
          

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 
“JÚLIO DE MESQUITA FILHO” 

INSTITUTO DE BIOCIÊNCIAS – RIO CLARO unesp 
 

 

 

 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

(MICROBIOLOGIA APLICADA) 
 

 

 

 

 

PURIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE UMA XILANASE HALOTOLERANTE DE 

Aspergillus hortai CRM 1919 E APLICAÇÃO NA HIDRÓLISE DE SUBPRODUTOS 

AGROINDUSTRIAIS 

 

 

 

MICHEL RICARDO GRACIOLI 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rio Claro 

2018 

Dissertação apresentada ao instituto de 

Biociências do Campus de Rio Claro, 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de 

Mesquita Filho”, como parte dos requisitos 

para obtenção do título de Mestre em Ciências 

Biológicas (Microbiologia Aplicada). 

 

Orientadora: Profa. Dra. Eleonora Cano 

Carmona 



          

 

MICHEL RICARDO GRACIOLI 

 

 

 

 

 

PURIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE UMA XILANASE HALOTOLERANTE DE 

Aspergillus hortai CRM 1919 E APLICAÇÃO NA HIDRÓLISE DE SUBPRODUTOS 

AGROINDUSTRIAIS 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Instituto de 

Biociências do Campus de Rio Claro, 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de 

Mesquita Filho”, como parte dos requisitos para 

obtenção do título de Mestre em Ciências 

Biológicas (Microbiologia Aplicada). 

 

 

 

 

 

    Orientadora: Profa. Dra. Eleonora Cano Carmona 

Co-Orientador: Dr. Michel Brienzo 

 

 

 

 

 

 

 

Rio Claro 

2018 



 

Gracioli, Michel Ricardo 
      Purificação e caracterização de uma xilanase halotolerante
de Aspergillus hortai CRM 1919 e aplicação na hidrólise de
subprodutos agroindustriais / Michel Ricardo Gracioli. - Rio
Claro, 2018
      130 f. : il., figs., gráfs., tabs.

      Dissertação (mestrado) - Universidade Estadual Paulista,
Instituto de Biociências de Rio Claro
      Orientadora: Eleonora Cano Carmona
      Coorientador: Michel Brienzo

      1. Enzimas. 2. Endoxilanase. 3. Halotolerância. 4.
Hidrólise enzimática. 5. Subproduto agroindustrial. I. Título.

 
547.758
G731p

	 Ficha Catalográfica elaborada pela STATI - Biblioteca da UNESP
Campus de Rio Claro/SP - Adriana Ap. Puerta Buzzá / CRB  8/7987 





 

 
 

Dedicatória 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

À minha família, amigos e todos aqueles que, de 

alguma forma, contribuíram com o 

desenvolvimento deste trabalho. 

Dedico... 



 

 
 

AGRADECIMENTOS  

 

Aos meus pais, Cicero e Angela, pelo incentivo e força durante a minha caminhada até aqui. 

 

Ao meu irmão Filipe, pelos conselhos e apoio nas horas de dúvida. 

 

Aos pequenos, Igor, Téo, Dudu e todos os que não mais aqui estão, pelo amor mais puro e 

sincero que possa existir. 

 

Aos meus amados velhos amigos de infância, Pamela, Marcelo, Thais e Luma, pelo 

companheirismo na vida e por tornarem meus dias mais leves e divertidos... 

 

...e, também, aos meus - não tão velhos - amigos de UFSCar: Dayane, Gabrielle, Juanita e 

Mariana pelos quatro anos de boas risadas, micos e memes compartilhados. Pela nossa 

amizade!!  

 

A ragazza Camila, amiga de Itália e da vida, pela força, amizade e pelos bons momentos pré, 

durante e pós intercâmbio. Obrigado pela paciência e por me aguentar. 

 

A Cárol Terrone, companheira de laboratório, pela paciência e auxílio em todas as etapas desse 

trabalho. 

 

A Caroline de Freitas, Carmen Casonato e Juliana Montesino, pelos bons momentos passados 

no laboratório. 

 

A Deus, pelo conforto nas horas de inquietação. 

 

A Eleonora Cano Carmona e Michel Brienzo, pela orientação e auxílio durante todo o 

desenvolvimento deste trabalho. 

 

Ao CNPq pela bolsa de estudos. 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Non puoi scoprire nuovi oceani fino a quando non hai 

il coraggio di perdere di vista la spiaggia” 

Anonimo 



 

 
 

RESUMO 

 

As enzimas xilanases são de grande interesse biotecnológico em função da sua habilidade 

na degradação da molécula de xilana, a principal hemicelulose presente na parede celular de 

plantas. Tais enzimas encontram aplicações nos mais diversos ramos da indústria como na 

produção de alimentos e bebidas, de cosméticos, de ração animal, de biocombustíveis entre 

outros. Em razão da sua composição química, os subprodutos lignocelulósicos, produzidos em 

grande quantidade pela agroindústria, se apresentam como uma potencial fonte sustentável para 

a produção de valiosos compostos como biocombustíveis, fertilizantes, rações, produtos 

químicos e enzimas. Assim, tendo em vista esse contexto, foi desenvolvido o presente trabalho, 

cujo objetivo foi caracterizar e purificar a principal endoxilanase produzida por uma linhagem 

de Aspergillus hortai cultivado em estado sólido e aplicá-la, nas formas bruta e purificada, na 

hidrólise de subprodutos agroindustriais. A purificação da enzima foi alcançada após três etapas 

cromatográficas, respectivamente, uma cromatografia de troca iônica seguida por 

cromatografias de interação hidrofóbica e exclusão molecular. Ao final das etapas, a enzima 

purificada apresentou recuperação de 1,1% e fator de purificação de 15,8 vezes. A enzima bruta 

e purificada se mostrou tolerante ao NaCl na presença de até 4 M do sal. Por outro lado, foi 

pouco tolerante à presença de íons e alguns compostos como Hg2+, Cu2+, SDS, Triton X-100 e 

TWEEN 20/80. Em contrapartida, DTT e β-mercaptoetanol a 10 mM estimularam a atividade 

da enzima bruta em 13 e 19%, respectivamente. Para a enzima bruta, a temperatura e pH ótimos 

de reação foram, respectivamente, 60 °C e 6,0 tanto na ausência quanto na presença de NaCl 

0,5 e 2,5 M. Apresentou boa estabilidade térmica a 40 °C na ausência de NaCl, e foi ativada na 

presença de 0,5 M e 2,5 M do sal durante as 4 h de incubação. A enzima bruta e purificada foi 

estável em uma ampla faixa de pHs (3,0-8,0) na ausência e na presença de NaCl e apresentou 

alta especificidade pelas xilanas birchwood, beechwood e oat spelt, não tendo sido detectadas 

atividades endoglucanase sobre CMC, exoglucanase em Avicel e β-xilosidase em ρNPX. Após 

a purificação, os perfis de temperatura e pH ótimos de reação se mantiveram em 60 °C e 6, 

respectivamente. A enzima pura foi, também, bastante estável a temperatura de 40 °C, 

mantendo mais de 50% da atividade controle durante as 4 h de incubação, e ao pH, variando de 

3,0-8,0, na ausência e na presença de NaCl. Xilobiose e xilo-oligossacarídeos superiores foram 

os produtos formados na hidrólise da xilana oat spelt pela enzima purificada, sugerindo ação 

enzimática do tipo endoxilanase. A massa molecular aparente, após a purificação, foi estimada 

em 25,0 kDa por SDS-PAGE e em 14,8 kDa por exclusão molecular. Os parâmetros cinéticos 



 

 
 

Km e Vmáx em xilana de beechwood sofreram variações em resposta a presença de NaCl, sendo 

a maior eficiência catalítica obtida na presença de 2,5 M do sal (kcat/km 40,91). A análise da 

composição química dos subprodutos - sabugo, palha e folha de milho - revelou, 

respectivamente, 25,6%, 45,3% e 34,9% de carboidratos, 19,7%, 15,2% e 17,6% de lignina e 

9,0%, 17,4% e 24,0% de extrativos para a biomassa in natura e, 33,3%, 25,2% e 38,8% de 

carboidratos e 6,5%, 8,9% e 12,3% de lignina para a xilana extraída desses subprodutos. A 

extração das hemiceluloses utilizando tratamento alcalino oxidativo resultou em um rendimento 

de 64% para o sabugo, 18% para a palha e 50% para a folha. A enzima bruta e purificada foi 

capaz de hidrolisar as biomassas na forma in natura, bem como as xilanas extraídas desse 

material produzindo majoritariamente xilopentoses e xilohexoses. Sendo assim, pode-se 

afirmar que a xilanase bruta e purificada em estudo apresentou propriedades interessantes para 

a aplicação industrial, especialmente na produção de xilo-oligossacarídeos e em processos 

conduzidos sob elevada salinidade.  

  

    

Palavras-chave: endoxilanase, purificação, caraterização, Aspergillus hortai, halotolerância, 

hidrólise enzimática, xilana, subproduto agroindustrial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

ABSTRACT 

 

Xylanases raise a biotechnological interest due to its ability to degrade xylan. Such 

enzymes find use in a variety of industrial processes such as the production of food and 

beverage, cosmetics, animal feed, second generation ethanol, among many others. As for its 

chemical composition, lignocellulosic byproducts, widely produced by agroindustry, presents 

itself as a potential sustainable source for production of valuable composts like soil fertilizers, 

animal feed, chemical products and enzymes. In this context, the main xylanase produced by 

an Aspergillus hortae strain, cultivated in solid state (SSF), was characterized, purified and 

applied in the hydrolysis of hemicellulose from corn by-products. Enzyme purification was 

achieved after three chromatographyc steps, respectively, an ion exchange chromatography 

followed by hydrophobic interaction and molecular exclusion chromatographys. After the 

purification steps, a final yield of 1.1% and purification fold of 15.8 was achieved. Both crude 

and purified enzyme showed high tolerance to NaCl in the presence of up to 4 M of the salt. 

The enzyme displayed a very low tolerance to some metal ions and chemical compounds, 

especially Hg2+, Cu2+, SDS, Triton X-100 and TWEEN 20/80. On the other hand, DTT and β-

mercaptoetanol at 10 mM stimulated crude enzyme activity in 13% and 19%, respectively. As 

for the crude enzyme, optimum temperature and pH were, respectively, 60 °C and 6.0, in the 

absence and presence of 0.5 and 2.5 M NaCl. It showed good thermal stability at 40 °C in the 

absence of NaCl and was activated in the presence of 0.5 and 2.5 M of the salt throughout the 

4 h incubation time. Crude and purified enzyme was also stable over a wide pH range (3.0 - 

8.0) both in the absence and presence of NaCl and presented high specificity for birchwood, 

beechwood and oat spelt xylans, not showing detectable endoglucanase, exoglucanase and β-

xylosidase activities. After purification, optimum temperature and pH profiles remained at 60 

°C and 6.0, respectively. Purified enzyme showed good stability at 40 °C, being able to retain 

more than 50% of the control activity during 4 h of incubation, and to the pH, varying from 3.0 

to 8.0, in the absence and in the presence of NaCl. Xylobiose and xilooligosaccharides were the 

products of oat spelt xylan hydrolysis by the purified enzyme, suggesting an endoxilanase mode 

of action. The apparent molecular mass, after purification, was estimated to be 25.0 kDa by 

SDS-PAGE and 14.8 kDa by exclusion chromatography. Kinetic parameters of Km and Vmáx 

using beechwood xylan were 5.12 mg/mL and 14.25 µmol/min.mL, respectively, in the absence 

of NaCl, 9.56 mg/mL and 20.80 µmol/min.mL in the presence of 0.5 M and 3.13 mg/mL and 

9.22 µmol/min.mL in the presence of 2.5 M of the same salt. Chemical analysis of the biomasses 

from corn cob, stover and leaves, revealed a composition of, respectively, 25.6%, 45.3%, 34.9% 



 

 
 

carbohydrates, 19.7%, 15.2%, 17.6% lignin and 9.0%, 17.4%, 24.0% extractives for in natura 

biomasses and 33.3%, 25.2%, 38.8% carbohydrates and 6.5%, 8.9%, 12.3% lignin for the 

extracted hemicelluloses. Hemicellulose extraction yields were of 64% for corn cob, 18% for 

stover and 50% for leaves. Both crude and purified enzyme was capable of hydrolyzing in 

natura biomasses, as well as the extracted hemicelluloses from these materials, producing 

mainly xylopentoses and xyloheoses. In summary, the xylanase presented attractive properties 

for industrial applications, especially in the production of xyloolygossacharides and in those 

carried out under high NaCl concentration.  

 

 

Key-words: endoxylanase, purification, characterization, Aspergillus hortai, halotolerance, 

hidrolysis, xylan, agroindustrial by-products. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A intensa atividade agrícola do Brasil é responsável pela geração anual de milhões de 

toneladas de subprodutos sólidos (ABIB, 2011; BRASIL, 2011). O grande problema 

relacionado à essa produção está na sub-exploração desses materiais, os quais, sem aplicação 

viável, acabam sendo destinados de maneira incorreta, podendo gerar grandes danos 

ambientais. Por outro lado, estes subprodutos são caracterizados como biomassas 

lignocelulósicas, sendo compostos por celulose, hemiceluloses e lignina, além de outros 

polissacarídeos, proteínas e lipídios, em menor porcentagem, e podem ser reaproveitados para 

a produção de diversos compostos de alto valor agregado como enzimas, corantes naturais, 

ácidos orgânicos entre outros (KAPOOR; PANWAR; KAIRA, 2016). 

A atividade do setor agrícola é uma das mais importantes para a economia brasileira, 

tendo grande participação no PIB (Produto Interno Bruto) do país. Dentre as culturas 

economicamente mais representativas, destaca-se as da cana-de-açucar, do café e do milho, a 

partir das quais, são geradas, anualmente, toneladas de subprodutos lignocelulósicos sólidos. 

Em particular, da cultura do milho, são gerados, como principais subprodutos a palha, restos de 

colmo (caule), folhas, cascas e sabugo (AMARASEKARA, 2014), cujas destinações, 

geralmente, são a queima, para a geração de energia, e a alimentação animal, o que demonstra 

a subvalorização de um material com potencial para utilização na conversão em novos 

compostos.  

  A xilana é o segundo polissacarídeo mais abundante encontrado na natureza, depois da 

celulose, pois é a hemicelulose presente em maior proporção nos resíduos lignocelulósicos 

(DAMM et al., 2016). A xilana da parede celular vegetal é um heteropolissacarídeo constituído 

por uma cadeia principal de resíduos de D-xilose unidos por ligações β-1,4, podendo apresentar 

ramificações principalmente de α-L-arabinose, ácidos D-glucurônico ou 4-O-metil-D-

glucurônico, ácidos ferúlico e ρ-cumárico ligados aos resíduos de L-arabinose, além de 

grupamentos acetil e outros em menor proporção (JUTURU; WU, 2012; SUN et al. 2016). 

Dada a complexidade da molécula de xilana, para a sua completa hidrólise é necessário que um 

sistema enzimático complexo atue sobre o material lignocelulósico de forma conjunta. Este 

sistema inclui diversas enzimas, como as β-1,4-endoxilanases, as -xilosidases, as α-L-

arabinofuranosidases, as α-glucuronidases entre outras (BEG et al., 2001; BAJPAI, 1997). A 

conversão de biomassa lignocelulósica em produtos de interesse representa uma significativa 

parte do esforço no sentido de se alcançar a viabilidade econômica do processamento da 
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biomassa, bem como do desenvolvimento de diferentes formas de produção de compostos de 

interesse econômico e de energia renovável (DUMON et al., 2012; QING et al., 2013).  

