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RESUMO 
  

A parede celular de planta é constituída por três componentes principais: celulose, 

hemicelulose e lignina. Entre as hemicelulose, xilana é o heteropolissacarídeo mais 

comum, e a principal enzima responsável por sua degradação é por Aspergillus 

caespitosus cultivado em fermentações submersa (FSM) ou semi-sólida (FSS). As 

xilanases foram purificadas, caracterizadas e testadas no branqueamento da polpa de 

celulose.  

Em relação a FSM, o melhor meio de produção xilanásica foi o SR suplementado 

com 1% de farelo de trigo (FT) ou bagaço de cana-de-açúcar (BCA), mais peptona 

0,25% ou 0,1%, respectivamente. As fermentações foram realizadas a 40ºC durante 48 

horas em meios com pH iniciais de 8,0 (BCA) ou 6,0 (FT). Não houve ativação 

enzimática com a adição de íons metálicos, principalmente com as amostras obtidas 

dos meios com BCA. As xilanases obtidas do meio com BCA foram inativadas 

termicamente a 55ºC e 65ºC, mais rápido do que as xilanases presentes nos filtrados 

das culturas com FT. Adição de diferentes concentrações de glicose no meio 

suplementado com BCA ou FT reduziu a produção de xilanases, mas de diferente 

modo, considerando que a repressão foi retardada na primeira condição.  

FSS foram realizadas também com FT ou BCA, mais 4 ou 8 mL de água por 

grama de substrato, respectivamente, a 30ºC durante 3 ou 6 dias. Os meios contendo 

FT e BCA foram suplementados com nitrato de amônio ou peptona, respectivamente. 

Não foi observada repressão catabólica por glicose nessas fermentações.  

Duas xilanases, xyl 1 e xyl 2, foram purificadas usando Sephadex G-100. Xyl 2 

exibiu maior conteúdo de carboidrato (41%) do que xyl 1 (29%), o que pode explicar 

sua maior estabilidade a temperatura e pH. Além disso, esta propriedade 

provavelmente acarretou na interação carboidrato-carboidrato dessa enzima com a 

matrix da resina, levando a uma estimativa errada da massa molecular, que por este 

método (filtração em gel) foi de 7,7 kDa, enquanto que por SDS-PAGE foi de 17,7. A 

massa molecular da xyl 1 foi estimada em 26.3 kDa por filtração em gel e 27.7 kDa por 

SDS-PAGE. As temperaturas ótimas de ambas as enzimas foi de 50 – 55ºC e o pH 

ótimo de 7,0 – 7,5 para xyl 1 e 5,5 – 6,5 para xyl 2. Vários íons metálicos testados 

foram ineficientes em estimular as atividades xilanolíticas, sendo que algumas inibições 

foram observadas principalmente para xyl 1. Adição de EDTA não alterou 

significativamente essas atividades. Adição de β-mercaptoetanol aumentou as 

atividades xilanásicas em 59% (xyl 1) e 102% (xyl 2). As enzimas purificadas 
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hidrolisaram somente xilana. Estudos cinéticos demonstraram diferentes valores entre 

as xilanases. Para xyl 1, os valores de Km (mg/mL) e Vmáx (µmoles.min-1.mg proteína-1) 

foram de 2,5 e 1679, respectivamente, além disso, na presença de β-mercaptoetanol, 

esses valores foram de 2,9 e 2728, correspondentemente. Para xyl 2,aqueles valores 

naquela ordem foram de 3,9 e 113 sem e 1,9 e 133 com β-mercaptoetanol.   

Avaliação do branqueamento da polpa de celulose por xilanases secretadas por 

Aspergillus caespitosus demonstrou que a ação dessas enzimas foi dependente das 

características da polpa. Além disso, extratos obtidos das FSM foram mais efetivos, 

principalmente aqueles obtidos de culturas suplementados com FT. As xilanases 

purificadas tiveram diferentes efeitos de branqueamento que poderia estar relacionado 

com diferenças nas propriedades bioquímicas, tais como estabilidade à temperatura e 

pH, e tamanho molecular.      
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ABSTRACT 
 

The plant cell wall is constituted by three main compounds: cellulose, 

hemicellulose and lignin. Among the hemicelluloses, xylan is the heteropolysaccharide 

most common, and the principal enzyme responsible for its degradation is xylanase. 

This study investigated some optimal culture conditions for xylanase production by the 

filamentous fungus Aspergillus caespitosus cultivated in submerged fermentation 

(SMF), or solid-state-fermentation (SSF). The xylanases were purified, biochemical 

characterized and assayed in pulp bleaching.  

With regard to SMF, several media were tested, but the best results for xylanase 

production were obtained with SR medium supplemented with 1% (w/v) wheat bran 

(WB) or sugar cane bagasse (SCB), and with 0.25% (w/v) or 0.1% (w/v) peptone, 

respectively. Fermentation was carried out at 40ºC, for 48 hours, in media with initial pH 

of 8.0 (SCB) or 6.0 (WB). There was no enzymatic activation by the addition of metallic 

ions, mainly for the samples obtained from SCB medium. The xylanase obtained from 

SCB crude extracts was thermally inactivated at 55ºC and 65ºC, faster than that of the 

xylanase obtained from WB culture filtrates. Addition of different glucose concentrations 

to media supplemented with SCB or WB reduced xylanase production, but in a different 

way, considering that the repression was retarded in the first condition.  

SSF were carried out also with 2 g WB or SCB, plus 4 mL or 8 mL water, 

respectively, at 30ºC for 3 or 6 days. The WB and SCB media were supplemented with 

ammonium nitrate or peptone, respectively. It was not observed repression by glucose 

for these fermentations. 

Two xylanases, xyl 1 and xyl 2, were purified using Sephadex G-100. Xyl 2 

exhibited higher carbohydrate content (41%) than xyl 1 (29%), which might explain its 

higher stability for temperature and pH. Furthermore, this property probably caused a 

carbohydrate–carbohydrate interaction of this enzyme with the resin matrix, leading to a 

wrong estimate of the molecular mass, that by this method (gel filtration) was of 7.7 

kDa, while by SDS-PAGE was 17.7 kDa. The molecular mass of xyl 1 was estimated 

26.3 kDa by gel filtration, and 27.7 kDa by SDS-PAGE. Optimal temperature was the 

same for both enzymes (50 - 55ºC) and the optimal pH values were 7.0 – 7.5 for xyl 1, 

and 5.5 – 6.5 for xyl 2. Several metal ions tested were ineffective in stimulating the 

xylanolytic activities; rather, some inhibition was observed, mainly for xyl 1. Addition of 

EDTA did not alter significantly these activities. Addition of β-mercaptoethanol increased 

the xylanase activities 59% (xyl 1) and 102% (xyl 2). The purified enzymes hydrolyzed 



 IX

only xylan. Kinetics studies demonstrated different values between xylanases. For xyl 1, 

Km (mg/mL) and Vmax (µmoles.min-1.mg protein-1) values were 2.5 and 1679 

respectively, moreover, in the presence of 10 mM β-mercaptoethanol, these values 

were 2.9 and 2728, correspondingly. For xyl 2, those values in that order were 3.9 and 

113 without and 1.9 and 133 with β-mercaptoethanol. 

Evaluation of cellulose pulp bleaching by xylanases secreted by Aspergillus 

caespitosus demonstrated that the action of these enzymes was dependent of the pulp 

characteristics. Furthermore, extracts obtained of SMF were more effective, principally 

those obtained from cultures supplemented with WB. The purified xylanases had 

different bleaching effects that might be related with the differences in biochemical 

properties of each enzyme, such as temperature and pH stabilities, and molecular size.      
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1  BIOTECNOLOGIA 
 

A biotecnologia passou a ser considerada prioritária há relativamente pouco 

tempo, no entanto, processos biotecnológicos vêm sendo utilizados na produção de 

vários bens desde a mais remota antiguidade. O preparo de bebidas fermentadas a 

partir de cereais, por exemplo, foi realizado na Babilônia e no Egito entre os anos 8.000 

a 6.000 a.C., a produção de pão, utilizando fermentos, ocorreu no Egito, 4.000 anos 

a.C. e a produção de vinhos na Grécia, 2.000 a.C. (Schmidell et al., 2001). 

Existem várias propostas definindo o que vem a ser biotecnologia. Segundo o 

Prof. Antônio Paes de Carvalho, em seu trabalho intitulado “Patentes para a 

biotecnologia”, apresentada em reunião na Academia Brasileira de Ciências: 

 
 “Entende-se por biotecnologia o conjunto de conhecimentos, técnicas e 

métodos, de base científica ou prática, que permite a utilização de seres vivos como 

parte integrante e ativa do processo de produção industrial de bens e serviços”. 

 
O Office of Technology Assessment, por sua vez, definiu biotecnologia como 

sendo: 

“O conjunto de processos industriais que englobam processos biológicos”. 

 
Por outro lado, a Union Internationale de Chimie Purê et Appliquée, conceituou 

biotecnologia como: 

 
“Aplicação da bioquímica, da biologia, da microbiologia e da engenharia química 

aos processos e produtos industriais (incluindo os produtos relativos à saúde, energia e 

agricultura) e ao meio ambiente”. 

 

Finalmente, o Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

(CNPq), em seu programa nacional de biotecnologia, a definiu nos seguintes termos:  

 
“A utilização de sistemas celulares para obtenção de produtos ou 

desenvolvimento de processos industriais”. 
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As poucas tentativas de definição aqui transcritas mostram, nitidamente, que a 

biotecnologia tem por base vários ramos do conhecimento. Trata-se, portanto, de um 

campo de trabalho tipicamente multidisciplinar, o que torna absolutamente 

imprescindível à efetiva colaboração e integração de profissionais atuantes em 

diferentes setores do conhecimento.  

Pesquisa realizada em 2001 pela Fundação Biominas e patrocinada pelo 

Ministério da Ciência e Tecnologia (MCT) revela que o Brasil possui 304 empresas 

atuando na área de biotecnologia. O estudo apontou uma concentração nas regiões 

Sul e Sudeste, que detêm 90% das empresas do setor, sendo que São Paulo, Minas 

Gerais e Rio de Janeiro abrigam 81% da atividade empresarial. O Norte e o Nordeste 

possuem menor densidade, respondendo por apenas 3% do conjunto do país. Já o 

Centro-Oeste detém 5% do parque industrial. 

As empresas têm vocações diferenciadas com relação à área da biotecnologia em 

que atuam. São Paulo tem 57% de seus empreendimentos concentrados nas 

categorias fornecedores e multinacionais, ou seja, em sua maioria são empresas de 

grande porte e de capital estrangeiro. Em Minas Gerais predominam as organizações 

nacionais, sendo 65% voltadas para as áreas de saúde humana e animal, incluindo a 

biomedicina e biomateriais com aplicações médicas e veterinárias. 

Paraná e Brasília destacam-se pela predominância do agronegócio e saúde 

humana, animal e vegetal. Na capital federal 70% das empresas biotecnológicas atuam 

nessas áreas e, no Paraná, 37%. 

O estudo aponta também a importância do processo de incubação como 

instrumento de descentralização de empresas para as diversas regiões do país. Das 

304 empresas pesquisadas, 58, ou seja, um quinto, são empresas incubadas. Em 

Brasília e no Nordeste o mecanismo de incubação vem despontando como instrumento 

de criação e manutenção de empresas de biotecnologia (M.C.T., 2001). 

 

1.2  ENZIMAS 
 

A maioria das enzimas é proteína. Elas apresentam propriedades catalíticas que 

vêm sendo empregadas em vários ramos da biotecnologia. Sua obtenção se faz a 

partir de microrganismos, animais e vegetais. Nas aplicações industriais as enzimas 

microbianas são as mais utilizadas devido às facilidades da obtenção destas em 

relação às outras, pois é possível: obter uma grande população desses organismos, 
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selecionar cepas de alta produtividade, a recuperação enzimática é mais simples e o 

fabricante pode monitorar sua produção em todas as fases.  

Dentre os microrganismos mais utilizados industrialmente destacam-se: 

Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Mucor pusillus, Trichoderma reesei e 

Saccharomyces cerevisiae. Os tipos de cultivo de microrganismo mais comuns são a 

fermentação semi-sólida e a submersa, sendo esta última a mais utilizada, fato este 

ocorrido a partir da Segunda Guerra Mundial onde era necessário agilizar a produção 

de compostos, principalmente de penicilina (Hesseltine, 1977). Dessa forma, a partir 

desse período, as pesquisas se voltaram quase que exclusivamente para este tipo de 

fermentação. Entretanto, segundo Pandey et al. (2000), o uso de fermentação semi-

sólida vem crescendo, o qual pode ser evidenciado pelo grande número de publicações 

(> 1000) durante o período de 1991-1999.  

O meio semi-sólido caracteriza-se pelo crescimento e metabolismo do 

microrganismo sobre sólidos, na ausência ou quase de água livre flutuante. As 

vantagens deste sistema incluem: economia de espaço necessário à fermentação; 

simplicidade do meio de fermentação; não há necessidade de maquinarias complexas, 

equipamentos e sistemas de controle; alta produtividade; baixo gasto energético; custo 

baixo; e fácil controle da contaminação devido ao baixo conteúdo de água no sistema 

(Raimbault & Alazard, 1980; Lonsane & Ramesh, 1990; Pandey, 1992; Babu & 

Satyanarayana, 1995). Além disso, esse modo de cultivo assemelha-se ao modo de 

vida natural de muitos microrganismos (Ferreira et al., 1999).  

Entretanto, este sistema possui algumas limitações, tais como: limite de escolha 

de microrganismo, já que nem todos são capazes de crescer nestas condições; 

exaustiva demanda no monitoramento e controle de parâmetros como temperatura, pH, 

umidade, fluxo de ar, transferência de oxigênio livre, remoção de CO2 gerado durante a 

fermentação; e a necessidade de pré-tratamento de certos substratos (Raimbault & 

Alazard, 1980; Lonsane & Ramesh, 1990; Pandey, 1992). 

Fermentação semi-sólida geralmente utiliza resíduos agroindustriais como: palha 

de trigo, farelo de trigo, palha de arroz, sabugo de milho, bagaço de cana-de-açúcar e 

palha de algodão (Raimbault & Alazard, 1980; Lonsane & Ramesh, 1990; Pandey, 

1992; Babu & Satyanarayana, 1995; Ferreira et al., 1999; Souza et al., 2001). Fungos 

filamentosos são, na maioria das vezes, os microrganismos usados neste tipo de 

fermentação, pois são capazes de crescer sobre materiais sólidos com baixo conteúdo 

de água (Lonsane & Ramesh, 1990).  
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Atualmente, as enzimas são utilizadas em várias aplicações industriais e a 

demanda por enzimas mais estáveis, altamente ativas e específicas tem crescido 

rapidamente. Em 1995, o mercado mundial de enzimas superou 1 bilhão de dólares, 

enquanto espera-se para 2005, a comercialização de 1,7 a 2 bilhões. Cerca de 60% 

das indústrias que vendem enzimas encontram-se na Europa, as outras 40% estão nos 

EUA e no Japão (revisto por Bhat, 2000).  

A aplicação de celulases e xilanases começou na década de 80, primeiro em 

rações animais, seguida pela adição em alimentos e posteriormente em indústrias têxtil 

e de papel. Atualmente, essas enzimas juntamente com as pectinases, são 

responsáveis por 20% do mercado mundial (revisto por Bhat, 2000). 

Os dados do mercado brasileiro de enzimas fornecidos pela Secretaria de 

Comércio do Banco do Brasil (Tabela 01), indicam que o total de enzimas produzidas 

nacionalmente é incapaz de suprir este mercado, acarretando na necessidade de se 

importar uma grande quantidade de enzimas, principalmente α-amilases e proteases. 

Sendo assim, com o intuito de diminuir o déficit comercial desse setor é estritamente 

necessário que se desenvolva novas tecnologias permitindo a produção de enzimas 

em grandes quantidades e com baixo custo, o qual poderia ser alcançado utilizando-se 

biomassa vegetal, amplamente abundante no Brasil. Além disso, a rica diversidade 

biológica encontrada neste país amplia a possibilidade de se encontrar linhagens de 

microrganismos mais eficientes, cujo produto se adeque mais às necessidades 

brasileiras.  

 

1.3  PAREDE CELULAR DE PLANTAS 
 

Em uma única planta há vários tipos de células, sendo que cada uma possui 

paredes celulares distintas em sua estrutura e composição. As paredes celulares são 

compostas de microfibrilas de celulose embebidas em lignina, hemicelulose e pectina 

(Beguin & Aubert, 1994).  

Na Figura 01 pode-se observar a estrutura de uma parede celular de planta. Esta 

consiste de paredes primárias e secundárias. A primária (P) é formada por uma rede 

composta principalmente por lignina e pectina, e ocupa de 7 a 14% da parede celular. 

A parede secundária se divide em três camadas distintas S1, S2 e S3, classificadas 

segundo a orientação das fibras de celulose, sendo que a camada S1 representa 5 – 

11% da parede celular; a S2, 74 – 84%; e a S3, 3 – 4%. Na lamela  média, cuja  função  
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é aderir uma célula a outra formando um tecido, a substância predominante é a lignina 

(Mitchell et al., 1992), polímero de estrutura não uniforme e massa molecular elevada, 

composto basicamente de unidades de fenil propano.  

A composição química de cada camada da parede celular de madeiras está 

apresentada na Tabela 02, nota-se que a P é composta em sua maioria de lignina, já 

em S, com exceção de S1, os compostos predominantes são celulose e hemicelulose 

(Almeida, 1981).  

As hemiceluloses podem ser definidas como um grupo de heteropolissacarídeos 

da parede celular, com exceção da celulose e pectina. Possuem baixa massa 

molecular (70 a 200 monossacarídeos) e podem ser facilmente extraídos por 

delignificação do material (Timell, 1967; revisto por Ferreira-Filho, 1994). Além disso, 

esses polissacarídeos têm propriedades que permitem sua adesão, mediada por 

interações covalentes com lignina e não-covalentes com celulose que são essenciais 

para manter a integridade da parede celular (Esaú, 1993). Somando-se a isto, as 

hemiceluloses são subcomponentes da biomassa sendo responsável por 1/3 de todo o 

carbono orgânico renovável na Terra. Biomassa é o único recurso natural alternativo às 

substâncias químicas, com um ciclo curto de reposição capaz de sustentar a demanda 

no mercado mundial de produtos químicos, bioquímicos e combustíveis. Assim, o 

desenvolvimento de tecnologias de baixo custo, onde hemicelulose é o substrato 

principal, é essencial para atingir uma performance do sistema global (Prade, 1995). 

Nas plantas terrestres, as hemiceluloses podem ser compostas por uma 

variedade de monossacarídeos como: D-xilose, D-manose, D-galactose, D-glicose, L-

arabinofuranose, ácido 4-O-metil-D-glucurônico e ácido galacturônico, sendo 

classificadas geralmente de acordo com os resíduos de açúcares que as compõem, 

como: glucuronoxilanas, glucomananas, galactoglucomananas, entre outras (Viikari et 

al., 1994).   

  Entre as hemiceluloses, a xilana é o componente mais abundante. A estrutura 

básica da xilana consiste de uma cadeia principal linear de resíduos β-D-xilopiranosil 

unidos por ligações glicosídicas β-1,4 (Haltrich et al., 1996). Normalmente, esses 

resíduos possuem ramificações contendo principalmente grupos acetil, ácido 4-O-metil-

D-glucurônico e L-arabinose (Puls & Poutanen, 1989).  

As hemiceluloses presentes em gimnospermas (madeira mole) e angiospermas 

(madeira dura) possuem composições distintas (Saka, 2001). Em madeiras moles 

(Figura 02 A), a hemicelulose predominante é a O – acetilgalactoglucomananas (±18%), 
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Figura 01 – Estrutura esquemática da parede celular de uma fibra de madeira com 

suas respectivas camadas (Legenda: M - Lamela média; P - Parede primária; S1, S2 e 

S3 - Parede Secundária 1, 2 e 3, respectivamente; L - Lúmen). Figura extraída de 

Almeida (1981). 

 

 

 

Tabela 02 – Composição química (%) da parede celular de uma fibra de madeira  

 

Tabela adaptada de Almeida (1981). 

 

 

Celulose Hemicelulose Lignina
Parede Primária 10 20 70

Parede Secundária 
S1 35 25 40
S2 55 30 15
S3 55 40 5

Lamela Média 0 10 90

Composição Química (%)
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seguida pela arabino-4-O-metilglucoronoxilana (±10%), composta de   resíduos de 

xilose unidos por ligação β-1,4 e grupos arabinofuranosídeos e ácidos 

metilglucurônicos ligados no C-3 e C-2 da xilose respectivamente (sunna & Antranikian, 

1997). Em madeiras duras, a hemicelulose predominante é a O-acetil-4-O-

metilglucuronoxilana (Figura 02 B) responsável por 20 – 35% das hemiceluloses nesse 

tipo de madeira. Além dos resíduos de xilose, esse tipo de hemicelulose contém o 

ácido metilglucurônico no C-2 e grupos acetil principalmente no C-3 da xilose. A 

presença desses grupos permite a maior solubilidade das hemiceluloses (Sunna & 

Antranikian, 1997).  Na Tabela 03 está apresentada a composição química de quatro 

espécies de madeira mole e madeira dura, onde pode-se observar algumas variáveis 

entre as espécies e o tipo de madeira.  

 

1.4 O SISTEMA XILANOLÍTICO 
  

 A presença de diferentes resíduos influencia as propriedades químicas e 

estruturais das hemiceluloses, além de requerer a ação de várias enzimas a sua 

degradação total. O sistema enzimático responsável pela degradação total das 

hemiceluloses (Figura 03), contendo xilana como estrutura principal, é composto 

principalmente por β-1,4-endoxilanase e β-xilosidase, mas podem estar presentes α-L-

arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55), que remove os resíduos de L-arabinose 

substituídos no C-3 das unidades de xilose (Kaneko et al., 1993); α-glucuronidase (EC 

3.2.1.-), que age hidrolisando as ligações α-1,2 entre ácido glucurônico e resíduos de 

xilose em glucuroxilano (Puls & Schuseil, 1993); acetilxilana esterase (EC 3.1.1.6), que 

remove grupamentos O-acetil a partir da posição C-2 e/ou C-3 dos resíduos de xilose 

(Shao & Wiegel, 1995) e algumas esterases, como o ácido ferrúlico esterase e o ácido 

p-coumárico esterase que clivam na xilana, respectivamente, as ligações éster entre 

resíduos de arabinose e ácido ferrúlico ou ácido p-coumárico (Christov & Prior, 1993).  

Todas essas enzimas agem cooperativamente permitindo a conversão de xilana 

em seus açúcares constituintes. Por exemplo, em Talaromyces emersonii as xilanases 

II e III são incapazes de hidrolisar arabinoxilana se esta não foi previamente tratada 

com arabinofuranosidase, a qual é secretada pelo microrganismo juntamente com as 

xilanases (Tuohy et al., 1993). No entanto, em Bacillus subtillis apenas a ação de 

xilanases e β-xilosidases foram suficientes para total conversão de xilana em xilose 

(Nanmori et al., 1990). Entretanto, a presença de todo o complexo enzimático é pouco 

comum entre bactérias e fungos (Wong et al., 1988; Coughlan & Hazlewood, 1993). 
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Figura 02 – Estrutura da arabino-4-O-metilglucuronoxilana de madeira mole (A) e da 

O-acetil-4-O-metilglucuronoxilana de madeira dura (B). Os números indicam os átomos 

de carbono aos quais ligam-se os grupos substituintes. Abreviações: Ac – grupo acetil; 

α-4-O-Me-GlcA – ácido α-4-O-metilglucurônico; α-Araf – α-arabinofuranose (adaptado 

de Sunna & Antranikian, 1997). 

