretamente relacionado à tese de doutorado de MOREIRA 

NETO (2016) (Modelagem matemática do processo de hidrólise enzimática do bagaço 

de cana-de-açúcar). O objetivo é determinar, a partir do uso de vários pontos 

experimentais, o tipo de inibição que ocorre na hidrólise de bagaço de cana submetido 

a dois tipos de pré-tratamentos, um deles que não remove a lignina (hidrotérmico) e 

outro que deslignifica a biomassa (organossolve), assim como os parâmetros cinéticos 

correspondentes, de forma que estes dados estejam disponíveis para o 

desenvolvimento do modelo matemático. 
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1.1 Objetivos 

1.1.1 Objetivo geral 

O objetivo principal desse trabalho foi estudar a cinética de inibição por produto e 

por substrato na hidrólise do bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado catalisada pelas 

enzimas  celulase de Trichoderma reesei e β-glicosidase de Aspergillus niger e a 

influência na velocidade de sacarificação, em presença de diferentes concentrações de 

substrato.  

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

1. Avaliar o efeito e o mecanismo de inibição por produto (glicose) e por substrato 

(celobiose) sobre a enzima β-glicosidase de Aspergillus niger; 

2. Avaliar o efeito e o mecanismo de inibição por substrato (celulose) e por produto 

(celobiose, glicose e xilose) ocasionado na enzima celulase de Trichoderma reesei 

utilizando dois tipos de substrato diferente: bagaço de cana-de-açúcar submetido 

ao pré-tratamento hidrotérmico e organossolve; 

3. Determinar os parâmetros cinéticos para cada caso de inibição específico em 

hidrólises com diferentes concentrações de sólidos e concentração enzimática 

fixa. 
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2 Revisão bibliográfica 

2.1 Biomassa lignocelulósica 

A biomassa lignocelulósica é o recurso renovável mais abundante e a maior fonte 

de carboidratos do planeta, constituída por celulose (35-50%), hemiceluloses (20-35%), 

lignina (10-25%) e uma pequena quantidade de cinzas e extrativos; o conteúdo e a 

proporção desses componentes variam dependendo do tipo de biomassa (SANTOS et 

al., 2012). Tais compostos estão acoplados intrinsecamente formando a estrutura da 

parede celular vegetal, a qual está dividida em parede primária e secundária, 

compostas principalmente por celulose e hemiceloses e separadas entre si pela lamela 

média composta majoritariamente por lignina (MENON e RAO, 2012). Segundo 

FENGEL  e WEGENER (1989), o arranjo concêntrico das camadas da parede celular é 

causado pelas diferenças na composição química e as diferentes orientações dos 

elementos estruturais. A distribuição da estrutura dos materiais lignocelulósicos pode 

ser vista na Figura 2.1. 

 

Figura 2.1: Estrutura da biomassa lignocelulósica (adaptada de MENON  e RAO 2012).
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2.1.1 Celulose 

A celulose, o constituinte mais abundante da parede celular dos materiais 

lignocelulósicos.   É um homopolissacarídeo com grau de polimerização de 10. 000 ou 

superior; composto unicamente por moléculas de D-glicose ligadas entre si por ligações 

β-1,4-glicosídicas (JØRGENSEN et al., 2007).  Por meio de eliminação de uma 

molécula de água, duas unidades adjacentes de D-glicose estabelecem uma ligação 

glicosídica, dando origem à estrutura repetitiva da cadeia de celulose, denominada 

celobiose (FENGEL e WEGENER 1989), como mostrado na Figura 2.2.  A celulose 

exibe regiões com uma estrutura cristalina (organizada) estabelecida pelas ligações 

intra e intermoleculares de hidrogênio, resultando na agregação de cadeias em fibrilas 

elementares cristalinas e regiões com uma estrutura amorfa (desorganizada) 

(LAUREANO-PEREZ et al., 2005); esta estrutura, juntamente com as ligações de 

hidrogênio intermoleculares, dá à celulose alta resistência à tração, faz com que seja 

insolúvel na maioria dos solventes e é parcialmente responsável pela resistência da 

celulose contra a degradação microbiana. 

 

Figura 2.2: Estrutura da celulose com unidades repetitivas de anhidrocelobiose. 

(adaptada de FENGEL e WEGENER 1989). 

 

2.1.2 Hemiceluloses 
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As hemiceluloses são heteropolissacarídeos com estrutura lineares ramificadas 

constituídas por várias unidades de açúcares, tais como pentoses (xilose e arabinose), 

hexoses (manose, glicose e galactose), ácidos hexurônicos e desoxi-hexoses (ZHANG,  

e LYND, 2004). Estes carboidratos funcionam como uma ligação entre a lignina e as 

fibras de celulose, proporcionando a matriz lignocelulósica uma maior rigidez (FENGEL 

e WEGENER, 1989).  Devido à sua natureza amorfa e sua estrutura ramificada, as 

hemiceluloses são mais susceptíveis ao ataque de agentes químicos do que a celulose 

(HENDRIKS e ZEEMAN, 2009).  A Figura 2-3 ilustra a estrutura dos principais 

monossacarídeos que formam as hemiceluloses.  

Figura 2.3: Estrutura dos monossacarídeos que formam as hemiceluloses (adaptada de 

SCHUERC ,1963). 

 

2.1.3 Lignina 

É uma macromolécula amorfa com estruturas globulares, constituído por três 

unidades de fenilpropano diferentes (Figura 2.4) diferenciadas entre si pelas 
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substituições que exibem no anel aromático (FENGEL e WEGENER, 1989). A 

composição desses precursores varia de uma espécie para outra dependendo da matriz 

celulose-hemiceluloses; e, por causa da composição complexa, a estrutura química da 

lignina até agora não é completamente conhecida.   O principal objetivo da lignina é dar 

à planta suporte estrutural, impermeabilidade e resistência contra o ataque microbiano e 

estresse oxidativo  (FENGEL e WEGENER, 1989). 

 

Figura 2.4: Estrutura química dos álcoois da lignina (adaptada de FENGEL  e 

WEGENER, 1989). 

 

 

 

2.1.4 Constituintes menores  

A biomassa lignocelulósica também está constituída por outras substâncias que 

não fazem parte da parede celular (WONG, 2009), os extrativos e não extrativos.  Os 
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extrativos são compostos orgânicos solúveis em solventes polares e apolares como 

ceras, gorduras, resinas, ácidos graxos, hidrocarbonetos de alta massa molecular e 

esteróides, e as substâncias não extrativas são compostos inorgânicos como sais e 

minerais, como por exemplo potássio, sílica, manganês, sódio, cálcio, entre outros.  O 

conteúdo e a proporção destes componentes variam dependendo da espécie do 

material lignocelulósico, do clima e condições do solo, representando aproximadamente 

5-20% da biomassa (FENGEL e WEGENER, 1989). 

 

2.1.5 Bagaço de cana-de-açúcar 

O bagaço de cana de açúcar ou “bagaço” como geralmente é chamado, é o maior 

subproduto celulósico agroindustrial do Brasil (280 Kg de bagaço úmido/ton cana 

processada), proveniente da indústria do açúcar e álcool, remanescente após a 

extração do caldo da cana (FENGEL e WEGENER, 1989).  A composição química do 

bagaço varia de acordo com diversos fatores como o tipo de cana, tipo de solo, 

condições climáticas e técnicas de colheita. Segundo GOUVEIA et al. (2009) uma 

composição típica para o bagaço é de aproximadamente 47,7% de celulose, 8,9% de 

hemiceluloses e 34,3% de lignina. 

Devido ao grande volume remanescente e às suas características físicas e 

químicas, o bagaço é um material atraente que pode ser aplicado para usos alternativos 

como a produção de biocombustíveis tais como o etanol. 

2.2 Produção de etanol de segunda geração a partir de 

biomassa lignocelulósica 

O processamento de material lignocelulósico para produzir etanol compreende 

quatro etapas fundamentais: o pré-tratamento, a hidrólise, fermentação e separação do 
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produto e/ou purificação (SCHLITTLER, 2006). O pré-tratamento é necessário para 

modificar a estrutura da biomassa, assim como a sua composição química, de forma 

que a hidrólise dos carboidratos seja completada com maior rapidez e maior rendimento 

para produzir açúcares monoméricos que possam ser fermentados pela ação de 

populações microbianas e, finalmente, recuperar o etanol a partir do caldo de 

fermentação por meio de destilação (MOSIER, et al., 2005).  O processo de produção 

de etanol de segunda geração a partir do bagaço de cana de açúcar está representado 

na Figura 2.5. 

Figura 2.5: Processo de produção de etanol a partir do bagaço de cana-de-açúcar 

(adaptado de MAITAN-ALFENAS et al., 2015). 

 

2.2.1 Pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar 

Dado que a biomassa lignocelulósica é naturalmente resistente à desagregação 

dos seus açúcares, a finalidade do pré-tratamento é reduzir o grau de cristalinidade da 



31 

 

 

 

celulose e quebrar a matriz celulose-hemiceluloses-lignina para melhorar a 

acessibilidade das enzimas durante a etapa de hidrólise.  A Figura 2.6 mostra um 

esquema representativo do pré-tratamento em biomassas lignocelulósicas.   

 

Figura 2.6: Esquema simplificado do pré-tratamento em materiais lignocelulósicos 

(MAITAN-ALFENAS et al., 2015). 

 

Além de ser considerada uma etapa determinante na conversão de bagaço de 

cana-de-açúcar em etanol, o pré-tratamento representa um dos principais custos 

econômicos no processo, de fato, tem sido descrito como o segundo mais caro, 

precedido da hidrólise enzimática (VOLYNETS e DAHMAN, 2011). 

Segundo MOSIER et al. (2005), numerosos métodos têm sido aplicados para o pré-

tratamento de materiais lignocelulósicos Todavia, nem todos estão desenvolvidos ainda 

o suficiente para ser viáveis para aplicações em processos de grande escala.  Os 

métodos de pré-tratamento estão agrupados em três categorias principais: pré-

tratamentos físicos, químicos e biológicos, além de múltiplas combinações entre eles 

(TAHERZADEH e KARIMI, 2007).  A escolha do tipo de pré-tratamento não é trivial e 

deve considerar os padrões de liberação de açúcares e as concentrações de sólidos 

necessários para cada pré-tratamento, associado com a sua compatibilidade com o 

processo geral, a matéria-prima, e as enzimas a serem utilizadas (SZCZODRAK e 

FIEDUREK, 1996). 



32 

 

 

 

As técnicas de pré-tratamento mais estudadas e usadas até o momento são as de 

pré-tratamento químico, cujo objetivo principal é melhorar a biodegradabilidade da 

celulose através da remoção de lignina e/ou das hemiceluloses, diminuir o grau de 

polimerização e a cristalinidade da matriz de celulose (YANG e WYMAN, 2008); ditas 

técnicas compreendem o uso de agentes químicos como bases, ácidos e solventes 

orgânicos.    

Entre os vários tipos de pré-tratamento existentes, os pré-tratamentos hidrotérmico 

e organossolve serão abordados com maior detalhe, uma vez que foram as técnicas 

aplicadas para pré-tratar o bagaço de cana-de-açúcar empregado como substrato das 

análises desse trabalho. 

 

2.2.1.1 Pré-tratamento hidrotérmico 

No pré-tratamento hidrotérmico também chamado de autocatalítico, a biomassa 

lignocelulósica é submetida à alta temperatura (160-240 ºC) e pressão, para manter a 

água no estado líquido, com o objetivo de provocar alterações na estrutura da matriz 

lignocelulósica. Solubiliza principalmente as hemiceluloses, tornando a celulose mais 

acessível e minimizando a formação de inibidores. É um tratamento que não requer 

descompressão rápida e não utiliza catalisadores ou agentes químicos (HENDRIKS e 

ZEEMAN, 2009;  MENON e RAO, 2012), sendo por isso um tratamento atraente 

(TAHERZADEH e KARIMI, 2007). Não é necessária a redução de tamanho da 

biomassa e exibe baixo custo na construção do reator em virtude do baixo potencial de 

corrosão (ALVIRA et al., 2010).  Estudos têm mostrado que o pré-tratamento 

hidrotérmico remove até 80% das hemiceluloses e melhora a digestibilidade enzimática 

de biomassas como palha de milho (MENON e RAO, 2012), bagaço de cana (MOSIER, 

N. et al., 2005) e palha de trigo (LASER et al., 2002).   
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2.2.1.2 Pré-tratamento organossolve 

No processo organossolve, os materiais lignocelulósicos são tratados com 

solventes orgânicos ou soluções aquosas (incluindo metanol, etanol, acetona, 

etilenoglicol, álcool tetra-hidrofurfurílico, entre outros) a temperaturas entre 100 - 250 

ºC, a fim de solubilizar a lignina e parte das hemiceluloses, proporcionando celulose 

apropriada para posterior hidrólise enzimática (PÉREZ et al., 2002).  Comparando com 

outros pré-tratamentos químicos, a principal vantagem do processo organossolve é a 

recuperação de lignina relativamente pura como um subproduto (TAHERZADEH e 

KARIMI, 2007).   

Segundo ZHAO et al. (2009), a remoção dos solventes do sistema através de 

métodos de separação e extração, tais como evaporação e condensação, é necessária, 

já que estes podem ser inibidores durante a hidrólise enzimática e a fermentação. Além 

disso,  para reduzir custos operacionais, existe a necessidade de reciclo destes.   Os 

solventes mais empregados no processo organossolve são o etanol e o metanol, devido 

ao baixo custo e fácil recuperação (SUN e CHENG, 2002). 

 

2.2.2 Hidrólise da biomassa lignocelulósica 

Antes da fermentação, os polissacarídeos presentes em materiais lignocelulósicos 

precisam ser convertidos em açúcares simples, através de um processo chamado 

hidrólise (ZHAO et al., 2009).  A hidrólise está classificada em dois grupos: hidrólise 

química (hidrólise ácida diluída e concentrada) e hidrólise enzimática (TAHERZADEH e 

KARIMI, 2007).  A partir da hidrólise de biomassa lignocelulósica, podem ser originados 

numerosos compostos de valor agregado e produtos de degradação, como mostrado na 

Figura 2.7. 
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Figura 2.7: Principais compostos de valor agregado e produtos de degradação gerados 

durante a hidrólise de materiais lignocelulósicos (adaptada de BALAT, 2011). 

 

 

2.2.2.1 Hidrólise enzimática 

A hidrólise enzimática é uma alternativa ambientalmente amigável que envolve o 

uso de enzimas celulolíticas que transformam a matriz dos materiais lignocelulósicos 

em açúcares fermentescíveis (DEMIRBAS, 2007). Embora seja um processo muito 

lento, visto que é dificultada pelos parâmetros estruturais do substrato (KESHWANI e 

CHENG, 2009), a hidrólise enzimática é vantajosa em relação à hidrólise química, 

devido à sua elevada eficiência de conversão, menor formação de subprodutos, uso de 

condições moderadas e não corrosivas de operação, e aos baixos requerimentos 

energéticos (PAN et al., 2006). 

As reações enzimáticas são afetadas ou influenciadas por numerosos fatores que 

minimizam o funcionamento das enzimas, portanto estendendo o tempo requerido para 
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completar a hidrólise, esses fatores estão classificados em dois grupos: os fatores 

relacionados à enzima e fatores relacionados ao substrato. 

Dentre os fatores relacionados às enzimas estão a alta carga enzimática 

necessária (ANDERSEN, 2007;  BON e FERRARA, 2007), os mecanismos de catálise 

enzimática (KHANAL et al., 2010;  SATTLER et al., 1989;  ZHANG e LYND, 2004), 

adsorção (BOUSSAID e SADDLER, 1999;  LASER et al., 2002;  RABINOVICH et al., 

2002;  VAN DYK e PLETSCHKE, 2012), inibição por produto final (ANDRIĆ et al., 

2010b;  HOLTZAPPLE et al., 1990;  LYND et al., 2002), desativação mecânica e 

térmica (BANSAL et al., 2009;  KAYA et al., 1994;  RABELO, 2010), entre outros. 

Os fatores associados ao substrato são: teor de hemiceluloses e lignina (CHANG,  

e HOLTZAPPLE, 2000;  GAN et al., 2003;  JØRGENSEN et al., 2007), cristalinidade da 

celulose (ANDERSEN, 2007;  MANSFIELD et al., 1999;  ZHANG e LYND, 2004), 

alterações no grau de polimerização (ALVIRA et al., 2010;  CHANG e HOLTZAPPLE,  

2000;  MANSFIELD et al., 1999) e mudanças na área superficial (FAN  e LEE, 1983;  

SUN e CHENG, 2002;  ZHANG e LYND, 2004). 

 

2.3 Hidrólise enzimática  

A hidrólise enzimática dos materiais lignocelulósicos é uma reação de várias 

etapas que ocorre em um sistema heterogêneo, no qual a matriz lignocelulósica é 

fragmentada através da ação sinérgica de um complexo celulolítico chamado celulase 

(CHANG e HOLTZAPPLE, 2000).   

A celulase é um complexo multi-enzimático que consiste em uma mistura de três 

sistemas de enzimas diferentes: endo-β-1,4-glicosidases (EG), exo-β-1,4-glicosidases 

ou celobiohidrolases (CHB) e  β-1,4-glicosidases (BGL) (ZHANG  e LYND, 2004); essas 

enzimas são produzidas por vários microrganismos, geralmente por bactérias como 

Clostridium, Cellulomonas, Bacillus, Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes, 
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Erwinia, Acetovibrio, Microbispora e Streptomyces (KHANAL et al., 2010) e fungos 

como Trichoderma, Aspergillus, Schizophyllum e Penicilium (SUN e CHENG, 2002). 

Inicialmente, a enzima endoglicanase (EG) atua aleatoriamente cortando as 

ligações β-1,4-glicosídicas acessíveis da região amorfa da celulose, produzindo novos 

terminais na cadeia e oligômeros cada vez mais curtos, sendo responsável pela 

diminuição e solubilização dos polissacarídeos (MANI et al., 2002). Posteriormente, as 

extremidades redutoras ou não redutoras da cadeia de celulose (predominantemente 

nas regiões cristalinas) e alguns oligômeros são clivados progressivamente pelas 

exoglicosidases (também chamadas de celobiohidrolases, CBH) para produzir 

celobiose solúvel e por último, a β-glicosidase completa o processo catalisando a 

hidrólise de celobiose e oligossacarídeos mais curtos em glicose (LYND et al., 2002;  

ZHANG et al., 2006).  A Figura 2.8 ilustra a ação dos complexos celulolíticos sobre as 

diferentes regiões da matriz lignocelulósica. 