As β-1,4-endoxilanases (EC. 3.2.1.8), também chamadas xilanases, são hemicelulases 

capazes de catalisar a hidrólise das ligações glicosídicas β-1,4 da cadeia principal da xilana, 

liberando xilo-oligossacarídeos (BIELY, 1985; POLIZELI et al., 2005; GRAY et al., 2006). O 

interesse na produção de enzimas xilanolíticas, em especial das xilanases, tem ganhado atenção 

nas últimas décadas em vista da sua ampla possibilidade de aplicação em diversos setores da 

indústria, incluindo a produção de cosméticos, alimentos, biocombustíveis, ração animal, na 

clarificação de sucos e vinhos, no biobranqueamento de papel e celulose, na indústria têxtil e 

no tratamento de resíduos, cujos mercados movimentam milhões de dólares anualmente 

(UMSZA-GUEZ et al., 2011, KUMAR et al., 2017). Além dessas, uma interessante, e menos 

estudada, aplicação que, também, vem se destacando principalmente no mercado internacional, 

é a produção de xilo-oligossacarídeos (XOS), a partir de subprodutos de origem lignocelulósica. 

Os XOS são oligômeros constituídos de xilose e proporções variadas de grupos substituintes 

como acetil, ácidos urônicos e fenólicos (KABEL et al., 2002). Tais compostos têm sido 

obtidos, com sucesso, a partir de processos hidrolíticos da biomassa lignocelulósica e 

apresentam alto potencial de aplicação em diversos ramos industriais, incluindo o setor 

farmacêutico, de química fina, alimentício e na agricultura (BRIENZO, 2010; MANRICH, 

2012; POLIZELI et al., 2005; VÁZQUEZ et al., 2005).  

Assim, em vista da ampla possibilidade de aplicações das enzimas xilanases, somada à 

grande geração de subprodutos lignocelulósicos e à possibilidade de reutilização desse material 

com o emprego de tais enzimas, foi desenvolvido o presente trabalho, o qual buscou a 

purificação, a caracterização e a aplicação de uma endoxilanase produzida por uma linhagem 

de Aspergillus ainda pouco estudada nesse sentido. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Biomassa lignocelulósica e subprodutos agroindustriais  

 

A biomassa lignocelulósica é categorizada em quatro principais grupos segundo sua 

proveniência: (1) biomassa florestal, (2) subprodutos agriculturais (cascas de arroz, trigo, palha 

de malte, palha de milho, bagaço da cana-de-açúcar), (3) culturas energéticas (switchgrass, 

miscanto, cana-energia), e (4) tipos variados de resíduos celulósicos (resíduos municipais, 

serragem, polpas vegetais) (KIM; LEE; KIM, 2016). Em relação aos subprodutos agriculturais, 

uma grande variedade desses materiais tem sido empregada no cultivo de micro-organismos, 

visando a produção de compostos de alto valor agregado como as enzimas. Entre os substratos 

mais utilizados para esse fim estão o bagaço da cana-de açúcar, farelos de trigo, palha de arroz 

e de milho, sabugo de milho, pseudocaule de bananeira, restos do cultivo da mandioca, soja, 

café, frutas e vegetais entre outros (KAPOOR; PANWAR; KAIRA, 2016). Só no Brasil, mais 

de 240 milhões de toneladas de resíduos sólidos são gerados anualmente levando-se em 

consideração apenas as culturas mais representativas em termos de área cultivada no país: cana, 

café e milho (ABIB, 2011; BRASIL, 2012; CONAB, 2016; IPEA, 2012). A cultura do milho 

(Zea mays), correspondende a aproximadamente 23,0% do total da área plantada no país (IPEA, 

2012). A maior parte da produção desse grão é destinada à ração animal, mas ele também pode 

ser transformado em óleo, farinha, amido, margarina, flocos para cereais matinais, entre outros 

produtos. Em escala global, o Brasil ocupa a terceira posição na produção de milho. Essa grande 

produção, é seguida por uma expressiva geração de subpodutos sólidos, calculados em 

aproximadamente 36 milhões de toneladas somente no ano de 2016 (ABIB, 2011; 

NASCIMENTO, 2017). Da cultura são gerados, como principais subprodutos, a palha, restos 

de colmo (caule), folhas, cascas e sabugo (AMARASEKARA, 2014), cujas destinações, 

geralmente, são a queima, para a geração de energia e a alimentação animal.  

Biomassa lignocelulósica é o termo utilizado para descrever o material formado da parede 

celular dos vegetais (AMARASEKARA, 2014; KUMAR; GAUTAM; DUTT, 2016). Esse 

material é composto, majoritariamente, por carboidratos (celulose e hemicelulose) e lignina, 

além de proteínas, lipídios e substâncias inorgânicas. A composição exata de tais componentes 

nos diversos tipos de biomassa é bastante variável e dependente da espécie de planta, do tipo 

de tecido e até mesmo do estágio de desenvolvimento (GUERRIERO et al., 2016; KIM; LEE; 
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KIM, 2016). Um esquema da estrutura da parede celular vegetal e a organização dos seus três 

principais componentes: celulose, hemicelulose e lignina é mostrado na Figura 1.  

 A celulose é o principal componente da parede celular vegetal. Sua molécula é 

constituída por uma cadeia linear não ramificada de dez a quinze mil resíduos de D-glicose 

unidos aos pares (celobioses) por ligações glicosídicas do tipo β-1,4 (MARIANO; KISSI; 

DUFRESNE, 2014; SUN et al., 2016, WERTZ; MERCIER; BÉDUÉ, 2010). Tal configuração 

permite que as longas cadeias de glicose se unam paralelamente umas às outras por meio da 

formação de pontes de hidrogênio, intra e intermoleculares entre os grupos hidroxil presentes 

nas glucopiranoses, e forças de Van der Waals, dando origem às microfibrilas. As microfibrilas, 

por sua vez, se reúnem em feixes maiores, formando as fibrilas de celulose, que se encontram 

imersas em uma matriz amorfa de hemiceluloses e lignina (MIAO; HAMAD, 2013; SAINI; 

SAINI; TEWARI, 2014). As moléculas de celulose se estruturam de maneira bifásica: quando 

organizadas de forma ordenada, formam regiões cristalinas altamente estáveis e mecanicamente 

resistentes, quando arranjadas de forma menos ordenada, formam regiões amorfas menos 

resistentes (CIOLACU; CIOLACU; POPA, 2011; DHYANI; BHASKAR, 2017; MCCANN; 

CARPITA, 2015; MOON et al., 2011).  

Como segundo maior componente em abundância na parede celular vegetal, após a 

celulose, estão as hemiceluloses: polissacarídeos complexos constituídos por uma cadeia 

principal de açúcares com até 200 monômeros, sendo a xilose e a manose, os mais comuns. As 

hemiceluloses estão presentes na interface entre as microfibrilas de celulose e a lignina, 

conferindo adesão e coesão a esses componentes sendo que, as quantidades, bem como a 

estrutura e o grau de polimerização são altamente variáveis de acordo com a espécie da planta. 

A natureza amorfa das hemiceluloses conferem uma baixa resistência mecânica à molécula, a 

qual é facilmente hidrolisada e solubilizada na presença de ácidos ou bases diluídas, bem como 

por hemicelulases (ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD, 2014; DHYANI; BHASKAR, 2017; 

KUMAR; GAUTAM; DUTT, 2016). 

A lignina, fração mais complexa da biomassa lignocelulósica, por sua vez, é um polímero 

heterogêneo e amorfo de alta massa molecular. Apresenta estrutura tridimensional composta 

predominantemente por unidades de fenilpropano substituídas pelos álcoois coniferil, sinapil e 

p-coumaril, dando origem às subunidades guaiacil, siringil e hidroxilfenil, respectivamente. Na 

parede celular vegetal, a lignina encontra-se firmemente associada aos carboidratos por meio 

de diversos tipos de ligações, especialmente as do tipo éter e éster, de forma que preenche e une 

as lacunas entre e em torno da celulose e da hemicelulose como uma “cola”. Deste modo, 
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confere rigidez, impermeabilidade e proteção a ataques microbianos (PENG et al., 2011; 

RAGAUSKAS et al., 2014). A lignina está presente em toda biomassa de origem vegetal, no 

entanto, a composição exata dos seus componentes, bem como o seu grau de polimerização, 

são amplamente variáveis de acordo com o tipo de planta (ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD, 

2014). 

 

Figura 1 - Esquema simplificado da estrutura da parede celular vegetal. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Microfibrilas de celulose organizadas em fibras associadas à hemicelulose que, por sua vez, está 

covalentemente ligada à lignina, a qual preenche as lacunas entre a celulose e a hemicelulose. Fonte: 

adaptado de Volynets, Mozaffari e Dahman (2016).  

 

Além desses três principais componentes, a biomassa é, também, composta por 

extrativos/voláteis e outros componentes inorgânicos em menor quantidade. Os extrativos são 

compostos orgânicos intermediários do metabolismo da planta, neles se incluem alcalóides, 

gorduras, mucilagens, pectinas, proteínas, resinas, ceras, pigmentos e clorofilas. Funcionam 

como reserva energética e como mecanismo de defesa contra o ataque de micro-organismos e 

insetos. Tais componentes são facilmente extraídos do material utilizando solventes polares 

como água e álcool, ou apolares como hexano e tolueno. Já, os componentes inorgânicos são 

aqueles que se apresentam como cinzas após combustão da biomassa. As cinzas podem ser 

componentes intrínsecos da biomassa, como íons de alumínio, cálcio, magnésio, potássio e 

sódio, ou adicionados de forma antropogênica como a sílica, recolhida durante a colheita do 

material (AMARASEKARA, 2014; DHYANI; BHASKAR, 2017). Apesar de pequena 

representação na composição total da biomassa, tais componentes podem exercer a maior 

Celulose 

Lignina 

Hemicelulose 
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influência na determinação do melhor processo de conversão (WILLIAMS; EMERSON; 

TUMULURU, 2017). 

Dada a abundância desses componentes na parede celular vegetal, especialmente dos 

carboidratos, o material lignocelulósico, subproduto da agroindústria, se apresenta como uma 

potencial fonte sustentável para a produção de valiosos compostos como biocombustíveis, 

fertilizantes, rações, produtos químicos e enzimas (KAPOOR; PANWAR; KAIRA, 2016). 

Nesse sentido, diversas tecnologias voltadas para a conversão da biomassa têm surgido nas 

últimas décadas, tendo como principal objetivo, tornar o processo economicamente viável. A 

parede celular vegetal naturalmente evoluiu de forma a apresentar complexos mecanismos 

químicos e estruturais que contribuem para a resistência do material lignocelulósico a ataques 

físicos, químicos e enzimáticos. Exemplos incluem a presença de tecido epidérmico, 

particularmente a cutícula e ceras epicuticulares, o arranjo e densidade dos feixes vasculares e 

o seu grau de lignificação. Essa resistência, também conhecida como recalcitrância, tem sido a 

principal responsável pelos altos custos de conversão do material lignocelulósico e, o maior 

desafio a ser superado no campo das tecnologias baseadas na conversão da biomassa (HIMMEL 

et al., 2007; MCCANN; CARPITA, 2015; SILVEIRA et al., 2013).  

 

2.2 Hemiceluloses e xilana 

 

As hemiceluloses constituem um grupo de homo e heteropolissacarídeos não celulósicos, 

de baixa massa molecular, associados às fibras de celulose através de pontes de hidrogênio e, à 

lignina, por ligações covalentes (DAMM et al., 2016). A classificação das frações de 

hemicelulose se dá de acordo com o principal, ou principais, monossacarídeos presentes em sua 

cadeia principal, incluindo, entre eles, pentoses (D-xilose e L-arabinose) e hexoses (D-glicose, 

D-manose e D-galactose). Ainda, como grupos pendentes podem aparecer ácidos urônicos (4-

O-metil-D-glucuronico, D-glucuronico e D-galacturonico) e, com menor frequência, L-

ramnose e L-fucose. A maioria das hemiceluloses são compostas por dois a seis desses açúcares, 

que se organizam dando origem a uma variedade de hemiceluloses com diferentes estruturas 

que vão de lineares, nas homoxilanas, a altamente ramificadas, nas heteroxilanas 

(BASTAWDE, 1992; HEINZE; DAUS, 2015; MANRICH, 2012; SCHELLER; ULSKOV, 

2010).  

Nas madeiras moles, as principais hemiceluloses presentes são as xilanas e as 

glucomananas, sendo essas geralmente não acetiladas apresentando grau de polimerização de 
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70 a 130 unidades monoméricas. Já, nas madeiras duras, a xilana é a principal hemicelulose e, 

nesse caso, pode ser acetilada e se encontra em um grau de polimerização maior, de 150 a 200 

unidades (BEG et al., 2001; MENON; PRAKASH; RAO, 2010). A xilana é o segundo 

polissacarídeo mais abundante encontrado na natureza, depois da celulose e é, também, a 

hemicelulose presente em maior proporção na parede celular das gramíneas (DAMM et al., 

2016) podendo representar até 15% da biomassa da madeira de folhosas, e até 50% dos tecidos 

de monocotiledôneas, gramíneas e cereais (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005; 

KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999). É constituída por uma cadeia principal de resíduos de 

D-xilose unidos por ligações β-1,4, majoritariamente, podendo existir na forma de homo ou 

heteroxilanas, conforme a presença de grupos substituintes na cadeia principal. As homoxilanas 

são homopolissacarídeos de xilose não ramificados, incluem as β-1,4-D-xilanas (Figura 2a), 

as β-1,3-D-xilanas (Figura 2b), e as β-1,3; 1,4-D-xilanas (Figura 2c) Estas últimas são pouco 

comuns em ambientes naturais e têm sido comumente obtidas de poucas fontes, incluindo 

alguns tipos de algas (Palmariales sp., Nemaliales sp., Caulerpa sp. e Bryopsis sp.) e plantas 

(Cyamopsis tetragonoloba, Nicotiana tabacum, Stipa tenacissima) (HEINZE; DAUS, 2015; 

SHANKAR; GUPTA, 2016; ZHOU et al., 2016).  

 

Figura 2 - Estrutura esquemática das cadeias de homoxilana. 

 

 a)  β-1,4-D-xilana  

 

 

 

b)  β-1,3-D-xilana 

 

 

 

c)  β-1,3;1,4-D-xilana 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Zhou et al. (2016). 

 

As heteroxilanas, por sua vez, são polissacarídeos de xilose ramificados, classificados em 

glucuronoxilanas, arabinoxilanas, arabinoglucuronoxilanas e glucuronoarabinoxilanas. Esta 
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classificação é baseada em seus constituites e grupos substituintes que podem ser de D-xilose, 

D-galactose, D-glicose, L-arabinose, ácidos D-glucurônico ou 4-O-metil-D-glucurônico, ácidos 

ferúlico e ρ-cumárico, ligados aos resíduos de L-arabinose, além de grupamentos acetil e outros 

em menor proporção (SUN et al. 2016; ZHOU et al., 2016) (Figura 3). Tais grupos substituintes 

proporcionam estabilidade a molécula, sendo importantes na determinação da sua solubilidade, 

conformação física, reatividade com os outros componentes hemicelulósicos, suscetibilidade à 

degradação por enzimas, entre outras propriedades funcionais (PASSARINHO, 2014). As 

heteroxilanas são moléculas naturalmente mais abundantes sendo encontradas, principalmente, 

nas paredes primárias de gramíneas e nas paredes secundárias de angiospermas (DINAND; 

VIGNON, 2001; JOSELEAU; COMTAT; RUEL, 1992). 

 

Figura 3 - Estrutura esquemática da molécula de heteroxilana.  

 

Esquema de molécula composta por uma cadeia principal de resíduos de D-xilose, seus principais grupos 

substituintes e respectivos sítios de ataque pelas enzimas xilanolíticas. Fonte: Adaptado de Dodd; Cann 

(2009). 