A

B 
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Tabela 03 – Composição química de algumas espécies de madeira mole e madeira 

dura 

 

Adaptado de Saka, 2001. 

 

As β-1,4-endoxilanases (1,4-β-D-xilana xilohidrolase; EC 3.2.1.8) são comuns na 

natureza e têm sido descritas em bactérias terrestres e marinhas, em bactérias 

presentes no sistema digestivo dos ruminantes, em fungos, algas marinhas, 

protozoários, caracóis, crustáceos, insetos e sementes de plantas terrestres (Dekker & 

Richards, 1976).  Entre as diferentes funções das xilanases estão a biodegradação que 

permite o fornecimento de fontes de energia metabolizante, a degradação de 

componentes da parede celular em interação com outras enzimas que degradam 

polissacarídeos e digestão dos vegetais da dieta (Sunna & Antranikian, 1997).  

As xilanases agem clivando as ligações glicosídicas internas da cadeia principal 

da heteroxilana, resultando em uma diminuição no grau de polimerização do substrato. 

As ligações a serem hidrolisadas dependem da natureza do substrato, ou seja, do 

comprimento e/ou grau de ramificação da xilana, assim como a presença ou não de 

substituintes. Inicialmente, a clivagem da xilana tem xilooligossacarídeos como 

produtos formados, mas conforme a hidrólise prossegue, estes podem ser hidrolisados 

à xilotriose, xilobiose e xilose (Sunna & Antranikian, 1997). As endoxilanases têm sido 

classificadas de diferentes formas, de acordo com:  

• Os produtos finais liberados pela hidrólise da xilana, podendo ser não-

ramificadoras ou ramificadoras, sendo que no primeiro caso não há a liberação de 

arabinose, ao contrário do segundo (Dekker & Richards, 1976); 

• Com o ponto isoelétrico e massa molecular. Uma propriedade físico-química 

das endoxilanases de fungos e bactérias parece ser a forte relação entre os valores 

das suas massas moleculares e seus pontos isoelétricos. Aproximadamente 70% 

das endoxilanases ácidas têm massa molecular acima de 30 kDa. Percentuais 

próximos  estão  relacionados  as  endoxilanases básicas que  mostram  valores  de 

  

Constituinte da 
parede celular Abies balsamea Pinus strobus Acer rubrum Betula papyrifera

Celulose 42 41 45 42
Lignina 29 29 24 19
Glucuronoxilana 9 9 25 35
Glucomanana 18 18 4 3
Pectina, Amido, etc 2 3 2 1

Madeira Mole Madeira Dura
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Figura 03 – Enzimas do complexo xilanolítico envolvidas na degradação da xilana e 

dos oligossacarídeos. Abreviações: Ac – grupo acetil; α-O-Me-GlcA – ácido α-4-O-

metilglucurônico; α-Araf - α-arabinofuranose (adaptado de Sunna & Antranikian, 1997). 
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massas moleculares abaixo de 30 kDa.  Entretanto, muitas exceções têm sido 

descritas, sendo encontradas endoxilanases com baixo ponto isoelétrico e baixa massa 

molecular ou vice versa (Wong et al., 1988).  

Várias xilanases já foram purificadas de diferentes microrganismos. Geralmente a 

purificação dessas enzimas é difícil, necessitando de várias etapas, sendo que a 

recuperação na maioria das vezes é baixa (Morales et al., 1995; Bataillon, 2000). Além 

disso, muitas vezes que se aplicam colunas de filtração nos processos, ocorre 

interação das xilanases com a resina utilizada, dificultando a estimativa da massa 

molecular (Gerber et al., 1997).  

Na Tabela 04 estão apresentadas algumas características físico-químicas de 

xilanases purificadas. As xilanases de origem fúngicas têm massas moleculares entre 6 

– 83 kDa e são geralmente mais ativas em pHs 3,5 – 6,5 e a 40 – 60ºC (Bailey et al., 

1991). Em relação às de origem bacteriana, as massas moleculares são maiores, entre 

15 a 85 kDa, com poucas exceções. Essas são mais ativas em pHs 5,0 – 8,0 e 50 – 

80ºC (Sunna & Antranikian, 1997).  

A inibição de xilanases por compostos químicos específicos pode fornecer 

informações sobre a estrutura do sítio ativo. Essas enzimas geralmente são inibidas 

por íons metálicos como mercúrio, cobre, ferro, zinco e prata. 

As β-D-xilosidases (β-D-xilosídeo xilohidrolase; E.C. 3.2.1.37) são exoglicosidases 

que hidrolisam xilooligossacarídeos pequenos, a partir da extremidade não redutora 

(Wong et al., 1988). β-xilosidases são capazes de clivar substratos artificiais como o p-

nitrofenil β-D-xilosídeo (Coughlan & Hazlewood, 1993), como foi demonstrado em 

Humicola grisea var. thermoidea (Almeida et al., 1995) e Aspergillus phoenicis (Rizzatti 

et al., 2001).   
 

1.5 REGULAÇÃO DO SISTEMA XILANOLÍTICO 
 

Ainda é necessário desenvolver vários estudos sobre a indução e secreção das 

xilanases para possíveis aplicações comerciais. Vários trabalhos mostram xilanases 

sendo induzidas, mas constitutivas em altos níveis são raras. Devido à alta massa 

molecular da xilana, ela não consegue penetrar na célula e desencadear a síntese das 

enzimas xilanolíticas. Sendo assim, como pode ser observado na Figura 04, como 

xilose, xilobiose e  xilooligossacarídeos,  liberados da xilana pela ação de pequenas 

quantidades  de  enzimas produzidas  constitutivamente,  penetram na   célula devido a 
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Figura 04 – Regulação da biossíntese de enzimas xilanolíticas. Xilanases constitutivas 

degradam xilana à xilooligossacarídeos que através da permease entram no citoplasma 

desencadeando a transcrição de outros genes para a produção de xilanases e β-

xilosidases. Legenda: Xil – xilose; Xil 2 – xilobiose; Xil 3 – xilotriose. (Adaptado de 

Rizzatti, 2000). 
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presença  de  uma β-xilosidase permease,  desencadeando um mecanismo  de  

sinalização para a expressão de enzimas xilanolíticas. Logo em seguida, devido a ação 

de β-xilosidases intracelulares, os xilooligossacarídeos são hidrolisados a resíduos de 

xilose (Biely, 1985). 

Pesquisas demonstram que em vários microrganismos a transcrição é induzida 

por moléculas específicas que sinalizam a presença de substratos extracelulares e 

reprimida pelo excesso de substratos intracelulares degradados, como xilose e/ou 

glicose (Gancedo, 1992; Ronne, 1995). 

Em Aspergillus tubigensis três endoxilanases são codificadas pelos genes, xlnA, 

xlnB e xlnC (De Graaff et al., 1994). Streptomyces lividans apresenta três genes que 

codificam xilanases (xlnA, xlnB e xlnC). Estes são expressos na presença de xilana e 

reprimidos na presença de glicose (Chen & Westpheling, 1998).  

Em Trichoderma reesei, o promotor do gene xyn1 é ativo em substratos como 

xilana e xilose, e silenciado na presença de glicose. O promotor do gene xyn2, do 

mesmo organismo, transcreve a proteína em níveis basais, mas é estimulado na 

presença de xilana e xilobiose (Zeilinger et al., 1996). Em Aspergillus terreus (Hrmová 

et al., 1991), a xilobiose, assim como em Trichoderma reesei, induz a expressão de 

xilanase. Em Cryptococcus albidus (Biely, 1985), xilose reprime a síntese de xilanase 

enquanto que em actinomicetos termofílicos este não tem influência sobre a regulação 

da expressão xilanásica (McCarthy et al., 1985). 

 A repressão catabólica por carbono, mediada por CREA (repressora da 

transcrição), no controle de xilanases tem sido estudada em Aspergillus nidulans 

(Piñaga et al., 1994; Orejas et al., 1999). Mach et al. (1996) concluiu estudando a 

repressão catabólica por carbono em T. reesei, que a repressão da transcrição do gene 

xyn1 foi mediada pelo repressor Cre1 que “in vivo” liga-se a dois dos quatros sítios 

consensos (5’-SYG-GRG-3’) no promotor xyn1. De Graaff et al. (1994) demonstraram 

que em Aspergillus tubigensis e Aspergillus nidulans a repressão catabólica do gene 

xlnA é controlada em dois níveis: diretamente pela repressão deste gene por CREA e 

indiretamente pela repressão de ativadores da transcrição. 

 

1.6 IMPORTÂNCIA INDUSTRIAL DAS ENZIMAS XILANOLÍTICAS 
 

Enzimas que degradam a xilana possuem considerável potencial em várias 

aplicações biotecnológicas. Estas estão envolvidas na bioconversão da xilana, 

altamente presente em resíduos agrícolas e em resíduos provenientes de indústrias 
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alimentícias, em xilose, o qual age como substrato na obtenção de etanol através de 

processos de fermentação (Chandrakant & Bisaria, 2000) e em xilitol, utilizado como 

adoçante em vários tipos de alimentos (Parajó et al., 1998).  

Recentemente, o interesse em xilanases, aumentou devido ao seu uso em 

processos de branqueamento da polpa de papel. Atualmente, existem processos de 

branqueamento que utilizam dióxido de cloro no lugar de cloro elementar e processos 

totalmente livres de cloro (TFC).  

Atualmente, o processo de produção de papel mais utilizado é o “Processo Kraft”, 

o qual se inicia com o cozimento de cavacos de madeira em uma solução contendo 

hidróxido de sódio, sulfito e bissulfeto. Nesta etapa, aproximadamente 90 – 95% da 

lignina, principal responsável pela cor escura do papel, é solubilizada, além disso, 

neste processo a madeira é degradada em celulose, a qual é posteriormente lavada 

com oxigênio (Pré-branqueamento). O passo seguinte é o branqueamento, o qual gera 

uma polpa branca o suficiente para produzir papel. Nesta etapa, são utilizados dióxido 

de cloro, peróxido de hidrogênio, oxigênio e hidróxido de sódio os quais agem 

degradando os anéis da lignina, acarretando na sua solubilização durante o processo 

(Gellerstedt, 2001). O aspecto da polpa de celulose nas diferentes etapas está 

apresentado na Figura 05. 

No entanto, o uso de produtos com cloro resulta na produção de compostos 

organoclorados provenientes da combinação de lignina, oriunda da polpa de celulose, e 

do cloro utilizado. Esses compostos são altamente tóxicos e mutagênicos acarretando 

na necessidade de se tratar os efluentes originados na produção do papel (Viikari et al., 

1994). 

Neste contexto, a partir da década de 80 começaram a ser estudadas enzimas 

que pudessem auxiliar neste branqueamento diminuindo a quantidade de cloro 

utilizado. As enzimas mais efetivas foram as xilanases, as quais levam a diminuição de 

20 – 30% do cloro utilizado e substituição de 5 – 7 Kg de dióxido de cloro por tonelada 

de polpa kraft e diminuem em média 2 – 4 unidades do número kappa (quantifica 

lignina presente na polpa de celulose) em relação a polpa não tratada (Milagres, 1994). 

Além disso, a utilização de xilanases mantém a integridade das fibras de celulose, no 

entanto esse mecanismo não é bem entendido ainda (Viikari et al., 1994).  

Existem algumas teorias que tentam explicar como as xilanases auxiliam no 

branqueamento da polpa de celulose. Uma delas menciona que o tratamento com 

xilanases remove a xilana precipitada sobre a lignina no final do cozimento kraft, ou 

seja, quando o pH da  polpa  cai. A  remoção  dessa  xilana  precipitada  provavelmente  
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aumentaria a exposição da lignina as substâncias utilizadas na etapa de 

branqueamento como pode ser observado na Figura 06 (A) (Viikari et al., 1994).  

 A outra teoria está relacionada a propriedade da lignina se ligar a 

polissacarídeos, como xilana por exemplo. Algumas dessas ligações são alcali-

resistentes e não são hidrolisadas durante o cozimento kraft, portanto resquícios de 

lignina permanecem ligados as hemiceluloses. Sendo assim, a utilização de xilanases 

clivaria a xilana em pequenos fragmentos, facilitando a remoção desses, juntamente 

com a lignina nas posteriores lavagens e na etapa de branqueamento da polpa, Figura 

06 (B) (Paice et al., 1992).    

Entretanto, as xilanases empregadas nesta tecnologia, devem remover a xilana 

preservando a celulose presente, ou seja, as enzimas celulolíticas devem estar 

ausentes permitindo a preservação das propriedades da polpa. Além disso, estas 

xilanases, devem ser ativas em temperaturas altas e em pH alcalinos (Subramaniyan & 

Prema, 2000).  

A aplicação de xilanases em indústrias alimentícias é vasta. Por exemplo, essas 

enzimas são utilizadas, juntamente às celulases e pectinases, permitindo a hidrólise de 

componentes da parede celular e diminuição da viscosidade e a clarificação dos sucos 

de frutas (Wong et al., 1988, 1993). 

Em panificações, a aplicação de xilanases é benéfica, entretanto sua ação não é 

bem entendida. Postula-se que a habilidade das endoxilanases de hidrolisar 

arabinoxilanas facilita a redistribuição da água na massa, favorecendo seu volume, 

textura e estabilidade. Além disso, a ação dessas enzimas aumenta o valor nutritivo do 

alimento (Poutanen et al., 1987). 

Na produção de vinhos, xilanases são usadas acarretando a hidrólise da parede 

celular das uvas, facilitando a maceração da casca da uva, a clarificação e aumento da 

qualidade e estabilidade do vinho (Galante et al., 1998). 

Na indústria de rações animais, o uso de xilanases aumenta o valor nutritivo da 

dieta, pois acarreta em uma melhor digestão e absorção dos componentes das rações 

(Galante et al., 1998; Graham et al., 1998).  

Finalmente, as xilanases são utilizadas no processamento de fibras vegetais, 

como cânhamo ou o linho na indústria têxtil. Segundo Prade (1995) a incubação de 

caules de rami secos com xilanases libera fibras de celulose intactas que não 

necessitam de um branqueamento intensivo.  
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Figura 06 – Mecanismos propostos de branqueamento da polpa de papel utilizando 

xilanases. Em A teoria proposta por Viikari et al. (1994) e em B por Paice et al. (1992). 

Legenda; L: lignina; H: hemicelulose; RX: xilana precipitada; C: celulose.  
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Na Tabela 05 estão apresentadas algumas xilanases comercializadas. Observa-

se que os microrganismos mais utilizados para obtenção destas enzimas são 

principalmente dos gêneros Aspergillus e Trichoderma, sendo a fermentação submersa 

a mais utilizada. Algumas propriedades dessas xilanases são: temperaturas ótimas 

entre 50 – 65ºC, sendo suas estabilidades nestas temperaturas de 10 – 30 minutos. 

Em relação aos pHs ótimos de ensaio, estes variam entre 4,0 – 7,0, entretanto a 

maioria possui pHs ótimos entre 4,5 – 5,0. Essas xilanases são aplicadas em vários 

setores industriais, principalmente na alimentação e rações.  

  

1.7  O ORGANISMO EM ESTUDO 
 

O organismo em estudo foi recentemente isolado, no laboratório, a partir de uma 

placa de Petri contendo meio de batata e mantida na geladeira. O microrganismo foi 

identificado, segundo a descrição de Raper & Fennel (1965), como Aspergillus 

caespitosus. As colônias deste microrganismo variam distintamente sobre diferentes 

meios; sobre solução Czapek seu crescimento é lento atingindo diâmetro de 3 a 4 cm, 

em três semanas, a temperatura ambiente (24 – 26ºC), são planas ou enrugadas, 

micélio amplamente submergido e extremamente forte, dispersando com dificuldade, 

produz numerosas cabeças colunares verde-escuras, de hemisféricas à livres, no 

centro da colônia.  

 O gênero Aspergillus é um modelo biológico clássico e em geral tem grande 

relevância prática, por existirem espécies produtoras de enzimas industriais 

importantes, ácidos orgânicos, e outros produtos. A produção de xilanases foi descrita 

em diferentes espécies de Aspergillus: A. awamori (Adolph et al., 1996; Verbruggen et 

at., 1998), A. fischeri (Raj & Chandra, 1996), A. nidulans (MacCabe et al., 1998), A. 

oryzae (Bakalova et al., 1996; Kitamoto et al., 1999), A. phoenicis (Rizzatti et al., 2001), 

A. sojae (Kimura et al., 1995), A. niger (Sardar et al., 2000), A. tamarii (Kadowaki et al., 

1997), A. versicolor (Carmona et al., 1997), entre outros. 
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2. OBJETIVOS 
 

Este trabalho teve como objetivos:  

 

A) Otimização da produção e atividade xilanolítica sintetizada pelo fungo 

Aspergillus caespitosus em fermentações submersas e caracterização 

bioquímica dos extratos brutos obtidos; 

 

B) Otimização da produção e atividade xilanolítica sintetizada pelo fungo 

Aspergillus caespitosus em fermentações semi-sólidas e caracterização 

bioquímica dos extratos brutos obtidos; 

 

C) Purificação e caracterização bioquímica de duas xilanases secretadas por 

Aspergillus caespitosus; 

 

D) Avaliação do efeito da adição de xilanases secretadas por Aspergillus 

caespitosus no biobranqueamento e na viscosidade de polpas de celulose. 



_________________________________________________Material e Métodos__________ 23

3. MATERIAL E MÉTODOS  
 
3.1 O ORGANISMO 
 

Este trabalho utilizou o fungo Aspergillus caespitosus, recentemente isolado no 

laboratório de uma placa a 4ºC contendo meio de batata (PDA), previamente 

autoclavado. O microrganismo foi identificado segundo a descrição de Raper & Fennel 

(1965), na Fundação André Tosello Pesquisa e Tecnologia, Campinas, SP. 

 
3.2 MANUTENÇÃO DA CEPA 
 

As linhagens foram mantidas em meio de batata sólido (PDA), para o qual foram 

cozidos 300 gramas de batata em pedaços em água destilada. Os pedaços foram 

macerados em um recipiente, juntamente com a água onde foram fervidos, formando 

um líquido viscoso. O próximo passo foi filtrar este líquido em uma proveta, com o 

auxílio de uma gaze que retém os pedaços da batata. Acrescentou-se 20 g de ágar, 20 

g de glicose e completou-se o volume com água destilada para 1000 mL. O meio foi 

autoclavado (1,5 atm, 15 minutos) e colocado em placas de Petri. Após solidificação as 

placas foram mantidas na geladeira a 4ºC até inóculo. 

 
 3.3 CONDIÇÕES DE CULTIVO EM FERMENTAÇÃO SUBMERSA 
  

Conídios de Aspergillus caespitosus foram suspensos em água destilada na 

concentração de 1,0 x 107 esporos/mL. Um volume de 1 mL da suspensão de esporos 

foi inoculado em 25 mL de meio líquido (concentração final de 1,6 x 104/mL), contido 

em frascos Erlenmeyer de 125 mL. Foram analisados os seguintes meios:  

 Meio Czapek (Wiseman, 1975) 

 NaNO3..........................................................................................................0,3 g 

 KH2PO4........................................................................................................0,1 g 

 MgSO4.7H2O..............................................................................................0,05 g 

 KCl.............................................................................................................0,05 g 

FeSO4.7H2O............................................................................................0,001 g 

 Glicose.........................................................................................................2,0 g 

 Água destilada q.s.p................................................................................100 mL 

 pH ajustado para 6,0 
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 Meio Vogel (Vogel, 1964) 

 Solução de sais [50x] 

  Citrato de Sódio.5 H2O......................................................................5,0 g 

NH4NO3. .........................................................................................10,0 g 

KH2PO4............................................................................................25,0 g 

  MgSO4.7H2O.....................................................................................1,0 g 

  CaCl2.2H2O.......................................................................................0,5 g 

  Solução de Traços de elementos..................................................0,5 mL 

  Clorofórmio....................................................................................0,2 mL 

  Água destilada q.s.p.....................................................................100 mL 

 Solução de Biotina 

  Biotina...........................................................................................0,005 g 

  Etanol 50%...................................................................................100 mL 

  Preparação do Meio: 

  Solução de Sais de Vogel [50x].......................................................2,0 mL 

  Solução de Biotina............................................................................20 µL 

  Glicose............................................................................................. .2,0 g 

  Água destilada q.s.p......................................................................100 mL 

  pH ajustado para 6,0 

 

 Meio SR (Rizzatti et al., 2001) 

 Solução de sais [20x]    

KH2PO4.............................................................................................0,3 g 

  MgSO4.7H2O...................................................................................0,24 g 

 NH4H2PO4.........................................................................................1,0 g 

  Água destilada q.s.p.....................................................................100 mL 

  Preparação do meio: 

  Solução de sais [20x].....................................................................5,0 mL 

 Peptona...........................................................................................0,02 g 

 Extrato de Levedura........................................................................0,45 g 

  Glicose............................................................................................. 2,0 g    

            Água destilada q.s.p.....................................................................100 mL 

  pH ajustado para 6,0 
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 Meio de Khanna (Khanna et al., 1995) 

 Solução de sais [20x]  

NH4NO3.............................................................................................2,0 g 

KH2PO4.............................................................................................1,3 g 

  MgSO4.7H2O.................................................................................0,362 g 

  KCl................................................................................................0,098 g 

  MnSO4.H2O.................................................................................0,0138 g 

  ZnSO4.H2O....................................................................................0,007 g 

  Fe2 (SO4) 3 .6H2O............................ ...........................................0,0066 g    

  CuSO4.5H2O………....................................................................0,0062 g   

  Água destilada q.s.p.....................................................................100 mL 

  Preparação do meio: 

  Solução de sais [20x]......................................................................5,0 mL 

  Extrato de Levedura..........................................................................0,1 g 

            Glicose..............................................................................................2,0 g  

                      Água Destilada q.s.p....................................................................100 mL 

 pH ajustado para 6,0 

 

 Meio YG (Cove, 1966) 

 Solução de sais [20 x] 

  NaNO3...........................................................................................12,0 g  

  KCl................................................... .............................................1,04 g 

 KH2PO4..........................................................................................3,04 g 

 MgSO4.7H2O.................................................................................1,04 g 

  Água destilada q.s.p....................................................................100 mL 

 Solução de Traços de elementos pH 6,5-6,8 

  ZnSO4.7H2O....................................................................................2,2 g 

  H3BO3………...........…………………….......................….…………..1,1 g 

 MnCl2.4H2O......................................................................................0,5 g 

 FeSO4.7H2O....................................................................................0,5 g 

 CoCl2. 5H2O...................................................................................0,16 g 

 CuSO4.5H2O……….......................................................................0,16 g 

 (NH4)6Mo7O24.4H2O........................................................................0,11 g 

    NaEDTA...........................................................................................5,0 g 

  Água destilada q.s.p.....................................................................100 mL 
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  Preparação do meio: 

  Solução de sais [20x].....................................................................5,0 mL 

  Solução de traços de elementos....................................................0,1 mL 

  Glicose............................................................................................. 1,0 g 

                      Água destilada q.s.p....................................................................100 mL 

 pH ajustado para 6,0 

   
3.3.1 FONTES DE CARBONO E NITROGÊNIO UTILIZADAS EM CULTURAS 

SUBMERSAS 
 

Vários compostos foram testados como fonte de carbono para cultivos submersos 

como: glicose, frutose, celobiose, maltose, avicel, xilose e xilana. Além desses, outros 

compostos mais complexos e alguns resíduos agroindustriais foram analisados (aveia, 

bagaço de cana, farelo de trigo, farinha de mandioca, palha de arroz e sabugo de milho 

triturado). Estas fontes de carbono foram adicionadas ao meio de cultivo na 

concentração de 1 a 2% (p/v) conforme o experimento. 

