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RESUMO 

 
O objetivo do presente trabalho foi selecionar fungos filamentosos com potencial de 

produção de xilanase em cultivo em estado sólido utilizando diferentes tipos de resíduos 

agroindustriais como substrato para observação comparativa do perfil de produção 

enzimática e o efeito da composição do meio de cultivo. Os isolados P5.7, EIFP1-14ª, 

CNS4, P2B6-1, EIFP2-1 e P2D19, tiveram uma maior produção enzimática, e estes 

isolados foram avaliados quanto ao tempo de cultivo, nos substratos que induziram maior 

atividade enzimática, sendo o pico de produção no tempo de 72h de cultivo. Os isolados 

EIFP2-4, P2D19, EIFP1-14ª e P2B6-1, se destacaram e foram caracterizados em relação 

condições de temperatura e pH. Sendo que em relação a caracterização físico-química, os 

isolados EIFP2-4 e P2D19 obtiveram maior produção enzimática quando cultivado na 

mistura bagaço de cana-de-açúcar e farelo de trigo por 72h de cultivo, com atividade 

máxima entre 60ºC e 65ºC e pH entre 5,0 a 6,5. Assim, observa-se que as condições de 

crescimento em um processo fermentativo para a produção enzimática, podem ser usadas 

como um diferencial na produção de xilanase para otimizar este processo.  

  



 
 

 
 

 

 

ABSTRACT 

 

The objective of the present work was to select filamentous fungi with xylanase 

production potential in solid state culture using different types of agroindustrial residues 

as substrate for comparative observation of the enzymatic production profile and the 

effect of the composition of the culture medium. The isolates P5.7, EIFP1-14ª, CNS4, 

P2B6-1, EIFP2-1 and P2D19, had a higher enzymatic production, and these isolates were 

evaluated for the time of culture, in the substrates that induced greater enzymatic activity, 

being the peak Production of 72 hours culture time. The isolates EIFP2-4, P2D19, EIFP1-

14ª and P2b6-1, which had a higher enzymatic production and was characterized in 

relation to temperature and pH conditions. The EIFP2-4 and P2D19 isolates showed 

higher enzymatic production when cultivated in the sugarcane bagasse and wheat bran 

mixture (1: 1) for 72 h of culture, with activity Maximum between 60°C and 65°C and 

pH between 5.0 to 6.5. Thus, it is observed that the growth conditions in a fermentative 

process for the enzymatic production can be used as a differential in xylanase production 

to optimize this process.  
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1. INTRODUÇÃO 

Os micro-organismos apresentam um potencial de degradação de material 

orgânico, produzindo um “pool” de enzimas o qual tem sido utilizada comercialmente ao 

longo dos anos (JAYANI et al., 2005). Os estudos sobre a produção enzimática por micro-

organismos têm crescido, assim como a diversidade de substratos alternativos utilizados 

(VIEILLE e ZEIKUS, 2001; MARTIN et al., 2004; PHUTELA et al., 2005; KAUR et al., 

2004). 

Entre as enzimas produzidas pelos micro-organismos, as enzimas 

hemicelulolíticas têm um potencial de aplicação industrial em vários setores como, na 

indústria de alimentos, na formulação de ração animal, indústria de papel e celulose e 

mais recentemente na produção de etanol a partir de resíduos agroindustriais. Assim, as 

pesquisas por micro-organismos que tenham uma produção de enzimas com 

características importantes para aplicação no setor industrial são de interesse constante. 

Dentre os micro-organismos com potencial para aplicações nos processos 

biotecnológicos, os fungos vêm despertando interesse, em razão à grande diversidade de 

enzimas que secretam no ambiente. (BHAT, 2000; HOWARD, 2003). 

O seu cultivo em substratos lignocelulósicos, que entre estes, inclui os resíduos 

agroindústrias tais como farelo de trigo, palha de milho e bagaço de cana-de-açúcar, 

possibilita fixação ao substrato para o crescimento fúngico, além de ser uma fonte de 

nutrientes, estes resíduos se aproximam das condições dos habitats naturais em que estes 

micro-organismos vivem, assim, estes resíduos vem sendo utilizados como substratos 

e/ou fontes de carbono para a produção enzimática. (BENNET, 1998; SAHA, 2003).  