 

Figura 2.8: Esquema representativo do mecanismo de ação das enzimas celulolíticas 

na hidrólise de materiais lignocelulósicos (adaptada de KHANAL et al., 2010) 
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2.3.1 O complexo celulolítco de Trichoderma reesei 

Os estudos realizados nas enzimas celulolíticas produzidas por Trichoderma 

reesei tem fornecido grande parte do conhecimento sobre a hidrólise enzimática de 

celulose (TEERI, 1997).  Esse complexo enzimático tem sido estudado principalmente 

na degradação de materiais lignocelulósicos, visando a produção de etanol.  As 

enzimas secretadas por Trichoderma reesei compreendem cinco endoglicosidases 

diferentes, dois tipos de exoglicosidases, assim como várias xilanases e pelo menos 

uma enzima β-xilosidase, e também contém atividade da β-glicosidase, embora grande 

parte desta enzima encontre-se fixada aos micélios e não seja recuperada durante a 

produção industrial de celulase (ANDRIĆ et al., 2010b). Por isso, recomenda-se a 

suplementação exógena de β-glicosidase para aumentar a atividade da mesma na 

hidrólise enzimática. Geralmente, essa suplementação é realizada pela adição de uma 

preparação de enzima β-glicosidase de Aspergillus niger (ANDRIĆ et al., 2010a;  

JØRGENSEN et al., 2007;  ROSGAARD et al., 2007). 

 

2.3.2 Inibição das enzimas celulolíticas  

A hidrólise enzimática da biomassa lignocelulósica é inibida pelo substrato e 

pelos próprios produtos da reação, o que diminui significativamente a velocidade de 

reação, representando um impedimento para alcançar uma eficiente degradação da 

celulose e altos rendimentos de glicose no processo de produção de etanol a partir de 

materiais lignocelulósicos (GAN et al., 2003;  GUSAKOV, A. V. et al., 1987;  XIAO et al., 

2004). 



38 

 

 

 

A atividade enzimática das celulases de Trichoderma reesei e β-glicosidase de 

Aspergillus niger são inibidas pelos produtos da reação hidrolítica de substratos 

lignocelulósicos: celobiose e glicose.  A celobiose, produto da ação da exoglicosidase 

(CHB) e parcialmente da endoglicanase (EG), inibe diretamente ambas as enzimas 

CBH e EG (ANDRIĆ et al., 2010a) (Figura 2.9 trajetória 5), e a glicose inibe a atividade 

enzimática da β-glicosidase (BG), o que resulta em acúmulo de celobiose, causando 

inibição indireta nas enzimas exo e endoglicosidases (DEKKER, 1986;  GRUNO et al., 

2004;  HOLTZAPPLE, et al., 1990) (Figura 2.9 trajetória 4).  Por outro lado, a celulose e 

a celobiose provocam inibição por substrato sobre a atividade das enzimas 

endoglicosidases e celobiohidrolases, e β-glicosidases, respectivamente (VÄLJAMÄE et 

al., 2001) (Figura 2.9 trajetórias 6 e 7).  

Em alguns casos, a enzima β-glicosidase catalisa uma reação inversa em que as 

moléculas de glicose ou celobiose, através de transglicosilação, podem produzir 

diferentes oligossacarídeos (ANDRIĆ et al., 2010a) (Figura 2.9 trajetórias 8 e 9).  

 

Figura 2.9: Esquema das principais vias cinéticas e interações em relação à 

inibição por produto das enzimas celulolíticas:      reações principais (1,2);      inibição 

por produto (3,4,5);      inibição por substrato (6,7);        transglicosilação (8,9).  EG: 

endoglicosidase, CBH: celobiohidrolase ou exoglicosidase, βG: β-glicosidase (ANDRIĆ 

et al., 2010b).  
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2.3.2.1 Tipos de inibição enzimática 

Em alguns casos, o substrato ou o produto das reações enzimáticas, quando 

presentes em concentrações suficientemente elevadas, podem agir como um inibidor. 

Esta ação inibitória sobre a enzima pode ser reversível e irreversível (ANDRIĆ et al., 

2010a).   

A inibição reversível pode ser de vários tipos:   

 a inibição competitiva, na qual o substrato (S) e o inibidor (I) competem pela 

ligação ao mesmo sítio ativo da enzima;   

 a inibição acompetitiva, na qual o inibidor (I) liga-se ao complexo 

enzima/substrato (ES) em um local diferente do sítio ativo; 

 a inibição mista, na qual o inibidor (I) interage com a enzima livre e com o 

complexo ES em um local diferente do sítio ativo; a ligação do inibidor (I) ou 

do substrato (S) afeta a afinidade de ligação da enzima pelo outro e vice-

versa, 

 a inibição não-competitiva é um caso especial da inibição mista, na qual o 

inibidor (I) liga-se ao mesmo tempo tanto à enzima (E) quanto ao complexo 
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ES em um local diferente ao sítio ativo. O inibidor (I) pode também se ligar 

à enzima quando o substrato não está ligado,  

A inibição por substrato é o resultado da interação entre o complexo enzima-

substrato (ES) e o substrato (MARANGONI, 2003); em outras palavras, duas moléculas 

de substrato (S) se ligam ao local ativo da enzima para formar um complexo (ESS) não 

produtivo (ANDRIĆ et al., 2010b), o qual sugere que a alta concentração de substrato 

inibe sua própria conversão na reação enzimática.  Na Tabela 2.1 observa-se um 

resumo dos mecanismos dos tipos de inibição mais comuns. 

Segundo ANDRIĆ et al. (2010b);  FULLBROOK (1996) e  MARANGONI (2003), 

considerando regimes de inibição simples e uma cinética clássica de Michaelis-Menten, 

têm sido propostos pelo menos oito tipos de inibição reversível para celulases: (i) 

competitiva, (ii) acompetitiva, (iii) não-competitiva, (iv) mista, (v) parcial, (vi) por 

substrato, (vii) por produto e (viii) alostérica.   

 

Tabela 2.1: Resumo dos principais mecanismos de inibição nas reações enzimáticas. 

(S) substrato, (E) enzima, (P) produto e (I) inibidor (adaptada de FULLBROOK (1996)). 

Tipo de inibição Mecanismo 

        

  Nenhuma  E + S  ⇌  ES → E + P 

  Competitiva E + I  ⇌  EI 

  Acompetitiva ES +  I  ⇌  ESI 

  Mista/não 
competitiva 

E + I  ⇌  EI 

ES +  I  ⇌  ESI 

EI + S  ⇌  ESI 
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  Substrato ES + S ⇌  SES 

        

 

2.3.2.2 Cinética de inibição das reações enzimáticas 

A cinética de reações catalisadas por enzimas estuda principalmente a 

velocidade de reação e permite esclarecer o mecanismo de reação da enzima, o efeito 

causado pela variação das condições da reação sobre dita velocidade, e de que 

maneira a atividade enzimática pode ser ativada ou inibida por certas moléculas. 

 Interpretar e entender a cinética de inibição da hidrólise enzimática de materiais 

lignocelulósicos é importante para o melhoramento da velocidade e rendimento da 

reação. O custo do processo de produção de glicose pode ser reduzido, maximizando o 

desempenho das enzimas e eliminando ou aliviando as fontes de inibição.  A previsão e 

estimativa precisam de parâmetros cinéticos como a velocidade de reação.  Também é 

útil na otimização de projeto dos reatores, nos quais o processo é realizado (ANDRIĆ et 

al., 2010b).  Portanto, a descrição da cinética e a ação das enzimas celulolíticas em 

substratos insolúveis e lignocelulósicos é o objeto de muitas pesquisas e numerosos 

modelos e mecanismos têm sido propostos (AL-ZUHAIR et al., 2007;  GAN et al., 2003;  

MIAO et al., 2012;  ZHANG e LYND, 2004), os quais geralmente estão baseados no 

modelo cinético de Michaelis-Menten ou modificações deste (KADAM et al., 2004). 

 

2.3.2.1 Curvas de progresso e determinação de velocidade inicial 

Para determinar velocidades de reação, é preciso construir curvas de progresso,  

as quais ilustram as mudanças de substrato ou do produto em função do tempo, nas 

quais a velocidade de reação corresponde à inclinação instantânea da curva (Figura 
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2.10). Contudo, a velocidade de reação (a inclinação ou coeficiente angular da curva) 

diminui no decorrer do tempo devido a causas como (ANDRIĆ et al., 2010b):  

1. A enzima torna-se instável no transcurso da reação; 

2. O grau de saturação da enzima pelo substrato decresce à medida que o 

substrato é consumido; 

3. A reação inversa se torna mais eminente conforme o produto se acumula; 

4. Os produtos da reação inibem a atividade da enzima. 

Devido às razões mencionadas, as curvas de progresso de reações catalisadas 

por enzimas não se ajustam a modelos de reações químicas homogêneas e, portanto, é 

necessária uma abordagem diferente, como o uso de velocidades iniciais como medida 

em vez das velocidades de reação (MARANGONI, 2003). 

Para o desenvolvimento do método de velocidades iniciais, as seguintes 

considerações durante a fase inicial de uma reação enzimática são feitas: a conversão 

de substrato em produto é pequena, pelo qual pode ser considerada constante e igual à 

concentração de substrato inicial ([S0] ≈ [St]).  Da mesma forma, muito pouco produto é  
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Figura 2.10: Curva de progresso de uma reação.  Mudança da concentração de 

substrato (S) ou produto (P) em função do tempo.  Adaptada de MARANGONI, (2003). 

 

acumulado ([Pt] ≈ 0) e portanto, a reação inversa e qualquer possível efeito inibidor 

sobre a atividade da enzima podem ser desprezados.  Além disso, considera-se que a 

enzima permanece estável durante o começo da reação.   

A fim de obter a velocidade inicial de uma reação, uma tangente à curva de 

progresso é construída tão próxima quanto possível da sua origem, na qual o 

coeficiente angular (velocidade inicial) é obtido através de regressão linear, como se 

ilustra na Figura 2.11.  Essa taxa ou velocidade de reação medida é representativa para 

uma determinada concentração de substrato [S0], principalmente a baixos valores de 

concentração, nos quais as velocidades de reação são de primeira ordem com respeito 

a [S0].  Na prática, uma conversão entre 5 a 10% do substrato pode ser tolerada 

durante o tempo de realização dos ensaios para medir [P] com a finalidade de 

determinar a velocidade inicial de reação, já que os erros causados pela variação 

experimental podem exceder qualquer erro sistemático provocado pelo grau de 

consumo de [S0] durante o período do ensaio (MARANGONI, 2003).   
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Figura 2.11: Curva de progresso de uma reação enzimática e estimativa de velocidade 

inicial (adaptada de MARANGONI, 2003). 

 

2.3.2.2 Modelo de catálise em estado estacionário: Michaelis-Menten 

As reações enzimáticas usualmente são modeladas como um processo de duas 

etapas: o substrato (S) se liga à enzima (E) formando um complexo enzima-substrato 

(ES), seguido por uma separação irreversível do complexo enzima-substrato para 

liberar a enzima e  produto (P) (MARANGONI, 2003): 

                                                                                       (2.1) 

O mecanismo de Michaelis-Menten descreve a dependência da velocidade inicial 

de reações catalisadas por enzimas conforme a concentração de substrato a partir da 

seguinte expressão: 

                                 v =
Vmax[S]
Km+[S]                                                      (2.2) 

Sendo: 
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Km: constante de dissociação do complexo ES,  corresponde à concentração na 

qual a velocidade de reação é a metade da Vmax.  É uma medida da afinidade da 

enzima pelo substrato; assim, quanto menor for o seu valor, maior a afinidade. Depende 

do tipo de substrato e condições do sistema de estudo como pH, temperatura, 

polaridade entre outros. 

 Vmax: Velocidade máxima,  representa a velocidade máxima atingível, ou seja é a 

velocidade na qual a concentração total de enzima está presente na forma de complexo 

ES. 

Este modelo em estado estacionário considera as seguintes suposições: 

4. Uma vez que a ligação entre a enzima e o substrato ocorre, a concentração 

do complexo ES permanece constante no tempo e desta forma assume-se 

aproximação de estado estacionário. 

5. A concentração do substrato permanece constante durante o curso da 

reação ([S0] ≈ [St]). Isto em parte é devido ao fato de que as velocidades iniciais 

são usadas e que [S0] >>>[ET]. 

6. A conversão de produto em substrato é desprezível, uma vez que pouco 

produto foi acumulado durante o tempo da reação. 

A curva que representa a relação da velocidade com respeito ao  substrato possui 

a forma de uma hipérbole retangular como mostra a Figura 2.11.  Em baixas 

concentrações de substrato, a velocidade ou taxa de reação é proporcional à 

concentração do substrato; nessa região a reação enzimática é de primeira ordem  com 

respeito à concentração do substrato (Figura 2.11).  Nesse caso, no qual [S] <<< Km, a 

Equação (2.2) será reduzida a:  
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                                    v =
Vmax

Km
                                      (2.3) 

 

Em altas concentrações de substrato a velocidade de reação permanece 

aproximadamente constante e insensível às mudanças da concentração de substrato.  

Nessa região a reação enzimática é de ordem zero com respeito ao substrato (ver 

figura 2-11).  Para este caso, no qual [S] >>> Km, a equação (2-3) será reduzida a:  

 

                                                    V = Vmax                                           (2-4)             
Figura 2.12: Gráfico de velocidade inicial versus concentração de substrato para uma 

reação catalisada por enzimas.  A velocidade de reação é dependente da concentração 

de substrato na região de primeira ordem e independente da região de ordem zero 

adaptada de MARANGONI, (2003). 

 

 

A equação de velocidade inicial de Michaelis-Menten pode ser modificada para 

incluir a inibição por produto e/ou substrato. Neste caso, os parâmetros cinéticos (Km e 
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Vmax) são afetados de forma específica dependendo do tipo de inibição.  As Tabelas 2.2 

e 2.3 mostram o efeito dos tipos de inibição na equação de velocidade de Michaelis-

Menten e nos parâmetros cinéticos, respectivamente. 

Tabela 2.2:  Efeito dos tipos de inibição na equação de velocidade de Michaelis-

Menten.  KI: constante de dissociação do complexo EI e K’i constante de dissociação do 

complexo enzima-substrato inibidor. Ki é uma medida da afinidade da enzima pelo 

inibidor, desta forma, quanto menor for o seu valor maior a afinidade (adaptada de 

MARANGONI (2003)). 

 

Tipo de inibição Equação de velocidade Km 
aparente 

Vmax 

aparente 

Nenhuma v =
Vmax[S]
Km+[S] Km Vmax 

Competitiva 
v =

Vmax[S]
Km (1+ [I]

Ki
) +[S]   

 

Km (1+
[I]
Ki

) Vmax 

Acompetitiva v = (Vmax[S]
Km+[S]) Ki

Ki+[S] Km(1+ [I]
Ki

) 
Vmax(1+ [I]

Ki
) 

Mista v =
Vmax[S](1+ [I]

Ki
) Km+ (1+ [I]

Ki
,) [S] Km

(1+ [I]
Ki

)(1+ [I]
Ki

,) 

Vmax(1+ [I]
Ki

,) 

Não-competitiva 
v =

Vmax[S](1+ [I]
Ki

)(Km+[S])
 

Km 

Vmax(1+ [I]
Ki

) 
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Tabela 2.3: Resumo do efeito de inibidores reversíveis nos parâmetros cinéticos Vmax e 

Km. α e β estão definidas como  𝜶 = 𝟏 + [𝑰]𝑲𝒊     e   𝜷 = 𝟏 + [𝑰]𝜹𝑲𝒊    sendo δ=1 e β=α para 

um inibidor não-competitivo. Adaptada de GARRETT  e GRISHAM, (1995). 

 

 

 

Tipo de inibição 
Parâmetro cinético 

Vmax Km 
        

  Competitiva Sem efeito → Vmax Aumenta →αKm 

  Acompetitiva Decresce →Vmax/α Decresce → Km/α 

  Mista Decresce →Vmax/β Aumenta→(α/β)Km 

  Não-competitiva Decresce →Vmax/α Sem efeito → Km 

        
 

 

2.3.2.3 Métodos de determinação dos parâmetros cinéticos da equação de 

velocidade 

A equação de velocidade de uma reação enzimática é definida quando seus 

parâmetros cinéticos são determinados.  Por exemplo, a equação de Michaelis-Menten 

com Vmax e Km genéricos representa uma família de hipérboles retangulares, mas 

quando os valores dos parâmetros são determinados, referem-se a uma curva particular 

definida por Vmax e Km.  A estimativa dos parâmetros cinéticos é indispensável para o 

conhecimento do mecanismo de reação, assim como o entendimento desta, uma vez 

que os parâmetros têm significados físicos importantes (MARANGONI, 2003).  Portanto, 

é necessário recorrer a métodos que permitam uma estimativa eficaz de ditos 
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parâmetros cinéticos de reações enzimáticas, como a hidrólise de materiais 

lignocelulósicos. 

As técnicas disponíveis para a abordagem e estudo da cinética de uma reação 

enzimática fornecem dados experimentais que necessitam uma adequada metodologia 

de análise para maior aproveitamento.  Os métodos para a determinação de parâmetros 

cinéticos estão divididos em três grupos: 

 Método analítico: consiste na determinação dos parâmetros a partir de dois 

pares de medidas experimentais  (v1 e S1) e (v2 e S2), dado que a equação 

de Michaelis-Menten tem dois parâmetros  e, por conseguinte, bastam dois 

pontos da curva v versus S para sua determinação.  No entanto, as 

estimativas de Vmax e Km através desse método, são muito imprecisas 

devido a que os valores de v sempre possuem erros experimentais 

embutidos, apesar de que os valores de [S] podem ser assumidos isentos 

de erro. 

 Métodos gráficos: esses métodos também permitem a estimativa dos 

parâmetros cinéticos, todavia, em presença de erros experimentais, levam 

à determinação pouco precisa dos parâmetros.  Devido a isso e às 

facilidades computacionais disponíveis hoje em dia, esses métodos estão 

entrando em desuso para a determinação de parâmetros.  Contudo, alguns  

ainda são considerados para a identificação dos mecanismos cinéticos.   

Dentre os métodos gráficos estão: 

 O método direto, o qual está baseado na determinação da 

velocidade máxima mediante extrapolação da curva de velocidade  

(Figura 2.12) quando [S] tende a infinito e, posteriormente, o Km é 

estimado sobre o eixo das abscissas [S], correspondendo à 
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velocidade igual à metade da Vmax.  Por causa da dificuldade na 

determinação do valor assintótico de Vmax, além da consideração dos 

erros experimentais, a estimação de parâmetros através desse 

método é muito grosseira. 

 Os métodos que utilizam transformações de variáveis, linearizando a 

equação de Michaelis-Menten. Dentre os métodos mais conhecidos 

estão: o método Lineweaver-Burk, o método Eadie-Hofstee, o 

método Hanes-Woolf e o método Eadie-Scatchard (PINTO, 2009). 

