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Síntese enzimática de ácido xilônico 
utilizando glicose oxidase 
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Resumo
O ácido xilônico é uma das principais moléculas de alto valor agregado que podem ser 
obtidas a partir de biomassa lignocelulósica. Entretanto o processo de produção deste 
ácido ainda precisa ser aprimorado para atender as exigências industriais, tais como alta 
produtividade e rendimento, baixo custo de produção e redução na geração de resíduos. 
O objetivo deste estudo foi aprimorar em escala de bancada a produção de ácido 
xilônico por meio de rota enzimática usando como substrato xilose PA (para análise) 
e enzima comercial glicose oxidase, oriunda de Aspergillus niger. A fim de aumentar 
a concentração de ácido xilônico produzido, foram avaliadas diferentes concentrações 
iniciais de xilose (5 g/L a 100 g/L). Todas as reações foram realizadas em microplaca 
de 96 poços e um volume total de reação de 110 µL foi utilizado. A maior conversão 
(92,8 %) foi atingida quando uma concentração inicial de xilose de 10 g/L foi utilizada. 
Ao aumentar a concentração inicial de xilose para 100 g/L a conversão foi de apenas 
11,1%. Os resultados sugerem que a enzima pode ter sido inibida pelo substrato ou 
pelo coproduto desta reação, o peróxido de hidrogênio. Além disso, a falta de aeração 
do meio reacional também desfavoreceu a ação de glicose oxidase. Etapas posteriores 
deste estudo irão investigar o uso de peroxidases e aeração do meio reacional a fim de 
aumentar o rendimento de ácido xilônico.
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Introdução
O ácido xilônico é uma das principais moléculas de alto valor agregado que podem 

ser obtidas a partir de biomassa lignocelulósica (Werpy; Petersen, 2004). Esta molécula 
pode ser aplicada diretamente como dispersante em cimento, agente complexante ou 
quelante de íons como o Zn, Fe, Cu e Ca, agente clarificante de poliolefinas, antibiótico, 
aditivo para melhorar a absorção de vitamina C, redução de acrilamida em alimentos 
cozidos, branqueamento de têxteis, galvanoplastia, biopesticidas e como aditivos na 
exploração de poços de petróleo (Zhou et al., 2015; Chun et al., 2006; Pezzotti; Therisod, 
2006; Miller et al., 1994;   Zamora et al., 2000; Toivari et al., 2012b; Buchert; Viikari 
1988). Além disso, o ácido xilônico pode ser utilizado como modificador ou precursor 
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para a síntese de 1,2,4‑butanotriol, copoliamidas, poliéster, hidrogel e etileno glicol 
(Toivari et al., 2012a; Pezzotti; Therisod, 2006; Toivari et al., 2012b; Liu; Wang, 2012).

Atualmente, ácido xilônico é produzido em pequena escala por meio de rota 
microbiana (Toivari et al., 2012a), mas, assim como outros ácidos aldônicos, pode 
também ser produzido por meio de processo eletroquímico (Toivari et al., 2012b; 
Governo et al., 2004), oxidação química (Toivari et al., 2012b)  ou enzimático (Pezzotti; 
Therisod, 2006; Toivari et al., 2012b). Para cada um desses processos, uma série de 
obstáculos vem sendo superada ao longo das últimas décadas. Algumas vantagens 
relacionadas ao processo enzimático envolvem o uso de condições operacionais 
suaves, baixo requerimento de energia, maior especificidade na obtenção de produto, 
possibilidade de uso de reator contínuo, e reduzida quantidade de poluentes gerados 
(Tomotani; Vitolo, 2007; Liu; Wang, 2007).