Atualmente, há uma preocupação em minimizar a quantidade de resíduos no 

ambiente, uma vez que esses podem se tornar um problema ambiental. Assim a busca por 

micro-organismos produtores de enzimas termoestáveis e com boa atividade enzimática, 

os quais visem a diminuição dos custos de produção, o aumento da disponibilidade dos 

produtos de hidrólise, são interessantes para o setor industrial. O avanço das pesquisas 

sobre as características físico-químicas e de purificação das enzimas, tem possibilitado o 

surgimento de novas aplicações enzimáticas na indústria (DEMIRIJAN et al.2001). 
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2. OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivos Gerais  
O presente trabalho tem como objetivo selecionar fungos filamentosos com potencial de 

produção de xilanase em cultivo em estado sólido; 

 

2.2  Objetivos Específicos  
 

i) Estudo do perfil de produção de xilanase por cultivo em estado sólido (CES), visando 

o aproveitamento de resíduos agroindustriais; 

ii) Caracterização físico-química da enzima de interesse; 
 

3. REVISÃO DE LITERATURA  

3.1. Parede Celular Vegetal 

A parede celular vegetal é responsável pela forma e rigidez da célula, além de 

definir o tamanho do protoplasto, evita o rompimento da membrana plasmática por 

entrada de água no interior da célula, além de atuar na defesa contra micro-organismos 

patogênicos (RAVEN et al., 2001).  

Morfologicamente, a parede celular é dividida em três regiões diferentes, a lamela 

média, parede primária e parede secundária. A lamela média é a região de intersecção 

entre duas células. Esta camada intercelular é rica em substâncias pécticas mergulhadas 

em um meio aquoso, (SANTOS, 2012), A parede primária da maioria dos vegetais é 

formada por três estruturas independentes, as microfibrilas de celulose, os polissacarídeos 

não-celulósicos, que incluem hemiceluloses e pectinas. (RAVEN et al., 2001).  

Quimicamente, a parede celular é uma matriz complexa composta de 

polissacarídeos, proteínas, água e minerais. Dos polissacarídeos, destacam-se a celulose, 

hemicelulose, lignina e a pectina. (JUNG, 1992). 
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Figura 1 Arranjo típico da parede celular vegetal, com a disposição das fibras de celulose, 
hemicelulose e lignina. 

 
 

Fonte: PETERS, 2014 
 

3.1.1. Hemicelulose  

3.1.1.1. Xilano 
 

Segundo Schulze 1891, as hemiceluloses são heteropolímeros de xilose, 

galactose, manose, arabinose e vários outros açúcares, bem como seus ácidos urônicos.     

A xilana é o principal polissacarídeo da hemicelulose e é formada por unidades de D-

xilose ligadas entre si por ligações xilopiranosídicas β (1→4). A xilana está presente na 

madeira numa proporção que varia de 7 a 30 % de todo o material da parede celular de 

organismos vegetais. 

As xilanas realiza um papel importante na contextura da madeira, interagem 

covalentemente com a pectina, estão intimamente associadas a lignina e estão ligadas por 

pontes de hidrogênio e forças de van der Waals à cadeia de celulose (BEG et al, 2001; 

POLIZELI et al, 2005). 

 

3.2. Enzimas do complexo xilanolítico 

As xilanases são enzimas que degradam as xilanas por mecanismo de ação exo e 

endo. No entanto, a degradação total da xilana inclui as enzimas que degradam o 

esqueleto, formado pelos resíduos de D-xilose e aqueles que atuam nos resíduos 

substituintes das ramificações do esqueleto. 

O complexo xilanolítico pode ser clivado pela ação de diferentes enzimas que 

atuam no xilano, como ilustrado na Figura 2. Assim, têm-se: 
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Endo-β-1,4-xilanases (1,4-β-D-xilana xilanohidrolase; E.C. 3.2.1.8): clivam as ligações 

glicosídicas β-1,4 internas das moléculas de xilana, liberando xilooligossacarídeos e 

consequentemente reduzindo o grau de polimerização do substrato. De acordo com Wong 

et al (1988) as endoxilanases podem ser de dois tipo, de acordo com o produto final da 

reação. Assim podem ser endoxilanases não desramificantes as quais não conseguem 

hidrolisar o ponto de ramificação 1,3-α-Larabinofuranosil da arabinoxilana e as 

endoxilanases desramficantes as quais conseguem clivar essa ligação liberando arabinose. 

 

Figura 2  As diversas enzimas que participam do complexo xilanolítico. 

 
Fonte: SUN et al., 2012 

 

β-D-xilosidase (1,4-β-D-xilana xilohidrolase; E.C. 3.2.1.37): liberam xilose a partir de 

xilooligossacarídeos curtos e xilobiose. São capazes de clivar substratos artificiais como 

ρ-nitrofenil e ο-nitrofenil-β-D-xilopiranosideo (WONG et al., 1988). 