 

Dada a variabilidade e complexidade da cadeia de xilana, para a sua completa hidrólise, 

é necessária a ação sinérgica de um sistema enzimático com ação nos grupos substituintes. Este 

sistema inclui diversas enzimas, como as acetil xilana esterases (EC 3.1.1.72), responsáveis 

pela remoção dos grupos acetil, as feruloil-esterases de ácido ferúlico (EC 3.1.1.73) e ρ-

cumárico (EC 3.1.1), que hidrolisam as ligações ésteres desses ácidos, as glucuronidases (EC 
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3.2.1.139), que hidrolisam as ligações α-1,2 do ácido glucurônico com os resíduos de xilose, e 

as α-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55), que hidrolisam as ligações entre os resíduos de α-L-

arabinose e β-D-xilose. Com a remoção desses grupos substituintes, a cadeia principal de xilana 

fica mais exposta e, então, pode ser facilmente hidrolisada pelas β-1,4-endoxilanases (EC 

3.2.1.8), que atuam internamente à molécula, liberando xilobiose e xilo-oligossacarídeos 

superiores, e pelas β-xilosidases (EC 3.2.1.37), que apresentam afinidade por xilobiose e xilo-

oligossacarídeos curtos, liberando monômeros de xilose (Figura 3) (BEG et al., 2001; DODD; 

CANN, 2009; GÍRIO et al., 2010; POLIZELI et al., 2005;). 

A conversão das hemiceluloses em produtos de interesse representa uma significativa 

parte do esforço no sentido de se alcançar a viabilidade econômica do processamento da 

biomassa lignocelulósica (DUMON et al., 2012; QING et al., 2013). As hemiceluloses 

apresentam excelentes propriedades como biodegradabilidade, biocompatibilidade e 

bioatividade, que possibilitam sua aplicação, na forma nativa ou modificada, em uma variedade 

de processos em diferentes áreas como na indústria de alimentos (prebióticos e adoçantes), 

farmácia e medicina (xilo-oligossacarídeos e curativos), energia (biocombustíveis e biogás), 

química (fonte de ácido lático e ferúlico, produção de butanol, vanilina, furfural e quitosana), 

de materiais poliméricos (biofilmes e bioadesivos), biossurfactantes, e como aditivos ou agentes 

floculantes na indústria de papel (CHEN et al., 2016; MENON; PRAKASH; RAO, 2010; 

PENG; SHE, 2014; PETZOLD-WELCKE et al., 2014).  

  

2.3 Pré-tratamento do material lignocelulósico 

 

Em um processo integrado de conversão da biomassa lignocelulósica para a produção de 

compostos de valor agregado, o pré-tratamento é elemento chave considerando-se que o sucesso 

das etapas subsequentes de sacarificação e fermentação depende, em grande parte, dos 

resultados dessa fase (KIM; LEE; KIM, 2016). A aplicação de um pré-tratamento tem como 

objetivos principais a remoção de componentes químicos indesejáveis e a diminuição da 

recalcitrância do material para as etapas posteriores do processo. A recalcitrância representa 

uma barreira à degradação dos polissacarídeos e da lignina, logo, para que se consiga isolar 

cada um desses componentes, é necessário realizar alterações nas propriedades estruturais da 

matriz lignocelulósica. Tais alterações podem ser feitas por meio de diversos pré-tratamentos, 

que podem ser químicos, físicos, físico-químicos e/ou biológicos (Tabela 1). Uma vez que 

diferentes materiais lignocelulósicos possuem diferentes propriedades físico-químicas, a 
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adoção do pré-tratamento mais adequado deve ser baseada nas propriedades do material e no 

componente que se deseja isolar. Em geral, um pré-tratamento ideal é aquele que possibilita a 

obtenção do produto de interesse, a custos de processamento razoáveis, sem degradá-lo e sem 

produzir compostos tóxicos como, por exemplo, furfural, hidroximetilfurfural, ácidos acético, 

fórmico e levulínico, compostos fenólicos e sais, que podem inibir a ação microbiana posterior 

e, consequentemente, levar a um baixo rendimento da fermentação. 

Entre os diversos pré-tratamentos apresentados (Tabela 1), o ácido leva a 

despolimerização da xilana, permitindo sua obtenção na forma monomérica, já o alcalino e o 

oxidativo em meio alcalino permitem a sua obtenção na forma de polissacarídeos solúveis. Tais 

pré-tratamentos, assim como os produtos resultantes das suas aplicações são industrialmente 

bastante interessantes. Em vista disso, os próximos tópicos apresentam um maior detalhamento 

destes tipos de pré-tratamentos.
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Tabela 1 - Exemplos de pré-tratamentos aplicados ao material lignocelulósico. 

Métodos Breve descrição do método Referências 

Físicos 

Extrusão 

Cilindro aquecido (>300 °C) com um ou dois parafusos giratórios em seu 

interior. O cisalhamento entre os parafusos e as paredes do cilindro gera a 

tensão necessária para triturar a biomassa. 

 

MAURYA; SINGLA; 

NEGI, 2015; WAHID et 

al., 2015; ZHENG; 

REHMANN, 2014 

 

Micro-ondas 

 

Ação de micro-ondas que criam um campo magnético responsável pela 

vibração das ligações polares dos componentes da biomassa, com geração de 

calor, favorecendo a disrupção do material, criando poros em sua estrutura. 

 

ETHAIB et al., 2015; 

PULIGUNDLA; OH; 

MOK, 2016 

 

Moagem de bolas 

 

Tambor rotatório com esferas, geralmente de metal. Biomassa em meio úmido 

ou seco. O atrito físico entre as bolas, associado a rotação do tambor gera a 

tensão necessária para triturar a biomassa. 

 

AKHTAR et al., 2016; 

KUMAR; SHARMA, 

2017 

 

Pirólise 

Processo de degradação térmica onde a biomassa é sujeita a altas temperaturas 

(~290-800 °C) na ausência de agentes oxidantes como o oxigênio, por períodos 

de tempo variáveis.  

BRIDGWATER, 2012; 

KUMAR; SHARMA, 

2017; 

 

Químicos 

 

Hidrólise ácida 

 

Quebra de ligações glicosídicas com ácidos, geralmente sulfúrico ou clorídrico, 

concentrado e/ou diluído, associado a tempo, temperatura e pressão variáveis.  

KUMAR; SHARMA, 

2017; TRAJANO; 

WYMAN, 2013 

 

 

Hidrólise alcalina 

 

 

Hidrólise da biomassa com uma base, geralmente hidróxido de sódio, de 

potássio, de cálcio, amônia ou uréia, em temperaturas amenas. Os agentes 

alcalinos promovem um inchaço das fibras, aumentando a porosidade do 

material, favorecendo sua ruptura. 

KIM; LEE; KIM, 2016; 

SINGH; SUHAG; 

DHAKA, 2015;  

XU; SUN, 2016 

 

 

Organosolv 

 

Hidrólise da biomassa, a altas temperaturas, com solventes orgânicos como 

metanol, etanol, acetona e etilenoglicol, ou suas misturas com ou sem ácidos. 

 

KUMAR; SHARMA, 

2017; MOOD et al., 2013; 

SIDIRAS; SALAPA, 2015 
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Oxidativo  

 

Adição de um agente oxidante, geralmente o peróxido de hidrogênio, à 

biomassa, em meio líquido. A hidrólise resulta de diversas reações como 

substituições eletrolíticas, quebra de ligações alquil/aril éter, e/ou de núcleos 

aromáticos presentes nas moléculas.   

 

MAURYA; SINGLA; 

NEGI, 2015; LI et al., 

2013  

Ozonólise 

 

Utilização de gás ozônio como agente oxidante o qual reage com os 

componentes da biomassa, principalmente a lignina, promovendo sua 

desestruturação. 

 

MOOD et al., 2013; 

TRAVAINI et al., 2016  

 

Líquidos iônicos 
Dissolução dos componentes lignocelulósicos por sais iônicos na forma 

liquída, geralmente sais imidazólicos.  

REDDY, 2015; WANG et 

al., 2017 

Físico-químicos 

Explosão a vapor 

Tratamento da biomassa em ambiente saturado com vapor, a alta temperatura e 

pressão, por alguns segundos/minutos, seguido de rápida descompressão, 

rompendo a estrutura do material lignocelulósico. 

BRODEUR et al., 2011; 

KUMAR; SHARMA, 

2017 

 

Auto hidrólise 

 

 

Hidrólise da biomassa com água, a alta temperatura e pressão por alguns 

minutos. A água pressurizada em alta temperatura libera ácido acético da 

hemicelulose, acidificando o meio e desestruturando a matriz lignocelulósica. 

 

 

PUTRO et al., 2016; YAN 

et al., 2016; ZHUANG et 

al., 2016 

 

Ultrassom 

 

Formação de bolhas de cavitação no meio liquido contendo a biomassa sendo 

que, a implosão das bolhas gera condições extremas de temperatura e pressão, 

que desintegram a estrutura do material lignocelulósico. 

KUMAR; SHARMA, 

2017; RANJAN et al., 

2016 

Biológico Micro-organismos 
Hidrólise da biomassa lignocelulósica por enzimas secretadas por micro-

organismos, geralmente fungos (brancos, amarelos e marrons) e bactérias. 

AKHTAR et al., 2016; 

MOOD et al., 2013; 

PUTRO et al, 2016 
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2.3.1 Pré-tratamento ácido 

 

A hidrólise ácida é considerada um dos métodos mais promissores para o tratamento da 

biomassa no sentido da implementação industrial com o objetivo de formação de açúcares para 

a conversão enzimática (REZENDE et al., 2011; YANG; WYMAN, 2008). Uma das principais 

vantagens desse método consiste na capacidade dos ácidos em ultrapassar a camada de lignina 

e hidrolisar os polissacarídeos de celulose e hemicelulose, liberando moléculas individuais de 

açúcares. Diversos tipos de ácidos podem ser utilizados nos pré-tratamentos ácidos incluindo 

H3PO4, HNO3, HCOOH, H2SO4 e HCl sendo, os dois últimos, os mais comumente usados para 

a hidrólise de biomassas lignocelulósicas (LENIHAN et al., 2010). As transformações químicas 

da biomassa durante um pré-tratamento ácido resultam de uma ação combinada entre pH baixo, 

pressão, tempo de residência (de 1 min a 1 h) e temperatura (150-200 ºC) (FOUGERE et al., 

2016; SAHA et al., 2005). Além desses elementos, os processos de hidrólise ácida também 

necessitam de quantidades adequadas de água para uma elevada eficiência. Isto porque é no 

meio aquoso que ocorre a dissociação do ácido, o qual é transportado para o interior da 

biomassa, onde realiza a quebra das ligações moleculares (GURGEL, 2010; HAMELINCK, 

2005). Os processos de hidrólise ácida são conduzidos sob duas principais condições: na 

presença de ácido concentrado e/ou diluído. 

- Hidrólise ácido-concentrada: Processo aplicado principalmente com vistas a 

descristalização da celulose. O ácido, na forma concentrada, é capaz de promover o rompimento 

das pontes de hidrogênio entre as cadeias de glicose, levando a porção cristalina da molécula a 

um estado mais amorfo. A reação é conduzida em concentrações de ácido entre 10,0 e 30,0%, 

temperaturas amenas e curtos períodos de tempo, resultando em um alto rendimento em 

açúcares, caraterístico desse procedimento (IRANMAHBOOB; NADIM; MONEMI, 2002). A 

utilização de ácidos concentrados, no entanto, exige certos cuidados visto que são tóxicos, 

perigosos e requerem a utilização de reatores e instrumentos resistentes a corrosão. Além disso, 

é importante que os ácidos utilizados sejam facilmente recuperados após a hidrólise, para que 

o processo seja ambientalmente amigável e economicamente viável (SZENGYEL, 2000). 

- Hidrólise ácido-diluída: Entre os pré-tratamentos químicos, a hidrólise com ácidos 

diluídos é, provavelmente, o mais aplicado, seja como tratamento prévio a hidrólise enzimática, 

seja como o principal processo, com vistas a obtenção de açúcares a partir do material 

lignocelulósico (QURESHI; MANDERSON, 1995). Nessa reação, quantidades pequenas, entre 

2 e 5%, de ácido são utilizadas e, principalmente a hemicelulose é hidrolisada, produzindo uma 
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fração líquida rica em açúcares. Nesse caso, no entanto, o processo deve ser conduzido sob altas 

temperaturas (100-200 °C), para se obter altas taxas de conversão, o que pode favorecer a 

degradação dos carboidratos e da lignina em compostos tóxicos como furfural e 

hidroximetilfurfural, reduzindo o rendimento da fermentação posterior (Figura 4).   

 

Figura 4 - Principais produtos de degradação da biomassa lignocelulósica após pré-tratamento 

ácido. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Formação de compostos inibidores da ação microbiana resultantes da degradação dos 

monossacarídeos e da lignina. Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

2.3.2 Pré-tratamento alcalino 

 

Tratamentos alcalinos desempenham um importante papel na biorefinaria da biomassa 

lignocelulósica, podendo ser aplicados não só como etapa de pré-tratamento, mas também, 

como o principal método de fracionamento do material lignocelulósico (KIM; LEE; KIM, 

2016). A reação alcalina é, essencialmente, um processo de deslignificação no qual uma grande 

quantidade de hemicelulose é, também, solubilizada (ZHENG; PAN; ZHANG, 2009). Por isso, 

bastante eficiente na remoção destes componentes da biomassa. A principal reação durante um 

pré-tratamento alcalino é a de desesterificação (saponificação) de ligações ésteres 

intermoleculares. A ação alcalina provoca um inchamento interno das fibras do material 

lignocelulósico, aumentando sua área superficial. Esse inchamento, reduz a interação entre a 

lignina e os carboidratos, levando ao rompimento da estrutura da lignina, que é solúvel nessas 
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condições (KIM; LEE; KIM, 2016; WEIL et al., 1994). Métodos alcalinos de pré-tratamento 

utilizam, majoritariamente, reagentes não poluidores e não corrosivos como amônia, carbonato 

de sódio, hidróxido de cálcio e peróxido de hidrogênio e, sua eficácia, depende do conteúdo de 

lignina presente na biomassa e das condições aplicadas ao tratamento (KIM; LEE; KIM, 2016; 

MCMILLAN, 1994). São, no geral, realizados sob condições amenas de temperatura e pressão, 

alguns até mesmo a temperatura ambiente, minimizando a necessidade de reagentes de alto 

custo e equipamentos especiais resistentes a corrosão e a condições severas de reação (KIM, 

LEE, KIM, 2016).  

 

2.3.3 Pré-tratamento alcalino oxidativo 

 

O pré-tratamento alcalino oxidativo envolve o tratamento da biomassa com agentes 

oxidantes tais como ozônio, peróxido de hidrogênio e oxigênio em meio alcalino. A utilização 

desses compostos oxidantes para o pré-tratamento da biomassa lignocelulósica promove a 

redução da cristalinidade da celulose e a disrupção das interações entre carboidratos e lignina. 

Com isso, a hemicelulose é extensivamente solubilizada e recuperada, majoritariamente, como 

polissacarídeo, enquanto a lignina é fragmentada e oxidada a ácidos carboxílicos alifáticos e 

compostos fenólicos (MARTÍN et al., 2007). Por esse motivo, esse tipo de tratamento tem sido 

amplamente empregado na deslignificação e branqueamento da polpa da madeira e, para a 

produção de compostos químicos como vanilina, poliuretanos, poliésters e resinas fenólicas 

(AZARPIRA; RALPH; LU, 2014; UPTON; KASKO, 2016).  

Um agente oxidante extremamente versátil e comumente utilizado para o pré-tratamento 

oxidativo é o peróxido de hidrogênio (H2O2). O peróxido é um metabólito natural em diversos 

organismos que participa em várias rotas biológicas, especialmente aquelas envolvidas na 

decomposição de lignina por fungos, como parte de um complexo sistema enzimático (DUTRA 

et al., 2017). O peróxido de hidrogênio é um excelente oxidante quando em meio alcalino e 

apresenta baixa toxicidade, uma vez que os produtos de sua decomposição, água e oxigênio, 

não são poluentes. Outras vantagens da utilização do peróxido de hidrogênio alcalino se dão 

pelas condições amenas de reação, o baixo consumo de energia e o efetivo fracionamento da 

celulose, da hemicelulose e da lignina, com baixa produção de compostos tóxicos inibidores da 

ação enzimática (XU; SUN, 2016; DUTRA et al., 2017).  