O método gráfico mais utilizado na determinação de parâmetros cinéticos é o de 

Lineweaver-Burk ou também conhecido como método do duplo recíproco, o qual adota 

os valores inversos de ambos os lados da equação de Michaelis-Menten, resultando em 

uma equação de linha reta, na qual as interceptações com os eixos das ordenadas e 

abscissas representam 1/Vmax e -1/Km, respectivamente.   

Assim, a relação entre 1/V e 1/[S] está dada pela seguinte expressão: 

                                  1V  =
1

Vmax
∙

1[S] +
1

Vmax
                                (2.5) 

 

Este método tem a desvantagem de condensar os pontos de alta concentração de 

substrato em uma pequena região e enfatizar os pontos de menor concentração, que 

são muitas vezes os menos precisos já que têm a maior percentagem de erro (PINTO, 

2009).   

Atualmente, o uso mais importante desse método é o auxilio  na determinação dos 

diferentes mecanismos cinéticos de inibição.  A Tabela 2.4 mostra um resumo da 

aparência do gráfico duplo recíproco para cada tipo de inibição. 
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Tabela 2.4: Gráfico duplo recíproco para cada tipo de inibição. 

Tipo de inibição Gráfico Lineweaver-Burk 

        

  Nenhuma 

 

    Competitiva 
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    Acompetitiva 

  

    Não-
competitiva 

  

    Mista 
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Além de não serem muito precisos, quando aplicados a equações com mais de 

dois parâmetros cinéticos (por exemplo, as equações de velocidade em presença de 

inibidor), os métodos gráficos possuem  a desvantagem de  não permitir uma estimativa 

dos parâmetros cinéticos, considerando todos os dados experimentais 

simultaneamente, isto é, não ajustam o modelo como um todo (LINEWEAVER e BURK, 

1934). 

 Métodos de otimização: são técnicas matemáticas que procuram encontrar 

o melhor ajuste para um conjunto de dados experimentais, usualmente 

através de análises de regressão, a fim de analisar e inferir a relação 

existente entre uma variável dependente ou variável resposta (neste caso, a 

velocidade de reação V) com as ou a variável independente (concentração 

de substrato [S] e de inibidor [I], quando for o caso).  Atualmente, existem 

programas computacionais que utilizam essas técnicas, alguns dos quais 

foram desenvolvidos especialmente para estudos de cinética enzimática, 

permitindo obter estimativas mais exatas e precisas dos parâmetros 

cinéticos (PINTO, 2009). 

 

2.4 Trabalhos publicados sobre a inibição em enzimas 

celulolíticas 

Ao analisar os dados disponíveis na literatura sobre inibição por produto exercidos 

pela glicose e celobiose em hidrólise de materiais lignocelulósicos catalisados por 

sistemas enzimáticos procedentes de fungos, os mecanismos de inibição que mais têm 
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sido propostos são a inibição competitiva e não competitiva, e em alguns casos, 

acompetitiva, em conformidade com a cinética de Michaelis-Menten.   Os estudos de 

inibição nas enzimas celulolíticas têm-se focado em: a) determinação dos mecanismos 

e constantes de inibição em reações com conversão mínima (entre 5 -10%), a fim de 

medir velocidades iniciais de reação e em reações de conversão completa  e/ou b) 

análise do efeito inibitório da suplementação do produto (celobiose ou glicose, 

dependendo do caso de  estudo) durante reações de conversão completa.  

 Contudo, a comparação quantitativa dos efeitos causados pela inibição da 

celobiose e glicose em enzimas celulolíticas não é simples, visto que os estudos 

realizados empregam condições experimentais muito diferentes e, além disso, os 

resultados são reportados em uma ampla variedade de unidades (PINTO, 2009). 

 

2.4.1 Inibição da enzima β-glicosidase por glicose 

A inibição causada pela glicose em β-glicosidases de origem fúngica tem sido 

descrita  principalmente através do mecanismo de inibição competitiva, todavia outros 

tipos de inibição, como a inibição acompetitiva e a inibição mista têm sido propostos ( 

Tabela 2.5).  

 Segundo ANDRIĆ et al. (2010a) e ANDRIĆ et al. (2010b), a inibição competitiva 

exercida pela glicose na β-glicosidase pode, de fato, ser o mecanismo de inibição mais 

plausível à exceção de alguns casos (Tabela 2.5), dado que a celobiose, além de ser 

um substrato solúvel, tem sua hidrólise catalisada pela enzima β-glicosidase através de 

um ataque simples (direto) em comparação com a ação complexa das endoglicanases 

e celobiohidrolases sobre substratos celulósicos insolúveis e heterogêneos. 

Os valores da constante de inibição Ki reportados para a inibição por glicose na 

atividade enzimática da β-glicosidase variam entre 0,1 a 0,8 g/L e não possuem 

diferenças muito específicas em relação à fonte da enzima.  A atividade da β-
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glicosidase de Trichoderma reesei  tende a ser mais suscetível à inibição pela glicose 

que a atividade das β-glicosidases de Aspergillus niger e Trichoderma viride.  

Entretanto, como a atividade presente no complexo celulase ou no suplemento externo 

de β-glicosidase pode variar amplamente, esta tendência não está estabelecida 

(GROUS et al., 1985). 

2.4.2 Inibição da enzima celulase por glicose 

Os diferentes estudos realizados, conforme mostra a Tabela 2.5, demonstram que 

a inibição causada pela glicose na enzima celulase varia consideravelmente (valores de 

Ki entre 0,1-319 g/L) dependendo das condições do estudo, isto é, diferentes tipos de 

substrato em diferentes concentrações, diferentes razões enzima/substrato, diferentes 

concentrações de glicose, assim como diferentes condições experimentais.  Como pode 

ser observado nas Tabelas  2.5 e 2.6, as celulases de Trichoderma viride parecem mais 

susceptíveis à inibição por glicose do que as celulases de Trichoderma reesei, apesar 

de que inferências definitivas não podem ser feitas devido aos fatores anteriormente 

mencionados (ANDRIĆ et al., 2010b).  

http://www.sinonimos.com.br/suscetivel/
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Tabela 2.5: Resumo das constantes de inibição por glicose e mecanismos de inibição em enzimas celulase e β-

glucosidases (os dados para celulose são para os casos sem adição de β-glucosidase). CMC: carboximetilcelulose; 

pNPβG: p-nitrofenil-β-D-glucósido (adaptada de ANDRIĆ et al. (2010b)). 

Fonte da enzima Ki (g/L) Substrato  Tipo de inibição  Referência 

        
  Celulase       
  T. reesei 53 α-Celulose Não-competitiva  ANDRIĆ et al., (2010b)* 
  T. reesei 319 Celulose tingida Não-competitiva  PHILIPPIDIS et al., (1993)* 
  T. reesei 6 Solca Floc Competitiva  HOLTZAPPLE et al., (1990)* 
  T. reesei - Solca Floc Acompetitiva ASENJO (1983)* 
  T. reesei 12 α-Celulose Não-competitiva  FAN  e LEE (1983) 
  T. viride >93 Celulose  Não-competitiva            OH et al., (2000)* 
  T. viride 0,09-0,13 Algodão têxtil / polpa sulfatada Acompetitiva GUSAKOV et al.,(1992)* 
  T. viride 0,6 Algodão têxtil / polpa sulfatada Competitiva  BELTRAME et al., (1984)* 
  T. longibrachiatum 13 Celulose  Competitiva  BELTRAME et al., (1984)* 
  Trichoderma 69 - Não-competitiva  GUSAKOV et al., (1985)* 
  A. Niger - CMC Não-competitiva  TOLAN  e FOODY (1999)* 
  Thermomonospora 146 Celulose tingida Não-competitiva  AL-ZUHAIR et al., (2007)* 

  N/A - Celulose  Competitiva  
HOLTZAPPLE, M. T. et al. (1984)
MOSIER et al.,(1999)* 

  N/A - Oligômeros insolúveis  Competitiva  MOSIER et al.,(1999)* 
  N/A 0,1 Palha de milho Competitiva  MOSIER et al.,(1999)* 
        
  β-glicosidase        
  T. reesei 0,6 Celobiose Competitiva  KADAM et al., (2004)* 
  T. reesei 0,1 Celobiose Competitiva  PHILIPPIDIS et al., (1993)* 
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  T. reesei 0,07 Celobiose Mista ASENJO, (1983)* 
  T. reesei 0,05-6 Celobiose Competitiva  WALD et al., (1984) 
  T. viride  0,2-0,8 Celobiose Mista GROUS et al., (1985)* 
  T. viride 0,4 Celobiose Competitiva  GONG et al., (1977)* 
  T. viride 0,4 Celobiose Não-competitiva  GUSAKO et al., (1992)* 
  T. longibrachiatum 0,06 - Competitiva  HONG et al., (1981)* 
  T. harzianum 0,2-0,3 pNPβG Competitiva  TOLAN e FOODY, (1999)* 

  A. niger 0,5 pNPβG 
Parcialmente 
competitiva 

YUN et al., (2001)* 

  A. niger 0,4 pNPβG Competitiva  DEKKER, (1986)* 
  A. niger 0,6 Celobiose Competitiva  NOBLE et al., (1990)* 
  A. niger 0,3 Celobiose Não-competitiva  BELTRAME et al., (1984)* 
  A. niger 0,24 - Competitiva  OH et al., (2000)* 
  A. niger 0,1-0,5 Celobiose Competitiva  TOLAN e FOODY, (1999)* 
  A. niger 0,004-0,3 Celobiose Mista GROUS et al., (1985)* 
  A. Foetidus  0,3 Celobiose - ALFANI et al., (1990)* 
  A. Foetidus 94 pNPβG - GUSAKOV, A. V. et al., (1992)* 
  5 Aspergillus strains 0,2-1,7 pNPβG - DECKER et al., (2000)* 
  Candida peltata 252 pNPβG Competitiva  DECKER et al., (2000)* 
  Várias fontes 2,6-4 Celobiose Não-competitiva  SAHA  e BOTHAST, (1996)* 
  0,1-5 Celobiose Competitiva  NOBLE et al., (1990)* 
  Microbial enzymes 0,1-1,4 - Competitiva  NOBLE et al., (1990)* 
  Microbial enzymes 0,1-2,5 - - SAHA  e BOTHAST, (1996)* 
  N/A 1,3 Celobiose Competitiva  YUN et al., (2001)* 
  N/A 0,2 Celobiose Competitiva  FAN e LEE, (1983)* 
  N/A 3,9 Palha de milho Competitiva  FAN e LEE, (1983)* 
  N/A - Celobiose Competitiva  KADAM et al.,(2004) 
  N/A - Celobiose Não-competitiva  MOSIER et al., (1999)* 
        

*apud (MOSIER et al., 1999) 
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Segundo ANDRIĆ et al. (2010b), a inibição nas celulases é difícil de avaliar devido à 

atividade presente de β-glicosidase e à eficiência na conversão de celulose em glicose dos 

complexos celulolíticos, entre outros fatores. 

Apesar de que numerosos estudos de inibição têm sido efetuados com diferentes 

substratos celulósicos “puros”, existem poucos trabalhos nos quais se avalia a inibição em 

celulases em substratos lignocelulósicos pré-tratados à exceção dos realizados por GUSAKOV 

et al. (1992),  ANDRIĆ et al. (2010a) e KADAM et al. (2004).   

 

2.4.3 Inibição da enzima celulase por celobiose 

A maioria dos estudos de inibição por glicose em celulase também analisaram a 

inibição causada pela celobiose em diferentes sistemas celulolíticos, relatando que atua 

mediante mecanismos de inibição competitiva, mista e não competitiva,  com valores da 

constante de inibição Ki variando entre 0,01 e 54 g/L, como mostra a Tabela 2-7. 

Segundo WALD et al. (1984), nos dados disponíveis na literatura não existe uma 

tendência que indique que o efeito de inibição dependa do tipo de substrato hidrolisado 

e a ampla variação nos resultados obtidos pode também estar relacionada com as 

diferenças nos modelos empregados para a estimação dos parâmetros. 

A fim de avaliar a inibição por celobiose nas enzimas celulolíticas com presença  

de β-glicosidase, alguns trabalhos sugerem a supressão da atividade desta enzima 

mediante inibidores seletivos como glucono-δ-lactona, noijimiricyn, entre outros, para 

evitar a formação de glicose (ANDRIĆ et al., 2010b;  DEKKER, 1986;  HOLTZAPPLE et 

al., 1990). 
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Tabela 2.6: Resumo dos estudos que analisam o efeito da adição de glicose na hidrólise de materiais celulósicos e 

lignocelulósicos (adaptada de GUSAKOV et al.,1992). 

Fonte da enzima Substrato  
So    
(% 

m/v) 

Glicose 
adicionada     

(g/L) 

Tempo    
(h) 

Efeito de 
inibição    

(%) 
Referência 

              
  Celulase             
  T. reesei Celulose tingida 0,5 546 0,25 63-66 HOLTZAPPLE et al. (1990)* 
  T. reesei α-Celulose 6 20/80 0,02 20/60 PHILIPPIDIS et al. (1993)* 
  T. reesei Palha de arroz 10j 20 47 <5-7 WALD et al. (1984)* 
  T. reesei Solca Floc - 30 8 46 ASENJO (1983)* 
  T. reesei Solca Floc 5 10/30 8 10/44 LEE E FAN (1983) 
  T. reesei Avicel 2/10 20 0,5 55/35 XIAO et al. (2004)* 
  T. reesei α-Celulose 9 10/80 - 55/78 OH et al. (2000)* 
  T. longibrachiatum Celulose tingida 4 20 1 48/15/0 GUSAKOV et al. (1985)* 
  Thermomonospora  Celulose tingida 0,1-1 100/200 1 29/58 HOLTZAPPLE et al. (1984b)* 
  Thermomonospora fusca Swollen cellulose 2-4 200 4 60 FERCHAK E PYE (1983b)*        
  Clostridium thermocellum CMC 0,5 0,03 20 50 MOSOLOVA et al. (1993)* 
  Penicillium funiculosu Solca Floc 5 30 8 67 RAO et al. (1989)* 
  N/A Palha de milho 10 30/50 168 15/20 KADAM et al. (2004)* 
  Clostridium thermocellum Swollen cellulose 0,06 50 3 10 JOHNSON et al. (1982)* 
  Clostridium thermocellum Avicel microcristalina 0,06 60 18 35 JOHNSON et al. (1982)* 
            
Celulase e β-glicosidase           
  T. reesei/ A. Niger Solca Floc 10 50/100 4-24 23-18/60-37 TJERNELD et al. (1985)* 
  T. reesei/ A. Niger Palha de trigo 2 20/40 96 46/62 ANDRÍC et al. (2010)* 
  T. reesei/ A. Niger Sallow 10 25/50 72 16/38 FRENNESON et al. (1985)* 
            
β-glicosidase           
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  T. reesei Celobiose 1 3/20 0,02 75/95 PHILIPPIDIS et al. (1993)* 
  A. niger Celobiose 1 120 0,5 63 DECKER (1986)* 
  A. niger Celobiose 1 50/100 6 10/25 DECKER (1986)* 
  A. niger Celobiose 2/10 20/100 0,5 47/52 XIAO et al. (2004)* 
  A. niger PNPG 0,15 20 0,5 90 XIAO et al. (2004)* 
  A. niger Celobiose 1 10/20-45 - 75/100 OH et al. (2000)* 
  Thermomonospora fusca PNPG - 200 - 65 FERCHAK e PYE (1983a)* 
  Thermomonospora fusca Celobiose 1 150 4k,ac 30 FERCHAK e PYE (1983a)* 
  Candida peltata Celobiose 10 60 144k,bd ≈0 SAHA e BOTHAST (1996)* 
  15 cepas de levedura - - 300 - <50 SAHA e BOTHAST (1996)* 
              

*apud ANDRIC et al., (2010b) 
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Tabela 2.7: Resumo das constantes de inibição por celobiose e mecanismos de inibição em enzimas celulolíticas 

(adaptada de ANDRIĆ et al., 2010b). 

Fonte da enzima Ki (g/L) Substrato Tipo de inibição Referência 

          
  T. reesei 5,9 α-Celulose Não-competitiva  PHILIPPIDIS et al., (1993)* 
  T. reesei 54 Celulose tingida Não-competitiva  HOLTZAPPLE et al., (1990)* 
  T. reesei - Solca Floc Acompetitiva FAN e LEE (1983)* 
  T. reesei 6,0 α-Celulose Não-competitiva  OH et al., (2000)* 
  T. reesei 0,05 Palha de arroz Acompetitiva WALD et al., (1984)* 
  T. reesei 4/10 Celulose amorfa - GRUNO et al., (2004)* 
  T. reesei 0,5 Celulose bacteriana Geralmente mista GRUNO et al., (2004)* 
  T. reesei 0,01 Avicel Competitiva  BEZERRA e DIAS (2004)* 
  T. reesei 0,02 Avicel Competitiva  BEZERRA e DIAS (2005)* 
  T. reesei 0,01 Avicel Acompetitiva BEZERRA e DIAS (2005)* 
  T. reesei 2,3 Solca Floc Competitiva  ASENJO, (1983)* 
  T. viride  0,4 Polpa sulfatada Acompetitiva BELTRAME et al., (1984)* 
  T. viride  1,8 Polpa sulfatada Competitiva  BELTRAME et al., (1984)* 
  T. viride  3,6 Celolignina Acompetitiva GUSAKOV et al., (1992)* 
  T. viride  1,6 Solca Floc Não-competitiva  HOWELL e STUCK (1975)* 
  Trichoderma 3,3 - Não-competitiva  TOLAN e FOODY (1999)* 
  T. longibrachiatum 4,2 Celulose  Competitiva  GUSAKOV et al., (1985)* 
  A. Niger - CMC Não-competitiva  AL-ZUHAIR et al., (2007)* 
  Thermomonospora  11 Celulose tingida Não-competitiva  HOLTZAPPLE et al., (1984b)* 
  N/A 0,02 Palha de milho Competitiva  KADAM et al., (2004)* 
  N/A - Celulose  Competitiva  MOSIER et al., (1999)* 

        
         *apud ANDRIĆ et al. (2010b). 
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Dentro dos estudos de inibição por produto nos sistemas celulolíticos 

existem poucos que analisam a inibição causada pela xilose, a qual também é 

liberada em reações hidrolíticas de materiais lignocelulósicos, à exceção dos 

realizados por ANDRIĆ et al. (2010b) e MIAO et al. (2012), os quais 

encontraram que celulase é inibida competitivamente pela xilose.  Outros 

trabalhos têm apontado que a celulase também é inibida fortemente por xilo-

oligômeros e descreveram que a inibição atua de forma competitiva, sem 

embargo não determinaram os parâmetros cinéticos (KADAM et al., 2004;  

QING et al., 2010). 