Os compostos testados como fontes de nitrogênio foram: acetato de amônio, 

caseína, extrato de levedura, nitrato de amônio, peptona, sulfato de amônio e uréia, em 

concentrações variando de 0,02 – 1,25% (p/v) conforme especificado em Resultados.   

    
 3.3.2 OBTENÇÃO DAS PREPARAÇÕES ENZIMÁTICAS 
 
 Após o crescimento sob agitação por períodos pré-determinados conforme o 

experimento, as culturas foram filtradas a vácuo em funil de Büchner permitindo a 

obtenção de um filtrado do meio livre de células e um micélio. O filtrado foi dialisado em 

água destilada e posteriormente usado na dosagem das enzimas extracelulares. O 

micélio foi macerado, com o auxílio de um pistilo, em gral de porcelana com areia 

lavada e pré-tratada com solução sulfocrômica, neutralizada com várias lavagens de 

água destilada, e ressuspenso em 5 mL de água destilada. Posteriormente, este 

homogenato celular foi centrifugado (10.000 x g, 20 minutos) e o sobrenadante utilizado 

para a dosagem das enzimas intracelulares e das proteínas. 

 
3.4 CONDIÇÕES DE CULTIVO EM FERMENTAÇÃO SEMI-SÓLIDA 
 

Um volume de 1 mL com aproximadamente 107 esporos de Aspergillus 

caespitosus foi inoculado em frascos de 95 mL contendo 2 gramas de farelo de trigo 
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(FT) ou bagaço de cana-de-açúcar (BCA) e 4 mL ou 8 mL de água de torneira 

respectivamente, exceto no experimento onde variou-se o volume de líquido 

adicionado. Foram comparados também, a adição de sais de Vogel, SR, Khanna ou 

apenas água destilada neste mesmo volume. Os frascos suplementados com FT ou 

BCA foram incubados a 30ºC durante 5 e 11 dias, respectivamente. Nos experimentos 

onde algum desses parâmetros foi modificado, o procedimento utilizado está descrito 

nas legendas.   

 
 3.4.1 OBTENÇÃO DAS PREPARAÇÕES ENZIMÁTICAS 
 

Após o período de incubação, adicionou-se aos frascos 30 – 180 mL de água 

destilada gelada. Os frascos foram mantidos em uma incubadora com agitação orbital a 

150 rpm durante 30 minutos, a 4ºC. As culturas foram filtradas a vácuo em funil de 

Büchner permitindo a obtenção de um filtrado do meio livre de células e do substrato. 

Este filtrado foi dialisado contra água “overnight” e posteriormente utilizado na dosagem 

de xilanase e protease neutra. O micélio foi descartado.  

   
 3.4.2 FONTES DE CARBONO E NITROGÊNIO UTILIZADAS EM CULTURAS 
SEMI-SÓLIDAS 
 

Além do FT e do BCA, outras fontes de carbono foram testadas: farinha de 

mandioca, aveia e palha de arroz. Em relação às fontes de nitrogênio foram avaliadas: 

extrato de levedura, nitrato de amônio, peptona e sulfato de amônio nas concentrações 

de 0,5 – 30% (p/p).  

 

3.5 EFEITO DA ADIÇÃO DE GLICOSE EM CULTURAS SUBMERSAS E SEMI-
SÓLIDAS 
 

Soluções de glicose foram adicionadas nas concentrações de 0,25 a 0,75% (p/v) 

aos meios líquidos suplementados com 0,25 a 0,75% (p/v) de BCA ou FT, 

respectivamente. Esses meios foram incubados sob agitação a 100 rpm a 40ºC durante 

24 – 120 horas. Em fermentação semi-sólida, o açúcar foi adicionado em 

concentrações de 2 – 10% (p/p), neste caso foi analisado apenas um período de 

cultivo, sendo 5 e 10 dias para meios suplementados com FT e BCA, respectivamente.  
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3.6 ANÁLISE DO CRESCIMENTO E DETERMINAÇÃO DAS ATIVIDADES 
ENZIMÁTICAS 
 

3.6.1 ANÁLISE DO CRESCIMENTO DO MICRORGANISMO 
 

O crescimento do fungo em meio líquido foi avaliado pela quantificação das 

proteínas presentes no sobrenadante do homogenato celular (item 3.3.2) pelo método 

colorimétrico de Lowry (Lowry et al.,1951), o qual utiliza albumina  de soro bovino como 

padrão.  

 

3.6.2 DETERMINAÇÃO DAS ATIVIDADES ENZIMÁTICAS  
 

A atividade xilanolítica foi determinada pela formação de açúcares redutores 

(xilooligossacarídeos) a partir da xilana Birchwood ou Oat spelt (Sigma) pelo Método do 

ácido 3,5-dinitrosalicílico, DNS (Miller, 1959).  A mistura da reação foi composta de 

0,25 mL de solução de substrato 1% (p/v) em água destilada, 0,15 mL de tampão MES 

100 mM, pH 6,5 e 0,1 mL da enzima extracelular. A reação foi realizada a 55ºC e 

alíquotas de 0,1 mL foram retiradas em diferentes tempos e adicionadas a 0,1 mL de 

DNS. Para cada reação enzimática foi determinado um branco, onde imediatamente 

após a preparação da mistura da reação, 0,1 mL desta foi adicionada a 0,1 mL de 

DNS.  

Em seguida, os tubos foram vedados, fervidos por 5 minutos e posteriormente, 

adicionou-se nestes 1,0 mL de água destilada. As leituras espectrofotométricas foram 

realizadas a 540 nm, utilizando-se uma curva padrão de xilose (0 – 1 mg/mL). A 

unidade de atividade xilanásica foi definida como sendo a quantidade de enzima capaz 

de liberar 1 µmol de xiloolissacarídeos (grupos redutores) por minuto. A atividade 

específica foi expressa em unidade de atividade total por mg de proteínas totais 

extracelulares (U/mg prot.). 

As atividades da CM-celulase, avicelase, amilase, poligalacturonase, invertase e 

pectinase foram dosadas da mesma forma descrita para xilanase, entretanto utilizando 

CM-celulose, avicel, amido, ácido poligalacturônico, sacarose e pectina 1% (p/v) como 

substrato e uma solução de glicose (0 – 1 mg/mL) para obtenção de uma curva padrão, 

com exceção de quando analisou-se as atividades da poligalacturonase e pectinase, 

onde utilizou-se ácido monogalacturônico para obtenção da curva padrão. 
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As atividades β-xilosidásica, arabinofuranásica, glucosidase e galactosidase 

foram analisadas usando os substratos sintéticos p-nitrofenil-xilanopiranosídeo, p-

nitrofenil-arabinofuranosídeo, p-nitrofenil-glucanopiranosídeo e p-nitrofenil-

galactosídeo. As misturas de reações foram compostas de 0,2 mL de solução de 

substrato 1% (p/v) em água destilada, 0,2 mL de tampão MES pH 6,5 e 0,1 mL de 

filtrado. As reações foram conduzidas a 55ºC e alíquotas de 0,1 mL foram retiradas em 

diferentes tempos e interrompidas pela adição de 1 mL de solução saturada de 

tetraborato de sódio. Para cada reação foi determinado um branco. As leituras 

espectrofotométricas foram realizadas a 405 nm, utilizando-se uma curva padrão de p-

nitrofenol. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima capaz 

de liberar 1µmol de p-nitrofenol por minuto.  

 

3.6.3 ATIVIDADE PROTEOLÍTICA  
 

A atividade proteolítica foi determinada pela formação de aminoácidos, 

oligopeptídeos e peptídeos a partir de uma solução de caseína 1% (p/v). A mistura da 

reação foi composta de 4 mL de caseína 1% (p/v) dissolvida em tampão Tris 0,1M, pH 

7,0 mais 1 mL do filtrado das culturas submersas ou semi-sólidas. A reação foi 

realizada a 35 – 40ºC. Alíquotas de 1 mL foram retiradas em diferentes tempos, 

adicionadas em 1 mL de TCA 10% e depositadas na câmara fria por pelo menos 12 

horas. Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 3.000 x g por 10 minutos. O 
sobrenadante (1 mL) foi utilizado na dosagem de proteínas pelo método de Hagihara et 

al. (1958) utilizando uma curva padrão de tirosina (0 – 0,1 mg/mL). Uma unidade de 

atividade enzimática foi definida como a quantidade capaz de liberar 1 µg/mL de 

tirosina por minuto.  

 

3.7 CONDIÇÕES DE CULTIVO PARA PURIFICAÇÃO DAS XILANASES  
 

Os conídios do Aspergillus caespitosus foram suspensos em água destilada na 

concentração de 1,0 x 107 esporos/mL. Um volume de 1 mL da suspensão de esporos 

foi inoculado em 25 mL de meio líquido (concentração final de 4,0 x 105), contido em 

frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo BCA 1% (p/v), sais SR 5% (v/v) juntamente 

com sulfato de amônio 0,5% (p/v) e peptona 0,02% (p/v). O pH inicial do meio foi 

ajustado para 8,0. O microrganismo foi cultivado durante 48 horas, a 40ºC, sob 

agitação a 100 rpm. Após o crescimento, as culturas foram filtradas a vácuo em funil de 
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Büchner permitindo a obtenção de um filtrado do meio livre de células e um micélio. O 

filtrado foi dialisado em água destilada e posteriormente usado na dosagem das 

enzimas extracelulares. O micélio foi descartado. 

 

3.8 PURIFICAÇÃO DAS XILANASES SECRETADAS  
 

O extrato bruto, 150 mL, obtido de culturas submersas, como descrito no item 3.7, 

foi dialisado contra água destilada por 16 horas aproximadamente, à 4ºC, e em 

seguida, foi liofilizado. A amostra foi dissolvida em 1,0 mL de água destilada e aplicada 

em uma coluna Sephadex G-100 (52 cm X 1,3 cm), previamente equilibrada em 

tampão acetato de sódio 10 mM, pH 5,5. O fluxo da coluna foi de 9,0 mL por hora. 

Foram coletadas frações de 1,07 mL para leitura a 280 nm e dosagem enzimática, 

sendo que aquelas que continham maior atividade xilanásica foram reunidas em dois 

“pools” e posteriormente dialisadas. Para determinar as massas moleculares das 

enzimas foram aplicados na coluna marcadores moleculares (álcool desidrogenase, 

150 kDa; albumina de soro bovino, 66 kDa; e anidrase carbônica, 29 kDa), os quais 

permitiram obter uma reta padrão. O volume “void” (Vo) foi de 23 mL, determinado com 

Blue Dextran. 

 

3.9 CARACTERIZAÇÃO ENZIMÁTICA EM GEL DE ELETROFORESE EM 
CONDIÇÕES NÃO DESNATURANTES (PAGE) 
 

As eletroforeses em condições não-desnaturantes foram realizadas segundo a 

metodologia de Davis (1964), para proteínas ácidas. Os géis utilizados tinham a 

concentração de 6% de acrilamida e foram polimerizados em placas de vidro (7,2 x 

10,2 cm). Amostras obtidas da coluna cromatográfica Sephadex G-100 foram 

dialisadas contra água destilada, liofilizadas e ressuspensas em tampão de corrida 

(Tris – HCl 0,05 M e glicina 0,036 M, pH 8,9). As amostras foram diluídas na proporção 

de 10:1 neste tampão, adicionou-se azul de bromofenol 0,002% (p/v) e glicerol 10% 

(p/v). Foram aplicados 20 µL desta mistura no gel. As eletroforeses foram realizadas no 

tampão de corrida durante 1 – 2 horas sob corrente de 70 mA e 120 V.  

Após a corrida, os géis foram corados por prata segundo a metodologia descrita 

por Blum et al. (1987). Inicialmente, as proteínas foram fixadas por 1 hora em solução 

de metanol 50% (v/v), acido acético 12% (v/v) e formaldeído 0,05% (v/v). 

Posteriormente, o gel foi tratado com duas soluções de etanol 50% (v/v), uma a cada 
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20 minutos, e por uma terceira solução de etanol 30% (p/v), por mais 20 minutos. Após 

lavagem com água destilada, os géis passaram por um tratamento com tiossulfato de 

sódio 0,02% (p/v) por 1 minuto e, imediatamente, enxaguado com 3 banhos 

consecutivos de água destilada por 20 segundos cada. Em seguida, os géis foram 

submetidos a uma impregnação por prata por 20 minutos, com solução contendo 

nitrato de prata 0,2% (p/v) e formaldeído 0,075% (v/v). Retirou-se o excesso de nitrato 

de prata com duas lavagens de água destilada por 20 segundos cada. Finalmente, os 

géis foram revelados em solução de carbonato de sódio 6% (p/v), tiossulfato de sódio 

0,0004% (p/v) e formaldeído 0,05% (v/v). A revelação foi parada pela adição de uma 

solução composta por metanol 50% (v/v) e ácido acético 12% (v/v). Os géis foram 

mantidos em solução de metanol 50% (v/v) por 30 minutos e posteriormente secos 

entre folhas de papel celofane natural umedecida com uma solução de metanol 40% 

(v/v) e glicerol 15% (v/v) para conservação.  

 

3.10 CARACTERIZAÇÃO ENZIMÁTICA EM GEL DE ELETROFORESE EM 
CONDIÇÕES DESNATURANTES (SDS – PAGE) 

 

As eletroforeses em condições desnaturantes foram realizadas em gel de 

poliacrilamida conforme metodologia descrita por Laemmli (1970). Os géis utilizados 

tinham a concentração de 12% de acrilamida e foram polimerizados em placas de vidro 

(7,2 x 10,2 cm). As amostras foram preparadas na proporção de 1:1 em tampão de 

amostra (glicerol 20%, SDS 4%, azul de bromofenol 0,002% e Tris 0,12 M, pH 6,75) e 

aquecidas durante 3 minutos em água fervente. As eletroforeses foram realizadas em 

tampão composto por Tris 0,025 M, glicina 0,19 M e SDS 0,1%, pH 8,3, durante 1-2 

horas sob corrente de 70 mA e 120 V. A coloração dos géis foi realizada utilizando-se 

Coomassie Blue. 

Como marcadores de massa molecular foi utilizado o kit Dalton Mark VII – L 

(Sigma) composto pelas seguintes proteínas: albumina de soro bovino (66 kDa), 

ovoalbumina (45 kDa), gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (36 kDa), tripsinogênio 

(24 kDa) e lactoalbumina (14,2 kDa).  

 

3.11 GEL DE ATIVIDADE 
 

A atividade xilanásica foi determinada utilizando-se o corante Remazol Brilliant 

Blue R-xylan (RBB-xylan). A revelação foi realizada da seguinte maneira: foi feito um 
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gel de poliacrilamida (PAGE), como descrito no item 3.9, após corrida, o PAGE foi 

colocado sobre um gel (“overlay”) constituído de RBB – Xylan (1,5 g), tampão MES 100 

mM pH 6,5 (100 mL) e ágar 2%. Os géis foram incubados a 40ºC e permaneceram 

unidos até que se percebesse uma banda incolor.     

  

3.12 DETERMINAÇÃO DO CONTEÚDO DE CARBOIDRATOS E DO PONTO 
ISOELÉTRICO (pI)  
 

Os conteúdos de carboidratos das xilanases extracelulares purificadas foram 

estimados através da metodologia do fenol-sulfúrico descrita por Dubois et al. (1956). 

Esse experimento foi realizado da seguinte maneira: adicionou-se 1 mL de ácido 

sulfúrico concentrado em uma mistura composta por 400 µL da enzima xyl 1 ou xyl 2 

mais 10 µL de fenol 80% (v/v). Essa mistura foi agitada e colocada em gelo por 10 

minutos. Posteriormente, essa foi incubada a 30ºC. Percorridos 15 minutos, a mistura 

foi novamente agitada e procedeu-se a leitura a 490 nm. Foi realizado um branco, onde 

no lugar da enzima, foi adicionado água destilada. Para determinação da porcentagem 

de carboidratos utilizou-se uma curva de manose (0 – 0,4 mg/mL) como padrão.  

Os pontos isoelétricos das enzimas purificadas foram determinados em gel de 

disco de poliacrilamida, de acordo com a metodologia proposta por O’Farrel et al. 

(1983), utilizando anfólitos com pHs de 3,0 – 10,0. Após corrida, o gel contendo a 

amostra  foi fatiado, incubado em tampão MES 100 mM, pH 6,0 – 7,0 por 1 hora. Neste 

período foram realizadas 3 trocas do tampão. Finalmente, dosou-se a atividade 

xilanásica, como descrito no item 3.6.2, nos tubos contendo as fatias. O gel controle foi 

fatiado e incubado “overnight” em uma solução de KCl 25 mM, para posterior 

determinação do pH. Finalmente, determinou-se qual fatia do gel controle era 

equivalente a maior atividade xilanásica obtida. 

 

3.13 INFLUÊNCIA DA COMPOSIÇÃO DE DIFERENTES SOLUÇÕES TAMPÕES E 
SEUS RESPECTIVOS pHs SOBRE AS ATIVIDADES XILANÁSICAS 
 

As atividades xilanásicas foram dosadas em diferentes soluções tampões a 100 

mM. Os tampões avaliados foram: MES (ácido 2-[N-morfolino]etanosulfônico), fosfato 

de sódio, acetato de sódio, citrato de sódio, HEPES (ácido N-[2-hidroxietil]piperazino 

N’- [2 etanosulfônico), BIS- Tris (bis [2-hidroxietil]iminotris metano) e TAPS (ácido N-tris 
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[hidroxymetil] metil -3-amino propanosulfônico). Foram testados pHs na faixa de 4,0 a 

10,0. 

  

3.14 INFLUÊNCIA DA ADIÇÃO DE DIFERENTES ÍONS, EDTA E β - 

MERCAPTOETANOL SOBRE AS ATIVIDADES XILANÁSICAS 
   

Testou-se a adição de diferentes íons (HgCl2; NH4Cl; CaCl2; ZnCl2, BaCl2; CuSO4; 

CuSO4; NaCl; MgSO4; MnCl2; MgCl2; AlCl3 e CoCl2), β - Mercaptoetanol e EDTA na 

concentração final de 1 – 20 mM sobre as atividades xilanásicas extracelulares 

purificadas. 

 

3.15 DETERMINAÇÃO DAS CONSTANTES CINÉTICAS 
 

As constantes cinéticas (Km e Vmáx) das xilanases 1 e 2 foram determinadas 

conforme os procedimentos gráficos propostos por Lineaweaver & Burk (1934) e Hanes 

(1932) utilizando-se o programa Enzyplot (Leone et al., 1995). O substrato utilizado foi 

xilana birchwood nas concentrações de 0,5 – 20,0 mg/mL, na presença ou não de 10 

mM de β-mercaptoetanol. As atividades xilanásicas foram determinadas nas condições 

ótimas de cada enzima, ou seja, para xyl 1 tampão MES 100 mM, pH 7,0, à 55ºC e 

para xyl 2, tampão MES 100 mM, pH 6,0, à 50ºC.  
 

3.16 BIOBRANQUEAMENTO DA POLPA DE CELULOSE 

 

3.16.1 POLPA 
 

Foram utilizadas duas polpas de celulose, uma proveniente da Companhia Bahia 

Sul Celulose e outra da Companhia Celulose Papel Votorantin (CELPAV). A primeira 

tinha uma coloração mais clara e os grumos de papel eram menores aos observados 

na polpa da CELPAV. 

 
3.16.2 CONSISTÊNCIA DAS POLPAS (%) 

 
A consistência foi determinada pela relação massa seca/massa úmida. Pesou-se 

a polpa determinando-se a massa úmida (m.u.), depois colocou-se aproximadamente 

1,0 g de m.u. em uma estufa a 75 – 80ºC. De tempo em tempo, pesava-se a polpa até 

a massa estabilizar, resultando no valor de massa seca (m.s.). Para calcular o quanto 
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de água destilada deveria ser adicionada a polpa para obter uma determinada 

consistência, foi utilizada a seguinte equação:  
          Onde, por exemplo:  

Volume de água destilada        m.s.= 10 g 

adicionada para uma          =     m.s.  – m.u. – vol. de enzima                   m.u.= 26 g 

dada consistência (C)                 C                                                             C = 0,1 (10%) 

              Vol. de enzima = 2,5 mL para 100 U 

 
  
3.16.3 TRATAMENTO ENZIMÁTICO DAS POLPAS 

 
Para as seqüências do branqueamento foram utilizados 10 g de polpa seca. Os 

pHs das polpas foram padronizados para 6,0 – 6,5 com uma solução diluída de ácido 

sulfúrico, com exceção de um experimento onde os pHs das polpas não foram 

acertados, apenas adicionou-se água destilada. O pH obtido nesta condição foi de 8,0 

– 8,15. Posteriormente, foram adicionados às polpas água destilada e xilanases (3 – 12 

U/g polpa seca) até atingir consistência de 10% (0,1), utilizando a equação descrita no 

item 3.16.2. As xilanases adicionadas eram provenientes dos extratos brutos das 

fermentações submersas e semi-sólidas suplementadas com FT ou BCA. Foram 

adicionadas também xilanases purificadas. A mistura enzima - polpa foi colocada em 

sacos de polietileno vedados com seladora e incubada a 55 - 65°C por 120 minutos. 

Após este tratamento as polpas foram lavadas exaustivamente e tiveram suas 

consistências determinadas. Separou-se 5 g de massa seca para a extração alcalina, 

0,125 g para a determinação de viscosidade e 0,5 – 1,0 g para determinação do 

número Kappa. O restante da polpa foi descartado.  

A extração alcalina, realizada após o tratamento enzimático, foi feita da seguinte 

maneira. Adicionou-se, a 5 g de polpa seca, NaOH  para concentração final de 2,2%. A 

consistência foi ajustada para 12% (0,12). As polpas foram mantidas em sacos de 

polietileno, por 60 minutos a 65°C. Após esta etapa as amostras foram lavadas e 

colocadas em estufa “overnight”, a 60°C. No dia seguinte colocou-se as amostras em 

um dessecador com sílica por 60 minutos e pesou-se 0,125 g de m.s. para 

determinação da viscosidade e 0,5 a 1,0 g para determinação do número Kappa. 

 
3.16.4 DETERMINAÇÃO DO NÚMERO KAPPA  

 
O número Kappa é um indicador da quantidade de lignina presente na polpa de 

celulose. A determinação deste parâmetro foi baseada no método T236 da “Technical 
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Association of the Pulp and Paper Industry” (TAPPI, Atlanta, GA, USA). Primeiramente, 

separou-se 0,5 a 1,0 g de polpa seca de cada amostra, que foi desintegrada com a 

mão, em 10 mL de água destilada. Após este processo, as polpas foram transferidas 

para um Erlenmeyer de 500 mL e adicionou-se 140 mL de água destilada. A 

temperatura ambiente foi controlada para 25°C. A suspensão foi agitada, a 25ºC, com 

uma barra magnética. Separadamente foram pipetados 25 mL de solução de 

permanganato de potássio (KMnO4) 0,1 N ± 0,0005 em um Erlenmeyer de 125 mL e 

foram adicionados 25 mL de ácido sulfúrico 4,0 N. Esta solução foi transferida para o 

Erlenmeyer com a polpa. O Erlenmeyer de 125 mL foi lavado utilizando-se 50 mL de 

água destilada, que foi adicionado à mistura de reação e cronometrados 10 minutos. 