O mecanismo de decomposição do material lignocelulósico pelo H2O2 se baseia na 

formação de ânions hidroperóxido (HOO−), resultantes da decomposição do peróxido de 

hidrogênio em meio líquido alcalino (Equação 1), que reagem com o H2O2 restante, levando a 
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formação de radicais superóxido (O2-) e hidroxila (OH•), capazes de oxidar e romper as ligações 

dos componentes carboidrato e da lignina (GRAY, 2013) (Equação 2). 

 

H2O2  H+ + HOO−                                                                               Equação 1 

H2O2  + HOO−    OH• + O2
−

 +  H2O                                 Equação 2 

 

Durante essa reação, o pH é um dos parâmetros mais importantes para uma eficiente ação 

do peróxido. De fato, dependendo do pH utilizado durante o processo oxidativo, podem não ser 

observadas alterações significativas na estrutura química do material lignocelulósico. Essa 

influência já foi bastante estudada e tem-se definido a faixa entre 11,5 e 11,6 como aquela ótima 

para o processo oxidativo (GOULD, 1984; SAHA; COTTA, 2014; YANG et al., 2002). Nessa 

condição, o peróxido é capaz de reagir com as porções alifáticas e aromáticas da molécula de 

lignina, levando à formação de produtos de oxidação solúveis de baixa massa molecular. Com 

isso, a parede celular perde grande parte da sua estrutura rígida e o material vegetal é 

desintegrado em pequenas e dispersas fibras de textura pouco uniforme, fornecendo pontos de 

acesso para a hidrólise enzimática (GOULD, 1985; SELIG et al., 2009). 

 

2.4 Fermentação em Estado Sólido (FES) 

 

A fermentação em estado sólido é definida como o processo de cultivo microbiano na 

ausência ou quase ausência de água livre no substrato (HOLKER; LENZ, 2005; PANDEY, 

2003). Nesse sistema de cultivo, a água presente se encontra em um estado absorvido ou 

complexado com a matriz sólida insolúvel (KRISHNA, 2005). Dentre os diversos fatores 

importantes para o crescimento e atividade microbiana em um substrato particular, o tamanho 

das partículas sólidas e o nível de umidade/atividade de água, são os mais críticos (LIU; 

TZENG, 1999; SMAIL; SALHI; KNAPP, 1995; ZADRAZIL; PUNYA, 1995). No geral, 

partículas menores de substrato proporcionam uma grande área de superfície para o ataque 

microbiano, porém, limitam a oxigenação e difusão de água no meio. Em contraste, partículas 

maiores permitem melhor aeração e umidificação, mas oferecem reduzida área superficial para 

a atuação dos micro-organismos (COUTO; SANROMÁN, 2006). A umidade, por sua vez, tem 

influência na efetividade das reações químicas e enzimáticas, sobretudo por fornecer um meio 

para a solubilização, facilitando a transferência de massa de reagentes e produtos 
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(MODENBACH; NOKES, 2013). Assim, quaisquer alterações nesses fatores podem afetar o 

crescimento microbiano e, consequentemente, a produtividade de metabólitos.  

Fungos e bactérias são os principais grupos de micro-organismos utilizados em 

fermentações sólidas, sendo os fungos filamentosos, os mais bem adaptados a esse sistema de 

cultivo. O seu crescimento por meio de hifas e a tolerância a baixa atividade de água (Aw) e a 

altas pressões osmóticas proporcionam vantagens sobre outros micro-organismos na 

colonização e utilização dos nutrientes disponíveis nos substratos (RAIMBAULT, 1998).  

Sistemas de cultivo sólido têm se mostrado particularmente interessantes em pelo menos 

dois tipos de aplicações: na produção de enzimas lignocelulolíticas e na degradação da 

lignocelulose (ZHOU et al., 2015). A seleção de uma linhagem de micro-organismo adequada 

a esses propósitos, no entanto, depende de uma variedade de fatores, em particular, da natureza 

do substrato e das condições ambientais de crescimento. Fungos filamentosos, bactérias e 

leveduras tipicamente crescem na natureza em substratos sólidos, como madeiras, sementes, 

raízes e folhas de plantas, em associações simbióticas ou não (YAZID et al., 2017; WANG; 

SIPILA; OVERMYER, 2016). Os cultivos em estado sólido, nesse sentido, são bastante 

interessantes uma vez que se assemelham ao habitat natural desses micro-organismos e, 

portanto, podem se mostrar bastante eficientes na indução da produção de certas enzimas e 

metabólitos.  

Em uma FES, o substrato sólido não só fornece grande parte dos nutrientes necessários 

ao crescimento do micro-organismo, mas também, atua como suporte físico para a ancoragem 

das células, que se multiplicam próximo ou na superfície das partículas sólidas (KAPILAN, 

2015, YAZID et al., 2017). Diversos tipos de materias têm sido utilizados como suportes em 

uma fermentação sólida, podendo ser inertes como a vermiculita, a perlita e o polietileno. Estes 

materiais são, geralmente, embebidos em soluções de nutrientes apropriadas ao crescimento do 

micro-organismo, ou naturais, como os subprodutos da agroindústria, em cuja composição 

estão presentes todos ou, pelo menos, grande parte dos componentes necessários ao crescimento 

microbiano (CASTRO; SATO, 2015). 

A fermentação sólida oferece numerosas vantagens em relação a fermentação submersa, 

incluindo economia de espaço necessário a fermentação, simplicidade do meio de cultivo, alta 

produtividade, alta concentração final e estabilidade dos produtos de interesse, baixa repressão 

catabólica, menor risco de contaminação devido à baixa Aw, baixo consumo de energia, fácil 

escalonamento, menor necessidade de solventes para a recuperação do produto final e baixa 

produção de líquidos efluentes tóxicos. Por outro lado, meios sólidos dificultam a distribuição 
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uniforme de nutrientes e oxigênio, visto que os cultivos não são mantidos em agitação, o 

controle da umidade, aeração, pH, determinação do crescimento microbiano e outros 

parâmetros fermentativos, além do que limitam os tipos de micro-organismos àqueles capazes 

de crescer em níveis baixos de umidade e maior viscosidade (MARTINS et al., 2011; 

MONSOUR et al., 2016; PÉREZ; VINIEGRA-GONZÁLEZ, 2016; QUIROZ et al., 2015).  

A aplicação de processos de cultivo em estado sólido para a produção de bioprodutos de 

valor agregado como enzimas (CASTRO; SATO, 2015; DIAZ et al., 2016), ácidos orgânicos 

(ALI et al., 2016; DAS; BRAR; VERMA, 2015; MAI; LEE; CHOI, 2016), biopesticidas 

(QUIROZ et al., 2015; ZHANG et al., 2013), biosurfactantes (CASTIGLIONI et al., 2014; 

KRIEGER; CAMILIOS-NETO; MITCHELL, 2010), biocombustíveis (HORITA et al., 2015; 

TRZCINSKI, 2017), compostos aromáticos (SALAR; PUREWAL; BHATTI, 2016), 

pigmentos (DURSUN; DALGIÇ, 2016; HAQUE et al., 2016), entre outros, tem sido 

amplamente reportada na literatura como uma forma simples, eficiente e de baixo custo. Para a 

produção de enzimas, em particular, a otimização dos processos de produção por fermentação 

sólida é essencial e deve levar em conta diversos parâmetros do cultivo, como o tamanho da 

partícula sólida do substrato, a sua capacidade de absorção de água e a composição química do 

meio, os quais podem variar amplamente dependendo do tipo de enzima, substrato e micro-

organimo utilizado.  

 

2.5 Endoxilanases  

 

As β-1,4-endoxilanases (EC. 3.2.1.8), também chamadas xilanases, são hemicelulases 

capazes de catalisar a hidrólise das ligações glicosídicas β-1,4 internas ao longo da cadeia 

principal da xilana, liberando xilo-oligossacarídeos (BIELY, 1985; GRAY et al., 2006; 

POLIZELI et al., 2005). As enzimas xilanolíticas pertencem a uma classe de enzimas 

denominadas glicosil hidrolases, as quais são classificadas em diversas famílias, sendo as 

endoxilanases encontradas, principalmente, entre as famílias GH 10 e GH 11 (CAZYPEDIA, 

2017; LIAO et al., 2015, WALIA et al., 2017). As xilanases têm sido classificadas com base 

em certas características como massa molecular, ponto isoelétrico, similaridade das sequências 

de aminoácidos, propriedades cinéticas, especificidade pelo substrato e perfil de produtos 

formados. A família 10 das glicosil hidrolases é composta por endo-β-1,4-xilanases com pesos 

moleculares geralmente maiores que 30 kDa, pontos isoelétricos ácidos e maior afinidade por 

xilo-oligossacarídeos curtos. Já, a família 11 é composta por endo-β-1,4-xylanases de peso 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2452072116300144#bib0710
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molecular menor que 30 kDa e pontos isoelétricos alcalinos, são altamente específicas, agindo 

preferencialmente, na clivagem de regiões não substituídas da molécula. Outras interessantes 

características apresentadas pelos membros dessa família são a alta efetividade catalítica e 

amplas faixas de pH e temperatura ótimas de reação, o que possibilita sua aplicação em diversos 

processos industriais (PAES; BERRIN; BEAUGRAND, 2012; WALIA et al., 2017). A Tabela 

2 apresenta as características de algumas xilanases de diversas famílias, produzidas por 

diferentes micro-organismos.   

O ataque das xilanases ao substrato não é aleatório e, as ligações, para serem hidrolisadas, 

dependem da natureza do mesmo. As xilanases das famílias GH 10 e 11 catalisam a hidrólise 

das ligações glicosídicas da cadeia principal da xilana por um mecanismo de retenção da 

configuração β do carbono anomérico, com dois resíduos de glutamato no sítio ativo da enzima, 

um atuando como catalisador ácido-base, e o outro como nucleófilo (Figura 5). Em uma 

primeira etapa desse mecanismo, o resíduo ácido-base atua como ácido, protonando o substrato, 

enquanto o outro resíduo catalítico atua como um nucleófilo e provoca a liberação do grupo de 

saída e a formação de um intermediário covalente glicosil-enzima. Em uma segunda etapa, o 

resíduo ácido-base atua como base e atrai um próton da molécula de água que, por sua vez, 

ataca o carbono anomérico do intermediário glicosil-enzima, liberando o produto final e 

regenerando a enzima livre (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005, LIU; ZHANG; XU, 2012). 

 

Figura 5 - Mecanismo de hidrólise da molécula de xilana por xilanases das 

famílias GH 10 e GH 11. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Retenção da configuração β do carbono anomérico no produto final e presença 

de dois resíduos de glutamato no sítio ativo da enzima. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5385172/#CR49
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Os mais diversos organismos produtores de xilanases têm sido reportados na literatura, 

entre eles, bactérias, fungos, leveduras e protozoários (KUMAR, D et al., 2017; WALIA et al., 

2013). Com relação a produção comercial, no entanto, os fungos filamentosos são os 

organismos mais utilizados, uma vez que são capazes de produzir elevados níveis dessas 

enzimas, e de secretá-las para o meio extracelular, facilitando a sua recuperação (ÁLVAREZ; 

REYES-SOSA; DÍEZ, 2016). Além disso, os fungos filamentosos se mostram vantajosos por 

produzirem, concomitantemente às xilanases, diversas enzimas acessórias necessárias à quebra 

dos grupos substituintes das xilanas, promovendo a hidrólise completa da molécula (KUMAR, 

D et al., 2017; MIYAUCHI et al., 2016). O interesse na produção de enzimas xilanolíticas, em 

especial das xilanases, tem ganhado atenção nas últimas décadas haja vista seu potencial de 

aplicações biotecnológicas em diversos setores da indústria, incluindo a produção de 

cosméticos, alimentos, biocombustíveis e ração animal, na clarificação de sucos e vinhos, no 

biobranqueamento de papel e celulose, na indústria têxtil, entre outros (Tabela 3), cujos 

mercados movimentam milhões de dólares anualmente (KUMAR, S et al., 2017; UMSZA-

GUEZ et al., 2011).   
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Tabela 2 - Características de xilanases de diversas famílias produzidas por micro-organismos. 

Micro-organismo Família 
Massa molecular 

(kDa) 
pI 

pH 

ótimo 

Temperatura 

ótima (°C) 
Referência 

Bacillus sp. GH5 48,0 9,3 6,0 55 GALLARDO et al., 2010 

- GH8 45,9 4,9 6,0-7,0 20 LEE et al., 2006 

Glaciecola mesófila GH8 95,0 - 6,0-7,0 35 GUO et al., 2013 

Penicillium Simplicissimun GH10 - 8,0 5,6 67 SCHMIDT et al., 1998 

Formitopsis pinicola GH10 58,0 4,7 4,5 70 KEUM et al., 2010 

Paenibacillus barcionensis GH10 - - 6,5 60 
VALENZUELA; DÍAZ; 

PASTOR, 2010 

Saccharopolyspora 

pathumthaniensis 
GH 10 36,0 - 6,5 70 SINMA, 2011 

Aspergillus niger GH10 35,0 - 5,5 55 
TAKAHASHI; KAWABATA; 

MURAKAMI, 2013 

Malbranchea cinnamomea GH10 43,5 4,6 6,5 80 FAN et al., 2014 

Gloeophyllum trabeum GH10 50,0 - 4,0-7,0 70 KIM et al., 2014 

Malbranchea pulchella GH10 49,0 - 5,8 - RIBEIRO et al., 2014 

Caldicellulosiruptor bescii  GH10 40,2 - 7,2 70 AN et al., 2015 

Penicillium Oxalicum 
GH10 36,0 8,2 6,0 40 

LIAO et al., 2015 
GH10 43,0 5,9 6,0 70 

Penicillium citrinum GH10 31,0 - 4,0 65 
BAGEWADI; MULLA; 

NINNEKAR, 2016 

Thermoascus aurantiacus GH10 33,0 - 5,0 65 SOUZA et al., 2016 

Acidothermus cellulolyticus GH10 - - 6,0 90 KIM et al., 2016 
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Luteimicrobium xylanilyticum GH10 48,1 5,9 6,0 65 KIM et al., 2017 

Asspergillus fumigatus GH10 50,0 - 5,0 75 CHANG et al., 2017 

Aspergillus niger GH11 20,0 3,5 3,5 - TAHIR et al., 2004 

Aspergillus versicolor GH11 21,9 4,2 - - JEYA et al., 2009 

Aspergillus japonicus GH11 24,8 - 5,0 60 WAKIYAMA et al., 2010 

Bacillus pumilus GH11 25,4 - 8,0-9,0 50 WANG, J et al., 2010 

Neocallimastix patriciarum GH11 72,4 - 5,8 49 PAI et al., 2010 

Nesterenkonia xinjiangensis GH11 26,5 - 7,0 55 KUI et al., 2010 

Peniccilium occitanis GH11 30,0 - 3,0 65 DRISS et al., 2012 

Thermobifida halotolerans GH11 34,0 9,1 9,0 70 ZHANG et al., 2012 

Chaetomium globosum GH11 24,6 - 5,5 40 SINGH et al., 2013 

Humicola insolens GH11 22,8 - 7,0 60 YANG et al., 2014 

Penicillium oxalicum 
GH11 23,0 - 4,0 50 

LIAO et al., 2015 
GH11 32,0 6,5 5,0 50 

Aspergillus niger GH43 33,4 4,5 5,0 45 ZHOU et al., 2014 

Clostridium thermocellum GH141 102,2 - 6,0-6,5 67-75 HEINZE et al., 2017 
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2.5.1 Multiplicidade e regulação da produção das xilanases  

  
Fungos filamentosos podem ser altamente eficientes na degradação da molécula de xilana 

haja vista sua capacidade em produzir multiplas xilanases de diversas famílias (LIAO et al., 

2015). Exemplos incluem Trichoderma reesei, capaz de secretar até 6 xilanases diferentes 

(BIELY et al., 2014), Penicillium oxalicum, produzindo 8 xilanases derivadas de 6 diferentes 

genes (LIAO et al., 2015), Myceliophthora sp. com a produção de 10 isoformas funcionalmente 

diversas (BADHAN et al., 2004), Aspergillus niger, capaz de produzir até 15 xilanases 

diferentes (BIELY; MARKOVIC; MISLOVICOVÁ, 1985), entre outros. A heterogeneidade e 

complexidade da molécula de xilana, adquiridas ao longo de milhões de anos de evolução, 

resultou em uma diversidade de xilanases que diferem em suas propriedades físico-químicas, 

estruturas, modos de ação, especificidades ao substrato e abundância. Uma vez que as ligações 

glicosídicas no material lignocelulósico não são equivalentes, nem igualmente acessíveis, a 

produção de um sistema enzimático com funções especializadas é, provavelmente, uma 

estratégia dos micro-organismos para se alcançar uma hidrólise mais eficiente dos substratos 

heterogêneos na natureza (WONG; TAN; SADDLER, 1988). Um único gene pode ser capaz 

de expressar várias xilanases bioquimicamente diferentes umas das outras sendo que essa 

multiplicidade de formas se dá por uma variedade de fatores que incluem processamentos 

diferenciais do mRNA, modificações pós-traducionais como glicosilação, auto-agregação e 

digestão proteolítica (RAVICHANDRA et al., 2016; ROY et al., 2013; THOMAS et al., 2013), 

pela expressão das enzimas por alelos distintos de um mesmo gene ou, ainda, por genes 

diferentes (CHAVEZ et al., 2002; SEGURA et al., 1998). 