 

2.4.4 Problemas experimentais da hidrólise enzimática de materiais 

celulósicos em relação à compreensão da inibição por 

produto 

 

Segundo ZHANG e VIIKARI (2012), durante a realização de estudos 

concernentes à análise da inibição por produto em reações hidrolíticas de 

materiais celulósicos e lignocelulósicos, apresentam-se problemas ou 

inconvenientes que afetam os resultados obtidos; portanto, espera-se que a 

identificação e caracterização de esses inconvenientes permitam o 

aperfeiçoamento dos protocolos experimentais no futuro.   

Como descrito a seguir (ANDRIĆ et al., 2010b), os principais problemas 

estão relacionados com: a) a determinação dos parâmetros de inibição, b) a 

complexidade da acessibilidade da enzima ao substrato celulósico e c) o 

mecanismo de ataque dos sistemas multienzimáticos. 

 Estratégia de estudo da inibição por produto 

A dificuldade na medição de velocidade de reação e na 

interpretação dos dados é um problema muito comum nos estudos 

de inibição das reações enzimáticas e deve-se principalmente ao 

fato de que a concentração do inibidor (por exemplo celobiose ou 
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glicose)  muda conforme a reação avança, além de outros fatores 

como a inativação térmica ou mecânica das enzimas (em hidrólises 

de conversão completa), os quais também diminuem a velocidade 

de reação, desse modo dificultando a avaliação por separado 

desses efeitos com o efeito do inibidor.  Em vista disso, os produtos 

em altas concentrações devem ser adicionados intencionalmente à 

reação hidrolítica com o propósito de medir o efeito direto na 

velocidade de reação. 

 Enzimas celulolíticas 

Devido à complexidade dos sistemas enzimáticos celulolíticos, 

tendo componentes individuais que podem comportar-se de 

maneira diferente dependendo da origem, composição, 

multiplicidade, entre outros; os dados disponíveis na literatura não 

fornecem conclusões claras e definidas acerca dos efeitos da 

inibição por produto e qual o sistema celulolítico mais resiste à 

inibição, apesar de muitos estudos em hidrólises de materiais 

celulósicos terem sido realizados.  

 Inibição por substrato 

A inibição por substrato é um fenômeno que ainda não foi 

suficientemente descrito na sacarificação de materiais 

(ligno)celulósicos, o qual diminui a velocidade de reação da 

hidrólise, além de afetar o estudo de inibição por produto.  Esta 

inibição é um pouco mais complexa, uma vez que abarca a 

adsorção improdutiva da enzima na celulose e na lignina. A 

inibição por substrato torna-se importante em concentrações 

elevadas de substrato, no caso da celulose entre 2 a 6 % (m/v) 

(ANDRIĆ et al., 2010b) e para celobiose entre 3 e 10 g/L (GROUS 

et al., 1985;  HONG et al., 1981;  HUANG e PENNER, 1991). 
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 Razão entre a enzima e o substrato (E/S) 

A razão E/S também é um parâmetro muito importante a considerar 

em estudos de inibição por produto das enzimas celulases (OH et 

al., 2000).  Se E/S é alta, a superfície da celulose pode ser 

saturada pelas celulases adsorvidas e uma parte das enzimas 

ainda pode permanecer na mistura de reação. Como 

consequência, o mecanismo de inibição pode parecer competitivo 

(pseudo-competitivo), uma vez que a capacidade catalítica das 

enzimas celulolíticas limita-se devido à escassez de substrato 

disponível. Por outro lado, em presença de altas concentrações de 

substrato, ou seja, E/S baixa, e ao mesmo tempo altas 

concentrações de glicose ou celobiose (adicionados à reação 

hidrolítica a fim de avaliar efeitos inibitórios), pode-se impossibilitar 

a adsorção da enzima celulase no substrato. Dito mecanismo pode 

ser considerado como uma inibição competitiva legítima. 

Outro motivo pelo qual a análise e compreensão da inibição por produto 

das enzimas celulolíticas é dificultada é a inconsistência existente na literatura 

referente ao uso da terminologia de inibição enzimática.  Por exemplo, 

GUSAKOV e SINITSYN (1992)  descreveram a inibição por produto para o 

mesmo sistema enzimático como inibição acompetitiva.  No entanto, no 

trabalho subsequente de LEE e FAN, (1983) como não-competitiva, e 

posteriormente FAN e LEE (1983) afirmaram que esse mecanismo proposto 

pelos autores acima mencionados devia ser catalogado como acompetitivo.   

Por outro lado, GUSAKOV e SINITSYN (1992) identificaram a inibição da 

glicose na enzima β-glicosidase como não-competitiva, mas apresentou a 

equação de velocidade de reação correspondente para inibição competitiva. 

Este uso ambíguo e inadequado da terminologia de inibição enzimática leva à 

confusão e prejudica de certa forma trabalhos futuros que pretendem realizar 

estudos baseados em conclusões mal feitas ou que não têm sentido. 
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3 Materiais e Métodos 

 

3.1 Substrato 

Os substratos empregados na realização dos experimentos foram D(+)-

Celobiose (C7252-500 com pureza > 98%) da Sigma-Aldrich Brasil, Ltda., e 

bagaço de cana-de-açúcar fornecido pela usina Tarumã do Grupo Raízen, 

localizada na cidade de Tarumã, Estado de São Paulo, procedende da safra 

2011/12, obtido por colheita mecanizada da cana-de-açúcar e provindo da 

última moenda após extração do caldo.  O bagaço de cana foi moído em 

moinho de facas (Pulverisette 19, Fritsch) e, depois, peneirado com uma 

peneira de 0,5 mm e posteriormente submetido a dois pré-tratamentos 

diferentes, hidrotérmico e organossolve. Os pré-tratamentos foram realizados 

por MOREIRA NETO (2016) adotando as condições estabelecidas por OH et 

al. (2000) e CHRISTOFOLETTI (2010). Ambos os pré-tratamentos e a 

caracterização do bagaço de cana-de-açúcar in natura e já pré-tratado foram 

executados no Laboratório Nacional de Ciência e Tecnologia do Bioetanol 

(CTBE). 

 

3.2 Preparo do tampão citrato de sódio 

Para a realização das análises de quantificação de atividade celulolítica e 

hidrólises enzimáticas foi preparado tampão citrato de sódio 0,05M com pH 4,8 

seguindo a procedimento descrito pelo NREL ( National Renewable Energy 

Laboratory)  (DRIEMEIER et al., 2011). 

Diluíram-se 210 g de ácido cítrico mono-hidratado com água destilada e 

volume da solução completado para 1L e o pH foi checado com um pHmetro 

marca Digimed modelo DM-22, em seguida adicionou-se hidróxido de sódio até 
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atingir um pH de 4,5, obtendo assim uma solução estoque de tampão citrato 

1M. A solução estoque de tampão foi envasada e refrigerada. 

Para a obtenção de solução de tampão citrato de sódio 0,05M, 50 mL da 

solução estoque 1M foram transferidos para um balão volumétrico de 1L e 

volume aferido com água destilada, o pH foi verificado e quando necessário 

mais hidróxido de sódio foi adicionado para atingir um pH de 4,8. 

 

3.3 Determinação da Atividade Enzimática 

Antes de iniciar as análises foi necessária a quantificação da atividade 

celulolítica das enzimas.  As enzimas utilizadas foram celulase de Trichoderma 

reesei, (Celluclast 1.5L da Novozyme) e β-glicosidase de Aspergillus niger 

(Novozyme 188). 

 

3.3.1 Preparo da solução DNS (ácido dinitro-3,5-salicílico) 

O preparo da solução DNS foi baseado na metodologia relatada por 

MILLER (1959) e ADNEY e BAKER (1996).  Foram dissolvidos 10,6 g de ácido 

dinitro-3,5-salicílico e 19,8 g de hidróxido de sódio em 500 mL de água 

destilada, aproximadamente, e mantidos em agitação com um agitador 

magnético marca Marconi, modelo MA085 até diluição total dos sólidos; 

seguidamente 7,6 mL de fenol fundido a 50 ºC  e 8,3 g de metabissulfito de 

sódio foram adicionados à mistura, e por último o volume foi aferido para 1L 

com água destilada em um balão volumétrico.  A solução foi guardada em um 

frasco âmbar para proteger da luz e refrigerada. 

Para a quantificação dos açúcares redutores foi necessário o preparo de 

250 mL de solução DNS com tartarato de sódio, sendo esta elaborada logo 

antes das análises para evitar a sua degradação.   Assim 171,23mL da solução 

mãe de DNS foram transferidos para um bequer adicionando 52,40 g de 

tartarato de sódio e potássio e mantidos sob agitação e aquecimento com 

agitador magnético marca Marconi, modelo MA-085, até a completa diluição, 
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após isso o volume foi aferido com água destilada em um balão volumétrico de 

250 mL. 

 

3.3.2 Determinação da atividade enzimática da Celluclast 1.5 L de 

Trichoderma reesei 

O objetivo desta análise foi a determinação da atividade enzimática do 

complexo celulolítico Celluclast 1.5L em termos de unidades de papel filtro por 

volume de enzima não diluída (FPU/mL). A análise foi realizada conforme a 

metodologia descrita pelo National Renewable Energy Laboratory (NREL) e 

BAZÁN, 1993. 

A concentração de açúcares redutores liberados na determinação da 

atividade enzimática foi quantificada de acordo com o método DNS descrito por 

ADNEY  e BAKER, 1996.  O método DNS baseia-se na oxidação do grupo 

aldeído do açúcar redutor a um grupo carboxílico pela ação do o ácido 3,5-

dinitrosalicílico, que ao mesmo tempo é reduzido a ácido 3-amino-nitrosalicílico 

gerando uma coloração avermelhada que é lida através de espectrofotometria 

infravermelha com um comprimento de onda de 540 nm (MILLER, 1959).  

 

A análise da atividade enzimática através do método DNS compreende 

cinco tipos de amostras: 1) diluições de glicose de concentração conhecida em 

um intervalo de 0 a 2 mg/mL feitas a partir de uma solução mãe de glicose  de 

5 mg/m a fim de construir a curva padrão de glicose, 2) diluições de enzima 

Celluclast 1.5L em tampão citrato 0,05M foram feitas partindo de uma solução 

de celulase de diluição 1:20 com a finalidade de determinar a concentração 

exata de enzima diluída que hidrolisou 50 mg de papel de filtro picado 

Whatman No.1 produzindo exatamente 2 mg de glicose em uma hora de 

reação, 3) Controle de enzima para cada diluição de enzima testada sem 

adição de papel filtro (substrato), 4) Controle de substrato sem adição de 

enzima e 5) Branco reacional para   zerar o espectrofotômetro. 

 



68 

 

 

* Os controles de enzima e de substrato foram feitos devido a que em 

alguns casos parte da concentração de açúcares redutores pode provir da 

própria enzima celulase e/ou do substrato, já que o coquetel enzimático pode 

conter açúcares nutrientes, do mesmo modo que os extremos redutores da 

celulose presente no papel de filtro podem ser quantificados como glicose 

antes de ocorrer a hidrólise enzimática.  Por esta razão, os valores de 

absorbância dos tubos controles são subtraídos dos valores das absorbâncias 

obtidas em cada uma das diluições de enzima analisadas. 

Tabela 3.1: Tipos de amostras necessarias para a determinação da 

atividadeda Celluclast 1.5 L de Trichoderma reesei. 

Conteúdo do tubo /   
Tipo de amostra 

Diluíção 
de 

glicose 

Papel filtro 
Whatman   

No. 1 

Tampão 
citrato de 
sódio 0,05 

M  

Diluição de 
enzima 

Celluclast 
1.5 L 

Volume 
final 

contido    
no tubo 

  (mL) (mg) (mL) (mL) (mL) 

            

Curva padrão 0,5 - 1 -- 1,5 

Amostra de enzima - 50 1 0,5 1,5 

Controle de enzima - - 1 0,5 1,5 

Controle de 
substrato - 50 1,5 - 1,5 

Branco reacional - - 1,5 - 1,5 

            

 

O procedimento para a determinação da atividade enzimática da 

Celluclast 1.5 L requereu o tratamento idêntico e em paralelo de todas as 

categorias de tubos  preparados como detalhado na Tabela 3.1.  Os ensaios 

foram realizados em triplicata. 

Primeiramente, todos os tubos foram incubados a 50 ºC em um banho 

ultratermostatizado, marca Marconi, modelo MA-184, com o propósito de 
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equilibrar o conteúdo na temperatura adequada antes de adicionar as diluições 

de enzima celulase. 

 

Transcorridos 10 minutos de incubação, 0,5 mL de cada diluição de 

enzima foram incorporados aos tubos de cada amostra de enzima e aos tubos 

controle de enzima correspondentes, completando um volume final de reação 

de 1,5 mL e, seguidamente, os tubos foram tampados e incubados a 50 ºC 

durante 60 minutos. 

 

A fim de parar a reação enzimática, 3,0 mL de DNS preparado segundo 

a metodologia descrita no item 3.3.1 foram acrescentados a cada amostra 

imediatamente após o período de incubação. Em seguida os tubos foram 

fervidos durante 5 minutos, sendo submergidos por último em um banho de 

gelo para interromper a reação.  Os tubos foram invertidos para homogeneizar 

a solução e quando a polpa de papel remanescente da hidrólise assentou-se, 

0,2 mL do líquido de cada amostra foram transferidos para novos tubos e 

diluídos com 2,5 mL de água destilada.  A formação de cor foi determinada 

medindo a absorbância a 540 nm no espectrofotômetro Femto, modelo 600s. 

Cálculo da atividade da Celluclast em FPU/mL 

Para o cálculo da atividade da enzima Celluclast, primeiramente foi obtida 

uma equação da reta que relaciona os valores de concentração absoluta 

(mg/0,5mL ) dos padrões de glicose em função da absorbância lida, em 

seguida, a concentração de glicose liberada na reação em cada amostra foi 

quantificada (após subtrair a absorbância dos controles de enzima e de 

substrato da absorbância das correspondentes diluições da enzima) estimando 

a quantidade necessária de Celluclast 1.5 que liberou exatamente 2,0 mg de 

glicose. 

A atividade enzimática da Celluclast 1.5L em termos de FPU/mL foi 

calculada por meio da Equação 3.1 detalhada por (RABELO, 2010) 
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FPU
mL⁄ =

2,0
0,18∙0,5∙60∙[enzima diluída] μmol∙min∙mL-1                  (3.1) 

 

FPU
mL⁄ =

0,37[enzima diluída]                                                                    (3-2)  
 

Uma unidade de papel filtro FPU baseia-se na liberação de exatamente 

2,0 mg de glicose equivalente (isto é, 2,0/0,18 µmol) da hidrólise de 50 mg de 

papel filtro em 0,5 mL de enzima celulase diluída durante 60 minutos de 

reação. 

 

3.3.3 Determinação da atividade enzimática da β-glicosidase 

O objetivo desta análise foi a quantificação da atividade enzimática da 

enzima β-glicosidase de Aspergillus Niger expressa em unidades de celobiose 

por volume de enzima não diluída (CBU/mL). A metodologia desenvolvida foi 

adaptada de (GHOSE, 1987). 

Na análise da atividade enzimática da β-glicosidase a concentração de 

glicose liberada na hidrólise enzimática foi quantificada por meio do método 

enzimático GOD-PAP. O método consiste na oxidação da glicose em peróxido 

de hidrogênio pela ação da enzima glicose oxidase (GOD), o qual, 

consecutivamente, na presença de fenol a peroxidase (PAP) produz a 

coloração rosada da amostra, sendo a sua intensidade lida por meio de 

espectrofotometria infravermelha. 

A análise da atividade enzimática da β-glicosidase mediante o método 

GOD-PAP  envolve cinco tipos de amostras: 1) diluições de glicose de 

concentração conhecida em um intervalo de 0 a 4 mg/mL a partir de uma 

solução mãe de glicose  de 8 mg/mLa fim de construir a curva padrão, 2) 

diluições de enzima Novozyme 188 foram feitas em tampão citrato 0,05M 

partindo de uma solução de β-glicosidase de diluição 1:1000 com o propósito 
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de determinar a concentração exata de enzima diluída que hidrolisou 1mL de 

celobiose 15  mM, formando exatamente 1 mg de glicose em uma 30 minutos 

de reação, 3) Controle para cada diluição da enzima Novozyme 188 analisada 

sem adição de celobiose (substrato)*, 4) Controle de substrato de celobiose 

sem adição de β-glicosidase * e 5) Branco reacional  para zerar o 

espectrofotômetro. 

*Os controles de substrato e enzima foram realizados já que 

ocasionalmente as preparações comerciais de glicose oxidase (GOD) contêm 

pequenas quantidades de β-glicosidase como impureza que poderia hidrolisar 

a celobiose remanente após a reação enzimática 

Todas as amostras foram analisadas de forma idêntica e 

simultaneamente em tripilicata, sendo preparadas conforme mostra a Tabela 

3.2. 

Tabela 3.2: Tipos de amostras necessarias para a determinação da atividade 

da β-glicosidase de Aspergillus Niger. 

Conteúdo do tubo /   
Tipo de amostra 

Diluíção 
de 

glicose 

Solução 
de 

celobiose   
15 mM 

Tampão 
citrato de 
sódio 0,05 

M  

Diluição de 
enzima 

Novozyme 
188 

Volume 
final 

contido    
no tubo 

  (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) 

            

Curva padrão 2,0 - 1,0 - 2,0 

Amostra de enzima - 1,0 - 1,0 2,0 

Controle de enzima - - 1,0 1,0 2,0 

Controle de 
substrato - 1,0 1,0 - 2,0 

Branco reacional - - 2,0 - 2,0 
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 Após preparadas, as amostras foram incubadas em um banho 

ultratermostatizado, (marca Marconi, modelo MA-184), a 50ºC durante 10 

minutos a fim de equilibrar a temperatura no conteúdo dos tubos antes de 

acrescentar as diluições de β-glicosidase.  Passado o tempo de incubação, 1,0 

mL de cada diluição de enzima foi adicionado ao tubo de cada amostra de 

enzima e tubo controle de enzima correspondente completando 2,0 mL de 

volume final de reação, posteriormente os tubos foram fechados e incubados a 

50 ºC em um período de 30 minutos.   

 

Ao término da reação, as amostras colocaram-se em um banho de gelo 

fundente para deter a reação, em seguida 10 µL de cada amostra foram 

transferidos para novos tubos e posteriormente 1,0 mL de reagente GOD PAP 

foi acrescentado para ocasionar a reação colorimétrica. As amostras foram 

incubadas  por 10 minutos a 37ºC como indicado pelo fabricante do reagente 

GOD PAP.  Transcorridos os 10 minutos os tubos submergiram-se em um 

banho de gelo e cada amostra foi diluída com 2 mL de água destilada e após 

isso mediu-se a intensidade da cor rosa formada no espectrofotômetro (Femto, 

modelo 600s)  a 505 nm. 