Apesar das vantagens supracitadas para processos enzimáticos, ainda existem 
muitos desafios que devem ser vencidos a fim de tornar esses processos mais atrativos 
industrialmente. Por exemplo, para oxidoredutases deve ser utilizada uma estratégia para 
regeneração de cofatores e, quando possível, recuperar e reutilizar a enzima. Também 
devem ser estabelecidas as condições operacionais de tal forma que a concentração 
de produto no meio reacional seja a máxima possível. Uma das condições operacionais 
mais importantes a serem estabelecidas é a concentração inicial do substrato, visto que 
desse valor depende a concentração final do produto. Nesse estudo, uma avaliação 
do efeito da concentração inicial de xilose foi realizada visando a obtenção de máximo 
rendimento em ácido xilônico.

Material e Métodos

Síntese de ácido xilônico
A síntese de ácido xilônico ocorre de acordo com a expressão baixo:

Xilose(C5H10O5) + Oxigênio (O2) = Ácido xilônico (C5H10O6) + Peróxido de hidrogênio (H2O2)

Para o ensaio de síntese deste ácido em laboratório foram utilizadas soluções de xilose 
(PA) com concentrações de 5, 10, 50 ou 100 g/L, as quais foram preparadas em tampão 
citrato 0,1 mol/L, pH 5, e foram utilizadas como substrato. Uma solução de 100 g/L da 
glicose oxidase de Aspergillus niger da marca Sigma‑Aldrich (100.000 unidades/g de 
sólido, sem adição de oxigênio), foi preparada  em tampão citrato 0,1 mol/L, pH 5. A 
reação foi realizada em microplaca PCR 96 poços e utilizou‑se a proporção de 100 µL da 
solução de xilose para 10 µL da solução de enzima. Para o branco do substrato foi utilizado 
110 µL da solução de xilose. Para o branco da enzima, usou‑se 10 µL da enzima e 100 µL 
do tampão. Todas as reações foram realizadas em triplicata. A microplaca foi selada com 
um filme plástico e mantida em um termociclador para que a reação ocorresse sob a 
temperatura de 35 oC em diferentes intervalos de tempo. 
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Monitoramento do avanço da reação
A formação de ácido xilônico em função do tempo foi monitorada indiretamente 

pela quantificação do consumo de xilose por meio do método do ácido dinitrosalisílico 
(DNS), ligeiramente modificado (Miller, 1959). Em cada um dos poços de uma 
microplaca foram adicionados 20 µL de amostra do meio reacional e 40 µL de tampão 
citrato. Em seguida 120 µL da solução de DNS foram adicionados, a placa foi selada 
e mantida em termociclador por 10 minutos a 95 oC. Ao final da reação com DNS, 
uma alíquota de 36 µL de cada amostra foi transferida para uma microplaca, adequada 
para leitura espectrofotométrica, contendo 160 µL de água em cada poço. As misturas 
foram homogeneizadas e a leitura de absorbância foi realizada a 540 nm. Os valores de 
absorbância foram convertidos em concentração de xilose por meio de uma curva de 
calibração, previamente construída.

Resultados e Discussão
O consumo de xilose nos diferentes ensaios de síntese foi monitorado pelo método 

do DNS. Os dados de absorbância obtidos foram convertidos em concentrações de xilose 
por meio da equação da reta apresentada a seguir (Equação 1):

Concentração de xilose (g/L) = 11,537×Abs540nm ‑ 0,0562                                  (Equação 1)

Os valores de concentração de xilose ao longo do tempo nos diferentes ensaios 
de síntese de ácido xilônico foram utilizados para calcular o rendimento de síntese de 
acordo com a Equação 2. 

Rendimento (%) = (([Xilose inicial] – [Xilose final])/[Xilose inicial])*100            (Equação 2)

Os valores de rendimento obtidos para os diferentes ensaios são apresentados na 
Figura 1.

Figura 1. Conversão de xilose em ácido xilônico 

por meio de processo enzimático utilizando 

as seguintes concentrações iniciais de xilose:  

(A) 10 g/L, (B) 50 g/L e (C) 100 g/L. 