O rendimento na produção das xilanases por micro-organismos depende de alguns fatores 

chave como, por exemplo, as condições metabólicas da célula, que são influenciadas por 

aspectos nutricionais, e as condições de cultivo, influenciadas pelo tipo de substrato, umidade, 

aeração, acessibilidade à molécula de xilana, pH e temperatura (BEG et al., 2001; 

RAVICHANDRA et al., 2016; SINDHU; BINOD; PANDEY, 2016). Em relação aos níveis de 

expressão, algumas xilanases são produzidas em maiores quantidades, e outras em menores. O 

motivo para isso pode estar relacionado às respectivas funções desempenhadas por cada enzima 

sendo que as xilanases presentes em menores quantidades, devem apresentar funções que não 

exijam a sua presença em abundância, como na hidrólise de ligações que ocorrem com pouca 

frequência no substrato (WONG; TAN; SADDLER, 1988). 

A indução da produção das xilanases é um fenômeno complexo e o nível de resposta a 

um indutor individual varia de organismo para organismo de modo que, um indutor que 
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favoreça a produção dessas enzimas em uma espécie, pode atuar como inibidor em outra espécie 

(KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999). A expressão de enzimas do sistema xilanolítico, em 

geral, está sujeita a indução pelo substrato e a repressão pelos seus derivados e por outros 

produtos enzimáticos (DE VRIES; VISSER, 2001; TONUKARI et al., 2002). Biely (1985) 

propõe um mecanismo explicativo no qual pequenas quantidades de xilanases constitutivas são 

secretadas para o meio extracelular, essas, hidrolisam a xilana e liberam xilose, xilobiose e xilo-

oligossacarídeos, que são transportados para dentro da célula com o auxílio de transferases e, 

posteriormente, degradados por β-xilosidades ou mesmo por xilanases intracelulares, 

induzindo, assim, a síntese de mais xilanases. Com o acúmulo desses produtos, um efeito 

contrário passa a ocorrer e, esses, atuam como repressores na produção das xilanases. 

A repressão catabólica pela glicose é um fenômeno comum observado durante a 

biossíntese das xilanases. A presença da glicose, uma fonte de carbono simples e de fácil 

assimilação, ativa moléculas repressoras, como as proteínas CreA, de Aspergillus sp., e MIG1, 

de Saccharomyces cerevisiae, que, por sua vez, se ligam à região promotora dos genes de 

xilanases e celulases, impedindo a sua transcrição (KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999; 

RIES et al., 2016; TAMAYO et al., 2008). Tal comportamento é bastante interessante como 

forma de economizar energia e tempo, contribuindo para a rápida colonização do meio por meio 

da seleção da fonte de carbono mais vantajosa para o micro-organismo.  

  

2.5.2 Aplicações biotecnológicas das xilanases 

 

As xilanases apresentam grande diversidade de características bioquímicas, o que permite 

a sua aplicação em uma variedade de processos industriais. Com o avanço no desenvolvimento 

industrial e a descoberta de novas possibilidades de aplicação, associados a necessidade de 

processos ambientalmente sustentáveis, a demanda por xilanases com propriedades específicas 

tem sido crescente nos últimos anos (KUMAR, D et al., 2017; UMSZA-GUEZ et al., 2011). Os 

micro-organismos têm servido como as maiores e mais eficientes fontes para a produção de 

inúmeras enzimas. Em escala industrial, as xilanases são produzidas principalmente por 

linhagens dos gêneros Aspergillus e Trichoderma (HALTRICH et al., 1996; LI et al., 2000; SHI 

et al., 2011), destacando-se suas aplicações nos processos de hidrólise de biomassas 

lignocelulósicas, no biobraqueamento da polpa de celulose, na indústria de alimentos e bebidas, 

de ração e suplementação da dieta animal (Tabela 3).  
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Tabela 3 - Aplicações das xilanases produzidas por micro-organismos. 

Micro-organismo Aplicação Referência 

Bioconversão 

Aspergillus terreus Biorefinaria KAMAT et al., 2013 

Aspergillus sp. Bioetanol THOMAS et al., 2016 

Colletotrichum graminicola  Sacarificação ZIMBARDI et al., 2013 

Penicillium chrysogenum  Sacarificação ZHANG; SANG, 2015 

Indústria de papel 

Trichoderma longibrachiatum 
Despigmentação de 

resíduo de papel 
CHUTANI et al., 2016 

Aspergillus niger 
Despigmentação 

de jornal velho 
DESAI; IYER, 2016 

Penicillium meleagrinum var. 

viridiflavum  

Branqueamento de 

polpa de bambu 
BORUAH et al., 2016 

Indústria têxtil 

Bacillus pumilus 

 

            - 

Desengomagem de  

fibras do algodão 

Processo de purga  

de fibras têxteis 

BATTAN et al., 2011 

 

SILVA, 2013 

Indústria de alimentos e bebidas 

Aspergillus niger 

Bacillus pumilus 

Aspergillus niger 

Aspergillus hortai 

Aspergillus foetidus 

Bacillus subtilis 

Clarificação de sucos 

 

Melhoria da qualidade  

da massa de pães 

 

Produção de prebióticos 

PAL; KHANUM, 2011 

NAGAR et al., 2012 

AHMAD et al., 2014 

NASCIMENTO, 2017 

CHAPLA et al., 2012 

REDDY; KRISHNAN, 2016  

 Alimentação animal  

Trichoderma sp. 

Aspergillus niger 

Aspergillus niger 

Aspergillus japonicus 

Melhoria na digestibilidade 

de nutrientes 

CHEN; WANG, 2016 

ZHANG et al., 2014 

CASAS; STEIN, 2016 

FACCHINI et al., 2011 

 

A hidrólise da biomassa lignocelulósica com vistas a produção de etanol de segunda 

geração (2G) a partir de resíduos ou subprodutos da agroindústria é, sem dúvida, uma das 

principais áreas de estudo de aplicação das xilanases. De forma geral, como primeira etapa 

nesse processo de conversão, realiza-se o pré-tratamento do material lignocelulósico a fim de 

promover a separação/modificação dos seus principais componentes (celulose, hemicelulose e 

lignina) e, com isso, permitir um ataque mais eficaz das enzimas celulolíticas às fibras de 

celulose. Durante as etapas de pré-tratamento, no entanto, podem ser formados xilo-oligômeros 
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e xilose, resultantes da hidrólise parcial das xilanas. A adição de xilanases à etapa de hidrólise 

enzimática da celulose auxilia na quebra e liberação dos xilo-oligômeros e das xiloses, 

facilitando o ataque das enzimas celulolíticas. Como resultado geral, há um aumento da 

eficiência e do rendimento dessa etapa de fermentação haja vista a maior disponibilização dos 

açúcares fermentáveis.  

Outro importante ramo de aplicação das xilanases é no biobranqueamento da polpa de 

papel e celulose. A cor escura característica da polpa celulósica não branqueada resulta da 

presença de grupos cromóforos da molécula de lignina. O procedimento regular utilizado na 

remoção desses componentes requer a aplicação de grandes quantidades de agentes químicos 

redutores ou oxidantes altamente tóxicos ao meio ambiente. O branqueamento enzimático com 

xilanase por sua vez, promove a quebra de cadeias de xilana, as quais precipitaram sobre as 

fibras de celulose durante o processo de polpação, liberando a lignina. A exposição da lignina 

permite fácil acesso por reagentes de branqueamento, reduzindo a quantidade de agentes 

químicos necessários para o branqueamento (BAJPAI, 2011; SHARMA et al., 2014; SRIDEVI 

et al., 2016; WALIA et al., 2017).  

De maneira semelhante, na indústria têxtil, as xilanases se mostram uma alternativa ao 

uso de agentes tóxicos, como o hidróxido de sódio, na remoção dos constituintes não celulósicos 

presentes nas fibras de algodão. Tal processo, conhecido como “purga”, é aplicado com o 

objetivo de aumentar e homogeneizar a hidratação das fibras para melhor branqueamento e 

coloração do tecido (ADRIO; DEMAIN, 2014; BATTAN et al., 2011). 

Na alimentação animal, são comumente aplicadas como suplementares da dieta de aves, 

bovinos e suínos, a fim de auxiliar na digestão do material lignocelulósico ou da ração utilizados 

na alimentação, favorecendo a absorção dos nutrientes. Resultados da aplicação das xilanases 

na dieta animal, têm mostrado maiores ganhos de peso, melhoria da qualidade da carne e, 

também, da eficiência na produção de leite, além da redução no impacto ambiental pela 

diminuição do volume de chorume produzido, da excreção de nitrogênio, fósforo e outros 

compostos (AHUJA; FERREIRA; MOREIRA, 2004; BHAT, 2000; GRAMINHA et al., 2008). 

Na alimentação humana, são empregadas em processos de clarificação de sucos de frutas, 

vinhos e cervejas, bem como na melhoria de características reológicas da massa de pães. A 

hidrólise das xilanas a oligossacarídeos favorece a extração de açucares fermentescíveis dos 

cereais para a produção de cervejas (NIGAM; ASTHANA; KUMAR et al., 2017), reduz a 

viscosidade e turbidez de sucos e vinhos, melhorando sua filtrabilidade (BIELY, 1985) e 

proporciona melhor estabilidade da massa, maior volume, elasticidade e tempo de vida de 
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prateleira dos pães (NASCIMENTO, 2017). Como componentes da dieta humana, as xilanases 

encontram aplicações, ainda, como agentes produtores de compostos prebióticos e na forma de 

suplementos alimentares em complexos enzimáticos, em conjunto com outras enzimas tais 

como hemicelulases e proteases (POLIZELI et al., 2005).  

 

2.6 Enzimas halofílicas e halotolerantes 

 

A demanda por enzimas estáveis a altas concentrações de sais tem direcionado o foco dos 

estudos principalmente para os micro-organismos halofílicos. Tais organismos são capazes de 

crescer em uma ampla faixa de concentração de sais e se mostram uma fonte potencial de 

enzimas halotolerantes/halofílicas como proteases, amilases, nucleases, lipases, celulases, 

xilanases, catalases e esterases, as quais são capazes de atuar sob condições salinas, nas quais 

outras proteínas iriam se desnaturar ou precipitar (GUPTA et al., 2016). Em concentrações 

elevadas, os íons do sal são capazes de sequestrar as moléculas de água, reduzindo a camada de 

hidratação na superfície da enzima, causando perturbações nas interações eletrostáticas entre 

resíduos de aminoácidos carregados adjacentes, resultando em alterações na estrutura e 

atividade catalítica da proteína (KARAN; CAPES; DASSARMA, 2012). Enzimas 

halotolerantes, no entanto, são altamente capazes de competir pelas moléculas de água e se 

manter ativas e estáveis em meios de menor Aw uma vez que, mesmo nessas condições, é 

possível manter uma distribuição de cargas adequada nos seus sítios ativos, de modo que seja 

mantida a conformação nativa (ZACCAI, 2004; MORENO et al., 2013).  

Diversos micro-organismos, especialmente bactérias, têm sido descritos como bons 

produtores de xilanases halotolerantes (BAI; XUE; ZHOU, 2012; CARLI, 2016; LIU et al., 

2014; VIJAYALAKSHMI; RANJITHA; RAJESWARI, 2013). Embora os mecanismos 

responsáveis por esse comportamento ainda não tenham sido completamente elucidados (BAI; 

XUE; ZHOU, 2012), acredita-se que essa capacidade esteja relacionada ao maior conteúdo de 

resíduos de aminoácidos carregados na superfície das enzimas, especialmente resíduos ácidos 

como de glutamato e aspartato, os quais possuem alta capacidade de ligação com moléculas de 

água, resultante da presença de grupos carboxílicos carregados negativamente, que se ligam a 

cátions hidratados, mantendo a camada de hidratação superficial da proteína. De fato, estudos 

com enzimas halotolerantes têm demonstrado uma predominância desses aminoácidos na 

composição da sua molécula, em comparação aos seus respectivos pares mesofílicos 

(ESCLAPEZ et al., 2007; FUKUCHI et al., 2003; PAUL et al., 2008). Além disso, esse aumento 
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na quantidade de resíduos ácidos é, geralmente, acompanhado pelo baixo conteúdo em resíduos 

de aminoácidos hidrofóbicos, característica consistente com o aumento da flexibilidade, da 

camada de hidratação e da redução na hidrofobicidade superficial das enzimas halofílicas e 

halotolerantes.  

 

2.7 Hidrólise enzimática da biomassa lignocelulósica e produção de xilo-

oligossacarídeos 

 

A hidrólise enzimática é uma etapa intermediária nos processos de conversão da 

biomassa, cuja eficácia depende de múltiplos fatores, em especial, da natureza da biomassa e 

das enzimas utilizadas. No geral, espécies de madeira mole (softwoods) são mais recalcitrantes 

a ação enzimática que espécies de madeira dura (hardwoods). Tal característica resulta, 

principalmente, das variações na composição, na estrutura e nas ligações da lignina aos 

polissacarídeos. Para madeiras duras, em cuja composição predominam as glucuronoxilanas e 

xiloglucanas, as xilanases, β-xilosidases e xiloglucanases são as principais hemicelulases 

envolvidas na degradação da cadeia principal da hemicelulose, enquanto, para madeiras moles, 

o efeito de manases e β-manosidases é mais relevante, em razão da predominância de 

galactoglucomananas e glucomananas (ÁLVAREZ; REYES-SOSA; DÍEZ, 2016; 

MODENBACH; NOKES, 2013; ZHU; PAN, 2010).  