 

Cálculo da atividade da Novozyme em CBU/mL 

Para o cálculo da atividade da enzima Novozyme, primeiramente foi 

obtida da que relaciona a concentração dos padrões de glicose em função da 

absorbância medida, após, a concentração de glicose liberada na reação em 

cada amostra foi quantificada (após subtrair a absorbância dos controles de 

enzima e de substrato da absorbância das correspondentes diluições da 

enzima) estimando a quantidade necessária de enzima Novozyme que liberou 

exatamente 1,0 mg de glicose. 

Através da Equação 3-3 descrita por GHOSE, 1987 foi determinada a 

atividade enzimática da Novozyme 188 em termos de CBU/mL. 
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Uma unidade CBU é baseada na liberação de exatamente 1,0 mg de 

glicose equivalente (isto é  0,5/0,18 µmol) da hidrólise de 1,0 mL de Celobiose 

15mM em 0,5 mL de enzima β-glicosidase diluída durante 30 minutos de 

reação. 

 

 

 

3.3.4 Determinação da atividade enzimática da β-glicosidase na 

Celluclast 1.5 L 

Este ensaio teve como objetivo analisar a atividade de β-glicosidase 

presente no coquetel enzimático Celluclast 1.5 L da Trichoderma reesei. 

Partindo de uma solução mãe 1:20 de Celluclast 1.5L a determinação da 

atividade e a quantificação da glicose liberada na hidrólise da celobiose foi 

realizada identicamente à metodologia descrita anteriormente no item 3.3.3. 

 

3.4 Cinética de inibição da enzima β-glicosidase por 

glicose 

O estudo cinético de inibição da β-glicosidase de Aspergillus niger por 

glicose foi realizado mediante a hidrólise de celobiose (substrato) com adição 

de glicose como inibidor.   

Todas as reações foram executadas com tampão citrato de sódio 0,05 M 

com pH de 4,8 e 0,02% de azida sódica como meio reacional, com um volume 

           CBU
mL⁄ =

0,5
0,18∙1,0∙30∙[enzima diluída] μmol∙min∙mL-1                    (3.3) 

  

 

         CBU
mL⁄ =

0,0926[enzima diluída]                                                                         (3.4) 
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total de reação de 100 mL em frascos erlenmeyer de 125 mL e concentração 

inicial de celobiose (substrato) de 0,5-10 g/L e 0-10 g/L de glicose (inibidor) 

como mostrado na Tabela 3.3. Baseado no estudo de inibição de β-glicosidase 

realizado por (GHOSE, 1987) adotou-se a mesma carga enzimática de 0,0767 

CBU/mL de solução. 

 Os erlenmeyers foram vedados e incubados em agitador orbital 

(Marconi, MA-832) a 50 ºC  e 150 rpm durante uma hora para condicionamento 

do meio reacional, passado esse tempo de incubação, adicionou-se a  enzima 

β-glicosidase.  No decorrer da reação foram coletadas alíquotas de 1mL do 

líquido reacional nos tempos de 0, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 60 min, sendo 

fervidas durante 5 minutos e imediatamente submergidas em um banho de gelo 

com o fim de desativar a β-glicosidase.  Todas as amostras foram filtradas com 

filtro de seringa nylon (Analítica) com poros de 0,20 µm e pré-limpo, 

transferidas para vials e devidamente etiquetadas.  Todos os ensaios foram 

feitos em duplicata. 

 

Tabela 3.3: Concentrações de substrato (celobiose) e inibidor (glicose) no 

estudo de inibição por produto da enzima β-glicosidase. 

Celobiose     
(substrato)    

(g/L) 

Glicose   
(inibidor)  

(g/L) 

0,5   

1   
2 0 
3 5 
4 10 
5   

7,5   
10 
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3.5 Inibição da atividade enzima β-glicosidase por 

glucono-δ-lactona no complexo celulase 

Esta análise teve como fim inibir seletivamente a atividade de β-

glicosidase presente no complexo celulolítico de Trichoderma reesei Celluclast 

1.5 L (Novozyme) mantendo a atividade da celulase praticamente íntegra 

(CALSAVARA et al., 1999) e evitando a conversão de celobiose em glicose 

durante os estudos de inibição de enzima celulase. 

Antes de realizar os estudos de inibição da celulase, foi executado um 

planejamento fatorial 32 a fim de estabelecer a concentração de glucono-δ-

lactona e o tempo de incubação desta com o coquetel enzimático necessários 

para reduzir a atividade da β-glicosidase existente no coquetel enzimático. Na 

Tabela 3.4 apresentam-se os valores de concentração de glucono-δ-lactona e 

tempo estudados. A faixa de concentração de glucono-δ-lactona analisada foi 

baseada no estudo relatado por HOLTZAPPLE et al., (1990), a concentração 

de celobiose foi fixada em 5 g/L e a carga enzimática em 0,05 FPU/mL 

conforme utilizada por HOLTZAPPLE et al., (1990). 

 

Tabela 3.4: Planejamento fatorial 32 para definir a concentração de glucono-δ-

lactona e tempo de incubação na reação. 

Fator 
Nível 

-1 0 +1 
              

Concentração de glucono-δ-lactona(g/L) 1 4 7 
Tempo de incubação (h) 1 2,5 4 
              

 

Todos os experimentos foram conduzidos inicialmente em dois frascos 

erlenmeyers de 50 mL. Um dos erlenmeyers continha uma solução preparada 

com tampão citrato 0,05 M pH 4,8 e 0,02 % de azida sódica com o dobro da 

concentração de  glucono-δ-lactona que indica a Tabela 3.4 e o dobro  de 

carga enzimática que corresponde a 0,1 FPU/mL de solução e o outro frasco 
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contendo a solução de celobiose com duas vezes a concentração estabelecida 

(5g/L), também preparada em tampão citrato de sódio 0,05 M, pH 4.8 e 0,02% 

de azida sódica.  As soluções de glucono-δ-lactona e enzima foram incubadas 

em um agitador orbital (Marconi MA-832) a 50 ºC e 150 rpm de acordo com o 

tempo designado pelo planejamento de experimentos e as soluções de 

celobiose foram incubadas durante uma hora em todos os ensaios para que 

estivesse na temperatura de 50ºC por ocasião da adição da enzima. 

Transcorrido o tempo de incubação misturaram-se os conteúdos dos frasco 

erlenmeyer, obtendo assim uma solução com concentração de glucono-δ-

lactona como mostrado na Tabela 3.4, a concentração de celobiosee a carga 

de enzima são diminuídas a 5 g/L e 0,05 FPU/mL de solução, respectivamente, 

completando um volume total de reação de 20 mL.  A Figura 3.1 mostra um 

esquema representativo que resume a metodologia experimental realizada no 

planejamento fatorial 32.  A reação foi conduzida durante uma hora nas 

mesmas condições de temperatura e agitação e, finalizado esse tempo, 

amostras de líquido reacional foram coletadas, fervidas e seguidamente 

submergidas em gelo para desativar a enzima celulase e a glicose liberada foi 

quantificada através do método GOD-PAP conforme descrito no item 3.3.3.  

Todos os ensaios realizaram-se em duplicata.   

Figura 3.1: Esquema representativo da metodologia experimental realizada no 

planejamento fatorial 32. 

 



77 

 

 

 

3.6 Cinética de inibição da enzima celulase por 

celobiose, glicose e xilose 

As análises de inibição da celulase também foram realizadas em dois 

frascos erlenmeyers de 125 mL cada um.  Um frasco contendo duas vezes a 

concentração de bagaço de cana pré-tratado em 50 mL de solução preparada 

com tampão citrato de sódio 0,05M pH 4,8 e 0,02 % de ázida sódica com o 

dobro da concentração de inibidor (celobiose, glicose ou xilose segundo o 

experimento) como indica a  Tabela 3.5 e o outro erlenmeyer continha uma 

solução de duas vezes a concentração de glucono-δ-lactona determinada pelo 

planejamento de experimentos descrito no item 3.5 e 0,1 FPU/mL de solução 

de celulase; seguidamente os frascos foram incubados a 50 ºC e 150 rpm no 

agitador orbital (Marconi MA-832) e após uma hora (tempo determinado no 

planejamento fatorial para a inibição por glucono-δ-lactona) os conteúdos dos 

frascos foram misturados e a solução com concentração de bagaço, inibidor, 

glucono-δ-lactona e a carga enzimática foram reduzidas à metade da 

concentração inicial atingindo um volume total de reação de 100 mL.  No 

decorrer da hidrólise alíquotas de 1 mL do líquido reacional foram coletadas 

nos tempos de 0, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos, sendo fervidas durante 

5 minutos e transferidas rapidamente para um banho de gelo com o propósito 

de inativar a enzima celulase.  Posteriormente, as amostras foram filtradas com 

filtro de nylon (Analítica) com poros de 0,20 µm e pré-limpo, transferidas para 

vials e etiquetadas.Todos os ensaios foram realizados em duplicata. 
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Tabela 3.5: Concentrações de substrato (bagaço de cana  de açúcar)  e 

inibidor (celobiose, glicose e xilose) no estudo de inibição por produto da 

enzima celulase. 

Concentração   
de       

substrato     
(BH ou BO) 

(g/L) 

   
Concentração   

de              
glicose       

(g/L) 

   
Concentração   

de            
xilose         
(g/L) 

   
Concentração   

de            
celobiose    

(g/L) 

1       
5       
10 0 0 0 
20 5 2,5 2,5 
40 20 5 5 
60 60 10 10 
80       

 

 

Figura 3.2: Esquema representativo da metodologia experimental da cinética 

de inibição por produto da enzima celulase da Trichoderma ressei. 
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3.7 Determinação da concentração de carboidratos por 

CLAE (Cromatografia Líquida de Alta Eficiência)  

Para a quantificação dos carboidratos liberados nas cinéticas de inibição 

descritas anteriormente, prepararam-se padrões de celobiose, glicose e xilose 

a fim de determinar uma curva de calibração que relaciona as soluções de 

concentração conhecida com as áreas correspondentes obtidas após a análise 

por CLAE.  A concentração de açúcares foi determinada em um sistema de 

CLAE (Infinity HPLC Agilent Technologies modelo 1260).  A separação dos 

açúcares realizou-se a 80ºC através da coluna Aminex HPX-87P, usando água 

ultra-pura desgaseificada como fase móvel, com um fluxo de 0,6 mL/min  e 

seguidamente analisados por um detector de índice de refração a 35 ºC 

durante 20 minutos cada amostra.  
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4 Análise de Resultados 

 

4.1 Composição química do substrato 

A caracterização do bagaço de cana-de-açúcar in natura e o submetido 

aos pré-tratamentos hidrotérmico e organossolve foi  executada no CNPEM 

│CTBE – Laboratório Nacional de Ciências e Tecnologia do Bioetanol pela Dra. 

Sarita Cândida Rabelo.  Os resultados das análises feitas em duplicata 

apresentam-se na Tabela 4.1.  

Tabela 4.1: Composição química da biomassa empregada nas análises. 

Composição 
química          

(%) 

Bagaço in 
natura 

Bagaço 
hidrotérmico 

Bagaço 
organossolve 

        
Extrativos     5,29 ± 0,04 - - 
Cinza     5,34 ± 0,42     6,44 ± 0,06    3,75 ± 0,11 
Celulose   40,75 ± 0,04   60,23 ± 0,97  86,66 ± 0,40 
Hemiceluloses   28,42 ± 0,64     0,71 ± 0,06     0,41 ± 0,25 
Lignina total   21,64 ± 0,11   29,94 ± 0,05     8,24 ± 0,27 
Balanço de massa 101,43 ± 0,11 100,28 ± 1,05 100,50 ± 0,49 
        
 

Na Tabela 4.1 observa-se que os componentes existentes no bagaço 

foram extrativos (unicamente no bagaço in natura), cinzas, celulose, 

hemiceluloses e lignina total (solúvel e insolúvel).  Em ambos pré-tratamentos, 

a composição de celulose aumentou consideravelmente, sendo que o teor de 

celulose passou de 40,75 ± 0,04% no bagaço in natura para 60,23 ± 0,97% 

após o pré-tratamento hidrotérmico e 86,66 ± 0,40 % após o pré-tratamento 

organossolve. A composição de hemiceluloses no bagaço teve uma diminuição 

significativa após os pré-tratamentos, reduzindo-se de 28,42 ± 0,64 % para 

0,71± 0,06% e 0,41± 0,25% após o pré-tratamento hidrotérmico e 
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organossolve, respectivamente; o qual indica uma alta solubilização da fração 

de hemiceluloses. 

Durante o pré-tratamento hidrotérmico o teor de lignina aumentou de 

21,64±0,11% para 29,94 ± 0,05% e após o pré-tratamento organossolve a 

percentagem de lignina diminuiu para 8,24±0,27%. Esta alta degradação de 

lignina se deve principalmente a clivagem de ligações éter e a hidrólise das 

ligações internas da lignina, assim como as ligações lignina-hemiceluloses 

(MOREIRA NETO, 2016).  A quantidade de lignina descrita na Tabela 4.1 

compreende a lignina solúvel e insolúvel (lignina Klason). O conteúdo de 

extrativos presentes no bagaço in natura foi de 5,29±0,04%.  Uma vez que os 

extrativos são removidos no processo de pré-tratamento, a análise foi realizada 

unicamente para o bagaço in natura. 

A composição do bagaço de cana-de-açúcar reportada neste trabalho 

está dentro dos valores já descritos na literatura.  Devido a fatores como a 

temperatura, constituição do solo, umidade, variedade, método de plantio, 

época de colheita, entre outros, os valores obtidos não são fixos para cada 

análise (ZHAO et al., 2009). 

 

4.2 Atividade enzimática das enzimas celulase e β-

glicosidase 

A análise de atividade do coquetel enzimático Celluclast 1.5L de 

Trichoderma reesei usado neste trabalho mostrou uma atividade de 78,02 ± 

5,58 FPU/mL de enzima e 28,01± 2,37 CBU/mL de enzima baseadas nas 

metodologias descritas nos itens 3.3.2 e 3.3.4, respectivamente. A enzima β-

glicosidase de Aspergillus Niger apresentou uma atividade de 726,83 ± 34,09 

CBU/mL de enzima. 
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4.3 Inibição da enzima β-glicosidase por glucono-δ-

lactona 

Com a finalidade de inibir a atividade da β-glicosidase presente no 

complexo celulolítico Celluclast 1.5L empregado para realizar os ensaios de 

inibição de celulase descritos no item 3.6, foi realizado um planejamento fatorial 

32 no qual se avaliaram a concentração de glucono-δ-lactona e o tempo de 

incubação desta com a enzima antes de ser adicionada a celobiose.  O objetivo 

é que a inibição das celulases possa ser avaliada sem a influência da ação da 

β-glicosidase. 

Os resultados do planejamento são apresentados na Tabela 4.2. Um 

ensaio controle (sem adição de glucono-δ-lactona) sob as mesmas condições 

de reação foi realizado a fim de estimar o efeito inibidor da glucono-δ-lactona 

na β-glicosidase.  

 

Tabela 4.2: Resultados obtidos no planejamento fatorial 32 para inibir 

seletivamente a enzima β-glicosidase. 

Ensaio 
glucono-
δ-lactona 

(g/L) 

Tempo 
(h) 

Glicose 
(g/L) 

Xcelobiose 
(%) 

          
Controle 0 0,0 0,639 ± 0,16 12,16 ± 0,16 

1 1 1,0 0,048 ± 0,01    0,91± 0,01 
2 1 2,5 0,065 ± 0,05   1,24 ± 0,05 
3 1 4,0 0,010 ± 0,01   0,19 ± 0,01 
4 4 1,0 - - 
5 4 2,5 - - 
6 4 4,0 - - 
7 7 1,0 - - 
8 7 2,5 - - 
9 7 4,0 - - 

          
 

A resposta do planejamente foi a conversão de celobiose. Para calcular 

este valor foi determinada a concentração de glicose liberada depois de 1 hora 
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de hidrólise da solução contendo celobiose, enzima celulase e glucono-δ-

lactona com concentrações detalhadas na metodologia do item 3.5.   A 

conversão da celobiose foi quantificada baseada na formação de glicose a 

partir das equações 4-1 e 4-2. 

 

Celobiosehidrolisada (g
L⁄ ) =Glicoseformada (g

L⁄ ) ×0,952                                          (4-1) 

 

Xcelobiose=
Celobiosehidrolisada (g

L⁄ )
Celobioseinicial (g

L⁄ ) ×100%                                             (4-2) 

 

Os resultados da tabela 4-2 mostram que houve uma redução significativa 

na conversão de celobiose com a adição de glucono-δ-lactona.  Comparando o 

ensaio controle com o ensaio realizado com 1 g/L glucono-δ-lactona e 4 horas 

de incubação nota-se que ocorreu uma diminuição da conversão de celobiose 

de 12,16 ± 0,016% para 0,19 ± 0,01%, ou seja, ocorreu uma redução da 

conversão de celobiose de 98,44%, o que comprova que a glucono-δ-lactona 

tem um efeito altamente inibitório sobre a β-glicosidase, como exposto por  

HOLTZAPPLE et al., (1990) mostrou que a atividade residual da β-glicosidase 

foi reduzida a menos de 4% empregando concentrações de glucono-δ-lactona 

no intervalo de 1-7,5 g/L em uma hidrólise de Cellulose azure executada 

durante 30 minutos.  

 

 Não foi possível determinar a glicose liberada para as análises com 

concentração de glucono-δ-lactona acima de 1 g/L, já que a concentração foi 

inferior à capacidade de quantificação do método GOD-PAP.  A concentração 

de glucono-δ-lactona e o tempo de incubação com a enzima empregada para 

executar os experimentos de cinética de inibição da celulase por celobiose, 

glicose e xilose foram definidos a partir dos resultados obtidos no planejamento 

experimental.  Portanto, as análises foram realizadas com 4g/L de glucono-δ-

lactona e 1 hora de incubação, visto que nessas condições a conversão de 
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celobiose é menor do que 0,19 ± 0,01%, o que é um resultado satisfatório para 

os fins deste trabalho. 

 

4.4 Cálculo das velocidades iniciais usadas nos 

estudos de cinética enzimática 

Em todos os experimentos executados no presente trabalho, como 

ilustrado no exemplo da  Figura 4.1,  a determinação da velocidade inicial de 

reação (coeficiente angular), Vi, feita por meio de regressão linear no software 

Origin 8.0 usando pelo menos cinco pontos experimentais durante os  primeiros 

20 minutos de reação e tolerando uma conversão do substrato de no máximo 

5% aproximadamente.  Os gráficos de regressão linear para todos os 

experimentos realizados no presente trabalho são apresentados nos anexos. 