Acetilxilana esterase (E.C. 3.1.1.6) que remove os grupos O-acetil na posição do C2 e\ou 

C3 d o resíduo β-D-xilopiranosil da acetil xilano; (WONG et al., 1988). 

Arabinases as quais removem resíduos de L-arabinose na posição do C2 e C3 de β-D-

xilopiranosil. Elas podem apresentar dois modos de ação: exo-α-Larabinofuranosidase 

(E.C. 3.2.1.55) a qual degrada arabinanas ramificadas e o ρ-nitrofenil-α-L-
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arabinofuranosideo; e a endo-1,5-α-L-arabinase (E.C. 3.2.1.99) a qual hidrolisa as 

arabinanas lineares; (WONG et al., 1988). 

α-Glicuronosidase (E.C. 3.2.1.-) hidrolisa as ligações α-1,2 entre o ácido glicurônico e o 

β-D-xilopiranosil removendo os resíduos de α-4-O-metil; (WONG et al., 1988). 

Ácido ferúlico esterase (E.C. 3.1.1.-) e a Ácido ρ-cumaril esterase (E.C.3.1.1.-) as quais 

clivam as ligações ésteres do xilano, sendo que a primeira cliva entre a arabinose e o ácido 

ferúlico e a segunda entre a arabinose e o ácido ρ-cumarico. (WONG et al., 1988). 

 As xilanases são agrupadas em famílias de acordo com a similaridade da 

seuquência de aminoácidos, como pode ser observado na classificação glicosil hidrolases 

observado no banco de dados Cazy (Carbohydrate-Active enzymes), esta base de dados 

apresenta a classificação e as informações em relação as enzimas envolvidas na síntese, 

no metabolismo e no transporte de carboidratos. As famílias estão reunidas em 14 clãs 

diferentes que apresentam semelhanças estruturais. Esta base de dados compreende, 

atualmente, 94 famílias de glicosil transferases, 22 famílias de polissacarídeo-liases e 16 

famílias de polissacarídeo-esterases (CANTAREL, et al., 2009; Cazy: 

http://www.cazy.org/). 

 

3.3. Produção de xilanase 

A produção de xilanase pode ocorrer tanto pelo processo de cultivo em estado 

sólido (CES), quanto por cultivo submerso, a indústria tem adotado o processo de cultivo 

submerso, em função das condições operacionais, no entanto, o cultivo em estado sólido 

oferece melhor adaptação ao crescimento do fúngico.    Assim, na CES, os substratos 

sólidos, atuam como fonte de carbono, essa condição de crescimento é mais próximo das 

condições do habitat natural destes micro-organismos. É um sistema de cultivo alternativo 

para a produção de produtos de valor agregado a partir de micro-organismos, 

especialmente enzimas (PARANTHAMAN et al., 2008). 

Industrialmente os fungos mais empregados no processo de fermentativo para a 

obtenção do extrato enzimático, entre os fungos xilanolíticos destacam-se: Aspergillus 

niger; Trichoderma longibrachiatum; Humicola lanuginosa; Humicola grisea; 

Talaromyces emersonii; Thermoascus aurantiacus e entre as bactérias têm-se: Bacillus 

stearothermophilus, Cellulomonas fimi; Bacillus polymyxa; Bacillus circulans, Bacillus 

licheniformis entre outras espécies de Bacillus sp (BEG et al, 2001; POLIZELI et al, 

2005). 
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3.4. Aplicação das xilanases 

 As xilanases têm um ampla utilização no setor industrial  e tem sido utilizada em  

vários processos biotecnológicos, a aplicação de tecnologia enzimática reduz custos 

operacionais podendo aumenta a qualidade do produto, utilizando processos limpos que 

contribuem para minimizar os impactos ambientais (MAYRINK, 2010). 

Na indústria papeleira a xilanase participa no processo de branqueamento da polpa 

kraft, o biobranqueamento da polpa por xilanase, em substituição ao cloro, promovendo  

a remoção da xilana ligada ao complexo ligninacarboidrato, facilitando a lixiviação da 

lignina. Por outro lado, o tratamento do material com xilanase na fase de pré-cozimento 

ajuda a desorganizar a estrutura da parede celular, facilitando, também, as etapas iniciais 

do processo. (BOCCHINI, et al, 2005). 

As xilanases são usadas na produção de ração animal, sendo importante para o 

setor do agronegócio, juntamente com glucanases, pectinases, celulases, proteases, 

amilases, fitase, galactosidases e lipases, estas enzimas quebram arabinoxilanos nos 

ingredientes da ração, reduzindo a viscosidade da matéria cru (POLIZELLI, et al., 2005).  