O material lignocelulolósico pode ser hidrolisado a açúcares mais simples por vias 

enzimáticas, com enzimas hemicelulolíticas, ou por vias químicas, com a utilização de ácidos 

concentrados ou diluídos (POOVAIAH et al., 2014). A hidrólise enzimática, no entanto, tem se 

mostrado bastante conveniente nesse sentido, em vista de vantagens como a alta especificidade, 

as condições amenas de reação e a formação de pequenas quantidades de compostos tóxicos 

indesejáveis (ALFENAS; VISSER; GUIMARÃES, 2015; MODENBACH, NOKES, 2013). O 

processo de desconstrução da lignocelulose por vias enzimáticas é bastante complexo, haja vista 

as, também complexas, interações entre os componentes do material lignocelulósico, que os 

tornam recalcitrantes (POOVAIAH et al., 2014). Com isso, para a completa hidrólise da 

biomassa, por vias enzimáticas, faz-se necessária a ação sinérgica de diversas enzimas incluindo 

celulases, hemicelulases, ligninases e outras enzimas acessórias que clivam ligações entre a 

cadeia principal e grupos pendentes.  

Atualmente, estudos de hidrólise enzimática da biomassa têm voltado sua atenção para 

processos conduzidos com altas cargas de sólidos. Sugere-se, inclusive, que tais processos serão 

necessários para que a conversão do material lignocelulósico se torne economicamente viável 
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(MODENBACH; NOKES, 2013). Um processo é considerado como de “alta carga de sólidos” 

quando a taxa de sólidos/líquidos é tal, que uma pequena, ou inexistente, quantidade de água 

livre se encontra presente no meio, ou ainda, quando em concentração de sólidos maior que 

15% (m/m) (HODGE et al., 2009; KOPPRAN et al., 2014). A hidrólise enzimática com altas 

cargas de sólidos oferece diversas vantagens em relação aos processos conduzidos em baixa e 

média cargas, sendo a principal, a possibilidade de recuperação de elevadas concentrações de 

açúcares. Além disso, outras vantagens como a redução no tamanho dos equipamentos, do 

consumo de água e dos custos gerais de operação, o tornam um processo extremamente 

interessante para a indústria (ÁLVAREZ; REYES-SOSA; DÍEZ, 2016; LIU; CHEN, 2016; 

MODENBACH; NOKES, 2013). 

A hidrólise enzimática se apresenta como uma poderosa ferramenta para a extração da 

hemicelulose presente na biomassa lignocelulósica, convertendo-a em produtos de alto valor 

econômico, como xilo-oligossacarídeos e xilose, de forma ambientalmente amigável (WONG; 

SADDLER, 1992). Os xilo-oligossacarídeos (XOS), açúcares formados por cadeias curtas (2 a 

7 unidades) de xilose são, naturalmente, presentes em alimentos como frutas, vegetais, leite e 

mel. Os XOS podem ser produzidos pela hidrólise enzimática, química ou químico-enzimática 

de materiais ricos em xilanas. A produção de XOS por vias enzimáticas tem ganhado força nas 

últimas duas décadas em virtude das diversas vantagens relacionadas a utilização de enzimas 

na conversão da biomassa. No entanto, visto que a complexa interação xilana-lignina do 

material lignocelulósico é bastante resistente ao ataque enzimático, os atuais processos 

comerciais de produção de xilo-oligossacarídeos se utilizam, preferencialmente, de uma 

combinação de métodos químicos e enzimáticos a fim de alcançar maior rendimento final de 

produtos (BRIENZO; CARVALHO; MILAGRES, 2010; BRIENZO et al., 2016). Geralmente, 

tais processos são conduzidos em duas etapas sendo (i) extração alcalina utilizando NaOH ou 

KOH seguida de (ii) hidrólise enzimática por enzimas xilanases, β-xilosidases e/ou 

glicosintases (BRIENZO et al., 2016; JAIN; KUMAR; SATYANARAYANA, 2015).  

A utilização dos xilo-oligossacarídeos é uma realidade em poucos países, apesar de 

apresentam grande potencial de aplicações, especialmente na indústria farmacêutica, para 

controle da obesidade, prevenção de cáries, tratamento de infecções gastrointestinais, 

antioxidantes, imunoestimulantes, agentes ativos contra a osteoporose, otite e disfunções da 

pele e cabelo; na indústria de alimentos, como alimentos funcionais, prebióticos e aditivos de 

ração animal; e na agricultura, como estimulantes e aceleradores de crescimento (BRIENZO et 

al., 2016; MANRICH, 2012; POLIZELI et al., 2005; VÁZQUEZ et al., 2005).  
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2.8 O gênero Aspergillus e a espécie A. hortai 

 

O gênero Aspergillus inclui um grupo monofilético de fungos filamentosos de grande 

importância médica e industrial (SAMSON et al., 2014). É representado por cerca de 200 

espécies de ocorrência cosmopolita, frequentemente presentes em regiões tropicais e 

subtropicais, em solos de florestas, desertos, planícies e pilhas de compostagem, sendo 

conhecido pela produção de micotoxinas contaminantes de produtos agrícolas estocados como 

milho, cevada e amendoim (SAMSON et al., 2011). Algumas espécies como Aspergillus 

fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus terreus e Aspergillus nidulans são, 

ainda, conhecidas pela patogenicidade humana e animal, estando envolvidas em doenças 

conhecidas como aspergiloses, caracterizadas por infecções pulmonares severas. 

Industrialmente, muitas das espécies de Aspergillus são amplamente empregadas na produção 

de uma variedade de compostos como antibióticos, ácidos orgânicos, enzimas e até 

medicamentos (SAMSON et al., 2014). Certas características da colônia desempenham um 

importante papel na classificação do grupo, dentre elas, as mais comumente utilizadas na 

caracterização das espécies, incluem a taxa de crescimento, esporulação e textura da colônia, a 

produção de pigmentos solúveis e a composição dos metabólitos secundários. No geral, as 

colônias desse gênero de fungo apresentam rápido crescimento, aspecto felpudo e, por vezes, 

coloração brilhante. Além disso, possuem conidióforos característicos, que terminam em uma 

vesícula recoberta por fiálides, de onde se originam conídios globulares de coloração bege-

amarronzada (Figura 6).  

 
Figura 6 - Características morfológicas de Aspergillus hortai.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Colônia incubada por 7 dias em meio ágar extrato de malte a 25 °C (a), conidióforos e conídios 

característicos da espécie (b, c e d). Fonte: Samson et al. (2011). 

 

Por quase meio século, a espécie Aspergillus hortai foi tratada como sinônimo de 

Aspergillus terreus, isso porque ambas as espécies compartilham grandes semelhanças 

a) b) c) d) 
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morfológicas tais como cabeças conidiais colunares e colônia de tonalidade castanho 

amarronzada. A espécie A. hortai foi descrita pela primeira vez por Langeron (1922), a partir 

de amostras clínicas coletadas de orelha humana, no Rio de Janeiro, no entanto, devido às 

semelhanças morfológicas, foi incluída no grupo dos Aspergillus terreus por Raper e Fennell 

(1965). A sua identificação como uma espécie distinta desse grupo se deu após estudos 

baseados em análises filogenéticas das sequencias dos genes de calmodulina, β-tubulina e 

região ITS, da macro e micromorfologias do fungo e, principalmente, do seu perfil de 

metabólitos secundários (SAMSOM et al., 2011). Poucos são os trabalhos encontrados na 

literatura com A. hortai, no entanto, estudos têm demonstrado que a espécie é uma boa 

produtora de enzimas lignocelulolíticas, especialmente arabinofuranosidases (TERRONE, 

2017), carboximetilcelulases (EL-HADI et al., 2014) e xilanases (NASCIMENTO, 2017).  
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3. OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivos gerais  

 

Os objetivos gerais desse trabalho foram a caracterização bioquímica da atividade 

xilanase presente no filtrado bruto de fermentação sólida realizada por Aspergillus hortai, a 

purificação, a caracterização da enzima purificada e a sua aplicação na hidrólise de subprodutos 

da agroindústria do milho. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

a) Caracterizar bioquimicamente a atividade xilanase presente no filtrado bruto, na 

ausência e na presença de NaCl. 

b) Purificar a principal endoxilanase produzida pelo fungo Aspergillus hortai. 

c) Caracterizar bioquimicamente a enzima purificada, na ausência e na presença de NaCl 

e determinar sua massa molecular, dos produtos de hidrólise e dos parâmetros cinéticos Km e 

Vmáx. 

d) Caracterizar os subprodutos: sabugo, palha e folha de milho na forma in natura; extrair 

e caracterizar as hemiceluloses extraídas dessas biomassas. 

e) Aplicar a enzima bruta e purificada na hidrólise dos subprodutos da agroindústria do 

milho in natura bem como da hemicelulose extraída dos mesmos e a quantificação dos XOS 

produzidos. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS         

 

4.1 Cultivo e manutenção do fungo Aspergillus hortai  

 

A linhagem de Aspergillus hortai utilizada neste trabalho está depositada na Central de 

Recursos Microbianos da UNESP Rio Claro (CRM-UNESP) sob o código CRM1919. O fungo 

foi cultivado em tubos inclinados contendo meio sólido de Vogel (1956), suplementado com 

farelo de trigo (1,5% m/v) e ágar (1,5% m/v) e mantido a 40 °C em incubadora tipo BOD por 

7 dias. Após este período, os conídios foram suspendidos em água destilada estéril e sua 

concentração foi ajustada para 5x106 conídios/mL com o auxílio de câmara de Neubauer sendo, 

esta suspensão, utilizada como inóculo no cultivo do fungo para a produção da enzima. Para 

obtenção do filtrado enzimático bruto, 1,0 mL da suspensão de conídios foi inoculado em 

frascos Erlenmeyer de 250,0 mL contendo 5,0 g de sabugo de milho umidificado com 19,0 mL 

de meio de Vogel 2,0% (v/v) pH 5,0. A fermentação em estado sólido foi realizada em câmara 

BOD durante 4 dias a 31 ºC. 

 

4.2 Extração da enzima bruta 

 

Após o período de incubação, adicionou-se 50,0 mL água destilada em cada frasco 

seguida de agitação em shaker a 4 °C, 120 rpm por 30 minutos. As culturas foram, então, 

filtradas a vácuo em funil de Büchner obtendo-se, assim, um filtrado livre de células e micélio, 

que foi congelado e utilizado como fonte de proteínas e enzimas extracelulares. 

 

4.3 Ensaio enzimático e determinação proteínas totais 

 

4.3.1 Determinação da atividade xilanase 

 

A atividade xilanase foi determinada por meio da liberação de açúcares redutores 

conforme método descrito por Bailey et al. (1992) modificado. Os açúcares redutores liberados 

durante a reação enzimática foram determinados pelo método do ácido 3,5-dinitrosalicílico 

(ADNS), proposto por Miller (1959). Para tanto, a solução enzimática foi incubada com 750,0 

μL de uma suspensão de xilana de birchwood 1,0% (m/v) em tampão imidazol 0,05 M pH 6,5. 

Os tubos reacionais foram mantidos em banho-maria a 55 °C e, em intervalos de tempo de 0, 5 
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e 10 minutos, alíquotas de 250,0 μL foram retiradas e adicionadas a 250,0 μL de ADNS, a fim 

de paralisar a reação. Em seguida, os tubos reacionais foram colocados em banho em ebulição 

por 5 minutos e, resfriados com a adição de 2,5 mL de água destilada. As absorbâncias foram 

lidas a 540 nm e convertidas em concentração de xilose por meio de curva padrão de xilose (0,0 

a 1,0 mg/mL). Uma unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a quantidade de 

enzima capaz de liberar 1,0 μmol de xilose por minuto nas condições de ensaio. Todos os 

ensaios foram realizados em duplicata. 

 

4.3.2 Determinação da atividade β-xilosidase 

 
A atividade β-xilosidase foi determinada incubando-se a enzima em uma suspensão de p-

nitrofenil-β-D-xilopiranosídeo (ρNPX) 0,25% (m/v) em tampão McIlvaine pH 5,0 a 50 °C. Em 

intervalos de tempos adequados, alíquotas de 100,0 uL foram retiradas e a reação foi 

interrompida com a adição de 1,0 mL de solução saturada de tetraborato de sódio. O ρ-

nitrofenol liberado foi determinado por leitura em espectrofotômetro a 405 nm. Uma unidade 

de atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1,0 µmol de produto 

por minuto nas condições de ensaio (KERSTERS-HILDERSON et al., 1985). Todos os ensaios 

foram realizados em duplicata.  

 

4.3.3 Determinação da atividade de celulase: exo e endoglucanase 

 

A atividade celulase foi determinada utilizando AVICEL (exoglucanase) e CMC 

(endoglucanase) como substratos segundo Ghose (1987) e Miller (1959) com modificações. 

Para tanto, a enzima foi incubada em tampão McIlvaine pH 5,0 adicionado de 50,0 mg do 

respectivo substrato a 50 °C. Em intervalos de 30 e 60 minutos, alíquotas foram retiradas e 

adicionadas a tubos de centrífuga contendo 1,0 mL de ADNS. Os tubos foram centrifugados a 

10.000 x g por 5 minutos e o sobrenadante foi recolhido, levado para banho fervente por 5 

minutos e resfriado com 10,0 mL de água destilada. As absorbâncias foram lidas a 540 nm. 

Uma unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de 

liberar 1,0 μmol de glicose por minuto nas condições de ensaio. Todos os ensaios foram 

realizados em duplicata. 
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4.3.4 Determinação de proteínas totais 

 

A determinação de proteínas foi realizada pelo método de Lowry et al. (1951) como 

segue: em tubos de ensaio, foram adicionadas alíquotas de 100,0 e 200,0 μl de solução 

enzimática, completando-se os volumes para 500,0 μl com água destilada. Adicionou-se a esses 

tubos, 2,5 mL de solução A de composição: Na2CO3 2,0% em NaOH 0,1 N (100,0 mL), CuSO4 

1,0% (1,0 mL) e tartarato de sódio e potássio 1,0% (1,0 mL). Após 15 minutos de reação, 

adicionou-se 250,0 μl do reagente de Folin, diluído na proporção de 1:1 (m/v) e, após 30 

minutos de reação, foram realizadas as leituras das absorbâncias a 660 nm utilizando-se solução 

de soroalbumina bovina (1,0 mg/mL) como padrão. 

 

4.4 Purificação da principal xilanase extracelular de A. hortai cultivado por FES 

  

A principal xilanase presente no filtrado bruto de A. hortai foi purificada em três etapas 

cromatográficas. Os procedimentos aplicados estão apresentados na Figura 7.  

 

Figura 7 - Fluxograma das etapas de purificação da principal xilanase de A. 

hortai produzida por FES. 
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Em resumo, realizou-se a diálise do filtrado bruto e a sua aplicação na cromatografia de 

troca iônica; após reunidas as frações correspondentes ao pico principal de atividade (pico Xyl 

3), prosseguiu-se para a cromatografia de interação hidrofóbica e, para a cromatografia de 

exclusão molecular. Por fim, a partir de uma alíquota da amostra proveniente dessa última 

etapa, foi realizada a eletroforese em condição desnaturante para a confirmação da pureza da 

amostra. 

 

4.4.1 Cromatografia de troca iônica 

 

O filtrado enzimático bruto foi dialisado em tampão acetato de sódio 0,05 M pH 4,0 e 

aplicado em coluna catiônica (2,8 x 19,0 cm) CM Sephadex C-50 (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) equilibrada com o mesmo tampão. O fluxo da troca iônica foi ajustado para 60,0 

mL/h, com frações sendo coletadas a cada 3,0 mL. A eluição foi realizada com gradiente de 

NaCl de 0,0 a 1,0 M. As proteínas presentes nas frações coletadas foram detectadas por leitura 

de absorbância a 280 nm e a atividade xilanase foi determinada nas frações eluídas. As frações 

correspondentes ao pico de atividade foram, então, reunidas e submetidas à cromatografia de 

interação hidrofóbica. 