Figura 4.1: Determinação da velocidade inicial de reação mediante regressão 

linear para os experimentos realizados (R2=0,95). 
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4.5 Cinética de inibição da enzima β-glicosidase por 

glicose 

 A inibição da enzima β-glicosidase de Aspergillus niger causada pela 

adição de glicose no começo da hidrólise enzimática de D-(+)-Celobiose foi 

representada através  da curva de saturação de Michaelis-Menten e de 

Lineweaver-Burk. As Figuras 4.1, 4.2 e 4.3, apresentadas, mostram o perfil de 

inibição por produto para cada concentração de glicose estudada. 

Na Figura 4.2 são apresentatos os gráficos a) duplo recíproco e b) 

Michaelis- Menten, a curva corresponde ao modelo ajustado no software 

GraphPad Prism 8.0. As barras de erro correspondem ao erro padrão 

experimental. As linhas tracejadas correspondem aos limites superior e inferior 

da curva ajustada de velocidade considerando o intervalo de 95% de confiança.  

As análises foram realizadas com 0,0767 CBU/mL de solução, pH de 4,8, 50 ºC 

e 150 rpm.   

 

 

Tabela 4.3: Parâmetros cinéticos do estudo de inibição por glicose da enzima 

β-glicosidase na hidrólise de D-(+)-celobiose. 

 

Parâmetro 

Melhores 
valores 

ajustados 
(g/L) 

Intervalo de 
confiança 

95% 

      
Km      1,997 ± 0,489 1,004 a 2,989 
Ki      3,825 ± 0,889 1,988 a 5,661 

Vmax    0,019 ± 0,248 0,021 a 0,029 

R2 (global) 0,947 
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Figura 4.2: Perfil cinético da hidrólise de celobiose sem adição de glicose.  

 

                       

 

Na Figura 4.3 são apresentatos os gráficos a) duplo recíproco e b) 

Michaelis- Menten, a curva corresponde ao modelo ajustado no software 

GraphPad Prism 8.0. As barras de erro correspondem ao erro padrão 

experimental. As linhas tracejadas correspondem aos limites superior e inferior 

da curva ajustada de velocidade considerando o intervalo de 95% de confiança.  
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As análises foram realizadas com 0,0767 CBU/mL de solução, pH de 4,8, 50 ºC 

e 150 rpm.   

 

Figura 4.3: Perfil cinético da hidrólise de celobiose com adição de 5 g/L de 

glicose. 
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experimental. As linhas tracejadas correspondem aos limites superior e inferior 

da curva ajustada de velocidade considerando o intervalo de 95% de confiança.  

As análises foram realizadas com 0,0767 CBU/mL de solução, pH de 4,8, 50 ºC 

e 150 rpm.   

 

Figura 4.4: Perfil cinético da hidrólise de celobiose com adição de 10 g/L de 

glicose. 
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Observando os gráficos de Michaelis Menten (Figura 4.2b, 4.3b e 4.4b), 

pode-se notar que na faixa de concentração de celobiose avaliada (de 0 a 10 

g/L) não parece haver inibição por substrato em nenhuma das concentrações 

de inibidor (glicose) consideradas, já que não há diminuição da velocidade 

inicial com o aumento da concentração de celobiose. CALSAVARA et al., 

(1999) avaliaram a inibição por substrato da mesma enzima usada no presente 

trabalho numa faixa de substrato (celobiose) de 0 a 0.06 moles/L (~0-20 g/L) e 

chegaram a uma conclusão diferente, de que a partir de aproximadamente 10 

mM (~3.4 g/L) havia inibição por substrato. Os autores não descreveram seus 

cálculos de velocidade inicial de hidrólise para possibilitar comparação com o 

método usado do presente trabalho. DEKKER, (1986) não encontrou inibição 

da β-glicosidase por celobiose trabalhando até 10 mM (~3.4 g/L).  GROUS et 

al., (1985) não encontraram inibição de β-glicosidase produzida por T. reesei 

rut C30 por celobiose até 120 mM (~41 g/L), mas para a β-glicosidase de A. 

niger determinaram inibição por substrato a partir de aproximadamente 20 mM 

(~6.8 g/L).  Estes autores, no entanto, determinaram a velocidade inicial de 

reação apenas no tempo de 10 min, o que pode levar a erros grandes, já que o 

coeficiente angular da reta será  determinado apenas com o ponto zero e um 

único ponto experimental (Figura 2.10).  ANDRIĆ et al. (2010b), em um 

trabalho de revisão, concluiram que há inibição por substrato da celobiose na 

0 2 4 6 8 10
0,000

0,005

0,010

0,015

0,020

0,025

0,030 b

Km

Vo

Vmax

[S] (g de celobiose/L)

V
 (

g
/L

 m
in

)

 Limite inferior do ajuste

 Ajuste

 Limite superior do ajuste

 Experimental



90 

 

 

β-glicosidase em concentrações maiores que 3-10 g/L de celobiose. No 

presente trabalho não foi encontrada inibição por substrato até 10 g/L de 

celobiose e, embora não tenham sido avaliadas concentrações maiores de 

substrato para saber a partir de que concentração ocorre inibição, isso não 

chega a ser um problema para o desenvolvimento de modelos matemáticos de 

hidrólise, já que na reação de hidrólise a adição de β-glicosidase é feita para 

evitar o acúmulo de celobiose, que inibe fortemente a hidrólise de celulose à 

celobiose catalisada pelas endo e exo glicosidases, e a concentração deste 

açúcar não ultrapassa 10 g/L. 

Os gráficos de Lineweaver-Burk podem ser usados para determinar qual o 

tipo de inibição por produto. Assim, os gráficos mostrados anteriormente 

(Figura 4.2a, 4.3a e 4.4a) foram plotados em um único gráfico; na Figura 4.5 

observa-se que o gráfico sugere que a enzima β-glicosidase é inibida 

competitivamente pela glicose, embora as retas não estejam se encontrando 

exatamente em cima do eixo 1/V0, este desvio é devido ao erro experimental. 

Na inibição não competitiva o Km seria constante e as retas se encontrariam em 

y=0 e x=-1/Km, na inibição acompetitiva as retas deveriam ser paralelas e na 

inibição mista as retas só poderiam se encontrar ao lado esquerdo do eixo y 

(em valores negativos de 1/S).  

 

Calsavara et al. (1999) consideraram inibição da β-glicosidase por 

substrato (celobiose, não competitiva ou acompetitiva) e por produto (glicose, 

competitiva ou não competitiva), mas não conseguiram determinar quais os 

tipos de inibição (para substrato ou produto), já que obtiveram parâmetros 

cinéticos negativos. Dekker (1986) determinou a inibição desta enzima por 

glicose como competitiva parcial. Grous et al. (1985) definiram a inibição de β-

glicosidase de A. niger por celobiose como sendo do tipo competitivo e 

consideraram inibição por substrato, mas não conseguiram propor um modelo 

que descrevesse toda a região de concentração de celobiose avaliada. 

Propuseram um modelo para descrever o intervalo de 0 a 11 mM (~3.4 g/L) e 

outro para descrever o intervalo de 28 a 140 mM (~9.6 g/L a 41 g/L), mas a 
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faixa de 11 a 28 mM não foi bem descrita. Alfani et al. (1990) concluiram que a 

inibição da β-glicosidase de A. niger por celobiose era do tipo mista. 

 

Figura 4.5: Gráfico Lineweaver-Burk para a hidrólise de D-(+)-Celobiose com 

adição de diferentes concentrações de glicose como inibidor da enzima β-

glicosidase.  

 

 

Figura 4.6: Gráfico da fração de inibição para a hidrólise D-(+)-Celobiose com 

adição de concentrações diferentes de glicose como inibidor da enzima β-

glicosidase 
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 A Figura 4.6 mostra o perfil da fração de inibição da enzima β-

glicosidase em função da concentração de substrato, sendo a fração de 

inibição calculada como i=1-V0'/V0, onde V0' é a velocidade com inibidor e V0 é 

a velocidade quando não foi adicionado inibidor.  Nota-se, que houve uma 

diminuição da velocidade inicial de reação quando a glicose foi adicionada, 

mas a fração de inibição diminui com o aumento da concentração de substrato, 

o que quer dizer que um incremento da concentração de celobiose mitiga o 

efeito inibitório que a glicose provoca na celobiase. Este comportamento é 

compatível com a inibição do tipo competitiva, em que o substrato e o inibidor 

competem pelo sítio ativo da enzima. Nota-se da Figura 4.5, também, que a 

fração de inibição aumenta com o aumento da concentração de inibidor. 

HOLTZAPPLE et al., (1990) avaliaram a inibição da β-glicosidase (Novozym 

188) por celobiose e também concluíram que o efeito inibitório aumentava com 

o aumento da concentração de inibidor e diminuía com o aumento da 

concentração de substrato, embora não tenham determinado o tipo de inibição.  

 BELTRAME et al. (1984), em um trabalho de modelagem cinética, 

consideraram inibição competitiva da β-glicosidase de A. niger por glicose, 

além de inibição por substrato (celobiose).  

 A estimativa dos parâmetros cinéticos para a equação de inibição 

competitiva ( v = (Vmax [S])/(Km (1+[I]/Ki )+[S] ) da β-glicosidase por glicose foi 

feita por ajuste não linear usando o software GraphPad Prism. Os parâmetros 

cinéticos determinados, assim como os valores de desvio padrão, estão 

mostrados na Tabela 4.3.  As Figuras 4.2b, 4.3b e 4.4b mostram os dados 

experimentais e o modelo ajustado. A tentativa de determinar os parâmetros 

considerando a inibição competitiva parcial como sugerido por Dekker (1986) 

resultou em parâmetros cinéticos negativos (não mostrados). 

Tabela 4.4: Parâmetros cinéticos do estudo de inibição por glicose da enzima 

β-glicosidase na hidrólise de D-(+)-celobiose. 
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Parâmetro 

Melhores 
valores 

ajustados 
(g/L) 

Intervalo de 
confiança 

95% 

      
Km      1,997 ± 0,489 1,004 a 2,989 
Ki      3,825 ± 0,889 1,988 a 5,661 

Vmax 0,019 ± 0,248 0,021 a 0,029 

R2 (global) 0,947 
 

A constante de inibição Ki indica quão potente o inibidor é, já que 

determina a concentração de inibidor requerida para reduzir a velocidade de 

reação à metade da velocidade máxima quando a concentração de substrato é 

baixa. Portanto, a constante de inibição Ki obtida mediante simulação nessa 

análise aponta que a inibição exercida pela glicose sobre a enzima β-

glicosidase é alta (comparada com resultados da literatura), porém, sendo 

competitiva, pode ser revertida incrementando a concentração de substrato 

(CHANG, 2005;  XIAO et al., 2004; BELTRAME et al. 1984; BELTRAME et al. 

,1984; DEKKER 1986).   

 ANDRIĆ et al., (2010b) fizeram uma revisão de diversos trabalhos que 

avaliaram a inibição das enzimas do complexo celulolítico (ver Tabela 2.5) e 

mostraram que a inibição de β-glicosidase de A. niger por glicose quando o 

substrato era celobiose foi considerada competitiva, não competitiva e mista 

por diferentes autores. No entanto, todos os autores chegaram a uma faixa de 

valores de Ki similar, entre 0,04 e 0,6 g/L, indicando inibição mais forte do que 

a encontrada no presente trabalho (Ki = 3,825 g/L). Uma análise do único 

trabalho que considera inibição competitiva e usa a enzima da mesma fonte e o 

substrato celobiose (Grous et al., 1985) mostra que os autores determinaram a 

velocidade inicial com um único ponto, o que pode levar a erros experimentais 

maiores, e em 1h de hidrólise, quando pode ter havido formação de glicose 

devido à propria reação, fazendo com que a inibição pareça maior. 

 

4.6 Cinética de inibição da enzima celulase por glicose, 
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xilose e celobiose 

Nesta seção foi avaliada a inibição da enzima celulase de Trichoderma 

reesei ocasionada pela adição de celobiose, glicose e xilose no início da 

hidrólise enzimática de bagaço de cana-de-açúcar submetido a dois tipos de 

pré-tratamento como substratos. 

 

4.6.1 Inibição da enzima celulase utilizando BH como substrato 

O bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado hidrotermicamente foi utilizado 

como substrato para o estudo de inibição da enzima celulase. Como foi 

detalhado no item 4.1, este bagaço possui 60,23% de celulose, 0,71% de 

hemiceluloses, 29,94% de lignina e 5,34% de cinzas na sua composição.  

Todos os resultados que serão apresentados estão baseados na celobiose 

formada durante o tempo da hidrólise enzimática, sendo usada a glucono-δ-

lactona para inibir a ação da β-glicosidase. 

 

4.6.1.1 Inibição por glicose 

A inibição causada pela adição de glicose no começo da hidrólise de 

bagaço de cana submetido a pré-tratamento hidrotérmico catalisada pela 

enzima celulase foi representada através dos  perfis cinéticos de Michaelis-

Menten e o recíproco Lineweaver-Burk.   

Nas Figura 4.7, 4.8 e 4.9 são apresentatos os gráficos a) duplo recíproco e 

b) Michaelis- Menten, a curva corresponde ao modelo ajustado no software 

GraphPad Prism 8.0. As barras de erro correspondem ao erro padrão 

experimental. As linhas tracejadas correspondem aos limites superior e inferior 

da curva ajustada de velocidade considerando o intervalo de 95% de confiança.  

As análises foram realizadas com 0,05 FPU/mL de solução, pH de 4,8, 50 ºC e 

150 rpm.   
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Figura 4.7: Perfil de cinético de hidrólise de BH sem adição de glicose. 
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Figura 4.8: Perfil de cinético de hidrólise de BH com adição de 5 g/L de 

glicose. 
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Figura 4.9: Perfil de cinético de hidrólise de BH com adição de 20 g/L de 

glicose. 
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Figura 4.10: Perfil de cinético de hidrólise de BH com adição de 60 g/L de 

glicose. 

 

A fim de conseguir um resultado satisfatorio, a condição de 60 g/L de 

glicose foi suprimida, já que impedia um ajuste que permitisse a compreensão 

adequada desses resultados.  Por tanto, o gráfico de Michaelis-Menten não é 

apresentado. 

 

A Figura 4.11, que reúne as informações contidas nas Figuras 4.7a, 4.8a, 

4.9a e 4.10a, mostra que enzima celulase também apresenta inibição 

competitiva pela glicose, uma vez que as linhas que representam cada 

concentração de glicose analisada possuem praticamente o mesmo ponto de 

intercepção com o eixo 1/Vo. Os parâmetros para a equação que descreve a 

inibição competitiva ( v = (Vmax [S])/(Km (1+[I]/Ki )+[S] )  foram estimados 

usando o software Origin 8.0 e seus valores são reportados na Tabela 4.4, 

assim como os desvios padrão e os intervalos de 95% de confiança.   
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Figura 4.11: Gráfico Lineweaver-Burk para a hidrólise BH com adição de 

diferentes concentrações de glicose como inibidor da enzima celulase. 

 

 

Tabela 4.5: Parâmetros cinéticos do estudo de inibição por glicose da enzima 

celulase na hidrólise de bagaço de cana-de-açúcar submetido a pré-tratamento 

hidrotérmico. 

 

Parâmetro 
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Intervalo de 
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Km      2,101 ± 0,058 1,990 à 2,217 

Ki     14,950 ± 0,737 13,60 à 16,48 

Vmax  0,008 ± 0,000 0,007 à 0,008 
      

R2 (global) 0,963 
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da glicose sobre a atividade da enzima celulase é alta  sendo bastante 

prejudicial para o desempenho na hidrólise do bagaço de cana submetido a 

pré-tratamento hidrotérmico.   

 

Calculando a fração de inibição, nota-se que ela aumenta quando aumenta 

a concentração do inibidor de 5 para 20 g/L de glicose, mas não se altera de 20 

a 60 g/L de glicose, como observado na Figura 4.12.  A fração de inibição 

diminui com o aumento da concentração de substrato (celulose) e chega a zero 

a partir de aproximadamente 10 g/L de celulose quando a quantidade de 

inibidor adicionada é de 5 g/L e a partir de aproximadamente 25 g/L de celulose 

quando adicionamos maiores quantidades de glicose no início da reação.  Este 

comportamento é esperado quando a inibição é do tipo competitiva.  

Figura 4.12: Gráfico da fração de inibição para a hidrólise de BH  com adição 

de concentrações diferentes de glicose como inibidor da enzima celulase. 
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celulose, como celulose em pó (SolkaFloc), resíduos têxteis de algodão e 

Cellulose azure, Avicel, CMC, α-celulose, entre outros, poucos trabalhos foram 

realizados com materiais lignocelulósicos, com alta concentração de substrato 

e adição de glicose no inicio da hidrólise enzimática. 

 

ANDRIĆ et al., (2010b) estudaram a inibição do complexo comercial 

Celluclast® por glicose durante a hidrólise de Avicel, mas não usaram nenhum 

inibidor para a atividade de β-glicosidase.  Definiram o grau de inibição como 

V0'/V0, onde V0' é a velocidade com inibidor e V0 é a velocidade quando não foi 

adicionado inibidor. O grau de inibição que definiram é igual a 1-i, onde i é a 

fração de inibição como definida na Figura 4.12. A velocidade foi medida em 

relação à concentração de glicose medida após 30 minutos de reação. 

Determinaram um grau de inibição de 0,45 para concentração de Avicel de 20 

g/L e adição de 20 g/L de glicose, correspondente a fração de inibição i = 0.55, 

valor muito diferente do obtido no presente trabalho, como pode ser observado 

na Figura 4-12, que mostra que a fração de inibição nestas condições é 

praticamente igual a zero. A diferença pode ser atribuída ao substrato diferente 

usado por aqueles autores. XIAO et al., (2004) mediram as velocidades apenas 

no tempo de 30 minutos, esta medida pode conter erros maiores do que 

quando se determina a velocidade inicial usando vários pontos experimentais 

como foi feito no presente trabalho.  Ainda, aos 30 minutos já pode ter havido 

liberação de açúcares da própria hidrólise, inclusive celobiose, que influencia 

nos resultados. Outro ponto é que, como os autores mediram a liberação de 

glicose, não estavam avaliando somente a inibição da celulase, mas também 

da β-glicosidase, enzima que transforma a celobiose em glicose. No presente 

trabalho o produto avaliado foi a celobiose e a atividade de β-glicosidase foi 

inibida usando glucono-δ-lactona.  