O permanganato oxida a lignina residual, portanto fez-se a titulação para 

determinar quanto de permanganato foi consumido. Após os 10 minutos a reação foi 

interrompida pela adição de 5 mL de iodeto de potássio (KI) 1,0 M. O iodo livre na 

suspensão foi titulado com tiossulfato de sódio (Na2S2O3) 0,1 N ± 0,0005 até a solução 

(sempre sob agitação) ficar com uma coloração amarelo claro. Adicionou-se então 0,5 

mL de uma solução de amido 1% e titulou-se até a passagem da cor azul para branco. 

Foi realizada uma determinação do branco sem a polpa, utilizando 150 mL de água 

destilada (ao invés de 140 mL), usando-se o mesmo procedimento descrito 

anteriormente. Portanto, quanto maior o conteúdo de lignina da polpa, maior o volume 

de permanganato de potássio consumido por esta e conseqüentemente menor o 

volume de tiossulfato de sódio utilizado para titular o iodo formado. 

 
3.16.5 DETERMINAÇÃO DA VISCOSIDADE 

 
Foi utilizado exatamente 0,125 g da polpa seca, colocada em um frasco âmbar. 

Em seguida adicionou-se 12,5 mL de etilenodiamina cúprica acrescentando-se 12,5 mL 

de água destilada. A mistura foi agitada por 15 minutos e transferida para uma pipeta 

de viscosidade Fenske-Oswald, previamente aferida com óleo standard e utilizada 

dentro dos limites de viscosidade apropriados. O tempo de escoamento foi 

cronometrado e o cálculo da viscosidade da celulose em centipoises foi determinado 

pela equação:  

 

V = F x t, 

onde: F = fator da pipeta; t  = tempo de escoamento (s); e V = viscosidade da celulose 

(cp). 
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4. RESULTADOS  
4.1 FERMENTAÇÃO SUBMERSA 

 
4.1.1 DETERMINAÇÃO DO MEIO DE CULTIVO PARA PRODUÇÃO DE XILANASES 
 

A variação de diversos parâmetros tais como: composição do meio de cultura, pH 

inicial, temperatura, tempo de cultivo, fonte de carbono e fonte de nitrogênio podem 

influenciar positivamente ou negativamente na produção xilanásica e sua posterior 

secreção pelo microrganismo.  

O primeiro parâmetro analisado neste trabalho foi a composição do meio de 

cultivo mais propício à produção xilanásica. Observa-se na Tabela 06 que a 

composição dos meios Khanna e SR favoreceram a produção desta enzima. Os 

valores nestes meios foram próximos e cerca de 38 – 61% maiores que os demais 

meios. Em relação à atividade intracelular, os meios Vogel e SR apresentaram os 

maiores valores, sendo que o segundo indicou um valor 24% menor na atividade. Em 

todos os meios testados, os crescimentos do microrganismo foram próximos, variando 

de 1,9 – 2,8 mg de proteínas totais. Desta forma, o meio SR foi escolhido por 

apresentar a maior atividade xilanolítica total (extracelular + intracelular). Além disso, 

esse meio vem sendo utilizado em outros trabalhos do laboratório.  

 

 

Tabela 06 – Atividades xilanásicas intracelular e extracelular produzidas pelo fungo 

Aspergillus caespitosus cultivado em diferentes meios 

 

Meio de Xilanase Intracelular Xilanase Extracelular Crescimento  
 Cultura Unidades Tot. Específica  Unidades Tot. Específica (mg prot. total)
Czapeck 10 5,2 307 161 1,9 

Vogel 37 15,4 190 79 2,4 
SR 28 11,2 495 198 2,5 

Khanna 9 4,3 497 236 2,1 
YG 15 5,3 242 86 2,8 

O fungo foi cultivado em meios suplementados com xilana birchwood 1,0% (p/v), pH 

6,0, a 40ºC durante 72 horas, sob agitação a 100 rpm. Excepcionalmente, neste 

experimento, a atividade específica foi definida como atividade xilanásica total/mg 

proteína intracelular total. 
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4.1.2 DETERMINAÇÃO DA TEMPERATURA ÓTIMA DE ENSAIO 
 
 Na Figura 07 está ilustrada a temperatura ótima do ensaio enzimático. A máxima 

atividade xilanásica intracelular ocorreu a 50ºC. Em relação à atividade extracelular, os 

maiores valores foram detectados na faixa de 50 – 60ºC. Sendo assim, padronizou-se 

os ensaios enzimáticos, tanto da atividade intracelular quanto da extracelular, a 55ºC.  
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Figura 07 – Temperatura ótima da atividade xilanásica intracelular (A) e 

extracelular (B). O fungo foi cultivado em Meio SR, suplementado com xilana 

birchwood 1,0% (p/v), pH 6,0, a 40ºC durante 48 horas, sob agitação a 100 rpm.  

A 

B 
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4.1.3 INFLUÊNCIA DE DIFERENTES FONTES DE CARBONO SOBRE A ATIVIDADE 
XILANÁSICA INTRACELULAR E EXTRACELULAR 

 
Com a finalidade de determinar o efeito da suplementação de distintas fontes de 

carbono na produção xilanolítica, o fungo foi cultivado durante 48 horas, a 40ºC, em 

meios suplementados com diversos açúcares e alguns resíduos agroindustriais, como 

citado em Material e Métodos. Um meio sem fonte de carbono foi usado como controle.  

Na Tabela 07 estão apresentados os resultados obtidos quando as fontes de 

carbono empregadas foram açúcares. Em relação ao crescimento do microrganismo, 

pode-se observar que suplementação com maltose, celobiose e amido proporcionaram 

o melhor desenvolvimento. A respeito do pH final do filtrado, os valores mais alcalinos 

foram detectados no meio sem adição de fonte de carbono e naqueles contendo fontes 

mais complexas, como avicel e xilana. Verificou-se que a máxima atividade xilanásica 

extracelular ocorreu na presença de xilana. Em relação à atividade intracelular os 

maiores níveis foram detectados nos meios com celobiose e frutose, seguidos pelo 

meio contendo xilana. Foi observada atividade xilanolítica, em níveis baixos, nos meios 

contendo fonte de carbono facilmente metabolizáveis e no meio controle, ou seja, sem 

fonte de carbono adicionada, indicando a secreção de níveis constitutivos da enzima.  

 Além dos açúcares analisados, vários outros compostos mais complexos, entre 

eles, resíduos agroindustriais, foram avaliados. Na Tabela 08 pode-se observar altos 

valores dos pHs finais dos filtrados. Em relação ao crescimento do microrganismo 

observa-se diferença significativa entre os meios, por exemplo, nas culturas 

suplementadas com aveia, o crescimento do fungo foi aproximadamente 5 vezes maior 

àquele contendo palha de arroz ou sabugo de milho triturado. É importante citar que 

nos meios suplementados com substratos sólidos é extremamente difícil dosar, tanto o 

crescimento do fungo, quanto às atividades intracelulares, pois no processo de 

maceração é impraticável isolar as células do microrganismo do substrato onde ele foi 

crescido.  

A maior atividade xilanásica intracelular foi detectada no cultivo sobre farinha de 

mandioca, seguido pelos meios contendo xilana, aveia, farelo de trigo (FT) e bagaço de 

cana-de-açúcar (BCA). Em relação aos valores extracelulares, os melhores indutores à 

síntese e secreção da xilanase foram: FT, xilana, BCA e aveia. A partir desta etapa 

optou-se por trabalhar com meios contendo FT ou BCA, pois são encontrados em 

grande escala e a baixo custo, além do que, favoreceram a secreção xilanolítica em 

aproximadamente 95%, em relação a atividade xilanásica total (intra + extracelular). 



________________________________________________________Resultados__________ 39

Tabela 07 – Efeito de diferentes fontes de carbono (açúcares) sobre o crescimento de 

Aspergillus caespitosus e a produção xilanásica intracelular e extracelular  

 

      Fonte de      
Carbono 

     pH final  
filtrado 

   Crescimento 
(mg prot. Total) 

     Atividade Xilanásica (U total) 
    Intracelular          Extracelular 

Amido 6,3  6,1   2,0 60,0 

Avicel 8,3  1,0   3,0 79,0 

Celobiose 5,7 6,2 46,0 15,0 

Frutose 5,5 4,8 46,0 26,0 

Glicose 4,0 3,0 17,0 28,0 

Maltose 5,4 7,2 11,0 31,0 

Sacarose 4,2 2,1   2,7   3,2 

Rafinose 6,8 5,6  2,0 67,0 

Xilana 8,6 2,6         40,0        672,0 

Xilose 5,6 1,9  7,9 72,0 

Sem fonte 8,5 0,9  5,4 20,0 

O fungo foi cultivado em Meio SR, pH 6,0 a 40ºC durante 48 horas, sob agitação a 

100 rpm. O meio foi suplementado com 2% (p/v) das diferentes fontes de carbono 

testadas, exceto para amido, avicel e xilana onde utilizou-se 1% (p/v).  
 
Tabela 08 – Efeito de diferentes fontes de carbono (resíduos industriais e outros 

compostos) sobre o crescimento de Aspergillus caespitosus e a produção xilanásica 

intracelular e extracelular 

 

Fonte de Carbono 
pH final do 

filtrado 
Crescimento 

(mg prot. Total) 
Atividade Xilanásica (U total) 
Intracelular        Extracelular 

Aveia 7,6 7,4 34,0 538,0 

Bagaço de Cana 8,3 2,1 20,0 598,0 

Farelo de Trigo 8,5 3,5 33,0 751,0 

Farinha de Mandioca 8,4 3,2 48,0 33,0 

Palha de Arroz 8,3 1,4 5,4 256,0 

Sabugo de Milho 8,4 1,5 3,5 258,0 

Xilana 8,6 2,6 36,0 637,0 

Sem fonte 8,5 0,9 5,4 15,0 

  O fungo foi cultivado em meio SR, pH 6,0 a 40ºC durante 48 horas. O meio foi  

suplementado com 1% (p/v) das diferentes fontes de carbono.  
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4.1.4 INFLUÊNCIA DE DIFERENTES FONTES DE NITROGÊNIO SOBRE A 
ATIVIDADE XILANÁSICA EXTRACELULAR  
 

Com objetivo de identificar a fonte de nitrogênio adicional à peptona que induz a 

maior secreção xilanásica, o fungo foi cultivado durante 48 horas, a 40ºC, em meio 

contendo sais SR suplementado com BCA ou FT 1% (p/v) na presença de fontes de 

nitrogênio inorgânicas e orgânicas, como descrito em Material e Métodos. As diferentes 

fontes de nitrogênio foram adicionadas em concentrações de 0,5 e 1,0% (p/v). Como 

também citado em Material e Métodos, o meio SR contém como fontes de nitrogênio: 

peptona 0,02% (p/v), extrato de levedura 0,45% (p/v) e NH4H2PO4 1% (p/v). Portanto, 

neste experimento avaliou-se outra fonte de nitrogênio, além de extrato de levedura e 

peptona, que permitisse a maior produção e conseqüente secreção da enzima.   

Pode-se observar na Tabela 09 que nos meios, suplementados tanto com BCA 

quanto FT, a presença de fontes de nitrogênio inorgânicas não alterou 

significativamente os pHs finais dos filtrados, como observado naqueles suplementados 

com fontes de nitrogênio orgânicas. 

Em relação às atividades xilanásicas foram detectados altos níveis xilanolíticos 

em todos os meios avaliados, com exceção daqueles suplementados com acetato de 

amônio e uréia. No entanto, as máximas atividades totais e específicas, principalmente, 

foram observadas nos cultivos contendo fontes de nitrogênio inorgânicas adicionais à 

peptona, seguidas pelos meios contendo apenas peptona ou extrato de levedura 

adicional à peptona (Tabela 09). Sendo assim, como as fontes de nitrogênio adicionais 

a peptona 0,02% não incrementaram em muito a atividade xilanásica, optou-se por 

trabalhar apenas com essa fonte.  

Na mesma Tabela 09, pode-se certificar a importância da adição de peptona na 

atividade xilanásica, quando se cultivou o microrganismo em meios sem peptona, 

contendo apenas como fonte de nitrogênio adicionada, extrato de levedura, nitrato de 

amônio ou sulfato de amônio em concentração de 0,5%. Para as fermentações 

suplementadas com BCA, pode-se observar uma diminuição significativa das 

atividades nos meios contendo apenas as fontes de nitrogênio inorgânicas, sendo os 

decréscimos das atividades aproximadamente de 20, 44 e 34% para os cultivos 

suplementados com extrato de levedura, nitrato e sulfato de amônio respectivamente, 

se comparadas àqueles onde havia somente peptona (controle 1). Em relação aos 

meios suplementados com FT, na ausência de peptona, as atividades xilanásicas não 
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sofreram decréscimos significativos e apresentaram valores entre 1,8 – 9,6% menores 

à atividade xilanolítica detectada no controle 1 (Tabela 09).  

Portanto, concluiu-se que a adição de peptona é mais adequada a produção 

xilanásica principalmente nos meios suplementados com BCA e fonte de nitrogênio 

inorgânica, além de que, apenas na sua presença altos níveis xilanolíticos são 

detectados. Sendo assim, o passo seguinte foi avaliar o efeito da adição de diferentes 

concentrações de peptona (0,02 – 1,0% p/v – Tabela 10) e o pH inicial de cultivo 

(Tabela 11), na melhor concentração de peptona obtida, sobre a atividade xilanásica 

produzida pelo microrganismo crescido em meios contendo BCA ou FT durante 48 

horas a 40ºC. Como apresentado na Tabela 10, as concentrações mais propícias às 

atividades xilanásicas produzidas pelo fungo crescido em BCA ou FT foram 

respectivamente 0,1 e 0,25%. Neste experimento as menores atividades, em ambas as 

fontes de carbono, foram detectadas nos meios contendo peptona 1%. Na avaliação 

dos pHs iniciais de cultivo, os melhores valores foram 8,0 e 6,0 para BCA e FT, 

respectivamente (Tabela 11). 

 

4.1.5 RELAÇÃO ENTRE O pH INICIAL DE CULTIVO E A FONTE DE NITROGÊNIO  
 

Este experimento teve como objetivo relacionar o efeito entre o pH inicial de 

cultivo e a fonte de nitrogênio utilizada sobre a atividade xilanolítica extracelular. Para 

isto, o fungo foi cultivado a 40ºC, durante 48 horas, em meios suplementados com BCA 

ou FT contendo apenas peptona 0,02% (p/v) ou suplementado com essa fonte mais 

extrato de levedura, nitrato de amônio ou sulfato de amônio 0,5% (p/v).   
Na Tabela 12 estão apresentados os resultados obtidos. Em relação aos meios 

suplementados com BCA, pode-se observar que nos cultivos contendo extrato de 

levedura mais peptona, o pH inicial que induziu a maior secreção xilanásica foi o pH 

3,0, sendo que os valores diminuíam conforme aumentava-se o pH de cultivo. Nos 

meios contendo nitrato ou sulfato de amônio associados a peptona, os maiores níveis 

enzimáticos foram detectados nas culturas com pHs iniciais 7,0. No entanto, a atividade 

máxima observada neste experimento foi em cultura contendo apenas peptona como 

fonte de nitrogênio adicionada e pH inicial 7,0.  

Em relação aos meios contendo FT, também na Tabela 12, a maior atividade foi 

detectada naquele suplementado com nitrato de amônio pH 5,0, seguido pelo meio 

contendo apenas peptona, pH 7,0. De uma maneira geral, pode-se observar nos 

cultivos  suplementados com essa fonte de  carbono, que   com o aumento do pH inicial  
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de cultivo houve diminuição do crescimento fúngico e correspondente aumento dos 

níveis protéicos extracelulares, demonstrado pela diminuição dos valores das 

atividades especificas, indicando uma  possível autólise.  

 

Tabela 10 - Efeito da adição de diferentes concentrações de peptona sobre a atividade 

xilanásica extracelular  

 

        Ativ. Xilanásica 
 Concentração pH Final Extracelular 
Fonte de Nitrogênio (p/v) BCA FT BCA FT 
Peptona 0,02 5,79 6,69 696 808 
 0,10 5,40 7,30 877 847 
 0,25 5,65 7,65 752 1047 
 0,50 6,17 8,17 670 613 
 0,75 6,10 8,00 598 623 
 1,00 5,30 8,00 428 584 
O fungo foi cultivado em meio contendo sais SR suplementado com BCA ou FT 

1,0% (p/v), pH inicial 6,0. O cultivo foi realizado a 40ºC durante 48 horas. 

 

 
 
Tabela 11 – Influência do pH inicial de cultivo sobre a atividade xilanásica extracelular 

total e específica 
 

      Atividade Xilanásica Extracelular
 pH Final  Total Específica 
pH Inicial BCA FT BCA FT BCA FT 

5 6,31 7,37 727 964 100 153 
6 6,97 7,78 741 1096 125 180 
7 7,35 8,25 821 1025 101 126 
8 7,78 8,05 933 875 103 87 
9 7,65 8,48 533 898 60 89 

O fungo foi cultivado em meio contendo sais SR suplementado 

com BCA ou FT 1,0% (p/v). Nos cultivos com BCA foi adicionado 

0,1% de peptona e naqueles contendo FT, 0,25%. O cultivo foi 

realizado a 40ºC durante 48 horas.  
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Tabela 12 – Relação entre a fonte de nitrogênio adicional à peptona no Meio SR e o pH 

inicial de cultivo sobre a produção xilanásica extracelular 

 

        
Atividade 
Xilanásica Atividade Crescimento

Fonte de 
Nitrogênio pH pH Final Extracelular Específica (mg total) 

+             
Peptona Inicial BCA FT BCA FT BCA FT BCA FT 

Extrato de 
Levedura  3 8,31 5,96 785 345 89 44 2,3 4,0 
 4 8,20 7,78 722 448 82 59 2,5 4,4 
 5 8,50 7,49 728 759 83 67 2,5 2,0 
 6 8,30 8,59 530 763 60 70 2,7 1,7 
 7 8,33 8,35 226 846 45 74 2,5 2,0 
 8 8,10 8,73 216 695 48 58 2,5 1,9 
 9 7,91 8,71 176 801 37 70 2,3 2,1 
          
Nitrato  3 3,45 5,98 156 744 113 140 1,7 3,1 
de Amônio 4 4,58 5,52 427 848 149 169 2,1 3,3 
 5 5,20 5,53 667 918 200 183 2,6 3,1 
 6 5,27 5,41 790 765 224 134 2,4 2,3 
 7 6,35 6,73 810 750 235 89 2,3 1,6 
 8 6,90 7,43 736 748 210 81 2,2 1,9 
 9 7,35 7,80 340 744 97 77 2,0 1,9 
 10 7,47 8,40 344 805 101 85 1,9 1,8 
          
Sulfato  3 3,55 5,27 115 625 52 138 1,9 2,9 
de Amônio 4 5,05 5,54 522 760 321 168 2,1 3,0 
 5 5,89 5,52 659 826 301 180 2,3 3,0 
 6 6,27 5,08 701 741 305 127 2,2 2,9 
 7 5,60 6,78 825 783 313 106 2,0 2,3 
 8 6,02 6,78 754 815 127 95,7 2,1 2,1 
 9 7,69 7,52 481 703 60 77,1 2,1 1,6 
          
Somente  3 5,04 5,20 415 320 60 69 1,5 4,3 
Peptona 4 5,47 5,60 662 421 94 89 1,6 5,0 
 5 5,75 5,78 605 528 102 108 1,9 4,7 
 6 6,12 6,24 708 623 110 137 2,0 4,2 
 7 6,68 7,15 943 836 99 77 1,6 3,7 
  8 6,98 7,46 928 730 107 69 1,5 3,9 
O fungo foi cultivado em meio contendo sais SR suplementado com BCA ou FT 

1,0% (p/v), solução SR, peptona 0,02% (p/v) e fontes de nitrogênio mencionadas 

a 0,5% (p/v), com exceção de peptona 0,02% (p/v), durante 48 horas a 40ºC. 
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4.1.6 INFLUÊNCIA DA TEMPERATURA E DO TEMPO DE CULTIVO  
 

Na Tabela 13 está representada a influência da temperatura e do tempo de cultivo 

sobre a atividade xilanásica extracelular. Observa-se que não houve grandes 

variações, na mesma fonte de carbono, entre as diferentes temperaturas e tempos 

analisados.  

Na presença de BCA, as maiores atividades xilanásicas foram detectadas em 48 

horas de cultivo, independente da temperatura, com exceção de 35ºC. Nos cultivos 

suplementados com FT, nota-se, de forma  geral, que as máximas atividades  

xilanásicas foram encontradas, em todas as temperaturas testadas, em 48 – 72 horas 

de cultivo. Portanto, padronizou-se os cultivos a 40ºC, 48 horas para as duas fontes de 

carbono avaliadas, pois nestas condições há altas atividades xilanolíticas em curto 

período, e provavelmente a esta temperatura a termoestabilidade enzimática é maior.  

 

4.1.7 EFEITO DA ADIÇÃO DE GLICOSE AO BCA E FT NA PRODUÇÃO DE 
XILANASES 
 

Com intuito de comprovar a repressão catabólica das xilanases por glicose, o 

fungo foi cultivado nas duas fontes de carbono até agora avaliadas, BCA e FT, na 

presença de 0,25 – 0,75% (p/v) de glicose durante 24 – 120 horas.  

Em relação aos meios com BCA, pode-se observar na Figura 08 (A) que até 48 

horas de cultivo, os meios contendo glicose apresentaram repressão catabólica, 

evidenciada pela baixa atividade xilanásica, comparada ao controle (BCA 1%). Após 

este período, as atividades xilanásicas nos cultivos avaliados foram maiores, até 

mesmo que ao controle, nos meios contendo 0,5 e 0,75% de glicose. Em 120 horas de 

cultivo, as atividades xilanásicas nos meios suplementados com glicose caíram abaixo 

do meio contendo somente BCA. 

Em relação aos meios suplementados com FT (Figura 08 B), em 24 horas de 

cultivo já são observadas altas atividades xilanásicas no meio contendo 0,25% de 

glicose. De 48 a 120 horas de cultivo, as atividades xilanolíticas em todos os meios 

apresentaram valores próximos, com exceção dos cultivos contendo 0,75% de glicose, 

o qual a partir de 96 horas começou apresentar alta atividade xilanásica. 
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Figura 08 – Efeito da adição de diferentes concentrações de glicose sobre a atividade 

xilanásica. O fungo foi cultivado em Meio com sais SR, contendo BCA e peptona 0,1% 

(A) ou FT e peptona 0,25% (B) durante 24 – 120 horas a 40ºC, sob agitação a 100 rpm. 
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4.1.8 CARACTERIZAÇÃO DAS XILANASES EM EXTRATOS BRUTOS 
 

A influência da composição de diferentes soluções tampões e seus respectivos 

pHs sobre a atividade xilanásica extracelular produzida pelo fungo em meio SR 

suplementado com BCA e FT estão representados na Figura 09 (A) e (B), 

respectivamente. Observa-se que as maiores atividades enzimáticas detectadas, nas 

duas culturas, foram nos ensaios com MES pH 6,5, as quais foram determinadas como 

100% (controle). Em tampão HEPES pH 8,0, as atividades relativas das xilanases 

provenientes de culturas contendo BCA e FT foram respectivamente 30 e 25% 

menores à atividade xilanásica controle. 