Outra aplicação, ainda em ascensão é o estudo das xilanases, associadas a outras 

enzimas como mananases, ligninases, xilosidases, glucanases, glicosidases, para a 

produção de combustíveis biológicos e do xilitol a partir de biomassa lignocelulolítica. O 

processo biológico de produção de etanol combustível requer a deslignificação da 

lignocelulose para liberar celulose e hemicelulose complexada com a lignina. Em seguida 

há uma despolimerização dos polímeros de carboidrato para produzir açúcar livre e 

finalmente, fermentar, geralmente com Saccharomyces sp a mistura dos açúcares de 

pentose e hexose para a produção de etanol. Um esquema desse processo está ilustrado 

na Figura 3 . (BEG et al,2001; POLIZELI et al, 2005). 
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Figura 3 Esquema simplificado da produção de etanol e xilitol por bactérias e leveduras 
a partir de material lignocelulósico. 

 
Fonte: Polizeli et al, 2005 

 

 
3.5. Cultivo em estado sólido  

 
O cultivo em estado sólido (CES) está relacionado com o crescimento do micro-

organismo em substratos sólidos, e com uma quantidade de água mínima, assim a matriz 

sólida fornece uma estrutura de fixação, ou até mesmo pode ser uma fonte de nutrientes 

para o crescimento do micro-organismo. O cultivo estado sólido, cria um ambiente próximo 

as condições ambientais em que muitos fungos vivem, permitindo a penetração das hifas 

no substrato, auxiliando as trocas gasosas e a manutenção metabólica. (HÖLKER; LENZ, 

2005). 

No CES algumas variáveis físicas podem afetar este processo, como por exemplo 

a temperatura, que pode influenciar o crescimento, produção enzimática e estabilidade da 

enzima, em relação aos níveis de umidade ao longo do processo de cultivo, é importante 

que mantenha uma condição ótima, pois baixos níveis de umidade diminuem a difusão de 

nutrientes, crescimento microbiano, estabilidade enzimática e a absorção do substrato. Os 

níveis de umidade em processos de FES variam entre 30 a 85%. No caso de fungos 

filamentosos, podem variar entre 20 a 70% (KRISHNA, 2005). 
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Outra variável importante é o substrato, já que o tamanho das partículas estabelece 

espaço vazio que é ocupado pelo ar, e a taxa de transferência de oxigênio para o espaço 

vazio pode influenciar o crescimento fúngico. Assim partículas de substrato menores 

normalmente possibilita o aumento da área de superfície para ação dos micro-organismo. 

(KRISHNA, 2005). 
 
 

3.6.  Utilização resíduos lignocelulósicos como substratos para 

produção enzimática por fungos filamentosos  
     

A utilização de resíduos agroindustriais como substrato para o cultivo de micro-

organismo tem crescido nas últimas décadas, este processo objetiva a produção enzimática 

por meio da degradação de material vegetal. (BANSAL et al., 2012).  

Produtos ou subprodutos provenientes da agroindústria, na forma de resíduos não 

processados, são empregados na CES como substratos, como fonte de carbono para o 

crescimento dos micro-organimos, além de apresentarem um valor menor, esses substratos 

são divididos em três grupos: os que apresentam amido como fonte de carbono principal, 

como por exemplo batata; os que apresentam celulose ou lignocelulose como fonte de 

carbono principal, como por exemplo, as madeiras e os que apresentam açúcares solúveis 

como fonte de carbono principal sendo eles forragens, entre outros (ORLANDELLI et al., 

2012). 

 

Tabela 1  Produção de enzimas xilanolíticas por fungos usando resíduos lignocelulósicos 
como substrato 

Fungo Substrato Temperatura de 
crescimento 

Enzimas Tempo Referências 

Aspergillus 
oryzae NRRL 
1808 

Aveia 28°C Xilanase 96h Christov et 
al. (1999) 

Thermomyces 
lanuginosus 
 
Thermoascus 
auranticus 

Farelo de 
trigo 

55°C Xilanase 168h Alam et al. 
Thermoascus 
(1994) 

Thermoascus 
auranticus 

Palha de 
trigo 

50°C Xilanase 120h Kalogeris et 
al. (1998) 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Micro-organismos 
Foram utilizados 20 isolados fúngicos que estão depositadas na coleção de fungos 

do Departamento de Fitotecnia, Tecnologia de Alimentos e Sócio Economia, da UNESP 

Campus de Ilha Solteira, sob responsabilidade da Prof. Drª. Heloiza Ferreira Alves do 

Prado. As linhagens foram isoladas de solos coletado em duas áreas do Cerrado do estado 

do Mato Grosso do Sul. 