 

Com o propósito de indagar a importância da inibição por glicose e a sua 

respectiva remoção in-situ, XIAO et al. (2004) realizaram ensaios de hidrólise 

de palha de trigo pré-tratada hidrotermicamente com o sistema celulolítico 
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Celluclast 1.5L suplementado com β-glicosidase (Novozym 188).  As hidrólises 

foram executadas durante 96 horas, com concentração inicial de substrato de 

2% (m/m) a 50 ºC e pH de 5,0; adicionando 10, 20, e 40 g/L de glicose no 

começo da reação; encontrando que a velocidade inicial de formação de 

glicose foi reduzida rapidamente conforme a reação prosseguiu, 

independentemente da concentração de glicose adicionada. Foram 

determinadas as constantes de Michaelis e constante de inibição sendo 0,16 

g/L e 1,15 g/L, respectivamente, mediante um modelo de inibição não 

competitivo,  o qual ajustou satisfatoriamente os dados experimentais, valores 

muito diferentes dos encontrados no presente trabalho. 

 

ANDRIĆ et al. (2010a) fizeram uma revisão de trabalhos na literatura e 

mostraram que não existe consenso sobre qual o mecanismo de inibição das 

celulases por glicose, que foi descrito como competitivo, acompetitivo e não 

competitivo, e nem mesmo sobre a faixa de valores de Ki, sendo determinados 

valores de 0.1 a 319 g/L em diferentes trabalhos. Eles concluem que a inibição 

varia significativamente entre sistemas com diferentes substratos, dosagens 

enzima:substrato, concentrações de glicose, etc. Concluem também que a 

análise da inibição é complicada pela presença de β-glicosidase nos complexos 

enzimáticos e pela natureza multi-enzimática da reação, além do fato desta ser 

heterogênea. 

 

4.6.1.2 Inibição por xilose 

 

Foi avaliado o efeito inibitório causado sobre a enzima celulase pela 

adição de 2,5, 5 e 10 g/L de xilose ao início da hidrólise de bagaço de cana-de-

açúcar submetido a pré-tratamento hidrotérmico.   

Nas Figuras 4.13, 4.14 e 4.15 são apresentatos os gráficos a) duplo 

recíproco e b) Michaelis- Menten, a curva corresponde ao modelo ajustado no 

software GraphPad Prism 8.0. As barras de erro correspondem ao erro padrão 
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experimental. As linhas tracejadas correspondem aos limites superior e inferior 

da curva ajustada de velocidade considerando o intervalo de 95% de confiança.  

As análises foram realizadas com 0,05 FPU/mL de solução, pH de 4,8, 50 ºC e 

150 rpm.   

 

Figura 4.13: Perfil de cinético de hidrólise de BH sem adição de xilose. 
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Figura 4.14: Perfil cinético de hidrólise de BH com adição de 2,5 g/L de xilose. 
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Figura 4.15: Perfil de cinético de hidrólise de BH com adição de 5 g/L de 

xilose. 
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Figura 4.16: Perfil de cinético de hidrólise de BH com adição de 10 g/L de 

xilose. 
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concentrações de xilose estudadas apresentam um ponto de intercepção com 

o eixo vertical 1/Vo muito próximo o qual leva a inferir que o complexo celulase 

é inibida competitivamente pela glicose durante a hidrólise do BH. Os valores 

estimados através de um modelo de inibição competitiva são relacionados na 

Tabela 4.5. 

 

Figura 4.17: Gráfico Lineweaver-Burk para a hidrólise BH com adição de 

diferentes concentrações de xilose como inibidor da enzima celulase.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.18: Perfil cinético Michaeliano da hidrólise de BH com adição de 

xilose em concentrações de 2.5, 5 e 10 g/L. 
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 Como observado no perfil cinético da Figura 4.18  é evidente que há 

inibição por xilose, embora só é importante para baixas concentrações de 

celulose. Para concentrações de celulose até 5 g/L aproximadamente há 

inibição para todas as concentrações de xilose estudadas; em concentrações 

entre 5 e 10 g/L de substrato não existe inibição para a concentração de 

inibidor mais baixa (2.5 g/L), mas ainda existe para as outras concentrações de 

xilose.  A partir de 10 g/L de celulose presente no BH o inibidor não tem mais 

efeito, o qual indica que a inibição exercida pela xilose na hidrólise do BH 

submetido a pré-tratamento hidrotérmico é de tipo competitiva uma vez o efeito 

diminui quando a concentração do substrato aumenta.  A fim de confirmar dita 

premissa, foram realizados várias análises considerando inibição competitiva 

no software GraphPad Prism 8.0.  Primeiramente, foi feito um teste para todo o 

sistema estudado, é dizer que foram consideradas todas as concentrações de 

substrato (BH submetido a pré-tratamento hidrotérmico) mas dito sismeta não 

conseguiu se ajustar a inibição do tipo competitiva.  Seguidamente, foram feitos 

testes por intervalos de concentrações de substrato (0-10, 0-20, 0-30, 0-48 g/L 

de celulose) a partir do qual o sistema em concentrações de celulose entre 0 e 

10 g/L conseguiu se ajustar para inibição do tipo competitiva.  Os valores dos 

parâmetros ajustados podem ser observados na Tabela 4.5.  Uma vez que não 
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existe inibição por xilose no intervalo de concentração de substrato entre 10 e 

48 g/L, foi realizado um ajuste cinético michaeliano sem inibição e os 

resultados estão em detalhe na Tabela 4.6.  

Tabela 4.6: Parâmetros cinéticos do estudo de inibição por xilose da enzima 

celulase na hidrólise de bagaço de cana-de-açúcar submetido a pré-tratamento 

hidrotérmico (ajuste de inibição competitiva para concentrações de celulose 

entre 0 e 10 g/L). 

Parâmetro 
Melhores valores 

ajustados 
(g/L) 

Intervalo de 
confiança 95% 

      
Km 5,152 ± 0,515 4,216  a 6,32 

Ki         19,800 ± 3,143   14,68 a 28,15 

Vmax           0,011 ± 0,001   0,010 a 0,012 
      

R2 (global) 0,961 
 

A constante de inibição Ki=19,800±3,143 mostrada na tabela 4-5, obtida 

mediante ajuste de inibição competitiva no sofware GraphPad Prism 8.0 indica 

que o grau de inibição exercido pela xilose sobre a enzima celulase é 

moderada (comparada com a inibição causada pela xilose) para concentrações 

baixas de substrato (BH submetido a pré-tratamento hidrotérmico) e pode ser 

revertida incrementado sua concentração, o qual é confirmado pelo resultado 

do ajuste para uma cinética de Michaelis Menten (sem inibição) observados na 

Tabela 4.6 ratificando que não há inibição por xilose no sistema quando a 

concentração do substrato aumentou (a partir de 10 g/L celulose).  
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Figura 4.19: Gráfico da fração de inibição para a hidrólise de BH com adição 

de concentrações diferentes de xilose como inibidor da enzima celulase. 
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Tabela 4.7: Parâmetros cinéticos do estudo de inibição por xilose da enzima celulase na hidrólise de bagaço de cana-de-açúcar 

submetido a pré-tratamento hidrotérmico (ajuste para concentrações de BH entre 10 e 48 g/L de celulose sem inibição). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Concentração de xilose 

  0 2,5 5 10 

          

Melhores valores ajustados       

Vmax 0,0081 0,0092 0,0095  0,098 

Km 2,321 2,810 2,488 5,047 

Erro padrão         

Vmax 1.17E-06 5.31E-06 1,96E-05 1.71E-05 

Km 0,004 0,015 0,053 0,052 

Intervalos de confiança         

Vmax 0,00806 a 0,00807 0,00923 a 0,00925  0,00949 a 0,00957 0,00981 a 0,00987 

Km 2,314 a 2,329  2,779 a 2,84  2,383 a 2,595  4,944 a 5,151 

0,99 0,99 0,97 0,99 
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O mecanismo de inibição da enzima celulase por xilose tem sido 

escassamente relatado na literatura, não obstante alguns trabalhos têm 

estudado o efeito de inibição deste açúcar derivado das hemiceluloses causado 

na hidrólise de materiais celulósicos ou lignocelulósicos. ANDRIĆ et al. 

(2010a), ao invés de tentar distinguir o tipo de inibição, buscou determinar o 

grau de inibição na atividade da celulase ocasionado por diferentes 

monossacarídeos como xilose, galactose e manose na hidrólise de madeira 

conífera com o complexo celulolítico Celluclast 1.5L e β-glicosidase de 

Novozym 188, realizada a 50 ºC, pH de 4,8 durante 30 minutos, encontrando 

que a velocidade de reação da hidrólise diminui cerca de 38%, 32% e 45% 

quando 100 g/L xilose, galactose e manose foram suplementados ao inicio da 

reação.  

 

 XIAO et al. (2004) desenvolveram um modelo cinético capaz de prever o 

desempenho da hidrólise de celulose onde a inibição por produto da enzima 

celulase, incluindo a xilos,e foi considerado.  Este modelo foi validado através 

de hidrólises realizadas com 10% de palha de milho com a enzima comercial 

CPN e sem suplemento de β-glicosidase a 45 ºC, pH de 4,8 e 130 rpm, 

comprovando que a eficiência da hidrólise (24 h) foi reduzida de 53% para 46% 

quando 50 g/Kg de xilose foram adicionados no começo da reação, comparado 

com a hidrólise sem adição da mesma, causando um efeito inibitório 

significativo.  A constante de inibição Ki teve um valor de 0,1 g/Kg  e foi 

estimada mediante um modelo de inibição competitiva. 

Similarmente, KADAM et al. (2004) realizaram estudo de inibição por 

produto na hidrólise enzimática de palha de arroz catalisada por celulase 

comercial (Zhaodong Richeng Enzymes) de Trichoderma reesei. Os ensaios 

foram realizados avaliando diferentes concentrações iniciais de substrato de 2, 

2,5, 3,3, 5, 10 e 40 g/L, executada  a 50 ºC , pH de 4,8 durante 1 hora e com 

adição de uma mistura contendo 52% de glicose, 29,7% de xilose e 18,8 % de 

arabinose no começo da reação.  Nesse trabalho é relatado que foram 
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realizados ensaios específicos com adição unicamente de cada 

monossacarídeo, mas os valores de concentração utilizados não foram 

reportados.  As constantes de inibição Ki foram determinadas através de um 

modelo de inibição competitivo sendo 1,24, 0,33, 0,54 e 0,61 g/L para glicose, 

xilose, arabinose e a mistura deles, respectivamente.  Este resultado indicou 

que a enzima celulase foi mais susceptível à inibição exercida pela xilose. 

Por outro lado, ensaios de hidrólise catalisada por Spezyme CP celulase 

e β-glicosidase de Novozym 188  em presença de xilose, xilana e 

xilooligômeros, com a finalidade de analisar o impacto de cada composto sobre 

a conversão da celulose foram realizados por MIAO et al. (2012), onde 2% 

(m/v) de Avicel foram hidrolisados a 48ºC, pH de 4.8 e 150 rpm, com adição de 

1,67 e 12,5 mg/mL dos compostos anteriormente mencionados no inicio da 

reação.  Após 96 horas de hidrólise notaram que a maior concentração 

utilizada (12,5 mg/mL) teve um maior efeito no rendimento final da hidrólise, 

sendo os rendimentos de  81% , 20%, 29% e 38% para a hidrólise controle, e 

adição de xilose, xilana e xilo-oligômeros respectivamente; e também 

compararam o efeito na velocidade inicial da reação causado pelos dois níveis 

de concentração estudados, reduzindo-se 9,7%, 34,5% e 23,8 % para a 

concentração de 1,67 mg/mL e 37,8 % , 53,2% e 81,9%  para xilose, xilana e 

xilooligômeros, respectivamente; desta forma concluíram que os xilo-

oligômeros possuem um efeito inibitório muito forte sobre a enzima celulase, 

expressando a relevância de aumentar a atividade de β-xilosidase e xilanase 

nos coquetéis enzimáticos empregados para hidrolisar os xilooligômeros 

completamente em xiloses com menos capacidade de inibição. 

 

4.6.2 Inibição da enzima celulase na hidrólise de bagaço submetido 

a pré-tratamento organossolve (BO) como substrato 
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A fim de analisar o efeito que ocasiona o tipo de substrato no estudo de 

inibição da enzima celulase, o bagaço de cana-de-açúcar submetido a pré-

tratamento organossolve também foi utilizado como substrato, com o objetivo 

de avaliar a diferença entre um substrato com menor quantidade de lignina.  

Como foi especificado no item 4.1 este substrato está composto por 86,66% de 

celulose, 0,41% de hemiceluloses, 8,24% de lignina e 5,19 % de cinzas.  Todas 

as análises foram executadas nas mesmas condições utilizadas para os 

ensaios com BH e os resultados apresentados estão baseados na formação 

celobiose no decorrer dos experimentos.  

 

 

4.6.2.1 Inibição por glicose 

A Figura 4.20 mostra o perfil de inibição da hidrólise enzimática de BO 

catalisada pelo complexo celulolítco Celluclast 1.5L causado pela adição de 

glicose no inicio da reação.  A hidrólise controle (sem suplemento de glicose) 

foi comparada com hidrólises feitas na presença de 5, 20 e 60 g/L de glicose. 

Figura 4.20: Perfil cinético apresentado pela adição de glicose no inicio da 

hidrólise enzimática de BO, com 0,05 FPU/mL de solução, pH de 4.8, 50 ºC e 

150 rpm em presença de 4g/L de glucono-δ-lactona e 30 min de reação. 
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Como é observado,  a Figura 4.20  mostra um perfil cinético bastante 

diferente do perfil clássico de Michaelis Menten.  Para todos os casos 

analisados, incluindo o controle (sem adição de glicose), a velocidade de 

formação de celobiose Vo apresenta um máximo quando a concentração de 

celulose é aproximadamente de 10 g/L (ou 1%), e diminui com o aumento da 

concentração. Este comportamento a princípio leva a pensar em inibição por 

substrato. No entanto, nenhum dos artigos mais recentes sobre hidrólise 

enzimática de celulose cita inibição por substrato. MODENBACK e NOKES, 

(2012) fizeram uma revisão sobre hidrólise enzimática de biomassas em altas 

concentrações de sólidos e, embora apontem a inibição por produto como um 

dos principais desafios a serem superados para aumentar a conversão na 

hidrólise, não citam a existência de inibição por substrato, embora mostrem que 

a conversão diminui com o aumento da concentração de sólidos, o que foi 

chamado de “efeito sólido” por KRISTEN et al. (2009). Esta diminuição é 

atribuída a várias causas atuando em conjunto, entre elas problemas de 

transferência de massa, inibição por produto, baixo conteúdo de água 

disponível, etc. 

No caso do presente trabalho o substrato (celulose) é o mesmo 

encontrado no bagaço hidrotérmico, embora os diferentes pré-tratamentos 

possam ter modificado suas características estruturais. LIAW e PENNER, 

(1990) estudaram a inibição da celulase por celulose insolúvel de dois tipos 

(Avicel e Solka-floc) e concluiram que havia inibição por substrato quando se 

usava Avicel, mas não Solka-foc. No entanto, quando os autores fazem um 

estudo variando a concentração de enzima, mostraram que a partir de 0,016 

IU/mL de celulase já não se notava inibição por substrato com Avicel. No 

presente trabalho a concentração de enzima usada é quase 10 vezes maior do 

que este valor. 

No entanto, existem outros fatores que devem ser considerados. O 

bagaço organossolve tem maior capacidade de absorção de água do que o 

bagaço hidrotérmico. Isso significa que o meio reacional apresentará maior 
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dificuldade de transferência de massa para maiores concentrações de 

substrato do que o que contém o bagaço hidrotérmico. Dados da tese de 

MACHADO (2013), que estudou a adsorção de celulases no bagaço submetido 

a pré-tratamento idêntico ao do presente trabalho, mostram que o equilíbrio na 

adsorção só é atingido em aproximadamente 3h. Como os dados de velocidade 

inicial precisam ser retirados em tempos muito baixos de hidrólise (~20 min), 

este equilíbrio ainda não tinha sido atingido, especialmente para as maiores 

concentrações de substrato utilizadas, fazendo com que os cálculos de 

velocidade inicial sejam pouco confiáveis. Isso pode explicar os resultados 

inesperados de aumento da velocidade inicial com o aumento da concentração 

de inibidor (glicose) até 20 g/L. Deve-se ressaltar que quando os ensaios desta 

tese foram realizados, os resultados de MACHADO (2013) ainda não estavam 

disponíveis e a maioria dos trabalhos na literatura admitiam que o equilíbrio de 

adsorção era rápido. 

 

 

4.6.3 Inibição por xilose 

O perfil cinético exibido pela hidrólise de BO com a enzima celulase 

(Figura 4-18) e o efeito provocado pela suplementação de 2,5, 5 e 10 g/L de 

xilose no começo da reação mostra um comportamento similar ao apresentado 

nas análises feitas com BO com adição de glicose, mostrando um desvio com 

respeito ao perfil clássico michaeliano esperado, sugerindo também inibição 

por substrato, embora a mesma análise feita no item 4.6.2 continue válida.  
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Figura 4.21: Perfil cinético apresentado pela adição xilose no inicio da hidrólise 

enzimática de BO, com 0,05 FPU/mL de solução, pH de 4,8, 50 ºC e 150 rpm 

em presença de 4g/L de glucono-δ-lactona. 

 

 

O estudo da inibição por celulose na hidrólise enzimática de materiais 

lignocelulósicos é muito complexo devido a diferentes fatores como o tipo, a 

heterogeneidade (QING et al., 2010) e reatividade (MANSFIELD et al., 1999) 

do substrato, o grau de polimerização e índice de cristalinidade (DESAI e 

CONVERSE, 1997), a adsorção da enzima celulase na celulose, assim como 

na lignina (PURI, 1984), entre outros. O artigo de revisão de ANDRIC et al., 

(2010b) cita que existe inibição por substrato, embora não mostre dados 

experimentais. HUANG e PENNER, (1991) citam inibição por substrato (Avicel 

e carboximetilcelulose) nas celulases de T. reesei, mas, assim como no 

trabalho de LIAW e PENNER (1990), a inibição deixa de ser notada em 

maiores concentrações de enzima. O artigo de ORTEGA et al. (2001) fala de 

inibição por substrato, mas explicita que usa o termo para se referir a qualquer 

decréscimo na taxa de reação devida ao aumento da concentração de 

substrato, de forma que os autores estavam se referindo ao “efeito sólido” 

definido por KRISTEN et al., (2009). 
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Devido a que a velocidade inicial de formação de celobiose nas análises 

com BO mostra-se crescente quando concentrações menores que 1% (m/v) de 

BO são utilizadas, um maior número de análises entre 0,1-1% (m/v) deveriam 

ser realizadas,  uma vez que os resultados obtidos nesse trabalho em dito 

intervalo de concentrações não foi suficiente para uma correta  determinação 

dos parâmetros cinêticos do mecanismos de inibição por substrato e por 

produto.  