Foi investigada também a termoestabilidade, a 55 e 65ºC, das xilanases presentes 

nos filtrados das culturas suplementadas com BCA ou FT. Em ambas temperaturas 

avaliadas, as xilanases presentes no filtrado proveniente das culturas contendo FT 

foram mais estáveis, como pode ser observado na Figura 10 (A) e (B), sendo que a 

55ºC, a atividade residual foi de 85% para FT e 72,5% para BCA em uma hora de 

incubação. A 65ºC, houve reduções em ambas às atividades, atingindo um valor de T50 

igual a 13 e 16,5 minutos para BCA e FT, respectivamente.  

Na Figura 11 está representado o efeito da adição de várias substâncias, em 

concentrações finais de 1mM, sobre a atividade xilanásica extracelular presente no 

extrato bruto extraído de culturas contendo BCA (Figura 11 A) ou FT (Figura 11 B). 

Observa-se que o íon Mn2+
 ativou a enzima em 10% (Figura 11 A) e 15% (Figura 

11 B). A menor atividade relativa observada, em ambas as fontes de carbono, foi na 

presença de Hg2+, sendo que em relação ao BCA, a atividade relativa apresentou valor 

69% menor ao controle e ao FT, 40%. Os outros íons inibiram a atividade em 10 – 40% 

em BCA e 5 – 22% em FT. A presença de EDTA causou inibição da atividade relativa 

em 25% e 5% respectivamente em BCA e FT. Em relação à adição de β-

mercaptoetanol (1 mM), não houve alteração na atividade xilanásica.  

Foi de interesse neste trabalho, determinar as atividades de várias enzimas 

presentes nos filtrados das culturas suplementadas com BCA ou FT (Tabela 14). 

Diferenças significativas, com as duas fontes de carbono testadas, foram observadas 

para pectinase e invertase. Além disso, pode-se observar que no filtrado proveniente 

da cultura suplementada com FT, as atividades enzimáticas detectadas apresentaram 

valores mais altos em relação as enzimas procedentes dos meios contendo BCA, no 

entanto, essas atividades foram baixas, com exceção da invertase, se comparadas a 

atividade xilanolítica.  

B
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Figura 09 - Influência da composição de diferentes tampões e seus respectivos pHs 

sobre a atividade xilanásica extracelular provenientes de culturas suplementadas com 

BCA (A) ou FT (B). O tampão MES pH 6,5 foi usado como controle (100%), pois foi 

nesta condição onde se obteve maior atividade.  
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Figura 10 - Estabilidade térmica das xilanases presentes nos extratos brutos 

provenientes de meios suplementados com BCA ou FT. As amostras foram incubadas 

a 55ºC (A) e 65ºC (B) por diferentes períodos. As atividades residuais foram 

determinadas nas condições ótimas. 
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Figura 11 – Influência de diferentes íons, EDTA e β - mercaptoetanol, na 

concentração final de 1mM, sobre a atividade xilanásica, expressa em % em relação 

ao controle (sem adição de compostos). O fungo foi cultivado em meios 

suplementados com BCA (A) ou FT (B). 

Legenda: 1- HgCl2; 2- NH4Cl; 3- CaCl2; 4- ZnCl2, 5- BaCl2; 6- EDTA; 7- CuSO4; 8- 

CuSO4; 9- NaCl; 10- MgSO4; 11- MnCl2; 12- MgCl2; 13- AlCl3; 14- CoCl2;  15- β - 

mercaptoetanol e 16- Controle 
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Tabela 14 – Determinação de várias atividades enzimáticas extracelulares produzidas 

em meios suplementados com BCA e FT 

 
            BCA FT 

Enzima (U/mL) (U/mL) 
Amilase 0,88 0,84 
Avicelase 0,39 0,24 
CM-Celulase 0,60 0,76 
Poligalacturonase 0,13 2,72 
Invertase 1,26 11,0 
Pectinase  0,19 1,26 
Protease Neutra ND 0,18 
Xilanase 37,3 43,9 
ND – Não detectado 

O fungo foi cultivado com sais SR, suplementado com BCA e 

peptona, pH inicial 8,0 ou FT e peptona, pH inicial 6,0 a 40ºC 

durante 48 horas. O ensaio enzimático foi realizado a 55ºC 

em tampão MES pH 6,5. As atividades enzimáticas foram 

determinadas como descrito Material e Métodos 3.6.2 - 3. 
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4.2 FERMENTAÇÃO SEMI-SÓLIDA 
 

4.2.1 SUBSTRATO DE CULTIVO 
 

O passo inicial do estudo da produção de xilanases por Aspergillus caespitosus 

cultivado em fermentações semi-sólidas (FSS) foi determinar o substrato de cultivo 

ideal a atividade xilanolítica (Figura 12). Os substratos avaliados foram: farinha de 

mandioca, palha de arroz, aveia, farelo de trigo (FT) e bagaço de cana de açúcar (BCA) 

sendo que, nestes dois últimos foram obtidas as melhores atividades xilanásicas, em 

média 90% maior dos que as detectadas nos outros cultivos.  

 

 

 

 
 
 
Figura 12 – Influência de diferentes substratos de cultivo sobre a atividade xilanásica 

produzida pelo fungo em fermentações semi-sólidas. Os meios foram suplementados 

com 2 g de substrato mais 4 mL de água de torneira. Os meios foram incubados a 30ºC 

por 11 dias. Após este período, foram realizadas extrações enzimáticas utilizando 60 

mL de água destilada gelada.  
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4.2.2 EFEITO DA UMIDADE DO MEIO 
 

Nas Figuras 13 e 14 pode-se observar o efeito da adição de diferentes volumes 

de água de torneira sobre as atividades xilanásicas e proteásicas em FSS. Foram 

testados diversos volumes, sendo de 0 – 4,5 mL (Figura 13) para 1 grama de FT e 2 – 

8 mL para 1 grama de BCA (Figura 14). As maiores atividades xilanásicas observadas 

foram nos meios suplementados com 2 mL : 1 grama de FT e 4 mL : 1 grama de BCA.  

Em relação às culturas contendo FT, pode-se observar que de 0 – 1,5 mL de 

água, a produção enzimática foi baixa, sendo em média 64% menor a máxima obtida 

neste experimento. Nos meios que receberam mais de 2 mL de água por grama de FT, 

a atividade xilanolítica tendeu a cair (Figura 13 A). Nestes cultivos também, se observa 

aumento das atividades proteásicas (Figura 13 B) e dos pHs finais dos filtrados (Figura 

13 A).  

Nas fermentações suplementadas com BCA, as atividades xilanásicas (Figura 14 

A) e proteásicas (Figura 14 B) foram próximas entre os meios avaliados. Entre as 

atividades xilanolíticas, o maior valor foi detectado nas culturas contendo 4 mL : 1 

grama de BCA. Em relação as atividades proteásicas detectadas nas FSS contendo 

BCA, os valores foram aproximadamente cinco vezes menores se comparadas ao meio 

com FT (2 mL : 1 grama). Como ocorrido com os cultivos contendo FT, o aumento da 

umidade do meio acarretou na alcalinização do pH final do filtrado (Figura 14 A).  

 
4.2.3 EFEITO DA TEMPERATURA E DO TEMPO DE CULTIVO  

 
Com o objetivo de analisar o efeito da temperatura sobre a atividade xilanásica, o 

fungo foi cultivado a 30 e 40ºC em FSS tendo FT ou BCA como substratos (Figura 15 

A). Tanto para as fermentações contendo FT quanto para os contendo BCA, as 

máximas atividades xilanásicas foram detectadas nos meios cultivados a 30ºC, 

incubadas por 3 e 6 dias, respectivamente, para FT e BCA. Nestas condições citadas, 

as atividades foram 31,2 e 69,7% maiores às detectadas nos cultivos a 40ºC, 

incubados pelo mesmo período, suplementados com FT e BCA, respectivamente. Em 

relação as atividades proteásicas (Figura 15 B), em ambos os substratos os valores 

são menores a 40ºC, entretanto nas FSS suplementadas com BCA as máximas 

atividades foram obtidas em tempos de cultivo mais longos.  
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Figura 13 – Efeito da adição de água de torneira em FSS suplementadas com FT 

sobre a atividade xilanásica (A) e proteásica (B). O fungo foi cultivado a 30ºC durante 5 

dias contendo 2 mL de água de torneira por grama de FT. 
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Figura 14 – Efeito da adição de água de torneira em FSS suplementadas com BCA 

sobre a atividade xilanásica (A) e proteásica (B). O fungo foi cultivado a 30ºC durante 

11 dias contendo 4 mL de água de torneira por grama de BCA. 
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Figura 15 – Influência da temperatura de cultivo sobre a atividade xilanásica (A) e 

proteásica (B). O fungo foi cultivado em FSS suplementadas com FT (3 e 6 dias) ou 

BCA (6 e 11 dias), contendo 2 e 4 mL de água de torneira por grama de substrato, 

respectivamente.  

 

30 40
0

10

20

30

40

50

60

70

 

 

At
iv

id
ad

e 
Pr

ot
eá

si
ca

(U
/g

 S
ub

st
ra

to
)

Temperatura de Cultivo (ºC)

 FT 3 Dias
 FT 6 Dias
 BCA 6 Dias
 BCA 11 Dias

A 

B  



_____________________________________________________________________Resultados__________ 58

4.2.4 EFEITO DA ADIÇÃO DE DIFERENTES FONTES DE NITROGÊNIO 
 

Com o objetivo de analisar o efeito da adição de diversas fontes de nitrogênio 

sobre a atividade xilanásica, o fungo foi cultivado em FSS tendo FT ou BCA como 

substratos. Em relação as atividades xilanásicas obtidas das culturas com FT, pode-se 

observar na Tabela 15 que o valor do pH final do filtrado é independente da fonte de 

nitrogênio adicionada e da sua concentração. O maior valor da atividade xilanolítica foi 

detectado nas culturas suplementadas com nitrato de amônio 0,5% (p/p), seguido por 

peptona 0,5% (p/p) e extrato de levedura 1,0% (p/p). A adição dessas fontes acarretou 

aumento de aproximadamente 28, 25 e 22% em relação ao controle, respectivamente.  

 Já nas culturas suplementadas com BCA (Tabela 16), primeiramente foram 

adicionados aos meios: extrato de levedura, peptona ou sulfato de amônio 10% (p/p). A 

máxima atividade xilanásica foi obtida no filtrado oriundo da FSS contendo peptona, 

sendo esta 2,3 vezes maior a atividade obtida no meio sem fonte de nitrogênio 

adicionada. O próximo passo foi verificar a adição de diferentes concentrações desse 

composto sobre a atividade xilanásica nesta mesma condição, ou seja, FSS 

suplementada com BCA cultivada a 30ºC (Tabela 17). A máxima atividade xilanásica 

foi detectada no filtrado obtido das culturas contendo 6% de peptona. No entanto, o 

valor obtido foi próximo às das culturas contendo mais peptona. Nos meios 

suplementados com 0,2 e 3% de peptona, as atividades xilanolíticas foram 67 e 44%, 

respectivamente, menores ao valor obtido com peptona 6%.  

 

4.2.5 EFEITO DA ADIÇÃO DE SAIS E DA COMPOSIÇÃO DE DIFERENTES 
SOLUÇÕES TAMPÕES E SEUS pHs 

 
 O efeito da adição de sais Vogel (5% v/v) ou SR (5% v/v) e de água de torneira 

ou destilada sobre a atividade xilanásicas em FSS foi avaliado (Figura 16). Para as 

culturas suplementadas com FT, a adição de água de torneira foi a que mais favoreceu 

a atividade xilanásica apresentado uma atividade 25% maior a água destilada. Já nas 

FSS suplementadas com BCA, no meio contendo sais Vogel foi detectada a máxima 

atividade xilanolítica, sendo esta 30% maior a atividade detectada do meio contendo 

água destilada. 
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Tabela 15 – Efeito da adição de fontes de nitrogênio em meios suplementados com FT 

sobre a atividade xilanásica  

 

Fonte de Concentração % pH Final Atividade 
Xilanásica 

Nitrogênio (p/p) Filtrado (U/g Substrato) 
Extrato de Levedura 0,5 6,92 1740 
 1,0 6,61 1954 
 5,0 6,20 1310 
    
Nitrato de Amônio 0,5 6,30 2040 
 1,0 6,72 1802 
 5,0 5,90 682 
    
Peptona 0,5 6,61 1996 
 1,0 6,50 1722 
 5,0 6,10 1705 
    
Sulfato de Amônio 0,5 6,80 1771 
 1,0 6,80 1781 
 5,0 5,20 1544 
    
Controle - 6,72 1600 
O fungo foi cultivado em FSS suplementadas com FT e água de torneira (2 g : 

4 mL) durante 5 dias a 30ºC. 

  

 

Tabela 16 – Efeito da adição de fontes de nitrogênio em meios suplementados com 

BCA sobre a atividade xilanásica  

 

Fonte de Concentração % pH Final Atividade 
Xilanásica 

Nitrogênio (p/p) Filtrado (U/g Substrato) 

Extrato de Levedura 10,0 6,96 1956 
    
Peptona 10,0 6,90 2230 
    
Sulfato de Amônio 10,0 6,47 1056 
    
Controle - 6,21 983 
O fungo foi cultivado em FSS suplementadas com BCA e água de torneira (1 

g : 4 mL) durante 11 dias a 30ºC. 



_____________________________________________________________________Resultados__________ 60

 Tabela 17 – Efeito da concentração de peptona adicionada a FSS 

 

O fungo foi cultivado em FSS suplementadas com BCA e água de 

torneira (1 g : 4 mL) durante 11 dias a 30ºC. 

  

 

 
 
 
 

Figura 16 – Efeito da adição de sais na atividade xilanásica produzida pelo fungo em 

FSS suplementadas com FT e BCA, tendo 2 e 4 mL de líquido por grama de substrato, 

respectivamente.  
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Na Figura 17 pode-se observar a influência da composição de diferentes soluções 

tampões e seus pHs sobre a atividade xilanásica presentes em extratos extraídos de 

FSS suplementadas com FT (Figura 17 A) ou BCA (Figura 17 B). As maiores atividades 

xilanásicas foram detectadas na presença de tampão MES, sendo que para as 

xilanases presentes no filtrado da FSS suplementada com FT, o pH ótimo foi de 6,5 e 

para BCA, 7,0.  

 

 
 

 
 
Figura 17 – Influência da composição de diferentes soluções tampões e seus 

respectivos pHs sobre a atividade xilanásica presente em filtrados extraídos de FSS 

suplementadas com FT (A) ou BCA (B). O tampão MES em ambas condições foi usado 

com 100% por apresentar a atividade máxima.  
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4.2.6 EFEITO DA ADIÇÃO DE GLICOSE 
 

O efeito do enriquecimento das FSS com glicose (2  – 10% p/p) sobre a atividade 

xilanásica foi estudado. Pode-se observar na Figura 18, que em ambas as culturas 

houve aumento das atividades xilanolíticas em relação à detectada na cultura sem 

glicose adicionada. Os acréscimos das atividades foram de 30 e 24% nas culturas 

suplementadas com FT e BCA, respectivamente, ou seja, a presença deste açúcar não 

acarretou não repressão catabólica dessa enzima. 

 

 

 
 
 
 

Figura 18 – Efeito da adição de glicose em diferentes concentrações (p/p) sobre a 

atividade xilanásica produzida em FSS suplementadas com FT ou BCA, tendo 2 e 4 mL 

de água de líquido por grama de substrato, respectivamente. O fungo foi cultivado no 

caso das FSS – FT por 5 dias e no caso das FSS – BCA, por 11 dias. As atividades 

controles (100%), para os respectivos substratos, foram detectadas nos meios sem 

glicose adicionada.   
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4.2.7 EFEITO DE SUCESSIVAS EXTRAÇÕES ENZIMÁTICAS 
 

O efeito de sucessivas lavagens dos substratos (FT e BCA) durante o processo 

de extração enzimática foi investigado visando recuperar a maior quantidade de 

produto possível. Foram realizadas 3 extrações sucessivas utilizando-se 30, 60 ou 180 

mL de água destilada (Figura 19). Considerando-se que após a terceira extração 

recuperou-se 100% de atividade xilanolítica, pode-se dizer que tanto nas culturas 

contendo FT quanto nas contendo BCA, mais de 50% de enzima foi extraída na 

primeira lavagem, com exceção da extração utilizando 30 mL de água destilada.  

 

 

 

 
 
 
Figura 19 – Efeito de sucessivas lavagens do substrato na extração xilanásica. O 

fungo foi cultivado em FT ou BCA por 5 e 11 dias respectivamente, a 30ºC. Após 

este período, as enzimas foram extraídas com 30, 60 e 180 mL de água destilada a 

4ºC.  
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4.3 PURIFICAÇÃO DAS XILANASES EXTRACELULARES 
 

Para a purificação das xilanases extracelulares optou-se por um meio de cultura 

que apresentasse alta atividade específica. Sendo assim, foram escolhidos cultivos 

submersos com composição de sais SR e suplementação de sulfato de amônio e 

peptona, como fontes de nitrogênio, e BCA, como fonte indutora de xilanases. 

Extratos brutos foram dialisados e concentrados por liofilização. A amostra foi 

aplicada em uma coluna Sephadex G-100. Pode-se observar, na Figura 20, dois picos 

de atividade xilanolítica (pico I e II). As frações contendo as maiores atividades 

xilanásicas foram agrupadas, como indicado pelas setas. Este processo resultou em 

duas enzimas extracelulares purificadas 23,8 e 2,4 vezes e com recuperações de 61,6 

e 22,1%, respectivamente. Padronizou-se a xilanase presente no pico I como xyl 1 e a 

no pico II como xyl 2 (Tabela 18).  

 

4.3.1 CRITÉRIO DE PUREZA 
 

O primeiro critério de pureza utilizado foi a análise eletroforética das enzimas em 

gel de poliacrilamida em condições não-desnaturantes (PAGE 8,9). Conforme está 

apresentado nas Figuras 21 (A) e 21 (C), as xilanases exibem uma única banda. A fim 

de comprovar a natureza xilanolítica das proteínas purificadas foram realizados géis de 

atividades usando o corante RBB-Xylan. Os resultados, apresentados nas Figuras 21 

(B) e 21 (D), corroboram com o que foi proposto. 

As análises de pureza também foram realizadas em condições desnaturantes 

(SDS-PAGE) em gel de poliacrilamida, como apresentado na Figura 21 (E). 

 

4.3.2 TEOR DE AÇÚCAR NA MOLÉCULA 
 

Este experimento foi realizado segundo metodologia descrita por Dubois et al. 

(1956), utilizando-se manose como padrão. 

 Foram estimados valores de 28% (± 6) e 41% (± 2) de açúcares nas massas 

moleculares de xyl 1 e xyl 2, respectivamente. 
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Figura 20 - Perfil cromatográfico das atividades xilanásicas de Aspergillus caespitosus 

em coluna Sephadex G-100. A coluna foi equilibrada e eluída com tampão acetato de 

sódio 10 mM, pH 5,5. Frações de 1,07 mL foram coletadas por tubo. As setas indicam 

os tubos selecionados para purificação e posterior caracterização.  Legenda: 1 – Blue 

dextran (2x106 kDa); 2 – Álcool desidrogenase (150 kDa);  3 – Albumina bovina (66 

kDa) e 4 – Anidrase  carbônica (29 kDa).  

 

Tabela 18 - Purificação das xilanases extracelulares de Aspergillus caespitosus 

 

VOLUME ATIVIDADE PROTEÍNA ATIVIDADE RECUPERAÇÃO FATOR DE 
TOTAL TOTAL TOTAL  ESPECÍFICA  PURIFICAÇÃO

ETAPAS (mL) (U) (mg) (U/mg) (%) (VEZES) 
Extrato 
Bruto 150,0 2772,7 50,2 55,2 100,0 1,0 

Liofilizado 1,0 341,8 12,2 28,0 12,3 0,5 

Sephadex 
G-100 

      

Pico I 12,9 1708,2 1,3 1314,0 61,6 23,8 

Pico II 8,6 613,8 4,6 133,4 22,1 2,4 

 
 
 

0 20 40 60 80
0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

Fração

D
O

 2
80

 n
m

 

0

5

10

15

20

25

30I

II U
/m

L 

1 2 3

4



_____________________________________________________________________Resultados__________ 66

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



_____________________________________________________________________Resultados__________ 67

4.3.3 DETERMINAÇÃO DAS MASSAS MOLECULARES E DOS pIs 

 

Para determinação das massas moleculares das xilanases extracelulares obtidas, 

padrões foram aplicados na coluna de filtração utilizada, permitindo a obtenção de uma 

reta padrão na qual poderiam ser estimados as massas moleculares das enzimas 

obtidas (Figura 22). Desta maneira, os valores das massas moleculares para xyl 1 e xyl 

2 foram, respectivamente, de 26.300 Da e 7.700 Da. O valor estimado da massa 

molecular da xyl 1 por SDS-PAGE foi de 27.700 Da, ou seja, muito próximo do valor 

obtido em coluna de filtração. Entretanto, por SDS-PAGE, o valor da massa molecular 

estimado para xyl 2 de 17.700 Da foi muito maior ao valor obtido na coluna de filtração 

xyl 2 (Figura 21 E).  

Os pontos isoelétricos (pI) das duas enzimas foram determinados segundo o 

método proposto por O’Farrel e colaboradores (1983). Os valores obtidos foram de 

6,68 e 5,85 para xyl 1 e xyl 2, respectivamente.   

 

 

 
 

Figura 22 – Determinação das massas moleculares das xilanases purificadas por 

cromatografia de filtração (Sephadex G-100). 
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4.3.4 INFLUÊNCIA DA TEMPERATURA E DO pH NAS ATIVIDADES XILANÁSICAS 
EXTRACELULARES PURIFICADAS 

 

Como demonstrado na Figura 23, a temperatura ótima das atividades xilanásicas 

extracelulares purificadas do fungo Aspergillus caespitosus foi entre 50 e 55ºC para xyl 

1 e 50ºC para xyl 2. À 60ºC, as atividades xilanásicas da xyl 1 e da xyl 2, apresentaram 

valores 30 e 50% menores aos observados em suas respectivas temperaturas ótimas. 

Já a 70ºC, as reduções das atividades foram de 81 e 79%, respectivamente para xyl 1 

e 2.  

Em relação ao pH de ensaio foram analisados tampões com pHs entre 4,0 e 8,5. 

Tanto xyl 1 quanto xyl 2 apresentaram atividades máximas na presença dos tampões 

MES e HEPES, sendo que para a primeira forma as maiores atividades foram 

detectadas entre 7,0 – 7,5 (Figura 24 A) e para segunda entre 5,5 – 6,5 (Figura 24 B). 