 

4.4.2 Cromatografia de interação hidrofóbica 

 

A amostra proveniente da troca iônica foi aplicada em coluna de interação hidrofóbica 

Phenyl Sepharose (HiprepTM 16/10 low sub, GE Healthcare) equilibrada com tampão acetato 

de sódio 0,05 M pH 4,0, adicionado de 2,0 M de NaCl. O fluxo da coluna foi ajustado para 2 

mL/min com frações de 3,0 mL sendo coletadas em cada tubo. A eluição foi realizada com 

gradiente de NaCl de 2,0 a 0,0 M. As proteínas presentes nas frações coletadas foram detectadas 

por leitura de absorbância a 280 nm e a atividade xilanase foi determinada nas frações eluídas. 

As frações correspondentes ao pico de atividade foram, então, reunidas e submetidas à 

cromatografia de exclusão molecular.   

 

4.4.3 Cromatografia de exclusão molecular 

 

Para a cromatografia de exclusão molecular, a amostra proveniente da interação 

hidrofóbica foi dializada em tampão acetato de amônio 0,05 M pH 4,0, liofilizada até um 
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volume aproximado de 4 mL e aplicada em coluna (2,8 x 60,0 cm) Sephadex G-50 (Pharmacia, 

Uppsala, Sweden) equilibrada e eluída com o mesmo tampão a um fluxo de 19,0 mL/h com 

frações de 3,0 mL sendo coletadas em cada tubo. As frações eluídas foram submetidas à 

detecção de proteínas em espectrofotômetro a 280 nm e à determinação de atividade xilanase, 

sendo reunidas aquelas correspondentes ao pico de atividade. Para a determinação da massa 

molecular aparente da enzima, a coluna foi calibrada com proteínas padrão (Gel Filtration 

Calibration Kit, GE Healthcare), utilizando dextrana azul para a determinação do volume 

morto. A massa foi estimada a partir de curva de regressão (R²= 0,98) obtida pela correlação 

entre o logaritmo das massas moleculares das proteínas padrão e a razão entre o volume de 

eluição da enzima e o volume morto da coluna. As frações correspondentes ao pico de atividade 

foram reunidas e uma alíquota foi utilizada para a SDS-PAGE.  

 

4.4.4 Eletroforese em condição desnaturante 

 

A determinação do grau de pureza e da massa molecular da enzima purificada, após as 

etapas cromatográficas, foi realizada por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida (18,0% 

m/v) em condição desnaturante (SDS-PAGE), de acordo com Laemmli (1970). Para tanto, uma 

alíquota de 100 µl da amostra proveniente da cromatografia de exclusão molecular foi 

liofilizada, suspendida em 30,0 µL de tampão de amostra (glicerol 17,5% (v/v), SDS 4,0% 

(m/v), azul de bromofenol 0,1% (m/v) e Tris-HCl 0,025 mol/L, pH 6,8), na presença de β-

mercaptoetanol 10,0% (m/v), e fervida por 5 min. Após a corrida, prosseguiu-se à coloração 

das proteínas com solução coomassie brilliant blue R-250 0,1% (m/v) dissolvido em 

etanol:ácido acético:água (3:1:6 v/v/v) por um período de 4 horas e posterior descoloração do 

gel com a mesma solução sem o corante, por 12 horas. A massa molecular da enzima foi 

estimada usando kit de proteínas padrão (Kit SDS-PAGE Low Molecular Weight, Amersham 

Biosciences) contendo fosforilase b (97 kDa), albumina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), 

anidrase carbônica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e α-lactoalbumina (14,4 kDa). 
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4.5 Caracterização da xilanase bruta e purificada de A. hortai cultivado em FES 

 

4.5.1 Efeito da concentração de NaCl sobre a atividade xilanase bruta e purificada e 

estabilidade na presença do sal 

 

O efeito da concentração de sal na atividade da enzima foi avaliado por meio da 

determinação da atividade enzimática na presença de NaCl nos tubos reacionais em 

concentrações finais de 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 2,5, e 4,0 M. Os resultados dos ensaios foram 

submetidos a análise de variância e as médias de atividade enzimática para cada ensaio foram 

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  A estabilidade da xilanase na presença 

do sal foi determinada incubando-se a enzima, em uma proporção de 1:2 (v/v), a 4 ºC por 24 

horas em tampão imidazol 0,05 M pH 6,5 adicionado de NaCl em concentrações finais de 0,05, 

0,5, 1,0, 2,5 e 4,0 M. A atividade enzimática residual foi determinada para cada ensaio conforme 

item 4.3.1.   

 

4.5.2 Efeito do pH sobre a atividade xilanase bruta e purificada na presença e 

ausência de NaCl    

                                 

O pH ótimo de reação foi verificado por meio da determinação da atividade enzimática 

em tampão McIlvaine na faixa de pH de 3,0 a 8,0 em intervalos de 0,5 unidades a 55 °C na 

ausência e na presença de NaCl 0,5 e 2,5 M.  

 

4.5.3 Estabilidade da xilanase bruta e purificada ao pH na presença e ausência de NaCl 

 

Para avaliação da estabilidade da xilanase ao pH, a enzima foi incubada em tampão 

McIlvaine na proporção de 1:2 (v/v) em uma faixa de pH de 3,0 a 8,0 em intervalos de 0,5 

unidades a 4 °C por 24 horas. Após esse período, a atividade enzimática foi determinada 

conforme item 4.3.1. A estabilidade ao pH na presença de NaCl foi determinada nas mesmas 

condições em presença de 0,5 e 2,5 M do sal no meio reacional. 
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4.5.4 Efeito da temperatura sobre a atividade xilanase bruta e purificada na presença 

e ausência de NaCl 

 

A temperatura ótima de reação foi determinada em tampão imidazol 0,05 M pH 6,5, em 

uma faixa de temperatura de 20 a 80 °C em intervalos de 5 °C. O efeito do NaCl sobre a 

temperatura ótima foi determinado nas mesmas condições, na presença de 0,5 e 2,5 M de NaCl 

no meio reacional. 

 

4.5.5 Estabilidade térmica da xilanase bruta e purificada na presença e ausência de 

NaCl 

 

Para a determinação da estabilidade térmica, a enzima foi incubada, na ausência de 

substrato, em temperaturas de 40 a 70 ºC, em intervalos de 10 ºC, com retirada de alíquotas em 

intervalos de tempo variados (1 a 240 minutos). Assim que coletadas, as alíquotas foram levadas 

para banho de gelo e a atividade enzimática foi prontamente determinada em tampão imidazol 

0,05 M, pH 6,5 a 55 ºC. A avaliação do efeito do NaCl sobre a estabilidade da enzima foi 

realizada nas mesmas condições, em presença de 0,5 e 2,5 M do sal no meio reacional. 

 

4.5.6 Efeito de íons metálicos e compostos químicos sobre a atividade xilanase bruta e 

purificada 

 

O efeito de íons metálicos e algumas substâncias sobre a atividade xilanase bruta e 

purificada foi avaliado incubando-se a enzima em tampão acetato de sódio 0,05 M pH 5,0, na 

presença dos íons Cu2+, Ca2+, Mg2+, Zn2+, Ba2+, Mn2+, Cu2+, Hg2+, e NH4
+ e na presença de 

(NH4)2SO4, acetato de amônio, acetato de chumbo, glicerol, sulfato de amônio, SDS (dodecil 

sulfato de sódio), Triton X-100, EDTA (ácido etilenodiaminotetracético), PMSF (fluoreto de 

fenilmetilsulfonila), DTT (1,4-ditio-D-treitol) e β-mercaptoetanol, nas concentrações de 2,0 e 

10,0 mM. As atividades residuais foram expressas como a porcentagem de atividade xilanase 

em relação ao ensaio controle, na ausência das substâncias. 
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4.5.7 Especificidade da xilanase bruta e purificada pelo substrato 

  

A especificidade da xilanase a diferentes substratos foi avaliada usando xilana oat spelt, 

xilana de birchwood, xilana de beechwood, ρ-nitrofenil-β-D-xilopiranosídeo (ρNPX), 

carboximetilcelulose (CMC) e avicel, na concentração de 1,0% (m/v). As atividades foram 

realizadas em tampão imidazol 0,05 M pH 6,5 a 55 °C e avaliadas por meio da quantificação 

de açúcares redutores liberados, conforme Itens 4.3.1, 4.3.2 e 4.3.3, utilizando curvas padrão 

de xilose (1,0 mg/mL) para as xilanas, de ρ-nitrofenol (0,1 mg/mL) para ρNPX e de glicose (1,0 

mg/mL) para a CMC e Avicel. Os resultados dos ensaios foram submetidos a análise de 

variância e as médias de atividade enzimática referentes a cada substrato foram comparadas 

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

4.5.8 Produtos de hidrólise da xilana oat spelt pela Xyl 3 purificada 

  

Os produtos solúveis da hidrólise enzimática da xilana foram verificados por 

cromatografia em camada delgada como descrito por Fontana et al. (1988). Para tanto, 250,0 

µL da enzima purificada foram incubados com solução de xilana oat spelt comercial 1,0% (m/v) 

em tampão imidazol 0,05 M pH 6,5 a 50 °C. Em períodos de tempo pré-determinados, alíquotas 

de 1,0 mL foram retiradas dessa solução, fervidas por 2 minutos, transferidas para banho de 

gelo pelo mesmo tempo, centrifugadas por 15 minutos a 10000 rpm e armazenadas em 

geladeira. A cromatografia foi realizada em placas de sílica gel 60G (Merck) utilizando glicose, 

xilose e xilobiose (1,0 mg/mL) como padrões e uma solução de acetato de etila:ácido 

acético:ácido fórmico:água destilada (9:3:1:4 v/v/v/v) como fase móvel. As bandas foram 

reveladas com a vaporização de solução de orcinol 0,2% (m/v) em ácido sulfúrico/metanol (1:9 

v/v) seguida de incubação em estufa a 90,0 ºC por 5 min. 

 

4.5.9 Determinação dos parâmetros cinéticos KM e Vmáx 

    

As constantes cinéticas Km e Vmáx da xilanase purificada foram determinadas conforme 

procedimento gráfico proposto por Lineweaver-Burk (1934). Para tanto, a atividade enzimática 

foi determinada na presença de xilana birchwood em concentrações crescentes de 1,0 a 20,0 

mg/mL. Os parâmetros cinéticos foram obtidos por meio de regressão não-linear utilizando o 

software GraphPad Prism 7.03 (GraphPad Software Inc., La jolla, CA, USA). 
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4.6 Caracterização dos subprodutos sabugo, palha e folha de milho  

 

4.6.1 Determinação da composição química dos subprodutos in natura  

 

Os três subprodutos da agroindústria do milho - sabugo, palha e folha - foram 

caracterizados quanto a composição em carboidratos, lignina e teor de extrativos. O teor de 

extrativos foi determinado por meio de lavagens de 1,0 g dos substratos com etanol (96%) por 

8 h, seguidas de lavagens com 200 mL de água ultrapura por mais 24 horas, em aparelho soxlet. 

O teor de extrativos em cada amostra foi determinado pela diferença de massas antes e depois 

das lavagens. A composição de carboidratos e lignina foi determinada pelo método de Klasson, 

segundo normas constantes no protocolo do National Renewable Energy Laboratory 

(SLUITER et al., 2012). Para tanto, 0,3 g das amostras livres de extrativos foram previamente 

tratados com 3,0 mL de ácido sulfúrico 72% a 30 °C por 1 h, em seguida, a reação foi 

interrompida com a adição de 84,0 mL de água destilada. Essa mistura foi, então, autoclavada 

por 1 h a 121 °C e filtrada em cadinhos de placa porosa de vidro sinterizado nº 4, previamente 

tarados. Para a determinação da massa de lignina insolúvel, o resíduo sólido dos cadinhos foi 

lavado com água destilada, seco em estufa a 105 °C até atingir massa constante. A fração líquida 

do filtrado foi utilizada para a determinação do teor de lignina solúvel, por leitura em 

espectrofotômetro a 215 e 280 nm e, para a determinação dos teores de carboidratos por HPLC. 

 

4.6.2 Extração de hemicelulose dos subprodutos 

 

O processo de extração da xilana foi realizado conforme método otimizado descrito por 

Brienzo, Siqueira e Milagres (2009), modificado: Para tanto, inicialmente, as amostras dos 

resíduos foram trituradas em moinho de facas, selecionadas em peneira de abertura 0,074 mm 

(20 mesh) e tratadas com solução de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,2% (m/v) 

durante 1 h a 90 °C para remoção de metais. Desse material, 10,0 g foram coletados e 

adicionados a 200,0 mL de peróxido de hidrogênio (6%) em frascos tipo Boeco de 1,0 L, o pH 

da solução foi ajustado para 11,6 e os frascos foram mantidos sob agitação de 100 rpm durante 

24 h. Após esse período, o resíduo insolúvel foi separado por filtração em papel de filtro, a 

fração sobrenadante teve seu pH ajustado para 6,0 e foi concentrada a aproximadamente 1/3 de 

seu volume original em estufa a 70 °C. À essa solução concentrada foi adicionado etanol 96%, 

para a precipitação da hemicelulose. Na sequência, quatro etapas de lavagem com etanol 70% 
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foram realizadas. Por fim, a hemicelulose decantada foi seca em estufa a 40 °C e armazenada 

para posteriores análises. 

 

4.6.3 Determinação da composição química das hemiceluloses extraídas dos 

subprodutos 

 

A caracterização química da xilana extraída dos subprodutos (sabugo, palha e folha de 

milho) quanto aos teores em carboidratos e lignina foi realizada conforme método descrito por 

BRIENZO et al., 2009: 0,3 g das amostras livres de extrativos foram, primeiramente, tratados 

com 3,0 mL de ácido sulfúrico 72,0% a 45 °C por 7 minutos. A reação foi interrompida com a 

adição de 84,0 mL de água destilada e, a mistura, autoclavada por 30 min a 121 °C e filtrada 

em cadinhos de vidro de placa porosa, previamente tarados. Para a determinação das massas de 

lignina solúvel e insolúvel, bem como do teor de carboidratos presentes na amostra, seguiu-se 

o procedimento descrito no Item 4.6.1, sem modificações. 

 

4.7 Hidrólise enzimática dos subprodutos 

 

Os ensaios de hidrólise enzimática dos subprodutos in natura, bem como das 

hemiceluloses extraídas dessas biomassas, foram conduzidos em tubos de ensaio de 25,0 mL, 

contendo 0,1 g de substrato diluído em de tampão imidazol 0,05 M, pH 6,5, sob agitação de 

120 rpm, a 55 °C. Para hidrólise dos materiais, foi aplicada atividade endoxilanase (30,0 U/g) 

e a reação foi conduzida em diferentes tempos (2 a 24 h). As alíquotas, após serem retiradas 

nos tempos determinados, foram fervidas por 5 minutos e resfriadas à temperatura ambiente.  

 

4.7.1 Análise da produção de XOS por ADNS 

 

A análise da produção de XOS pelo método do ADNS foi realizada determinando-se a 

atividade enzimática do hidrolisado conforme descrito no Item 4.3.1 utilizando curva de 

calibração de xilose (0,0 a 1,0 mg/mL). 
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4.7.2 Análise da produção de XOS por CLAE 

 

Para a análise e elaboração da curva de calibração dos XOS foram pesados 

aproximadamente 1,0 mg dos padrões: xilose (X1 – Sigma), xilobiose (X2), xilotriose (X3), 

xilotetraose (X4), xilopentose (X5) e xilohexose (X6) (Megazyme-Irlanda) e transferidos para 

um balão volumétrico de 5 mL separadamente, resultando em uma solução pura de 0,2 g/L 

para cada padrão em estudo. Essa solução foi analisada por cromatografia liquida de alta 

eficiência (CLAE-SHIMADZU, modelo NEXERA XR), nas seguintes condições: coluna 

BIORAD Aminex HPX-87C (300 x 7,8 mm); temperatura: 80 °C; eluente: água Mili-Q, com 

fluxo 0,6 mL/min; volume de amostra: 20 µl; detector : índice de refração a 60 °C (Shimadzu, 

modelo RID 20-A) com um tempo de análise de 19 min.  