 

4.2. Pré-inóculos para o cultivo em estado sólido  
O inoculo dos isolados fúngicos  foi feito em placa de Petri contendo o meio de 

cultivo ágar Sabouraud, mantendo-se as placas por 48h a 30ºC. Após este período foram 

retirados 5 discos miceliais, de 0,5 cm de diâmetro, que foram transferidos para frascos de 

Erlenmeyer. 

 

4.3. Produção enzimática por cultivo em estado sólido  
O cultivo em estado sólido foi realizada em frascos Erlenmeyer de 250 mL 

contendo 5,0 g de substrato, o qual foi umedecido com 10 ml de solução de minerais (1,5 

g L-1 (NH4)2SO4, 2,0 g L-1 KH2PO4, 0,3 g L-1 uréia, 0,03 g L-1 CaCl2, 0,2 g L-1 

MgSO4.7H2O), visando um teor de umidade inicial em torno de 75 %. O inoculo fúngico 

foi preparado a partir do cultivo descritos no item 4.2, utilizando um bastão de vidro para 

homogeneizar o inoculo no substrato e a solução salina. Após o período de incubação de 

72 horas, as amostras foram retiradas do climatizador e foi adicionado de 50 mL de água 

destilada nos frascos de Erlenmeyer com o crescimento fúngico, seguido por agitação em 

shaker a 100 ciclos/min por 1 hora à temperatura ambiente. A suspensão foi filtrada em 

tecido tipo gaze, seguido por centrifugação a 10.000g, 5 °C durante 15 min. A suspensão 

resultante foi utilizado como extrato enzimático bruto para a determinação da atividade 

enzimática. 

 

4.4. Determinação de atividade enzimática 
A  atividade    enzimática    para    xilanase    foi    determinada    de    acordo    com 

DAMIANO  et  al,  2003,  adotando  o  micro-ensaio, onde  a  mistura  de  reação  contendo 

0,025 mL  da  solução  enzimática  bruta  e  0,225 mL  de  solução  xilana  Birchwood-
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Sigma a 0,5 % em tampão acetato 0,1 M em pH 5,0, foi incubada por 10 min  a 60 °C. O 

açúcar redutor  liberado  foi quantificado  pelo  método  do  DNS (ácido 1-3-

dinitrosalicílico)   (MILLER,  1959),  adicionando  0,250 mL  do  reagente DNS  à  mistura  

de  reação.  Tal mistura foi incubada em banho maria a 100 ºC por 5  minutos, e em  seguida  

resfriada  e foi adicionado  2,5 mL  água  destilada. Após a homogeneização, foi 

determinada leitura em espectrofotômetro a  λ  540 nm.  Uma unidade de atividade xilanase 

foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 µmol de xilose por  minuto,  

nas condições  de  reação,  a partir da curva padrão de xilose. 

 

 

4.5. Estudo da influência de diferentes substratos na produção de 

xilanase 

Para o estudo do efeito da fonte de carbono na produção de xilanase, utilizou-se os 

substratos, farelo de trigo (FT), palha de milho triturada (PM), bagaço de cana-de-açúcar 

triturada (BC), pó de serra (S) e a mistura bagaço de cana-de-açúcar + farelo de trigo 

(BC+FT 1:1 p/p), como fonte de carbono, respeitando o protocolo descrito no item 4.3. 

 

4.6. Influência do tempo de cultivo na produção enzimática   
O Efeito na produção de xilanase ao longo do tempo foi realizada nas melhores 

condições de substrato, descritas no item 4.5, variando o tempo de cultivo em 24, 48,72,96 

e 120 horas. A atividade enzimática foi determinada de acordo com item 4.4.  

 

 

4.7. Caracterização físico-química das enzimas 
4.7.1. Efeito da temperatura na atividade enzimática. 

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimática da xilanase foi realizada nas 

mesmas condições descritas no item 4.4, com mudança na temperatura, onde a mistura de 

reação contendo 0,025 mL da solução enzimática bruta e 0,225 mL de solução xilana 

Birchwood-Sigma a 0,5 % em tampão acetato 0,1 M em pH 5,0, foi incubada por 10 min 

nas diferentes temperaturas, de 30 a 90ºC, com intervalos de 5ºC.  
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4.7.2. Efeito do pH na atividade enzimática 

Para a determinação do pH ótimo, as atividades enzimáticas foram avaliadas como 

descrito no item 4.4, com diferentes valores de pH, onde a mistura de reação contendo 

0,025 mL da solução enzimática bruta e 0,225 mL de solução xilana Birchwood-Sigma a 

0,5 % em tampão acetato 0,1 M em diferentes valores de pH, na faixa de 3,0 a 8,5, foi 

incubada por 10 min, na melhor condição de temperatura descrita no item 4.7.1.  