Nestes valores de pH, as atividades xilanásicas detectadas na presença do tampão 

fosfato de sódio apresentaram valores em média 25 – 30% menores aos obtidos com 

os tampões MES e HEPES. Além disso, pode-se observar que em pHs alcalinos, a 

atividade xilanásica da xyl 1 apresentou valores altos, em relação a xyl 2, o que confere 

propriedades biotecnológicas interessantes no biobranqueamento da polpa de celulose.  
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Figura 23  - Efeito da temperatura nas atividades xilanásicas xyl 1 e xyl 2.  
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Figura 24 – Efeito do pH e da composição de diferentes tampões sobre as atividades 

xilanásica 1 (A) e xilanásica 2 (B).  
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4.3.5 ESTABILIDADE TÉRMICA 
 

 Xilanases termoestáveis possuem alto interesse industrial, visto que o 

branqueamento da polpa de celulose deverá ocorrer em altas temperaturas. Desta 

forma, analisou-se a termoestabilidade das duas formas enzimáticas purificadas na 

presença ou não de aditivos que poderiam influenciar na termoestabilidade dessas 

proteínas. Portanto, estes aditivos foram empregados com o objetivo de aumentar o 

valor do T50 das atividades analisadas. Para isso, as enzimas foram incubadas a 55 e 

65ºC por vários intervalos de tempo e, após estes períodos, determinaram-se às 

atividades residuais. 

 Quando incubadas a 55ºC, as atividades xilanolíticas presentes no extrato bruto 

não atingiram 50% de atividade residual nos períodos analisados, ou seja, até 90 

minutos. Neste período, a atividade apresentada sofreu redução de apenas 30% na 

atividade. Á 65ºC, o valor T50 estimado foi de 18 minutos (Figura 25 A).  

 Após a purificação, as duas formas encontradas demonstraram padrões de vida 

média bem distintos. Pode-se observar na Figura 25 B, que a 55ºC a atividade residual 

da xyl 2 não atinge 50% dentro do período analisado, enquanto que o valor de T50 da 

xyl 1 foi de 27,3 minutos. Na outra temperatura analisada, 65ºC, as duas enzimas 

apresentaram baixa vida média, 2,3 minutos (Figura 25 C).   

 Como citado acima, a xyl 1 apresentou um valor de T50, a 65ºC, de 

aproximadamente  2,3 minutos. Com a adição de 10% de glicerol, PEG, sorbitol ou 

trealose houve um aumento de 3,8; 3,6; 2,5 e 1,8 minutos, respectivamente, na vida 

média desta enzima (Figura 26 A). Além disso, na presença desses compostos a 

atividade xilanolítica foi prolongada. Sendo glicerol e PEG os melhores protetores, 

estes foram testados em concentrações mais altas (20 e 30%), como apresentado nas 

Figuras 26 (B) e 26 (C), respectivamente. Com os dois compostos analisados, pode-se 

observar que a meia vida da xyl 1 foi maior quando se adicionou 30% de aditivo, onde 

o valor de T50 passou de 2,3, sem aditivo, para 13,2 e 6,7 minutos, na presença de 

glicerol e PEG, respectivamente. 

Em relação a xyl 2, as adições de sorbitol e trealose 10% incrementaram em 

menor valor a termoestabilidade da enzima. Ao contrário do observado com glicerol e 

PEG, onde houve aumento de 4,6 e 3,5 minutos no valor de T50 (Figura 27 A). Sendo 

assim, testou-se glicerol e PEG em concentrações de 20 e 30% (Figuras 27 B e C). O 

melhor resultado foi obtido nas reações contendo 30% dos aditivos, sendo que na 
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presença de glicerol o valor estimado de T50 foi de 32,6 e com PEG 21,4 minutos. Os 

resultados das Figuras 26 e 27 estão resumidos na Tabela 19.  

As atividades xilanásicas permaneceram praticamente constantes por 45 dias a 

temperatura ambiente, além disso, o valor de T50 estimado quando as amostras 

permaneceram na geladeira foi de aproximadamente 4 meses para ambas as enzimas. 

Foi observado também que não ocorreu diminuição das atividades quando as enzimas 

foram congeladas. 
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Figura 25 - Estabilidade térmica das xilanases extracelulares presentes no extrato 

bruto (A) e purificadas. As amostras purificadas dos picos 1 e 2 foram incubadas a 

55ºC (B) e 65ºC (C) por diferentes períodos. As atividades residuais foram 

determinadas nas condições ótimas de cada enzima. 
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Figura 26 - Efeito da adição de aditivos na termoestabilidade da xyl 1 a 65ºC. As 

atividades residuais foram detectadas em condições ótimas. Em A estão apresentadas 

as atividades residuais na presença de 4 diferentes aditivos a 10%, em B na presença 

de glicerol 20 e 30% e, em C, na presença de PEG 20 e 30%. 
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Figura 27 - Efeito da adição de aditivos na termoestabilidade da xyl 2 a 65ºC. As 

atividades residuais foram detectadas em condições ótimas. Em A estão apresentadas 

as atividades residuais na presença de 4 diferentes aditivos a 10%, em B na presença 

de glicerol 20 e 30% e, em C, na presença de PEG 20 e 30%. 
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Tabela 19 – Efeito da presença de aditivos nas termoestabilidades da xyl 1 e da xyl 2, 

a 65ºC    
 

 Concentração T50 (minutos) 
Composto (%) xyl 1 xyl 2 

Sem aditivo 
 - 2,3 2,3 

Glicerol 
 10 6,1 6,9 

PEG 
 10 5,9 5,8 

Sorbitol 
 10 4,8 3,1 

Trealose 
 10 4,1 2,7 

Glicerol 
 20 6,4 9,5 

Glicerol 
 30 13,2 32,6 

PEG 
 20 4,9 8,2 

PEG 
 30 6,7 21,4 

As atividades residuais foram detectadas em condições ótimas de 

cada enzima. 
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4.3.6 ESTABILIDADE AO pH 
 

Alíquotas das xilanases purificadas 1 e 2 foram adicionadas na proporção de 1:1  

em tampões Bis-Tris pHs 8,0, 8,5 e 9,0 e TAPS pH 10,0. As misturas foram incubadas 

a 55ºC por vários intervalos de tempo e após estes períodos determinaram-se as 

atividades residuais. 

Pode-se observar na Figura 28, que o aumento do pH acarreta na diminuição da 

estabilidade enzimática. Assim como ocorrido com a estabilidade à temperatura, a xyl 2 

é mais estável ao pH. 
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Figura 28 – Estabilidades das xilanases ao pH.  Em (A) e (B) estabilidade da xyl 1 e 2, 

respectivamente.  
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4.3.7 EFEITO DE ÍONS METÁLICOS, EDTA E β-MERCAPTOETANOL NAS 

ATIVIDADES XILANÁSICAS EXTRACELULARES 
 
O efeito da adição de íons metálicos, em concentração final de 1mM, sobre as 

atividades xilanásicas extracelulares foi investigado. Este experimento foi realizado em 

condições de pH e temperaturas ótimas de cada forma (xyl 1 e xyl 2). 

Na Tabela 20 estão apresentadas as atividades residuais observadas. A adição 

dos compostos HgCl2, CuSO4, NaCl e MgSO4 inibiu ambas as atividades xilanolíticas, 

enquanto que MnCl2, MgCl2 e AlCl3 inibiram, em média, 20% apenas a xyl 1. Em 

relação a CaCl2, ZnCl2, HgCl2 e CuSO4, observou-se uma discrepância entre os valores 

das atividades residuais da xyl 1 e 2. Com isso, foram analisadas outras concentrações 

(0,25 – 2,0 mM) desses compostos, com o objetivo de demonstrar os padrões de 

atividade das duas enzimas frente a esses íons (Figura 29 e Tabela 20).  

Na presença de CaCl2, ZnCl2 e CuSO4 (Figura 29) observou-se grande diferença 

entre as atividades xilanásicas, como na adição de 2 mM de CaCl2 onde a atividade da 

xyl 1 foi inibida em 75% enquanto que não houve inibição significativa na atividade da 

xyl 2. A presença do íon HgCl2 (Figura 29 D) afetou, mesmo em baixas concentrações 

as atividades das duas formas, principalmente da xyl 1. Por exemplo, 0,25 mM deste 

íon reduziu a atividade da xyl 1 em 96% e da xyl 2 em apenas 30%, demonstrado, além 

da grande diferença entre as atividades das enzimas, que essas são dependentes da 

concentração do íon. Além disso, observou-se que após uma certa concentração de 

íon, as atividades residuais permanecem constantes. Por exemplo, na presença de 

ZnCl2 1 mM as atividades residuais da xyl 1 e 2 foram de 28 e 84%, respectivamente, 

sendo que estas permanecem praticamente constantes até 2 mM. 

Nenhum íon avaliado estimulou a atividade xilanásica da xyl 1, a maioria a inibiu, 

mesmo em baixíssima concentração, sendo o NH4Cl o único a não alterar sua 

atividade. Em relação a xyl 2, não houve reduções tão drásticas quanto para xyl 1, 

além disso, houve estímulo da atividade na presença 1mM de NH4Cl (33% , Tabela 20) 

e 0,25 mM de CuSO4 (8%, Figura 29).  A adição de EDTA não afetou significativamente 

as atividades das enzimas, enquanto que a presença de β-mercaptoetanol estimulou a 

atividades de ambas as enzimas (Tabela 21). Os aumentos máximos das atividades 

foram de 59% e 100% para xyl 1 e 2, respectivamente.  
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Tabela 20 – Efeito da adição de íons nas atividades xilanásicas purificadas (xyl 1 e xyl 

2) 

 

 ATIVIDADE RELATIVA (%) 
Íons (1 mM) xyl 1 xyl 2 

HgCl2 0,0 11,3 

NH4Cl 101,0 133,0 

CaCl2 28,6 91,3 

ZnCl2 29,8 89,5 

BaCl2 51,5 89,0 

CuSO4 14,1 75,7 

NaCl 72,1 81,0 

MgSO4 75,9 84,6 

MnCl2 76,6 97,9 

MgCl2 81,8 93,0 

AlCl3 80,7 102,1 

CoCl2 90,9 103,0 

Controle 100,0 100,0 
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Figura 29 – Efeito da adição de íons sobre a atividade xilanásica da xyl 1 ( ) e xyl 2 

( ). Em (A) adição de ZnCl2; (B), CaCl2; (C), CuSO4 e em (D), HgCl2.  Como 100% foi 

considerada a atividade xilanásica obtida no ensaio isento de íons adicionados. 
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Tabela 21 – Efeito da adição de β-mercaptoetanol e EDTA nas atividades xilanásicas 

xyl 1 e xyl 2 

 

  ATIVIDADE RELATIVA (%) 

β-mercaptoetanol (mM) xyl 1 xyl 2 

0,10 92 136 

0,25 108 198 

0,50 104 202 

0,75 90 174 

1,00 100 171 

1,25 102 200 

1,50 104 197 

5,00 117 145 

10,0 147 138 

15,0 152 162 

20,0 159 152 

EDTA (mM)   

0,10 99 91 

0,25 90 113 

0,50 97 115 

0,75 96 97 

1,00 98 99 

1,25 96 114 

1,50 95 112 

Controle 100 100 
As atividades relativas foram analisadas nas condições ótimas 

de cada enzima. 
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4.3.8 ESPECIFICIDADE AOS SUBSTRATOS DAS XILANASES EXTRACELULARES 
PURIFICADAS 

 

A fim de determinar as especificidades das enzimas xyl 1 e xyl 2 foram realizadas 

reações enzimáticas na presença de diferentes substratos naturais ou sintéticos. 

Observa-se na Tabela 22, que as enzimas foram capazes de hidrolisar apenas xilana 

birchwood e oat spelt, os outros substratos compostos por ligações β-1,4, não foram 

hidrolisados. As atividades específicas da xyl 1 foram 6,6 e 12,1 vezes maiores que as 

da xyl 2 na presença de xilana oat spelt e birchwood, respectivamente. 

 

 

 

Tabela 22 – Especificidade das xilanases purificadas (xyl 1 e 2)  

 

  Atividade Específica 
Substrato 1% Xyl 1 Xyl 2 
Papel Filtro ND ND 
CM-Celulose 12 ND 
Xilana Oat Spelt 806 121 
Xilana Birchwood 1236 102 
Salicina ND ND 
PNP-Xil ND ND 
PNP -Arabinofuranosídeo ND ND 
PNP-Glu ND ND 
PNP-Gal ND ND 

  ND – atividade não detectada pelo método utilizado 

 

Substratos: CM-Celulose, carboximetil celulose; PNP – Xil , p-nitrofenil-xilopiranosídeo; 

PNP-Glu, p-nitrofenil-glucopiranosídeo; PNP-Gal, p-nitrofenil-galactosídeo; e PNP-

Arabinofuranosídeo, p-nitrofenil-arabinofuranosídeo. 
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4.3.9 ESTUDO CINÉTICO DAS XILANASES EXTRACELULARES PURIFICADAS  
 

A determinação das constantes cinéticas, Km (mg/mL) e Vmáx (µmoles.min-1.mg 

proteína–1), foram realizadas para as duas formas purificadas na presença de xilana 

birchwood, com ou sem a adição de β-mercaptoetanol, nas condições ótimas de cada 

enzima (Tabela 23, Figura 30).   

Em relação aos valores de Kms das enzimas, a xyl 1 apresentou maior afinidade 

aparente do que a xyl 2, no entanto, quando foi adicionado β-mercaptoetanol, xyl 2 

passou a ter maior afinidade. Em todas as condições avaliadas, a xyl 1 apresentou as 

maiores velocidades máximas, principalmente na presença de β-mercaptoetanol. 

 

 

        

 
Tabela 23 – Constantes cinéticas das xilanases 1 e 2 purificadas  

 

  Birchwood Birchwood* 
  Método Xyl 1 Xyl 2 Xyl 1 Xyl 2 

Km 
Lineweaver & 
Burk 

2,5 3,9 2,9 1,9 

 Hanes 2,6 3,4 2,6 1,7 
      

Vmáx 
Lineweaver & 
Burk 

1679 113 2728 133 

 Hanes 1638 93 2657 130 
      

Eficiência  
Lineweaver & 
Burk 671,6 29,0 940,0 70,0 

Catalítica Hanes 630,0 27,3 1021,9 76,5 
 * Adição de 10 mM de β-mercaptoetanol  
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Figura 30 - Representações gráficas de Lineweaver-Burk para as xilanases 

purificadas, xyl 1/xyl 2 sem (A/C) e com (B/D) adição de β-mercaptoetanol.  
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4.4 BIOBRANQUEAMENTO DA POLPA DE CELULOSE 
 

O objetivo desse experimento foi avaliar o efeito das atividades xilanásicas 

secretadas por Aspergillus caespitosus no biobranqueamento e na viscosidade de 

polpas de celulose provenientes das Companhias Bahia Sul Celulose e Celulose Papel 

Votorantin (CELPAV). Também foi estudada a influência de algumas variáveis deste 

processo, como pH e temperatura das polpas e a quantidade de enzima (U) por grama 

de polpa. 

Os parâmetros avaliados que indicaram o efeito do biobranqueamento da polpa 

de celulose foram: 1) determinação do número kappa, o qual corresponde ao teor de 

lignina da polpa; 2) leituras espectrofotométricas, a 237 e 270 nm, dos filtrados obtidos 

das lavagens das polpas após incubação com a enzima, além da polpa controle (sem 

adição de xilanases). As absorbâncias obtidas nestes comprimentos de onda indicaram 

o quanto de cromóforos, proveniente da degradação da lignina e/ou dos carboidratos 

da polpa, foram removidos; 3) leitura espectrofotométrica dos filtrados a 465 nm. A este 

comprimento de onda determinou-se o quanto da cor marrom da polpa, provenientes 

da degradação de carboidratos durante o cozimento Kraft, havia sido removido com a 

adição das enzimas.  Pesquisadores têm assumido que a cor das polpas Kraft é 

atribuída a lignina residual, entretanto existe uma outra hipótese onde esta cor é 

originada da degradação dos carboidratos da polpa. Os comprimentos de ondas 

utilizados foram sugeridos por Patel e colaboradores (1993).  

 O primeiro passo desse experimento foi testar qual das duas polpas de celulose 

seria mais susceptível a ação das xilanases presentes nos extratos brutos obtidos de 

fermentações submersas (FSM) ou semi-sólidas (FSS) suplementadas com BCA ou 

FT, ou das purificadas, xyl 1 e xyl 2. Como pode ser observado na Tabela 24 – 25, em 

ambas as polpas os melhores resultados foram obtidos com aquelas que haviam sido 

tratadas com o extrato bruto proveniente de FSM suplementadas com FT, sendo o 

melhor resultado, diminuição de 20% do número kappa, com a polpa da Bahia Sul 

Celulose. Além disso, pode-se observar que o tratamento das polpas com extratos 

brutos provenientes das FSS não favoreceram o biobranqueamento das polpas. Em 

relação as duas formas purificadas, o tratamento com xyl 2 apresentou resultado mais 

satisfatório se comparado ao tratamento com a xyl 1 (Tabela 25). 

Na mesma Tabela, nota-se uma relação, não proporcional, entre o aumento das 

absorbâncias obtidas e a redução do número kappa. Além disso, em todos os casos 

avaliados houve aumento das viscosidades das polpas em relação à polpa controle. 
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Tabela 24 – Efeito da adição de xilanases provenientes de FSM no biobranqueamento 

e na viscosidade de polpas de celulose 

 

  Polpa  
 Bahia Sul Celulose CELPAV 

Parâmetros Controle BCA FT Controle BCA FT 

Nº Kappa 11,64 
(10,77)a 

10,21 
 (10,16) 

9,31 
 (10,05) 

11,95  
(11,11) 

11,49  
(10,75) 

10,63  
(10,57) 

Abs 237  0,0665 0,1046 0,1057 0,0344 0,0665 0,1379 
Abs 270 0,5981 0,8104 0,8993 0,3665 0,6711 0,8912 
Abs 465 0,0427 0,0657 0,0934 0,0402 0,0682 0,1273 
Viscosidade (cP) 32,74 33,23 33,69 26,40 31,72 29,52 
Redução (%)  
Nº Kappa   

12,3  
(5,7) 

20,0 
 (6,7)  3,8 

(3,2) 
11,0  
(4,9) 

 
Foram adicionadas, a 10 g de polpa da Bahia Sul Celuloses ou da CELPAV, 100 U de 

xilanases provenientes de FSM, suplementadas com BCA ou FT, com exceção do 

controle, onde se adicionou água na lugar da enzima. Esta mistura foi incubada a 55ºC, 

pH 6,0 – 6,5, por 2 horas. 

a – Número kappa determinado após extração alcalina. 

 

Tabela 25 – Efeito da adição de xilanases provenientes de FSS no biobranqueamento 

e na viscosidade de polpas de celulose 

 

    FSS Purificadas 
Parâmetros Controle BCA FT Xyl 1 Xyl 2 

Nº Kappa 11,9 
 (12,3)a 

12,2 
(11,7) 

11,8 
(11,4) 11,7 10,4 

Abs 237  0,0665 0,0665 0,0665 0,0723 0,1138 
Abs 270 0,4144 0,5361 0,5782 0,6205 0,8016 
Abs 465 0,0356 0,0539 0,0563 0,0718 0,0813 
Viscosidade (cp) 35,9 37,5 39,5 38,6 42,5 
Redução (%) 
 Nº Kappa   

0  
(4,87) 

0,84  
(7,32) 1,68 12,6 

 
Foram adicionadas, a 10 g de polpa da Bahia Sul Celuloses, 100 U de xilanases 

provenientes de FSS, suplementadas com BCA ou FT, ou purificadas, com exceção do 

controle, onde se adicionou água na lugar da enzima. Esta mistura foi incubada a 55ºC, 

pH 6,0 – 6,5, por 2 horas. 

a  – Número kappa determinado após extração alcalina. 
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A etapa seguinte foi avaliar a quantidade de enzima, em unidades (U), 

adicionadas por grama de polpa de celulose. Para isto, foram utilizados a polpa Bahia 

Sul Celulose e o extrato obtido da FSM contendo FT, pois como já demonstrado 

(Tabelas 24 – 25) apresentaram os melhores resultados. Além disso, a partir desta 

etapa, após tratamento com xilanases, não foram mais realizadas extrações alcalinas 

das polpas, visto que esse processo não acarretou em uma diminuição significativa do 

número kappa. A extração alcalina foi realizada uma vez que em alguns trabalhos este 

passo mostrou-se essencial para evidenciar a redução do teor de lignina da polpa. 

Primeiramente, pode-se observar, na Tabela 26, que a adição de xilanases, 

independente da concentração adicionada, acarretou na remoção de compostos 

aromáticos e da cor da polpa, indicada pelo aumento das absorbâncias a 237-270 e 

465 nm, respectivamente. Em relação ao número kappa, o melhor resultado, com 

diminuição de 21,3%, foi obtido no ensaio no qual foi adicionado 12 U de enzima por g 

de polpa, seguido pelo ensaio contendo 9 U/g, com redução de 20,2%. Novamente, 

nota-se a relação entre o aumento das absorbâncias, a redução do número kappa e 

aumento da viscosidade com a adição das xilanases.  

 

Tabela 26 – Efeito da adição de diferentes doses de xilanases por grama de polpa de 

celulose 

 

U/g Polpa Abs 237 nm Abs 270 nm Abs 465 nm Nº Kappa Viscosidade (cP)

Controle 0,0723 0,5253 0,0492 11,72 35,2 

3 0,0869 0,6890 0,0566 10,69 34,2 

6 0,0872 1,0812 0,0880 10,18 38,1 

9 0,1038 0,8880 0,1157 9,35 37,4 

12 0,1258 0,8336 0,1493 9,22 36,4 
 

Foram adicionadas, a 10 g de polpa da Bahia Sul Celuloses, 0 – 120 U de xilanases 

provenientes de FSM suplementada com FT, com exceção do controle. Esta mistura foi 

incubada a 55ºC, pH 6,0 – 6,5, por 2 horas. 
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O processo de produção do papel, como já citado, é realizado em altas 

temperaturas e pH alcalinos. Sendo assim, testou-se o efeito da adição do extrato bruto 

da FSM suplementada com FT em polpa: incubadas a 55 - 65ºC em pHs 6,0 – 6,5 a 8,0 

– 8,15 (Tabela 27).  

Pode-se observar que em todas as condições avaliadas (Tabela 27), a adição de 

xilanases provocou diminuição do número kappa das polpas e aumento das 

absorbâncias a 237-270 e a 465 nm. Nota-se que o aumento da temperatura e do pH 

acarretou na diminuição das viscosidades, em relação aos respectivos controles, e na 

maior liberação dos compostos aromáticos e da cor das polpas, entretanto este 

aumento também foi observado nas polpas controles.  

 

Tabela 27 – Variação do pH e da temperatura das polpas  

 

Variável  Abs 237 nm Abs 270 nm Abs 465 nm Nº Kappa 
Viscosidade 

(cP) 
Controlea 
  0,0719 0,5553 0,0434 11,50 35,2 
Tratada 
  0,1157 0,9331 0,0931 9,61 38,1 
      
Controleb 
 0,1046 0,6628 0,0743 10,67 36,2 
Tratada 
  0,1600 1,1445 0,1456 9,13 32,9 
      
Controlec 
 0,0723 0,7400 0,0775 10,97 37,4 
Tratada 
  0,1598 1,0042 0,1235 9,35 36,5 
Controles: polpas sem tratamento xilanolítico 

Tratadas: polpas com tratamento prévio de 100 U de xilanases provenientes do extrato 

bruto de FSM suplementadas com FT.  