 

4.6.4 Inibição por celobiose 

O mecanismo de inibição causado pelo suplemento de 2,5, 5 e 10 g/L de 

celobiose no início da hidrólise do bagaço de cana-açúcar submetido aos pré-

tratamentos hidrotérmico e organossolve não foi determinado devido a 

problemas na quantificação dos resultados por CLAE, uma vez que a 

quantidade de celobiose liberada durante o tempo de reação é muito pequena 

comparada com a concentração de celobiose adicionada, ocasionando 

problemas de super ou subestimação dos resultados.  A fim de verificar  se 

ditos inconvenientes eram causados pela coluna empregada nas análises 

(Aminex HPX-87H) ou inerentes às análises executadas, foram realizados 

testes com uma outra coluna (Aminex HPX-87P), obtendo-se a mesma 

tendência nos resultados. 

As Figuras  4.20 a e 4.20 b, ilustram, a tendência dos perfis cinéticos 

apresentados pelas análises realizadas com adição de celobiose. Observa-se 

que para ambos os tipos de bagaço de cana utilizados na hidrólise os perfis 

não acompanham um padrão cinético definido, principalmente nos primeiros 20 

minutos da reação, região na qual o comportamento deveria manter-se 

praticamente linear a fim de realizar um ajuste linear e assim determinar a 

velocidade inicial de reação para dita condição de concentração de substrato e 

concentração de inibidor adicionada. 
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Figura 4.22: Perfil cinético da  hidrólise de bagaço a) BH , b) BO, com adição 

de 5 g/L de celobiose comparado com o respectivo controle, nos ensaios 

realizados com 8% (m/v) de sólidos a 50ºC, pH de 4,8, 150 rpm, e 0,05 

FPU/mL durante 60 minutos de reação. 
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5 Conclusões e recomendações para trabalhos 

futuros 

Neste trabalho a cinética de inibição por produto e substrato durante a 

etapa da hidrólise enzimática do bagaço de cana-de-açúcar submetido a dois 

pré-tratamentos diferentes foi estudada.  A hidrólise catalisada pelas enzimas 

celulase de Trichoderma reeseie e β-glicosidase de Aspergillus niger, foi  

avaliada com o objetivo de estudar a influência na velocidade de sacarificação 

variando as concentrações de substrato. 

 O estudo de inibição por glicose na β-glicosidase de Aspergillus niger 

(Novozym188) com D(+)-celobiose como substrato revelou que esta 

enzima é inibida competitivamente pela glicose. A constante de inibição Ki 

foi 3,825 ± 0,889 g/L, obtida através do ajuste dos dados experimentais. 

Não foi observada inibição pelo substrato nas concentrações de celobiose 

empregadas nas análises; 

 A utilização de glucono-δ-lactona inibiu de uma forma efetiva a atividade 

da enzima β-glicosidase presente no complexo celulolítico, uma vez que 

reduziu a conversão de celobiose para menos de 0,2%, o qual era 

relevante para realizar os estudos de inibição por produto na enzima 

celulase;  

 As análises de inibição por produto na enzima celulase de Trichoderma 

reesei com bagaço de cana-de-açúcar submetido ao pré-tratamento 

hidrotérmico mostraram que a glicose e a xilose reduziram a velocidade 

inicial de reação sem ocasionar uma redução relevante na velocidade 

máxima de formação de celobiose, indicando um mecanismo de inibição 

competitiva, onde a  constante de inibição 14,950 ± 0,737 e 19,800 ± 

3,143 g/L para glicose e xilose respectivamente, o qual adverte que a 

magnitude da inibição da glicose sobre a celulase é maior comparada 

com a xilose. 
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 A hidrólise enzimática do bagaço de cana-de-açúcar submetido a pré-

tratamento organossolve catalisada pela enzima celulase exibiu um perfil 

cinético bastante diferente do perfil clássico de Michaelis Menten. A 

velocidade de formação de celobiose Vo apresentou um máximo quando a 

concentração de celulose é aproximadamente de 10 g/L (ou 1%), e 

diminui com o aumento da concentração; esta diminuição foi atribuída a 

várias causas atuando simultaneamente, entre elas problemas de 

transferência de massa, inibição por produto, baixo conteúdo de água 

disponível, etc. Estes fenômenos, além de diminuir drasticamente a 

velocidadade de reação e, portanto, a  conversão, afetaram o estudo de 

inibição por produto. 

  A diferença dos resultados obtidos a partir das análises realizadas com 

os dois tipos de bagaço de cana-de-açúcar (BO e BH) confirmou que o 

estudo de inibição enzimática depende altamente do tipo de substrato 

utilizado, apesar de que as análises foram realizadas nas mesmas 

condições experimentais; 

 Os estudos de inibição realizados com as enzimas celulolíticas, celulase e 

β-glicosidase, mostraram que as duas enzimas são inibidas pela glicose 

através de um mecanismo competitivo, porém comprovam que a inibição 

causada na β-glicosidase é muito maior do que na celulase, dado que a 

sua constante de inibição Ki é menor comparada com a da celulase, 

sendo 3,825 ± 0,889 e 14,950 ± 0,737 g/L para a β-glicosidase e celulase, 

respectivamente. 

 A diferença dos resultados e parâmetros cinéticos obtidos nesse trabalho 

com a literatura corresponde  sem dúvida à diversidade de materiais 

celulósicos e lignocelulósicos utilizados, à concentração e fonte das 

enzimas, como também às condições experimentais em que são 

realizados os experimentos, determinando que ditos parâmetros cinéticos 

são únicos e inerentes a cada sistema hidrolítico estudado. 
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 Os mecanismos de inibição considerados ajudaram na formulação do 

modelo proposto na tese de MOREIRA NETO (2016) uma vez  que usou 

o mesmo complexo celulolítico e o mesmo substrato do presente trabalho. 

 

Como sugestões para trabalhos futuros citam-se; 

 Diminuir o tempo de reação dos experimentos para realizar cinéticas de 

inibição com substratos lignocelulósicos. 

 Para estudos de inibição por produto em substratos lignocelulósicos 

sugere-se analisar em intervalos mais curtos a concentração do inibidor 

com a intenção de avaliar com precisão a faixa na qual ocorre dita  

inibição. 

 Diminuir a concentração de celobiose como inibidor usada nesse 

trabalho a fim de realizar uma análise concludente. 
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Apêndice I 

Determinação das velocidades iniciais de reação 

para a cinética de inibição da enzima β-glicosidase 

por glicose com D-(+)-Celobiose como substrato 

Figura I 1 Gráficos da velocidade inicial de reação para o controle ( sem 

glicose) da cinética de inibição da enzima β-glicosidase com D-(+)-celobiose 

como substrato em concentrações de: a) 0,5 g/L ; b) 1 g/L ; c) 2 g/L ; d) 3 g/L;  

e) 4 g/L ; f) 5 g/L ; g) 7,5 g/L e  h) 10 g/L. 
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Figura I 2 Gráficos de velocidade inicial de reação da cinética de inibição da 

enzima β-glicosidase com D-(+)-celobiose como substrato em concentrações 

de: a) 0,5 g/L ; b) 1 g/L ; c) 2 g/L ; d) 3 g/L;  e) 4 g/L ; f) 5 g/L ; g) 7,5 g/L e  h) 10 

g/L e 5 g/L de glicose como inibidor. 
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Figura I 3  Gráficos de velocidade inicial de reação da cinética de inibição da 

enzima β-glicosidase com D-(+)-celobiose como substrato em concentrações 

de: a) 0,5 g/L ; b) 1 g/L ; c) 2 g/L ; d) 3 g/L;  e) 4 g/L ; f) 5 g/L ; g) 7,5 g/L e  h) 10 

g/L e 10 g/L de glicose como inibidor. 
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Apêndice II-a 

   Determinação das velocidades iniciais de reação 

para a cinética de inibição da enzima celulase  por  

glicose com BH como substrato 

 

Figura IIa- 1 Gráficos de velocidade inicial de reação do controle da cinética de 

inibição da enzima celulase com BH como substrato em concentrações de: a) 1 

g/L ; b) 5 g/L ; c) 10 g/L ; d) 20 g/L;  e) 40 g/L ; f) 60 g/L e g) 80 g/L . 
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Figura IIa- 2 Gráficos de velocidade inicial de reação da cinética de inibição da 

enzima celulase com BH como substrato em concentrações de: a) 1 g/L ; b) 5 

g/L ; c) 10 g/L ; d) 20 g/L;  e) 40 g/L ; f) 60 g/L e g) 80 g/L  e 5 g/L de glicose 

como inibidor. 
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Figura IIa- 3 Gráficos de velocidade inicial de reação da cinética de inibição da 

enzima celulase com BH como substrato em concentrações de: a) 1 g/L ; b) 5 

g/L ; c) 10 g/L ; d) 20 g/L;  e) 40 g/L ; f) 60 g/L e g) 80 g/L  e 20 g/L de glicose 

como inibidor. 

 

 

0 5 10 15 20
0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

[P]= 0,00682t - 0,00150

        R^2 = 0,99  

c

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

Tempo (min)
0 5 10 15 20

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,12

0,14 d

Tempo (min)

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

[P]= 0,00682t - 0,00150

        R^2 = 0,99  

0 5 10 15 20
0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,12

0,14 e

 

Tempo (min)

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

[P]= 0,00706t + 0,00197

        R^2 = 0,99  

0 5 10 15 20
0,00

0,03

0,06

0,09

0,12

0,15

0,18
f

Tempo (min)

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

 

[P]= 0,00787t - 0,00259

        R^2 = 0,98  

0 5 10 15 20
0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,12

0,14

0,16

[P]= 0,00753t + 0,00433

        R^2 = 0,99  

g

Tempo (min)

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)



141 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0 5 10 15 20
0,000

0,002

0,004

0,006

0,008

0,010

0,012

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

Tempo (min)

[P]= 0,00056t - 0,00015

        R^2 = 0,99  

a

0 5 10 15 20
0,00

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05
b

Tempo (min)

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

[P]= 0,00204t - 0,00097

        R^2 = 0,99  

0 5 10 15 20
0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

[P]= 0,00513t + 0,00360

        R^2 = 0,99  

c

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

Tempo (min)
0 5 10 15 20

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,12

0,14 d

Tempo (min)

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

[P]= 0,00569t + 0,00021

        R^2 = 0,99  

0 5 10 15 20
0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,12

0,14 e

 

Tempo (min)

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

[P]= 0,00637t + 0,00102

        R^2 = 0,99  

0 5 10 15 20
0,00

0,03

0,06

0,09

0,12

0,15
f

Tempo (min)

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

 

[P]= 0,00687t - 0,0048

        R^2 = 0,98  



142 

 

 

 

 

Figura IIa- 4 Gráficos de velocidade inicial de reação da cinética de inibição da 

enzima celulase com BH como substrato em concentrações de: a) 1 g/L ; b) 5 

g/L ; c) 10 g/L ; d) 20 g/L;  e) 40 g/L ; f) 60 g/L e g) 80 g/L  e 60 g/L de glicose 

como inibidor. 
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Apêndice II-b 

 

Determinação das velocidades iniciais de reação 

para a cinética de inibição da enzima celulase por 

xilose com BH como substrato 

Figura IIb- 1 Gráficos de velocidade inicial de reação da cinética de inibição da 

enzima celulase com BH como substrato em concentrações de: a) 1 g/L ; b) 5 

g/L ; c) 10 g/L ; d) 20 g/L;  e) 40 g/L ; f) 60 g/L e g) 80 g/L  e 2.5 g/L de xilose 

como inibidor. 
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Figura IIb- 2 Gráficos de velocidade inicial de reação da cinética de inibição da 

enzima celulase com BH como substrato em concentrações de: a) 1 g/L ; b) 5 

g/L ; c) 10 g/L ; d) 20 g/L;  e) 40 g/L ; f) 60 g/L e g) 80 g/L  e 5 g/L de xilose 

como inibidor. 
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Figura IIb- 3 Gráficos de velocidade inicial de reação da cinética de inibição da 

enzima celulase com BH como substrato em concentrações de: a) 1 g/L ; b) 5 

g/L ; c) 10 g/L ; d) 20 g/L;  e) 40 g/L ; f) 60 g/L e g) 80 g/L  e 10 g/L de xilose 

como inibidor. 

 

 

     

     

 

      

0 5 10 15 20
0,000

0,002

0,004

0,006

0,008

0,010

0,012

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

Tempo (min)

[P]= 0,00076t-0,00055

        R^2 = 0,98  

a

0 5 10 15 20
0,00

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

0,07
b

Tempo (min)

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

[P]= 0,00322t + 0,02128

        R^2 = 0,98  

0 5 10 15 20
0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

[P]= 0,00496t + 0,00176

        R^2 = 0,99  

c

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

Tempo (min)
0 5 10 15 20

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,12

0,14
d

Tempo (min)

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

[P]= 0,00871t - 0,00013

        R^2 = 0,99  

0 5 10 15 20
0,00

0,03

0,06

0,09

0,12

0,15 e

 

Tempo (min)

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

[P]= 0,00919t + 0,00237

        R^2 = 0,99  

0 5 10 15 20
0,00

0,03

0,06

0,09

0,12

0,15

f

Tempo (min)

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

 

[P]= 0,00801t - 0,00166

        R^2 = 0,99  



148 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0 5 10 15 20
0,00

0,03

0,06

0,09

0,12

0,15

[P]= 0,00903t + 0,00451

        R^2 = 0,98  

g

Tempo (min)

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)



149 

 

 

Apêndice III-a 

 

Determinação das velocidades iniciais de reação 

para a cinética de inibição da enzima celulase por 

glicose com BO como substrato 

 

Figura IIIa- 1 Gráficos de velocidade inicial de reação do controle da cinética 

de inibição da enzima celulase com BO como substrato em concentrações de: 

a) 1 g/L ; b) 5 g/L ; c) 10 g/L ; d) 20 g/L;  e) 40 g/L ; f) 60 g/L e g) 80 g/L . 
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Figura IIIa- 2 Gráficos de velocidade inicial de reação da cinética de inibição da 

enzima celulase com BO como substrato em concentrações de: a) 1 g/L ; b) 5 

g/L ; c) 10 g/L ; d) 20 g/L;  e) 40 g/L ; f) 60 g/L e g) 80 g/L  e 5 g/L de glicose 

como inibidor. 

 

 

    

0 5 10 15 20
0,00

0,03

0,06

0,09

0,12

0,15

0,18

0,21

0,24

0,27

0,30
e

 

Tempo (min)

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

[P]= 0,01005t + 0,06380

        R^2 = 0,98  

0 5 10 15 20
0,00

0,03

0,06

0,09

0,12

0,15

0,18

0,21 f

Tempo (min)

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

 

[P]= 0,00749t + 0,06040

        R^2 = 0,95 

0 5 10 15 20
0,00

0,03

0,06

0,09

0,12

0,15

0,18

0,21

0,24

[P]= 0,00561t + 0,08358

        R^2 = 0,89  

g

Tempo (min)

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

0 5 10 15 20
0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

Tempo (min)

[P]= 0,00297t + 0,02691

        R^2 = 0,95  

a

0 5 10 15 20
0,00

0,03

0,06

0,09

0,12

0,15

0,18

0,21

0,24 b

Tempo (min)

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

[P]= 0,01070t + 0,01574

        R^2 = 0,95  



151 

 

 

     

     

 

 

 

 

 

 

 

 

0 5 10 15 20
0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30

0,35

[P]= 0,01499t + 0,04248

        R^2 = 0,99  

c

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

Tempo (min)
0 5 10 15 20

0,00

0,04

0,08

0,12

0,16

0,20

0,24

0,28

0,32
d

Tempo (min)

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

[P]= 0,01128t + 0,07926

        R^2 = 0,98  

0 5 10 15 20
0,00

0,04

0,08

0,12

0,16

0,20

0,24

0,28
e

 

Tempo (min)

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

[P]= 0,00981t + 0,06569

        R^2 = 0,95

0 5 10 15 20
0,00

0,03

0,06

0,09

0,12

0,15

0,18

0,21

0,24

0,27
f

Tempo (min)

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)

 

[P]= 0,00965t + 0,06320

        R^2 = 0,99  

0 5 10 15 20
0,00

0,04

0,08

0,12

0,16

0,20

0,24

[P]= 0,00921t + 0,07246

        R^2 = 0,92 

g

Tempo (min)

C
o

n
c
e

n
tr

a
ç
a

o
 d

e
 c

e
lo

b
io

s
e

 (
g

/L
)



152 

 

 

 

 

Figura IIIa- 3 Gráficos de velocidade inicial de reação da cinética de inibição da 

enzima celulase com BO como substrato em concentrações de: a) 1 g/L ; b) 5 

g/L ; c) 10 g/L ; d) 20 g/L;  e) 40 g/L ; f) 60 g/L e g) 80 g/L  e 20 g/L de glicose 

como inibidor. 
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Figura IIIa- 4 Gráficos de velocidade inicial de reação da cinética de inibição da 

enzima celulase com BO como substrato em concentrações de: a) 1 g/L ; b) 5 

g/L ; c) 10 g/L ; d) 20 g/L;  e) 40 g/L ; f) 60 g/L e g) 80 g/L  e 60 g/L de glicose 

como inibidor. 
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Apêndice III-b 

 

Determinação das velocidades iniciais de reação 

para a cinética de inibição da enzima celulase por 

xilose com BO como substrato 

Figura IIIb- 1 Gráficos de velocidade inicial de reação da cinética de inibição da 

enzima celulase com BO como substrato em concentrações de: a) 1 g/L ; b) 5 

g/L ; c) 10 g/L ; d) 20 g/L;  e) 40 g/L ; f) 60 g/L e g) 80 g/L  e 2.5 g/L de xilose 

como inibidor. 
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Figura IIIb- 2 Gráficos de velocidade inicial de reação da cinética de inibição da 

enzima celulase com BO como substrato em concentrações de: a) 1 g/L ; b) 5 

g/L ; c) 10 g/L ; d) 20 g/L;  e) 40 g/L ; f) 60 g/L e g) 80 g/L  e 5 g/L de xilose 

como inibidor. 
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Figura IIIb- 3 Gráficos de velocidade inicial de reação da cinética de inibição da 

enzima celulase com BO como substrato em concentrações de: a) 1 g/L ; b) 5 

g/L ; c) 10 g/L ; d) 20 g/L;  e) 40 g/L ; f) 60 g/L e g) 80 g/L  e 10 g/L de xilose 

como inibidor. 
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