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
5.1. Avaliação da influência de diferentes substratos na produção 

enzimática 

Em relação aos substratos analisados como fonte de carbono para a produção 

enzimática, pode-se observar na tabela 1, que os valores máximos de atividade de xilanase 

foram para os isolados, EIFP2-4, P2D19 e P5-7, com valor máximo de produção enzimática 

de 27,08; 24,03 e 20,78 U ml-1,  respectivamente, quando cultivado na mistura de farelo de 

trigo e bagaço de cana-de-açúcar (1:1),  P2B6-1 com valor máximo de produção enzimática 

de 25,19 U ml-1, quando cultivado em bagaço de cana-de-açúcar e EIFP1-14ª e CNS4, com 

valor máximo de produção enzimática de 16,98 e 16,02 U ml-1 respectivamente, quando 

cultivado em farelo de trigo. Em relação aos outros resíduos utilizados como substrato, a 

palha de milho triturada e o pó de Serragem o valor máximo de atividade de xilanase não 

foi superior a 6,0.  

 A mistura bagaço de cana-de-açúcar + farelo de trigo (1:1), favoreceram a 

produção enzimática de xilanase, sendo que os valores máximos de produção para o 

isolado EIFP2-4 quando cultivado na mistura de bagaço de cana-de-açúcar e farelo de 

trigo (1:1), foi de 27,08 U ml-1, enquanto que, quando o mesmo isolado foi cultivado em 

farelo de trigo obteve o valor máximo de 4,90 U ml-1 e quando cultivado em bagaço de 

cana-de-açúcar foi de 3,49 U ml-1.  

 Segundo Leite et al. (2008), o farelo de trigo é uma fonte de carbono e nitrogênio 

e tem sido utilizado para produção de celulases e hemicelulases. O farelo de trigo além de 

outros constituintes, apresenta celulose (7,57%), hemicelulose (31,19%) e contem baixo 

teor de lignina (4,06%), o que torna este resíduo menos recalcitrante do que o bagaço de 

cana-de-açúcar, sendo utilizado pelos fungos na etapa inicial de crescimento. Já a mistura 
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de bagaço de cana-de-açúcar e farelo de trigo (1:1) utilizados como substratos favoreceram 

o crescimento fúngico e a indução de enzimas para a degradação do material vegetal 

presente no substrato. 
 

Tabela 2 Produção de xilanase por cultivo em estado sólido, utilizando diferentes 
substratos, após 72 horas de cultivo. 
 

Isolados  Atividade enzimática de xilanase (U mlL-1) Média  Valor Máximo  
 FT*  BC* FT+BC* PM* PS* 

EIFP2-4 4,90 3,49 27,08 4,29 1,58 8,27 27,08 
P2B6-1 4,78 25,19 7,37 0,08 4,78 8,44 25,19 
P2D19 16,30 4,89 24,03 5,25 2,24 10,54 24,03 
P5-7 4,17 6,29 20,78 3,19 4,76 7,84 20,78 
EIFP1-14ª 16,98 3,17 13,52 2,05 5,14 8,17       16,98 
CNS4 16,02 11,29 13,56 0,46 0,12 8,29 16,02 
A-6.3 6,85 7,71 8,46 0,10 3,73 5,37 8,46 
AF-22 5,49 6,29 4,24 3,73 2,00 4,35 6,29 
EIFP2-2 5,83 4,61 6,10 0,08 4,19 4,16 6,10 
EIF5A-3 5,88 2,44 5,41 0,58 1,37 3,14 5,88 
EIFP2-1 4,81 3,81 3,93 5,85 1,71 4,02 5,85 
EP-11 1,32 3,95 5,55 0,20 5,78 3,36 5,78 
EIFP4B-2 3,49 5,72 4,17 2,44 4,25 4,01 5,72 
9-A.1 5,56 4,78 5,63 1,51 3,24 4,14 5,63 
EIFP2-2/1 3,12 2,15 2,66 5,41 2,61 3,19 5,41 
P2B6-2 3,51 4,42 5,24 0,08 5,05 3,66 5,24 
EIF5A 5,00 1,98 1,76 0,56 0,08 1,88 5,00 
EIFP2-2/2 4,76 3,14 2,88 0,07 2,08 2,59 4,76 
E-2.3 0,68 4,17 0,36 0,34 0,82 1,27 4,17 
IAI5F 1,36 0,05 0,37 0,02 0,02 0,36 1,36 

Fonte: Próprio Autor. 