Controles: a – pH da polpa igual a 6,0 e temperatura de incubação a 55ºC; 

                  b – pH da polpa igual a 8,0 e temperatura de incubação a 55ºC; 

                  c – pH da polpa igual a 6,0 e temperatura de incubação a 65ºC. 
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5. DISCUSSÃO 
 

5.1 CONDIÇÕES MAIS FAVORÁVEIS À PRODUÇÃO XILANÁSICA EM 
FERMENTAÇÃO SUBMERSA 

 
Vários estudos de otimização da produção e atividade xilanásica têm sido 

realizados. Nestes, variam-se parâmetros como: tempo e temperatura de cultivo, 

composição do meio, fonte de carbono e pH (Castro et al., 1997; Kadowaki et al., 1997; 

Levin & Forchiassin, 1998; Damaso et al., 2000). 

Inicialmente, foi realizada neste trabalho a padronização das condições de cultivo 

a fim de otimizar a produção xilanásica pelo fungo Aspergillus caespitosus. O primeiro 

passo foi à seleção do meio de cultivo. Observou-se que os meios SR e Khanna foram 

os que mais favoreceram a atividade enzimática extracelular, no entanto, o primeiro foi 

o escolhido por apresentar maior atividade xilanásica total (intracelular e extracelular). 

Neste trabalho atentou-se mais à atividade extracelular, visto que em processos 

industriais a necessidade de lise celular para obtenção do produto encarece, em muito, 

o preço final. Em relação a temperatura ótima de ensaio, a máxima atividade xilanásica 

extracelular, presente no extrato bruto, foi detectada em uma faixa de 50 – 60ºC.  

Foram analisados também, os níveis de atividade xilanásicas frente a diferentes 

fontes de carbono adicionadas ao meio de cultura. Observou-se que a atividade 

xilanolítica é predominantemente extracelular, visto que os níveis detectados nos 

filtrados dos meios de culturas foram muitos maiores aos intracelulares. As máximas 

atividades xilanolíticas foram observadas na presença de xilana, indicando que as 

xilanases foram induzidas por este substrato.  

Esses resultados estão de acordo com Biely (1985). Segundo este autor, a xilana 

forma uma matriz insolúvel que é muito grande para ser transportada para o interior da 

célula, necessitando de um sinal extracelular para desencadear a produção de enzimas 

xilanolíticas. Portanto, endoxilanases no meio extracelular degradariam a xilana em 

oligossacarídeos e estes entrariam na célula induzindo a síntese de enzimas do 

complexo xilanolítico. As induções de xilanase por xilana também foram observadas 

em Aspergillus terreus (Hrmová et al., 1989), Aspergillus tubigensis (De Graaff et al., 

1994) e Aspergillus nidulans (Fernández – Espinar et al., 1994). 

Além disso, pode-se observar níveis constitutivos da enzima mesmo nos meios 

contendo fontes de carbono facilmente metabolizáveis, como glicose. A presença de 
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enzimas constitutivas foi detectada também por Levin & Forchiassin (1998) e Kadowaki 

et al.(1997).  

Aproximadamente 30 – 40% dos custos da produção de muitas enzimas 

industriais deve-se aos dos substratos utilizados nos meios de cultivo. O uso de 

substratos de baixo custo para produção dessas enzimas permite uma redução 

significativa no valor desses produtos. Sendo assim, resíduos agroindustriais são 

freqüentemente empregados. 

Com essa finalidade, cultivou-se o microrganismo em vários materiais 

lignocelulósicos. As máximas atividades foram observadas nas culturas contendo FT 

ou BCA. Segundo Souza (2001), a composição do FT apresenta em média 30, 37 e 

14% de hemicelulose, celulose e proteína respectivamente. Essas mesmas estruturas 

são responsáveis por aproximadamente 32, 40 e 2% da parede celular do BCA. Em 

relação à lignina, BCA apresenta em sua composição aproximadamente o dobro do 

valor encontrado em FT. O cultivo de Aspergillus ssp sob BCA foi analisado também 

por Biswas et al. (1988) e Gutierrez – Correa & Tengerdy (1998) e sob FT por 

Poutanen et al. (1987), Bailey & Poutanen (1989), Chandra Raj & Chandra (1995) e 

Kadowaki et al. (1997). Os outros compostos testados, apesar de apresentaram em 

sua constituição altos níveis de hemiceluloses, não induziram tão bem a atividade 

xilanásica.  

A eficiência da produção enzimática e do crescimento do microrganismo cultivado 

em substratos complexos, como os testados neste trabalho, deve-se ao efeito de vários 

fatores que se combinam tais como: acessibilidade ao substrato, quantidade de 

xilooligossacarídeos e razão na qual a concentração de xilose é liberada, podendo agir 

estimulando ou, como na maioria das vezes, inibindo a síntese enzimática (Kulkarni, 

1999). Em relação ao pH final do filtrado frente as diferentes fontes de carbono, pode-

se notar que a presença de compostos complexos ou a ausência de fonte de carbono 

provocou alcalinização do meio se comparado aos pHs finais dos filtrados obtidos das 

culturas contendo compostos prontamente fermentáveis, indicando provavelmente que 

a presença destes reprimem a secreção de compostos pela célula que levam a 

alcalinização do meio ou estimulou a secreção de compostos ácidos, como o ácido 

cítrico.  

Dessa forma, optou-se por trabalhar com meios contendo FT ou BCA, pois são 

encontrados em grande escala e a baixos custos. No Brasil, por exemplo, BCA é o 

maior resíduo da agroindústria, sendo que na safra 99/00 cerca 91,8 milhões de 

toneladas foram obtidos (S.I.E., 2002). Este resíduo vem sendo utilizado nas próprias 
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indústrias canavieiras com fonte energética nos processos de aquecimento das 

caldeiras. Além disso, é utilizado como matéria-prima na indústria do papel, na 

fabricação de aglomerados e em rações animais. Em relação ao FT, o Brasil consome 

hoje 7,7 milhões de toneladas de trigo, dos quais 76% (5,85 milhões de toneladas) são 

transformadas em farinha e 24% (1,84 milhão de toneladas), em farelo (A.B.I.R., 2002). 

A fonte de nitrogênio ideal às culturas suplementadas com BCA ou FT foi a 

peptona, nas concentrações de 0,1 e 0,25% (p/v), respectivamente. Sob estes dois 

substratos (BCA ou FT), observou-se que nos meios suplementados com fontes de 

nitrogênio inorgânicas e naqueles meios onde não houve adição de fontes de 

nitrogênio, os valores dos pHs finais dos filtrados não sofreram alterações como as 

observadas com as fontes orgânicas. Essa manutenção, ou acidificação em alguns 

casos, dos pHs finais dos filtrados poderia estar sendo causada por um excesso de 

prótons intracelulares que foram bombardeados para o meio extracelular. Estes prótons 

seriam gerados durante a síntese de alguns aminoácidos, visto que o microrganismo 

deveria sintetizá-los pela ausência destes no meio de cultivo (Silva et al., 2001). Uma 

explicação para alcalinização dos pHs finais dos filtrados das culturas suplementadas 

com fontes de nitrogênio orgânicas seria a ação de proteases, induzidas pela presença 

de proteínas extracelulares, como as encontradas no extrato de levedura, que 

hidrolisariam essas proteínas, liberando aminoácidos que seriam posteriormente 

metabolizados levando a formação de amônio. 

Em relação ao crescimento do fungo, os maiores valores foram obtidos nas 

culturas suplementadas com FT, indicando que este substrato proporciona maior 

desenvolvimento ao fungo, ou que a xilana é mais acessível à ação xilanolítica. No 

entanto, com esta fonte de carbono ocorre maior secreção de proteínas, indicado pelas 

atividades xilanásicas específicas, dificultando o processo de purificação enzimática.  

Para os dois substratos analisados, tanto as culturas suplementadas com 

compostos orgânicos quanto com inorgânicos, com exceção de acetato de amônio e 

uréia, as atividades xilanásicas extracelulares apresentaram valores semelhantes. No 

entanto, quando analisou-se as atividades xilanásicas específicas, os valores foram 

muito maiores nas culturas contendo fontes de nitrogênio inorgânicas, pois nestas a 

secreção de proteínas foi menor. Possivelmente, a presença de fontes de nitrogênio 

orgânicas induz maior produção e secreção xilanásica pelo fungo, pois auxilia no seu 

crescimento por se tratar tanto de uma fonte de nitrogênio quanto de carbono, no 

entanto, provavelmente, nestas culturas a atividade proteolítica é maior, além do mais, 
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como já citado, o pH final destas é altamente alcalino podendo provocar inativação 

xilanásica, cujo pH ótimo é 6,5.  

 O estudo do efeito de fontes de nitrogênio sobre a atividade xilanásica também 

foi pesquisado por Smith & Wood (1991) e Fernández – Espinar et al. (1994). Estes 

pesquisadores evidenciaram que em muitos fungos, a adição de suplementos de 

nitrogênio complexos é vantajosa, resultando em uma maior produção xilanásica 

comparado ao emprego de fontes inorgânicas. Segundo Damaso et al. (2000), o uso de 

fontes inorgânicas como nitrato de sódio, sulfato de amônio, cloreto de amônio, 

induzem pequenas quantidades de xilanase, enquanto fontes orgânicas levaram a uma 

alta expressão.  

Quando analisou-se a relação entre o pH inicial de cultivo e a fonte de nitrogênio 

utilizada observou-se padrões de atividade xilanásicos diferentes segundo a fonte de 

nitrogênio utilizada, sendo que nas culturas suplementadas com BCA e extrato de 

levedura a atividade máxima xilanásica foi detectada no meio com pH inicial 3,0. 

Segundo Bailey & Viikari (1993), foi relatado que um pré-requisito para alta produção 

xilanásica por Aspergillus fumigatus foi manter um baixo pH com o intuito de inibir a 

atividade proteolítica. Altas quantidades de proteases foram formadas durante o 

crescimento a altos pHs, mas não quando cultivou-se o fungo em pH 3,0. Isto pode 

explicar o resultado obtido neste trabalho, onde nos meios ácidos a inibição da 

atividade proteolítica é prolongada, pois apesar destes sofrerem alcalinização, o tempo 

necessário a esta mudança, e conseqüente indução proteolítica é maior, ou seja, a 

proteólise enzimática (inativação) é iniciada em um tempo de cultivo maior nestes 

meios, permitindo uma maior concentração e ação xilanásica.  

Em relação à presença de nitrato de amônio, sulfato de amônio ou apenas 

peptona, o pH inicial mais favorável a atividade xilanásica extracelular foi 7,0, indicando 

que na presença desses compostos pouca protease é secretada. Nos meios contendo 

FT, a maior atividade foi detectada naquele suplementado com nitrato de amônio pH 

5,0, seguido pelo meio contendo apenas peptona, pH 7,0. De uma maneira geral, pode-

se observar nos cultivos suplementados com esse substrato, que com o aumento do 

pH inicial de cultivo houve diminuição do crescimento fúngico e correspondente 

aumento dos níveis protéicos extracelulares, indicando uma  possível autólise.  

O pH inicial de cultivo que proporcionou condições mais favoráveis a atividade 

xilanásica em culturas suplementadas com BCA e peptona 0,1% (p/v) ou FT e peptona 

0,25% (p/v) foram 8,0 e 6,0, respectivamente. O alto pH inicial de cultivo nas culturas 

contendo BCA deve-se ao fato que muitos fungos quando crescidos em pH não 
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favoráveis limitam seu crescimento, aumentando os níveis xilanásicos. Segundo 

proposto por Bailey & Viikari (1993), a produção de xilanase por Trichoderma reesei foi 

favorecida por altos pHs (6,0 - 7,0), apesar do pH de cultivo ótimo ser 4,0. Royer & 

Nakas (1989) trabalhando com Trichoderma longibrachiatum, observaram uma alta 

produção de xilanase quando o pH inicial do meio foi 7,0. Os autores sugeriram que a 

este pH, o qual desvia significativamente do pH ótimo da atividade xilanásica, produtos 

finais de hidrólise são lentamente formados e utilizados. Assim, essas condições 

resultam em um crescimento limitado, aumentando os níveis de enzimas 

extracelulares. Uma outra forma de se explicar às altas atividades apresentadas em 

pHs alcalinos foi apresentado por Purkarthofer et al. (1993). Neste trabalho, os 

pesquisadores demonstraram que mantendo-se o pH 7,5 durante a fermentação de 

Thermomyces lanuginosus, foi vantajoso comparado as culturas com pHs flutuantes ou 

àquelas com pH controlado a 6,5, correspondente ao pH ótimo da atividade enzimática. 

Isto foi explicado pela redução na acessibilidade do substrato hemicelulósico. Devido 

às condições não favoráveis, uma liberação relativamente lenta e a disponibilidade 

prolongada dos indutores da síntese xilanásicas, prolongam o efeito da indução 

enzimática.  

Os perfis cinéticos das atividades xilanásicas extracelulares em relação à 

temperatura e tempo de cultivo demonstraram-se diferentes nas culturas 

suplementadas com BCA ou FT. Nos duas culturas foram detectadas duas fases de 

atividade, uma em 48 e outra em 120 horas, entretanto em temperaturas de cultivo 

diferentes.  

A presença de duas fases de secreção, com 72 horas de diferença, pode ser 

explicada de duas formas: i) o declínio entre os dois picos pode ser causado pelo 

acúmulo de produtos de hidrólise resultando na repressão catabólica da síntese 

enzimática ou ii) o fungo deve produzir um complexo xilanolítico constituído de dois ou 

mais componentes. Inicialmente, em 48 horas de cultivo haveria uma síntese máxima 

xilanásica com hidrólise da xilana, posteriormente a atividade diminui, e o fungo 

passaria a produzir outros componentes do sistema enzimático. Nesta etapa, pode 

estar acontecendo ainda à síntese de enzimas proteolíticas, que podem agir inativando 

a atividade xilanásica. Esses dados sugerem que haja xilanases distintas com 

diferentes modos de ação, como sugerido por Wong et al., (1988). Essa mesma 

hipótese, de diferentes tempos de indução para diferentes componentes do sistema 

xilanolítico, onde os produtos de um, induziriam a síntese do outro, foi utilizada para 
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interpretar os picos da atividade xilanásica em Streptomyces cyaneus (Wong et al., 

1993).  

Sabe-se que a expressão de xilanases em fungos está sujeita a repressão 

catabólica, principalmente por glicose. Em culturas submersas, o acúmulo de açúcares 

redutores tem sido investigado e observa-se um efeito negativo na produção de 

xilanases (Leathers et al., 1986; Biswas et al., 1988; Ghosh & Nanda, 1994; Kadowaki 

et al., 1997).  Neste trabalho, a adição de glicose nas culturas suplementadas com BCA 

ou FT apresentaram padrões diferentes de resposta em relação a atividade xilanásica, 

onde, em relação as culturas suplementadas com BCA ou FT, a repressão, por parte 

da glicose, foi observada até 48 - 72 horas de cultivo respectivamente, indicando que a 

glicose adicionada provavelmente tinha sido consumida. Em relação aos cultivos 

contendo BCA, a adição de açúcar provavelmente permitiu maior desenvolvimento do 

microrganismo, acarretando na maior secreção xilanásica indicada pela alta atividade 

enzimática nestes meios após 72 horas de cultivo. Já nos meios suplementados com 

FT, a adição de glicose não modifica em muito a atividade xilanásica, com exceção do 

meio contendo 0,75% de glicose, se comparada à condição onde não houve adição de 

açúcar, provavelmente pelo fato do FT proporcionar maior crescimento do 

microrganismo, o qual, absorveria a glicose presente no meio de cultura mais rápido, 

acarretando em uma repressão catabólica mais curta do que a observada com os 

meios contendo BCA e diferentes concentrações de glicose. 

A atividade máxima apresentada pela xilanase presente nos filtrados, tanto das 

culturas com FT quanto das contendo BCA, foi em tampão MES pH 6,5. Em relação à 

estabilidade térmica, as xilanases provenientes das culturas suplementadas com FT 

apresentaram melhores resultados se comparadas as das culturas com BCA, 

indicando, provavelmente, que exista uma diferenciação na síntese dessas enzimas 

frente a um substrato específico. Sendo assim, provavelmente, seria mais propícia a 

utilização no processo de biobranqueamento de xilanases obtidas das fermentações 

contendo FT, pois como descrito por Ludgren et al. (1994) o uso de hemicelulases na 

deslignificação em indústrias de papel tem sido retardado pela falta de enzimas 

disponíveis em larga escala e ativas em pHs acima de 8,0 e temperaturas em torno de 

60ºC. Como observado na Tabela 05, a maioria das enzimas comerciais utilizadas 

necessita que a polpa de papel, proveniente do processo industrial, seja previamente 

neutralizada com ácidos ou resfriada até atingir o pH e a temperatura próxima a ótima 

de atividade. Portanto, enzimas ativas em altos pHs e temperaturas elevadas são 

essenciais aos processos industriais.  
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Em relação ao efeito da adição de íons, EDTA e β-mercaptoetanol sobre a 

atividade xilanásica, observa-se que as xilanases presentes no extrato bruto obtido da 

cultura com FT apresentam menor sensibilidade em relação às encontradas nas 

culturas com BCA. Observa-se que o íon Mn2+ ativou a enzima nos dois extratos 

brutos. Com exceção de alguns, a adição de íons, principalmente do Hg2+, inibiram a 

atividade. Em relação ao EDTA, houve uma diminuição da atividade, principalmente da 

enzima proveniente do meio contendo BCA, indicando que este composto 

possivelmente quelou alguns íons necessários à atividade enzimática.  

Os filtrados obtidos dos cultivos padronizados para BCA e FT não apresentaram 

atividades celulolíticas altas, sendo esta uma característica positiva e necessária as 

xilanases utilizadas no biobranqueamento, onde a presença de celulases acarreta na 

hidrólise das fibras de celulose que compõem a polpa do papel, como demonstrado por 

Bajpai et al. (1994), Viikari et al. (1994), Srinivasan & Rele (1995), Yinbo et al. (1996), 

Christov et al. (1999) e Dhillon et al. (2000a, b). 

 

5.2 CONDIÇÕES MAIS FAVORÁVEIS À PRODUÇÃO XILANÁSICA EM 
FERMENTAÇÃO SEMI-SÓLIDA 

 
 Uma dificuldade apresentada nesta etapa de trabalho foi à expressão do 

crescimento do fungo, visto que é impraticável separar o micélio do substrato utilizado. 

Na maioria das literaturas, observa-se a expressão em Unidades da atividade 

xilanásica/g de fonte de carbono/substrato ou peso seco, neste trabalho, padronizou-se 

a expressão em U/g Substrato, conforme apresentado por Gessesse & Mano (1999).   

Aspergillus caespitosus produz altos níveis xilanásicos quando crescido em 

culturas semi-sólidas suplementadas com FT ou BCA. Monitoramento visual das 

culturas contendo as diversas fontes de carbono avaliadas sugeriram que o maior 

crescimento do microrganismo foi sobre FT, provavelmente devido ao fato que este 

contém nutrientes suficientes para tal (Archana & Satyanarayana, 1997). Entretanto, 

atividades proteolíticas em culturas suplementadas com este substrato são geralmente 

altas, afetando a estabilidade das enzimas durante o processo de extração e 

estocagem. Esse problema pode ser minimizado pela adição de inibidores de 

proteases, no entanto, essa estratégia acarreta no aumento dos custos dos processos 

(Ferreira et al., 1999; Gessesse & Mamo, 1999).  

 A umidade do meio tem uma importância crítica nas fermentações semi-sólidas. 

Neste estudo, a proporção de FT/BCA - água que proporcionou maior atividade foi de 
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1g : 2 mL e 1g : 4 mL de água, respectivamente. O conteúdo da umidade é um fator 

crucial que determina o sucesso do processo, pois se a umidade encontra-se em um 

valor maior ao ótimo ocorre diminuição na porosidade, alterando a estrutura das 

partículas do substrato e diminuindo a transferência de oxigênio. Ao contrário, umidade 

abaixo da ótima reduz a solubilidade dos nutrientes do substrato (Raimbault & Alazard, 

1980; Archana & Satynarayana, 1997). Além disso, observou-se neste experimento, 

uma relação entre a umidade, o pH final do filtrado e a atividade proteolítica, sendo que 

a adição de água nas culturas coincide com aumento tanto do pH final e quanto da 

atividade proteolítica. Estes resultados poderiam explicar a diminuição da atividade 

xilanásica como maior desenvolvimento do microrganismo. A relação entre o grau de 

umidade e atividade proteolítica vai contra o resultado apresentado por Battaglino et al. 

(1991) em Aspergillus oryzae. Resultados semelhantes a este foram apresentados por 

Ferreira et al. (1999) em Aspergillus tamariii, onde não ocorre aumento significativo da 

atividade proteolítica com uma maior taxa de umidade. 

As produções de xilanases foram máximas a 30ºC. A 40ºC, a atividade diminuiu, 

mesmo com baixa atividade proteolítica, indicando, provavelmente, que a água 

adicionada aos meios sofreu evaporação, devido a alta temperatura, acarretando na 

diminuição do crescimento do fungo. Este resultado demonstra uma relação entre o 

maior desenvolvimento do fungo e a atividade proteolítica. Em Aspergillus tamarii, 

maiores atividades proteolíticas foram detectadas com períodos de cultivo mais longos 

(Ferreira et al., 1999).  

Em relação as culturas suplementadas com FT, a adição de compostos 

nitrogenados, independente da concentração, estimulou a atividade xilanásica 

produzida pelo fungo, indicando a necessidade de complementação ao FT. Já nas 

fermentações contendo BCA, a adição de fontes de nitrogênio orgânicas foi essencial a 

atividade xilanásica, indicando a carência de nutrientes por parte deste substrato, 

sendo que a adição de peptona, que serve tanto como uma fonte de nitrogênio quanto 

de carbono, assim como extrato de levedura, proporcionou maior produção xilanásica. 

Em Bacillus licheniformis (Archana & Satyanarayana, 1997) e Thermoascus 

aurantiacus (Kalogeris et al., 1998), a adição de peptona ou extrato de levedura não 

estimularam a atividade xilanásica. No entanto, neste último o acréscimo de sulfato de 

amônio favoreceu significativamente a atividade xilanolítica, assim como apresentado 

em Aspergillus terreus por Ghanem et al. (2000).  

Em relação à adição de sais à cultura, a presença desses na água da torneira é 

suficiente para estimular a atividade xilanolítica em culturas suplementadas com FT. Já 
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para os meios contendo BCA, a máxima atividade xilanolítica foi obtida dos meios 

contendo sais de Vogel.  

 Não foram observadas, nas culturas semi-sólidas suplementadas com FT ou 

BCA, repressões catabólica. Dados semelhantes foram apresentados por Souza et al. 

(2001) em Aspergillus tamarii, Archana & Satyanarayana (1997) em Bacillus 

licheniformis e Gessesse & Mano (1999) em Bacillus sp. Alguns autores, entre eles 

Lonsane & Ramesh (1990), têm sugerido que a ausência de repressão catabólica em 

sistema semi-sólidos é devido a vários fatores incluindo o lento e baixo processo de 

difusão dos nutrientes devido ao baixo teor de água. 

Os valores das atividades celulolíticas detectados nos filtrados provenientes das 

culturas semi-sólidas foram baixos, assim como os apresentados nas culturas 

submersas. Resultados semelhantes foram demonstrados por Alam et al. (1994) no 

cultivo com Thermomyces lanuginosus. Entretanto, no cultivo com Thermoascus 

aurantiacus, os valores das duas atividades foram altos (Kalogeris et al., 1998).  