(A) (B)

(C)



G
ra

du
an

do
s

VI Encontro de Pesquisa e Inovação da Embrapa Agroenergia: Anais 134

Os dados para os ensaios realizados com concentração inicial de xilose de 5 g/L 
não foram apresentados porque apresentaram valores de concentração completamente 
fora de valores esperados, por exemplo, valores de absorbância negativa para meios 
contendo xilose. Isso pode ter sido causado por problemas na execução do experimento. 

O maior valor de rendimento para a síntese de ácido xilônico obtido nesse estudo 
foi de 92,8 % quando uma concentração inicial de xilose de 10 g/L foi utilizada. Isto 
equivale a uma concentração final de ácido xilônico de 10,3 g/L. Pezzotti e Therisod 
(2006) obtiveram valores de rendimento de 90% quando utilizou glicose oxidase para 
síntese de ácido xilônico, em um meio reacional com concentração inicial de xilose de 
75 g/L, após 100 horas de reação. O resultado superior obtido por Pezzotti e Therisod 
(2006), pode ser atribuído a um meio reacional aerado e contendo catalase.

Os valores de concentração de ácido xilônico alcançados neste estudo e no estudo 
realizado por Pezzotti e Therisod (2006), são muito inferiores aos valores encontrados 
para a síntese microbiana de ácido xilônico. Por exemplo, no estudo realizado por Zhou 
et al. (2015), valores de 586 g/L de ácido xilônico foram obtidos por meio de um processo 
microbiano. O processo enzimático possui algumas vantagens em relação ao processo 
microbiano como, por exemplo, não exigir nutrientes e meio reacional estéril, permitir a 
conversão quase completa de xilose em ácido xilônico, ou seja, sem reações secundárias, 
e produzir ácido xilônico com maior grau de pureza, livre de microrganismos e seus debris 
ou metabólitos (Tomotani; Vitolo, 2007; Ahmed et al., 2011). Apesar dessas vantagens, 
vários obstáculos precisam ser superados para aumentar o teor de ácido xilônico nos 
meios de processo ao utilizar a rota enzimática. 

Nas condições operacionais utilizadas nesse estudo, verificou‑se que elevados 
rendimentos de síntese somente foram possíveis em baixas concentrações iniciais de 
xilose. Considerando os fundamentos teóricos divulgados na literatura científica para 
a síntese de ácidos aldônicos (ácidos glicônico e xilônico, principalmente) é possível 
concluir que os resultados obtidos nesse estudo sugerem que a enzima pode ter sido 
inibida pelo substrato ou pelo coproduto desta reação, o peróxido de hidrogênio. 
Além disso, a falta de aeração do meio reacional também desfavoreceu a ação de 
glicose oxidase. Para atingir concentrações mais elevadas de ácido xilônico mantendo 
o rendimento de síntese será necessário aprimorar outras variáveis do processo, 
como por exemplo, a adição de uma peroxidase ao meio reacional para reduzir a 
concentração de peróxido de hidrogênio, o qual é inibidor da glicose oxidase e a 
aeração do meio reacional, pois a glicose oxidase precisa de oxigênio para a conversão 
de xilose a ácido xilônico.

Considerações Finais
O ácido xilônico está entre as principais moléculas que podem ser produzidas a partir 

de biomassa lignocelulósica. Nesse estudo foi identificada a concentração inicial mínima 
de xilose (10 g/L) em que se pode atingir elevado rendimento (>90%) para a síntese de 
ácido xilônico sem a necessidade de aeração e adição de uma peroxidase. Entretanto, 
partindo‑se de uma concentração inicial de xilose muito baixa, consequentemente a 
concentração de ácido xilônico também será muito baixa, inviabilizando economicamente 
a purificação e comercialização do produto final.  Para atingir níveis mais elevados na 
concentração de ácido xilônico é necessário a adição de catalase e aeração do meio 
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reacional para que elevados valores de rendimento sejam atingidos mesmo quando 
concentração inicial de xilose de aproximadamente 200 g/L seja utilizada no meio 
reacional.
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