Legenda: FT (Farelo de Trigo); BC (Bagaço de Cana-de-açúcar); FT+BC (Mistura de Farelo de Trigo e 
Bagaço de Cana-de-açúcar (1:)1); PM (Palha de Milho) e PS (Pó de serragem)  

 

Dentre os substratos alternativos, a mistura de bagaço de cana-de-açúcar + farelo 

de trigo, foram os que apresentaram as maiores atividades enzimáticas. Segundo DaSilva 

(2005) o cultivo em estado sólido de uma forma geral apresentam os melhores resultados 

em relação ao cultivo submerso, pois fornecem ao fungo um ambiente mais próximo do 

seu habitat natural (madeira e matéria orgânica em decomposição), que estimula esta cepa 

para produzir mais enzimas hemicelulases. 

Na literatura, a utilização de resíduos agroindustriais como fonte fácil de acesso, 

para a produção de xilanase, foi relatada para vários fungos (Morretti et al., 2012; Chapla 
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et al., 2010; Facchini et al., 2011; Masui et al., 2012). Facchini et al (2011) observou a 

maior produção de xilanase (224,62 U g-1 ) por Aspergillus japonicus cultivado em farelo 

de soja, enquanto o  fungo Myceliophthora thermophila M.7.7 (1292.0 U g -1 ) teve sua 

maior atividade de xilanase em cultivo em bagaço de cana-de-açúcar (Morretti et al., 

2012), e neste mesmo substrato Chapla et al (2010) verificou a maior atividade de xilanase 

por Aspergillus foetidus MTCC 4898 (51,88 U g-1 ) . 

 

5.2. Efeito do tempo de cultivo na produção enzimática 
As linhagens P2D19 (BC+FT), EIFP1-14A (FT), EIFP2-4 (BC+FT), P2B6-1 

(BC), P5-7 (BC+FT) e CNS4 (FT) foram selecionadas na etapa anterior, no item 5.1 e em 

seguida submetidas a diferentes tempos de cultivo nos substratos que induziram maior 

atividade enzimática. 

A análise estatística dos dados foi feita por meio de análise de variância a 5% 

utilizando o software SISVAR (Sistema para Análise de Variância) e apresentadas na 

Tabela 2, e demonstraram que as melhores linhagens foram as P2D19, EIFP2-4 e  

P2B6-1, com valores médios de atividade enzimática de 17,29; 13,12 e 11,02 (U ml-1), 

respectivamente.  

Em relação atividade enzimática ao longo do tempo de cultivo, os valores 

apresentaram um comportamento de regressão quadrática, como observado na figura 4, 

apresentando o valor de R² de 0,73, sendo que os maiores valores são encontrados 

próximos do tempo de 72 horas. 

De acordo com a tabela 2 observou-se que a interação linhagem com o tempo é 

significativo a 1%, observando-se que os períodos de 72, 96 horas se apresentaram como 

os melhores tempos para a atividade enzimática de quatro das seis linhagens, porém o  

período de 72 horas ao contrário do de 96 horas, não se igualou estatisticamente com 

tempos que apresentaram valores de atividade inferiores. 

  



 
 

23 
 

Tabela 3 Fontes de variação e probabilidade F para Atividade e desdobramento de 
Linhagem dentro de cada nível de Tempo. 

Fontes de variação Atividade (U ml-1) 
Linhagem       
P5.7      6,51 c 
EIFP114    7,88 bc 
CNS4    5,91 c 
P2B6-1    11,02 abc 
EIFP2-4   13,12 ab 
P2D19      17,29 a 

Tempo 
y = -0,0031x2 + 0,5288x - 8,073 

R² = 0,73 
Probabilidade de F    

Linhagem 59,207** 
Tempo 118,227 
Linhagem x Tempo 9,557** 
Regressão    

Regressão Linear 19,19** 
Regressão Quadrática  22,95**   
CV (%) 12,01 
        

Linhagens Tempo 
  24h 48h 72h 96h 120h 

P5.7  0,51 b 2,14 ab 15,11 Aba 11,45 ABab 3,36 Bab 
EIFP114A  0,64 b 2,69 ab 16,44 Aba 12,94 ABab 6,66 Bab 
CNS4  1,98 b 4,34 ab 17,17 Aba 3,63 Bab 2,43 Bb 
P2B6-1  8,00 10,05 11,79 B 13,19 AB 12,07 AB 
EIFP2-4 7,32 12,13 16,47 AB 14,58 AB 15,09 AB 
P2D19  7,18 b 5,16 b 27,21 Aa 24,71 Aa 22,19 Aa 

ns = Não significativo, ** = Significativo a 1% de probabilidade, * = Significativo a 5% de probabilidade, 
letras maiúsculas se diferem entre linhagens e letras minúsculas entre tempos 

Fonte: Próprio Autor 

  

   

Os resultados do presente estudo estão de acordo com os dados apresentados por 

Shar e Madamwar (2005) que, trabalhando com A. foetidus, concluíram que a produção 

máximas de xilanase foi 72 horas. O resultado também está de acordo com Aguiar e 

Menezes (2000) que, em fermentação submersa com bagaço de cana não tratado 

utilizando A. niger, apresentaram melhor produção em 72 horas. 
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Figura 4 Regressão da produção enzimática para os diferentes tempos de cultivo dos 
isolados selecionados. 