 

5.3 PURIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DAS XILANASES 
 

As enzimas xilanolíticas têm sido isoladas e purificadas por diversos 

procedimentos. Geralmente, suas purificações são difíceis, necessitando de várias 

etapas como: precipitação com sulfato de amônio, etanol ou acetona, filtração em gel e 

cromatografias de trocas iônicas e hidrofóbicas (Düsterhöft et al., 1997; Bataillon et al., 

1999). No entanto, em Aspergillus caespitosus, a purificação das xilanases foi realizada 

com apenas uma coluna de filtração, Sephadex G-100, cuja separação se dá entre 

proteínas globulares de 4 – 150 kDa. Esse processo resultou na obtenção de duas 

formas xilanolíticas, a xyl 1 e a xyl 2. Pode-se observar, no perfil cromatográfico obtido 

desta coluna, a eluição no volume “void” de compostos de alta massa molecular. 

Provavelmente, esses compostos são produtos de degradação do BCA, os quais 

possuem grupos aromáticos em sua composição, acarretando em uma alta 

absorbância a 280 nm. 

Alguns microrganismos são capazes de produzir mais de um tipo de xilanase. A 

produção de um sistema enzimático por este, onde cada enzima tem uma função 

especializada, é uma estratégia usada para se obter uma hidrólise superior da xilana 

(Wong et al., 1988). A multiplicidade das xilanases pode ser atribuída por diversos 

fatores como: processamento diferencial do RNAm, proteólise parcial e diferenças nos 

graus de amidação e glicosilação (Ferreira-Filho, 1994; Kulkarni, 1999). Ou ainda, esta 
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multiplicidade deve-se a presença de genes distintos, com propriedades distintas 

(Wong et al., 1988).  

As porcentagens de recuperações das duas enzimas foram muito altas (61,6 - xyl 

1 e 22,1% -xyl 2) se comparadas a outras xilanases purificadas, como por exemplo de 

Aspergillus fumigatus Fresenius (Silva et al., 1999) e Aspergillus terreus (Ghanem et 

al., 2000), com recuperações de 0,26 e 31,3%, respectivamente. Quando soma-se as 

duas recuperações, o valor encontrado, 83,7%, é muito próximo a 100%, ou seja, a 

perda da atividade ao longo do processo é baixa, e deve ser ocasionada no processo 

de liofilização, onde a recuperação é de 12,3%, indicando que, este procedimento 

poderia ter levado a desnaturação de parte das proteínas, no entanto como a 

recuperação das atividades enzimáticas foram altas, após eluição em coluna de 

filtração, provavelmente, na liofilização, ocorreu acúmulo de açúcares presentes no 

meio ou por formação de agregados, que inibiram as xilanases.   

Em relação ao fator de purificação, novamente altos valores foram encontrados, 

principalmente por se tratar de um processo de purificação que utiliza apenas uma 

coluna de filtração, indicando que Aspergillus caespitosus, mesmo na presença de 

substratos heterogêneos, como o BCA, produz altos níveis de xilanases. Monti et al. 

(1991) obtiveram um fator de purificação de 18,7 vezes da xilanase II de Humicola 

grisea var thermoidea, já Salles et al. (2000), trabalhando com Acrophialophora 

nainiana, o fator obtido foi de apenas 0,98 vezes. 

 O passo seguinte à purificação foi a caracterização das enzimas. Primeiramente, 

foram determinadas as massas moleculares da xyl 1 e da xyl 2 através de uma reta 

padrão de massa molecular obtida da Sephadex G-100. As massas estimadas foram 

26.300 Da para xyl 1 e de 7.700 Da, para xyl 2. Em relação a xyl 1, o valor encontrado 

está dentro de uma faixa conhecida para xilanases, entretanto o valor estimado para 

xyl 2 é muito baixo, indicando uma provável retenção da enzima durante a eluição 

devido ao seu alto teor de carboidratos (41%) que provavelmente interagiram com a 

matriz da coluna, que é constituída de dextrana, ou seja, provavelmente, houve 

interação carboidrato – carboidrato. O mesmo ocorreu na coluna Sepharose 6B. Essa 

retenção acarreta em um volume de eluição muito alto, causando uma baixa estimativa 

da massa molecular da proteína. Huang et al. (1991) obteve resultados semelhantes, 

onde a xilanase foi eluída em um volume (Ve/Vo) igual a 2,7, semelhante ao 

encontrado para xyl 2 obtida de Aspergillus caespitosus. Esse valor é considerado 

muito alto para enzimas. Vários exemplos da interação xilanase - resina foram 

descritos por Gerber et al. (1997).  
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A fim de certificar as massas moleculares e esta possível interação, foram 

aplicados em uma coluna de exclusão Bio-Gel P-60, os dois “pools” obtidos da 

Sephadex G-100. A matriz dessa coluna é constituída por poliacrilamida, 

diferentemente das matrizes da Sephadex G-100 e Sepharose 6B, formadas por 

dextrana e agarose, respectivamente. O perfil cromatográfico obtido apresentou 

somente um pico de atividade, portanto, neste caso não houve separação das duas 

xilanases, indicando, primeiro, que a massa molecular estimada para xyl 2 estava 

errada e, segundo, que a interação com a matriz é essencial para a separação das 

duas enzimas, nas colunas cromatográficas utilizadas, pois provavelmente as suas 

massas moleculares são muito próximas, dificultando a separação nas colunas de 

filtração utilizadas.      

O outro método utilizado para estimativa das massas moleculares foi o SDS-

PAGE. Neste caso, as massas moleculares foram de 27 kDa e 17,7 kDa para xyl 1 e 

xyl 2 respectivamente. Este resultado corrobora com o proposto acima, ou seja, a 

massa molecular estimada para xyl 2 em coluna de filtração estava errada.  

A relação entre massa molecular e pI proposta por Wong et al. (1988) – massa 

molecular baixa / pI básico – é mais comumente encontrada em xilanases extraídas de 

bactérias e não de fungos (Kulkarni et al., 1999). Além disso, essa classificação 

proposta não é uma regra como pode ser observada nas xilanases obtidas neste 

trabalho, ou seja, de Aspergillus caespitosus, onde a xyl 1  apesar de ter uma massa 

molecular maior, apresentou o pI mais alto de 6,68, contra o pI de 5,85 encontrado para 

xyl 2. Portanto, neste caso ambas as enzimas possuem baixa massa molecular (< 30 

kDa), mas apresentam pIs ácidos, não se encaixando na classificação citada acima. É 

interessante notar uma relação entre os pHs ótimos das duas enzimas e seus pIs, 

sendo que aquela que teve pH ótimo mais elevado (xyl 1, pH 7,5 – xyl 2, 6,0 - 6,5) 

apresentou o maior pI.  

As xilanases extracelulares purificadas, xyl 1 e xyl 2, foram identificadas como 

glicoproteínas que contêm aproximadamente 28 e 41% de carboidratos, 

respectivamente. Dey et al. (1991) purificaram duas xilanases de Bacillus sp, sendo 

que o conteúdo de carboidrato da primeira forma era de 15% e da segunda, 30%. Nas 

xilanases purificadas de Aspergillus versicolor (Carmona et al., 1998) e Humicola grisea 

var thermoidea (Monti et al., 1991) foram estimados valores de 71 e 45% de 

carboidratos, respectivamente.   

As temperaturas ótimas das xilanases purificadas encontraram-se entre 50 – 

55ºC, coincidindo com o valor obtido no extrato bruto da cultura de Aspergillus 
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caespitosus. Valores semelhantes foram reportados por Morales et al. (1995), Ito et al. 

(1992), Salles et al. (2000) e Silva et al. (1999) para os respectivos microrganismos: 

Bacillus polymyxa, Aspergillus kawachii, Acrophialophora nainiana e Aspergillus 

fumigatus Frenesius.  

Em relação à estabilidade térmica a 55ºC, foram observadas diferenças 

significativas entre as duas formas purificadas de Aspergillus caespitosus. Os valores 

estimados de T50 para xyl 1 e xyl 2, nesta temperatura, foram respectivamente de 27,3 

e > 90 minutos. Provavelmente essa diferença está relacionada ao conteúdo de 

carboidratos das duas enzimas, sendo que geralmente proteínas glicosiladas 

apresentam maior estabilidade térmica. Esta diferenciação entre a termoestabilidade 

das duas formas, também foi observado nas duas xilanases purificadas de Bacillus 

circulans AB 16 (Dhillon et al., 2000b). Neste trabalho, a xilanase A retém 75% da 

atividade a 70ºC por 1 hora, enquanto que a xilanase B, apenas 2%. 

A 65ºC, os valores estimados de T50 para as duas enzimas purificadas de 

Aspergillus caespitosus, caíram drasticamente para 2,3 minutos. Entretanto, no extrato 

bruto, o valor de T50 foi de 18 minutos, evidenciando que o processo de purificação, 

provavelmente, eliminou alguns compostos estabilizadores. 

De forma geral, as xilanases purificadas de Aspergillus caespitosus apresentaram 

estabilidade térmica baixa se comparadas, por exemplo, com as duas formas de 

xilanases purificadas de Thermoascus aurantiascus (Kalogeris et al., 1998) cujos 

valores de T50 são, a 80ºC, de 88 e 41 minutos, respectivamente. No entanto, se 

comparadas a xilanase purificada de Bacillus polymyxa (Morales, 1995), cujos T50 são 

a 55ºC de 4 minutos e a 45ºC de 18 minutos, os valores obtidos foram satisfatórios. Em 

relação a outras espécies de Aspergillus, o resultado apresentado para xyl 2 

assemelha-se ao obtido com a xyl II de A. fumigatus Frenesius (Silva et al., 1999). Já 

Ghanem et al. (2000), apresentaram em seu trabalho com xilanase purificada de A. 

terreus, valores de T50 iguais a 30 minutos, a 60ºC. 

Tem sido demonstrado que algumas enzimas são mais termoestáveis em 

soluções orgânicas que em aquosas (Zaks & Klibanov, 1988). Sendo assim, as 

xilanases 1 e 2 purificadas foram incubadas na presença de soluções de glicerol, PEG, 

sorbitol e trealose. Como apresentado nos resultados, os valores de T50 passaram de 

2,3 minutos, para a xyl 1 e 2, para 13,2 e 32,6 minutos, respectivamente, na presença 

de glicerol 30%. O aumento da termoestabilidade de xilanases na presença de aditivos 

também foi reportada por Simpson et al. (1991). Neste trabalho, a presença de sorbitol 

90% + xilana 0,5% acarretou no prolongamento da atividade enzimática em 80%. 
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George et al. (2001), também estudaram o efeito da adição de PEG, glicerol e sorbitol 

sobre a termoestabilidade da xilanase purificada de Thermomonospora sp. Todos os 

aditivos polihidroxílicos tiveram efeito positivo sobre a estabilidade, sendo esse efeito 

proporcional ao tamanho da molécula adicionada, o que pode ser correlacionado com o 

número de grupos hidroxil por molécula.  

Tem sido sugerido que álcool polihídricos estabilizam as proteínas pela 

diminuição da atividade da água, devido a formação de fortes pontes de hidrogênio 

com esta molécula (Gekko & Timasheff, 1981). No entanto, não existe uma relação 

entre o aditivo adicionado e a estabilidade ocasionada, pois isto depende da natureza 

da enzima (hidrofóbica ou hidrofílica) e ao grau de interação com o aditivo. 

Os pHs ótimos encontrados para xyl 1 e xyl 2 foram 6,5 – 7,5 e 5,5 – 6,5, 

respectivamente. Como demonstrado na Tabela 04, a maioria das xilanases fúngicas 

apresentam pHs entre 5,0 – 6,0, com exceção da xilanase purificada de 

Acrophialophora nainiana (Salles et al., 2000), cujo pH ótimo foi de 7,0. Além disso, 

observou-se perda da atividade xilanásica 1 em pH 8,5 de apenas 17%, enquanto que, 

para xyl 2, esta perda foi de 82%. Dados semelhantes a estes, foram apresentados por 

Düsterhöft et al. (1997) para xilanases purificadas de Humicola insolens, no entanto, 

neste caso, a perda da atividade da xyl 2 foi de 46%.  

Portanto, a xyl 1 secretada por Aspergillus caespitosus, possui, entre as 

literaturas citadas, e principalmente por se tratar de um fungo, um dos pH mais altos e 

uma das maiores atividades em pHs alcalinos. No entanto, apesar de ter esta 

característica, a xyl 1 não apresentou altos valores de T50 quando avaliou-se a 

estabilidade ao pH. Novamente, como ocorrido para a termoestabilidade, a xyl 2 

apresentou vida média maior, provavelmente devido ao maior número de carboidratos 

na sua composição. 

As xilanases purificadas apresentaram padrões de atividade diferentes na 

presença de diversos íons. A atividade da xyl 1 reduziu com a adição de todos os íons 

testados, com exceção do NH4Cl. Já a atividade da xyl 2 também sofreu redução na 

presença desses íons, porém em menor grau, sendo que na presença de NH4Cl houve 

aumento de 33% da atividade. A menor inibição da xyl 2 em relação a xyl 1 deve-se 

provavelmente ao alto conteúdo de carboidratos dessa molécula que poderiam agir 

impedindo a combinação dos íons com o sitio ativo ou outras estruturas da enzima 

essências a sua atividade. Além disso, foi observado que a atividade, em ambas as 

enzimas, são dependente da concentração dos íons. Düsterhöft et al. (1997) também 
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demonstrou diferenças nas atividades das duas enzimas purificadas de Humicola 

insolens na presença de diversos íons. 

Na presença de mercúrio as atividades das duas enzimas diminuíram 

drasticamente, indicando a presença de grupos tióis no sítio ativo das enzimas.  

A adição de β-mercaptoetanol resultou na estimulação das duas enzimas, 

indicando uma provável relação entre a forma reduzida dos resíduos de cisteína e as 

atividades das enzimas, como também foi observado na xilanase purificada de Bacillus 

sp (Bataillon et al., 1999). 

As xilanases purificadas demonstraram-se altamente específicas, apresentado 

atividade apenas sobre xilana, não sendo capazes de hidrolisar nenhum outro 

substrato testado, portanto, essas enzimas não são multifuncionais, ou seja, não 

hidrolisam mais de um substrato, ao contrário do observado para β-glicosidase de 

Humicola grisea (Peralta et al., 1990). As xilanases purificadas de Acrophialophora 

nainiana (Salles et al., 2000), Thermoascus aurantiacus (Kalogeris et al., 1998) e 

Humicola insolens (Düsterhöft et al., 1997) também não exibiram atividade sobre outros 

substratos além da xilana. Entretanto, algumas xilanases além de atuarem sobre 

xilana, também hidrolisam celulose (Wong et al., 1988). 

A determinação dos parâmetros cinéticos Km e Vmáx frente ao substrato xilana 

birchwood demonstrou diferenças significativas entre as duas xilanases purificadas de 

Aspergillus caespitosus. Esses parâmetros foram determinados segundo os métodos 

propostos por Lineweaver & Burk (1934) e por Hanes (1932). Como representação 

gráfica foi escolhido o modelo proposto por Lineweaver & Burk, que apesar de ser 

muito questionado, pois os pontos que se referem às altas concentrações de 

substratos, se concentram no início da reta obtida no gráfico dos duplos-recíprocos, ou 

seja, os pontos não se distribuem homogeneamente sobre a reta, ele, além de permitir 

melhor visualização dos resultados, também é o mais clássico. Além disso, os valores 

analisados pelo método de Hanes foram semelhantes aos encontrados por Lineweaver 

& Burk, não exigindo, portanto, a representação gráfica de ambos os métodos. 

Os valores cinéticos obtidos indicaram que a xyl 1 tem maior afinidade a xilana 

birchwood, além de apresentar alta velocidade máxima se comparada a xyl 2. 

Entretanto, na presença de β-mercaptoetanol, a xyl 2 passou a ter maior afinidade a 

xilana birchwood que a xyl 1, demonstrando que a presença deste composto provocou 

mudanças na conformação da enzima expondo mais o seu sitio ativo. Além disso, 

nesta condição, a Vmáx da xyl 1 quase dobrou de valor, enquanto que o Km continuou 

praticamente o mesmo. 
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Diferenças de Km e Vmáx entre xilanases produzidas pelo mesmo microrganismo 

foram relatadas por Dhillon et al. (2000b) trabalhando com Bacillus circulans AB 16. 

Neste trabalho, os Km das xilanases A e B foram de 4,0 e 25,0 mg/mL, 

respectivamente. Os valores apresentados para as Vmáx foram de 2666 IU/mg para xyl 

A e de 20x105 IU/mg para xyl B. 

 

5.4 BIOBRANQUEAMENTO 
 

Atualmente, a aplicação de xilanases no processo de branqueamento da polpa de 

celulose vem sendo amplamente estudada principalmente pelo fato, que o uso dessas 

enzimas, além de levar a redução dos níveis de compostos organoclorados formados 

durante este processo, também aumenta a alvura e a resistência das fibras (Viikari et 

al., 1994). 

De uma forma geral, os parâmetros avaliados neste trabalho - número kappa (teor 

de lignina), absorbâncias a 237 – 270 (remoção de lignina da polpa) e 465 (remoção da 

cor) - corroboram entre si, ou seja, quanto maior a redução do número kappa obtida 

maior foram as absorbâncias observadas, em relação a uma mesma polpa (Bahia Sul 

Celulose ou CELPAV). A relação entre absorbância e número kappa foi utilizada em 

vários trabalhos (Garg et al., 1996; Christov et al., 1999; Silveira et al., 1999 e Beg et 

al., 2000).  

Os resultados apresentados indicaram que a ação das xilanases secretadas de 

Aspergillus caespitosus é dependente da origem das polpas, visto que os resultados, 

utilizando o mesmo extrato bruto, foram diferentes frente as duas polpas testadas 

(Bahia Sul Celulose ou CELPAV), indicando que as características da polpa, como 

tamanho do poros e acessibilidade da hemicelulose, é essencial a ação xilanolítica.  

Os extratos brutos provenientes de FSM foram mais efetivos no 

biobranqueamento do que os da FSS, indicando, provavelmente, que as xilanases 

secretadas nesta condição possuem diferenças, possivelmente pós-traducionais, que 

dificultam suas ações sob a xilana da polpa, ou que essas enzimas ficam adsorvidas no 

substrato fermentado dificultando tanto sua hidrólise quanto sua entrada nos poros das 

fibras. Entre os extratos brutos das culturas submersas, aquele obtido de fermentação 

suplementada com FT foi mais efetivo na redução do número kappa de ambas as 

polpas, se comparado ao BCA. Este resultado está provavelmente relacionado a maior 

termoestabilidade e atividade em pH alcalino das xilanases presentes nos filtrados 

dessa cultura, como pode ser observado nas Figuras 09 - 10.   
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  Os resultados apresentados em relação ao efeito da adição de xilanases 

purificadas, xyl 1 e xyl 2, no branqueamento da polpa sugerem ações distintas entre as 

duas enzimas, uma vez que a atividade da xyl 2 acarretou na redução do número 

kappa em 12,6% e a xyl 1, em apenas 1,68%. Provavelmente, o melhor resultado foi 

obtido com a xyl 2 devido as propriedades bioquímicas desta enzima, como maior 

estabilidade a temperatura (Tabela 19) e ao pH (Figura 28), essenciais ao 

biobranqueamento, e a menor massa molecular (Figuras 21 – 22). Esta última 

propriedade facilita a entrada das enzimas nos poros das fibras de celulose, como 

discutido por Viikari et al. (1994). Uma outra propriedade que auxilia a ação de 

xilanases sob as fibras da polpa é o alto ponto isoelétrico (pI). No caso das duas 

formas purificadas, ambas possuem pIs ácidos, portanto, as outras propriedades 

bioquímicas da xyl 2 é que permitiram seu maior desempenho. 

 Georis et al. (2000) também avaliaram o efeito da adição de xilanases 

purificadas de Streptomyces sp no branqueamento da polpa de celulose. Foram 

purificadas três formas (xyl 1, 2 e 3), sendo que a forma 1 pertence ao grupo baixa 

massa molecular/alto pI (família 11) e as formas 2 e 3, ao outro grupo (família 10), 

como proposto por Wong et al. (1988). Eles observaram que a atividade da xyl 1 foi 

mais efetiva no biobranqueamento, o que confirma a hipótese que as xilanases 

pertencentes a família 11 são mais eficazes neste processo, como proposto por Rixon 

et al. (1996) e Morris et al. (1998).   

 As xilanases presentes no extrato bruto do FT foram avaliadas também em 

relação ao pH (6,0 – 6,5, 8,0 – 8,15) e a temperatura (55 – 65ºC) da polpa. Nestas 

condições novamente foram observadas reduções do número kappa, indicando que 

essas enzimas são possíveis de serem utilizadas em processos industriais. 

Entre as condições testadas, as maiores reduções de número kappa foram de 

20,2 e 21,3%, onde para cada grama de polpa seca (Bahia Sul Celulose) foram 

adicionadas respectivamente, 9 e 12 Unidades de xilanases presentes no filtrado de 

culturas submersas suplementadas com FT. Silveira et al. (1999) trabalhando com a 

mesma polpa, porém utilizando 2 U/g seca e 3 horas de incubação a 50ºC, pH 5 – 6, 

obtiveram uma redução do numero kappa de 4,7%. Beg e colaboradores (2000) 

demonstraram que a adição de 6 U de xilanases de Streptomyces sp QG – 11 – 3 por 

grama de polpa seca, pH 8,5 – 9,0, incubada a 50ºC por 2 horas, acarretou na redução 

do número kappa em 22,4%.  

Araújo et al. (1999) investigaram o efeito da adição de duas xilanases 

comercializadas, Pulpzyme HC (Novo Nordisk) e Cartazyme NS – 10 (Sandoz/Clariant), 
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no branqueamento de polpa Kraft deslignificadas com oxigênio. Estas foram incubadas 

a 60 – 65ºC durante 180 minutos com 0,5 U/g de polpa, como recomendado pelas 

empresas. As reduções do número kappa observadas foram de 11,4 e 10,5% para as 

polpas incubadas com Pulpzyme e Cartazyme, respectivamente.  

Na maioria dos casos avaliados não foi observada redução da viscosidade da 

polpa em relação a controle, indicando que a hemicelulose (xilana) presente nas fibras 

da polpa foi hidrolisada, uma vez que o complexo hemicelulose – celulose é menos 

viscoso que a celulose apenas.    
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6. CONCLUSÃO 
 

Com base nos resultados obtidos se pode concluir que o trabalho 

apresentado tem relevância cientifica uma vez que:  

 

 

1) Não foi encontrada, nas literaturas pesquisadas hidrolases 

produzidas ou purificadas de Aspergillus caespitosus;  

 

2) O fungo mostrou-se ser excelente produtor de xilanases, tanto em 

fermentações líquidas quanto semi-sólidas, utilizando, como fontes 

de carbono, resíduos agroindustriais encontrado em larga escala e a 

baixo custo; 

 

3) As xilanases purificadas apresentaram características favoráveis a 

aplicação biotecnológica, como estabilidade ao pH e temperatura; 

 

4) As xilanases, presentes nos extratos brutos de fermentações líquidas 

suplementadas com FT ou BCA, demonstraram possibilidades de 

aplicação no biobranqueamento da polpa de papel e celulose, uma 

vez que acarretaram na diminuição do número kappa. 
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