 

 

 
Fonte: Próprio Autor  

 

 

5.3. Caracterização físico química da enzima.  
5.3.1. Efeito da temperatura na atividade enzimática. 

 As linhagens selecionadas e descritas no item 5.2 foram avaliadas em relação às 

condições ideais de temperatura para a produção de atividade enzimática. Pode se 

observar na Figura 5, que a temperatura ótima para as linhagens em estudo ficou entre os 

valores de 60ºC a 65ºC. 

De acordo com o trabalho de Durand (1984), fungos dos gênero Penicillium, 

Trichoderma reesei, Thielavia terrestres e Sporotrichum cellulophilum apresentam 

condições ótimas de temperatura para a produção enzimática de xilanase, nos valores de 

60 e 65ºC. 
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Figura 5 Influência da temperatura sobre a atividade de xilanase pelos isolados 
selecionados. 

 

Fonte: Próprio Autor  

 

 

5.3.2. Efeito do pH na atividade enzimática 
 
 As atividades de xilanase produzidas pelos fungos em estudo apresentaram pH 

ótimo entre os valores 5,0 a 6,5, o que é característico para as xilanases de linhagem 

fúngica. Na literatura em geral esse é o pH ótimo da maioria das xilanases estudadas.  

 De acordo com o trabalho de Alves-Prado (2010), estes mesmo valores de 

condições de pH ótimas de 5,0 a 6,0 foram encontrados para fungos do gênero 

Neosartorya. Enquanto que Singh et al. (2000) trabalhando com o fungo Thermomyces 

lanuginosus encontrou condições de pH ótimo com valores de 6,5. Em um estudo feito 

por  DaSilva et al., (2005) a xilanase produzida por Thermoascus aurantiacus apresentou 

pH ótimo entre 5,0-5,5, sendo os valores próximo ao obtido no presente estudo. 
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Figura 6 Influência do pH sobre a atividade de xilanase pelos isolados selecionados. 

 

 

 
Fonte: Próprio Autor  

 

 

 

 

 

5.4. Identificação dos isolados selecionados 
 

O isolado P2D19 foi identificado como o gênero Neosartorya, em projeto de 

pesquisa paralelo, Alves-Prado (2010) e o isolado EIFP2-4 foi identificado como gênero 

Aspergillus, através de analises de estruturas morfológicas. (Figura 7). 
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Figura 7 Análises das estruturas morfológicas do isolado EIFP2-4. 

 
Fonte: Próprio Autor 

Legenda: a) cultivo do isolado EIFP2-4 em meio PDA, após 48h de cultivo; b) conidióforo (aumento de 
100x);  c) conidióforo (aumento de 400x) e  d)conídios (aumento 400x)  

 
 
 

6. CONCLUSÃO 

Os fungos selecionados demostraram potencial para a produção de xilanase. A 

produção enzimática dos fungos foi influenciada pela fonte de carbono, sendo que a 

mistura dos resíduos farelo de trigo e bagaço de cana-de-açúcar (1:1 p/p) utilizados como 

substrato, teve uma maior influência na indução para da produção de xilanase. 

 Os isolados EIFP2-4 e P2D19 apresentaram os maiores valores de atividade de  

xilanase 270,8 U g-1 e 240,3 g-1 respectivamente, utilizando como substrato a mistura de 

farelo de trigo e bagaço de cana-de-açúcar (1:1p/p) sob cultivo em estado sólido, quando 

cultivado no tempo de 72 horas. 

Estes resultados indicam a viabilidade da incorporação de fontes de carbono 

alternativos, e como vários fatores influenciam no cultivo dos micro-organismos, 

incluindo-se o pH, temperatura, fontes de carbono e o tempo de cultivo, para que um 

processo biotecnológico seja viável economicamente.  
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Nota-se a importância de estudos acerca da interferência da utilização de 

diferentes substratos e um processo de cultivo dos micro-organismos para a produção 

enzimática, bem como a análise de outras variáveis que possam otimizar este processo.  
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