A curva de calibração dos XOS foi determinada através do preparado de soluções com 

os padrões de grau analítico citados acima, secos sob pentóxido de fósforo e vácuo. Para a 

realização da cura de calibração foi realizada uma solução mista dos padrões citados acima, 

onde 4 mg de cada padrão foram pesados e transferidos para um balão volumétrico de 5 mL, 

resultando na solução mão mista de 0,8 g/L. Diluições sucessivas foram realizadas com a 

solução mãe mista gerando as seguintes concentrações para cada padrão em estudo: 0,6; 0,4; 

0,2; 0,1 e 0,05 g/L. As diferentes concentrações das soluções mistas foram analisadas por 

CLAE nas mesmas condições citadas acima.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO         

 

5.1 Purificação da principal xilanase extracelular de A. hortai cultivado por FES 

 

Pelo perfil cromatográfico evidencia-se a presença de três picos de atividade identificados 

como Xyl 1, correspondente a fração não retida; Xyl 2, correspondente ao pico eluído em 0,3 

M de NaCl, e Xyl 3, correspondente ao pico eluído em 1,0 M do sal (Figura 8). As frações 

correspondentes a principal xilanase (Xyl 3) foram reunidas e, subsequentemente, aplicadas em 

coluna de interação hidrofóbica. Ao final desta etapa, Xyl 3 apresentou recuperação de 19,9% 

e fator de recuperação de 2,6 vezes (Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Etapas de purificação da principal xilanase do filtrado bruto de A. hortai em fermentação 

sólida. 

 Atividade 

total (U) 

Proteína 

total (mg) 

Atividade 

específica (U/mg) 

Recuperação 

(%) 

Fator de 

purificação 

Filtrado Bruto 12874,30 266,67 48,28 100,0 1,0 

CM Sephadex C-50 2562,00 20,44 125,34 19,9 2,6 

Fenil Sepharose 1730,17 9,98 173,29 13,4 3,5 

Sephadex G-50 145,49 0,19 597,88 1,1 12,3 
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Figura 8 - Perfil cromatográfico da xilanase bruta de A. hortai em coluna CM Sephadex C-50.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Coluna equilibrada com tampão acetato de sódio 0,05 M pH 4,0. Eluição das frações retidas com 

gradiente salino (1,0-0,0 M), no mesmo tampão. A280 (■), atividade xilanase (●), gradiente salino (—). 

Setas indicam as frações reunidas. 

 

Um perfil cromatográfico semelhante foi observado por Nascimento (2017). Nesse 

estudo, a mesma linhagem de A hortai utilizada no presente trabalho foi empregada na produção 

de xilanases, em cultivo submerso, com sabugo de milho como fonte de carbono. Como 

primeira etapa da purificação das enzimas foi utilizada uma cromatografia de troca iônica cujo 

perfil foi bastante similar ao obtido em nosso trabalho. Dessa forma, todos os resultados da 

caracterização por nós obtidos, serão comparados aos do trabalho de Nascimento (2017) a fim 

de demonstrar as diferenças e similaridades entre as enzimas. 

 

A fração reunida, correspondente ao pico Xyl 3, foi aplicada em coluna de interação 

hidrofóbica Fenill Sepharose. O perfil cromatográfico evidencia a presença de apenas um pico 

de atividade xilanase eluído em 0,5 M de NaCl, correspondente a um pico de proteínas. Ao final 

dessa segunda etapa, a enzima foi purificada 3,6 vezes com rendimento de 13,4%.  
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Figura 9 - Perfil cromatográfico de Xyl 3 em coluna Fenil Sepharose. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Coluna equilibrada com tampão acetato de sódio 0,05 M pH 4,0 adicionado de 2,0 M de NaCl. A280 (■), 

atividade xilanase (●), gradiente salino de eluição (—). Setas indicam as frações reunidas. 

 

Na terceira etapa de purificação, a Xyl 3 proveniente da interação hidrofóbica foi aplicada 

em coluna de exclusão molecular de Sephadex G-50 (Figura 10). O perfil cromatográfico, 

novamente, evidencia a presença de apenas um pico de atividade xilanase. A massa molecular 

da enzima, após calibração da coluna com os padrões, foi estimada em 14,8 kDa. Ao final dessa 

última etapa cromatográfica, a xilanase apresentou um fator de purificação final de 12,4 vezes 

com recuperação de 1,1%. A baixa recuperação pode ser explicada, em parte, em razão dos 

cálculos de recuperação serem realizados em função da atividade enzimática no filtrado bruto, 

o qual possuía pelo menos mais duas xilanases, que contribuíram com a elevada atividade total 

do filtrado a qual, portanto, não corresponde apenas a atividade da Xyl 3.  
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Figura 10 - Perfil cromatográfico de Xyl 3 em coluna Sephadex G-50. 

Resina Sephadex G-50 equilibrada com tampão acetato de amônio 0,05 M pH 4,0. A280 (■), 

atividade xilanase (●). Setas indicam as frações reunidas. Padrões de calibração: anidrase 

carbônica (29,0 kDa), ribonuclease (13,7 kDa) e aprotinina (6,5 kDa). 

 

5.1.1 Eletroforese em condição desnaturante   

 

A purificação da amostra, após as etapas cromatográficas, foi confirmada pela presença 

de apenas uma banda na SDS PAGE, cuja massa molecular foi estimada em 25 kDa, com base 

em sua mobilidade aparente no gel (Figura 11). De acordo com os resultados obtidos por meio 

da eletroforese e da filtração em gel, sugere-se que a massa molecular aparente da xilanase em 

estudo seja entre 14,8 e 25,0 kDa. Essa diferença entre as massas moleculares pode sugerir certo 

grau de glicosilação da enzima, uma vez que enzimas glicosiladas podem apresentar alguma 

interação com a resina da filtração em gel, atrasando a sua eluição e, consequentemente, 

induzindo a uma subestimação do valor da sua massa molecular aparente. Além disso, deve-se 

levar em conta que o formato da molécula também pode influenciar na sua eluição. Enzimas 

comerciais possuem, geralmente, formato globular, enquanto enzimas nativas são mais 

alongadas; essa diferença nos formatos e, portanto, nos raios hidrodinâmicos entre as enzimas 

resultam em diferentes interações com a resina da coluna e, consequentemente, em massas 

moleculares inacuradas (GE HEALTHCARE). 
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Figura 11 - Perfil em eletroforético da Xyl 3 purificada de A. hortai cultivado 

em meio sólido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PAGE-SDS em gel de poliacrilamida 18,0%. (A) Padrões de peso molecular: 

fosforilase b (97,0 kDa), albumina bovina (66,0 kDa), ovoalbumina (45,0 

kDa), anidrase carbônica (30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,0 kDa) e 

lactalbumina (14,4 kDa), (B) amostra proveniente da cromatografia de 

exclusão molecular. 

 

Como mostrado na Tabela 2, as xilanases apresentam uma ampla variabilidade em 

relação às suas massas moleculares. Além das citadas na tabela, pode-se encontrar, ainda, na 

literatura, relatos de xilanases com massas menores que 20 kDa até maiores que 200 kDa 

(SHAO; DEBLOIS; WIEGEL, 1995; WONG; TAN; SADDLER, 1988). A Xyl III purificada 

no trabalho de Nascimento (2017) apresentou massa molecular de 29 kDa por SDS-PAGE, 

valor próximo daquele determinado para Xyl 3, porém, pela exclusão molecular, a massa da 

Xyl III foi determinada em 28 kDa, valor duas vezes maior que o determinado para a Xyl 3. 
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 5.2 Caracterização da xilanase bruta e purificada de A. hortai cultivado em FES 

 

5.2.1 Efeito da concentração de NaCl sobre a atividade xilanase bruta e purificada e 

estabilidade na presença do sal 

 

Considerando que o fungo utilizado neste trabalho foi isolado de ambiente salino e, tendo 

como base, o trabalho de Nascimento (2017), no qual foram purificadas duas xilanases 

halotolerantes e uma halofílica, decidiu-se por avaliar, ao longo desse trabalho, os efeitos do 

NaCl, sobre a atividade e estabilidade da xilanase bruta e da enzima purificada (Figura 12).  

No geral, os perfis de atividade para a enzima bruta e purificada foram similares. Não 

foram observadas variações significativas de atividade na ausência e na presença de NaCl até 

2,5 M no meio reacional, de forma que a enzima foi capaz de manter mais de 90,0% da atividade 

controle (ausência de sal) nesses casos. Com o aumento da concentração salina para 4 M, 

observou-se uma queda de cerca de 40% na atividade, em relação ao controle. De qualquer 

forma, esse, ainda sim, é um comportamento bastante interessante, tendo em vista uma condição 

salina extrema. 

 

Figura 12 - Efeito da concentração de NaCl sobre a atividade xilanase. Enzima bruta (■) e purificada 

(■) de A hortai.   

 

 

Atividades relativas da enzima determinadas a 55 °C em tampão imidazol 0,05 M pH 6,5. Os controles 

(atividades na ausência de NaCl) correspondem a 28,04 U/mg para a enzima bruta e a 554,76 U/mg para 

a enzima purificada. Letras iguais representam médias de atividade não estatisticamente diferentes entre 

si pelo teste de Tukey a 5,0% de significância.  

 

No trabalho de Nascimento (2017) a xilanase purificada, Xyl III, foi capaz de manter 

atividades relativas entre 58,0% e 85,0% na presença de 0,5 a 2,0 M de NaCl, diferente do 

observado para a Xyl 3 a qual manteve acima de 90,0% da atividade controle nas mesmas 
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condições. Também, no trabalho de Carli (2016), uma xilanase halotolerante purificada do 

filtrado de Colletotrichum graminicola manteve cerca de 85,0% da atividade controle na 

presença de 0,5 M de NaCl, a qual foi gradativamente reduzida com o aumento da concentração 

do sal, chegando a 50,0% em 3,0 M. 

Os perfis de estabilidade da enzima às diferentes concentrações de NaCl são mostrados 

na Figura 13. A enzima bruta e purificada se mostrou, nesse caso, halotolerante, sendo capaz 

de manter mais de 90,0% da atividade controle em todas as concentrações de sal avaliadas. É 

interessante observar, no entanto, que na presença de 0,5 M de NaCl, a enzima bruta foi 

estimulada e apresentou atividade superior a 100,0% em relação ao controle durante todo o 

período de incubação, caracterizando um comportamento halofílico. Este comportamento, 

associado às altas taxas de atividade na presença do sal representa um potencial com vistas a 

aplicação da enzima em processos que se realizem sob elevadas condições de salinidade. Entre 

potenciais processos, cita-se o biobranquamento da polpa de papel Kraft, na hidrólise de 

material lignocelulósico, submetido a pré-tratamento alcalino, ou ainda na hidrólise de 

biomassa marinha, haja vista que as grandes quantidades de sal presentes nesses processos 

podem inibir a ação enzimática e, consequentemente, diminuir o rendimento da hidrólise 

(GARCÍA-TORREIRO et al., 2016; JÖNSSON; MARTÍN, 2016; LEE et al., 2015). Ademais, 

recentes trabalhos têm estudado a possibilidade de utilização de água do mar como substituta à 

água doce nas etapas de lavagem do material lignocelulósico, em regiões costerias, para a 

remoção de compostos formados durante o pré-tratamento e, com isso, diminuir gastos e tornar 

a produção de biocombustíveis mais sustentável (CARLI, 2016; CARVALHO, 2017). A 

aplicação da xilanase bruta ou purificada, portanto, se mostra bastante interessante nesses casos, 

uma vez que demonstrou ser altamente tolerante a diferentes concentrações de sal, além de ter 

sido estimulada na presença de NaCl 0,5 M, concentração próxima da encontrada na água do 

mar (0,46 M). 

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados e Discussão                                                                                                                          64 
  

 
 

Figura 13 - Estabilidade da xilanase ao NaCl. Enzima bruta (a) e purificada (b) na 

presença de NaCl 0,05 M (●), 0,5 M (▲), 1,00 M (-), 2,50 M () e 4,00 M ().  

Atividades residuais determinadas em tampão imidazol 0,05 M pH 6,5 a 55 °C durante 

24 h de incubação. Os controles 100% (atividades sem incubação) correspondem a 

28,43 U/mg para a enzima bruta até 2,5 M e a 27,84 U/mg em 4,0 M de NaCl, e a 358,33 

U/mg para a enzima purificada até 2,5 M e a 320,00 U/mg em 4,0 M de NaCl. 

 

Tal comportamento apresentado tanto pela enzima bruta quanto pela purificada se 

mostrou mais tolerante ao NaCl do que algumas xilanases de bactérias halofílicas como 

Halorhabdus utahensis, isolada de lago salino (WAINO; INGVORSEN, 2003), e Bacillus sp. 

NTU-06, isolada de uma bacia de sal (WANG, C et al., 2010). 

Resultados semelhantes foram observados para uma xilanase (CARLI, 2016) e para uma 

β-xilosidase (CARVALHO, 2017) halotolerantes produzidas por Colletotrichum graminícola, 

as quais foram capazes de manter no mínimo 90,0% das atividades controle na presença de 

NaCl 0,5-3,0 M.  

Tendo em vista o comportamento halofílico/halotolerante demonstrado pela enzima e, 

visando explorar esta característica, a posterior caracterização bioquímica da xilanase foi 

realizada na ausência e na presença de 0,5 M e 2,5 M de NaCl.  
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  5.2.2 Efeito do pH sobre a atividade xilanase bruta e purificada na presença e 

ausência de NaCl 

 

O efeito do pH na atividade da xilanase é mostrado na Figura 14. No geral, os perfis de 

atividade da enzima bruta e purificada foram semelhantes. As atividades máximas tanto na 

presença, quanto na ausência de NaCl, observadas na faixa de pH entre 6,0 e 6,5, com a melhor 

condição em 0,5 M do sal. Fora desta faixa, a atividade diminuiu gradativamente, seja com o 

aumento ou decréscimo do pH do meio de reação até atingir cerca de 12% da atividade controle 

em pH 8,0 e 2,3% em pH 3,0, para a enzima bruta. Quando purificada, a enzima apresentou 

maior atividade em pHs alcalinos, mantendo cerca de 51% da atividade controle em pH 8,0 na 

presença de 2,5 M de NaCl. Embora a atividade máxima em ambos os casos tenha ocorrido em 

pH 6,0 e, os perfis de atividade terem se mostrado bastante parecidos na ausência e na presença 

do sal, pode-se observar, em pHs menores que 6,0, uma pequena tendência ao aumento na 

atividade enzimática, em resposta à diminuição da concentração de NaCl, sugerindo certa ação 

desestabilizadora resultante da presença de sal em condições mais ácidas. Já em pHs maiores 

que 6,0 observa-se um efeito contrário, visto que, nesse caso, a adição do sal proporcionou 

aumento na estabilidade da enzima, tanto no filtrado bruto, quanto purificada.  
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Figura 14 - Efeito do pH sobre a atividade xilanase. Enzima bruta (a) e purificada 

(b) na ausência (●) e na presença de NaCl 0,5 M () e 2,5 M (▲). 

Atividades relativas determinadas em tampão McIlvaine, nos respectivos pHs, a 55 

°C. Os controles (atividades máximas na ausência de NaCl) correspondem a 46,39 

U/mg para a enzima bruta, e a 513,73 U/mg para a enzima purificada. 

 

Em estudos com o gênero Aspergillus, o pH ótimo comumente encontrado para as 

xilanases é de 5,0 (DE CARVALHO PEIXOTO-NOGUEIRA et al., 2009; SHAH; 

MADAMWAR, 2005; ZIMBARDI et al., 2013). No entanto, condições ótimas em torno de 6,0 

e 6,5 são, também, bastante comuns, tendo sido descritas por diversos autores (CARMONA et 

al., 1998; ABDEL-SATER; EL-SAID, 2001; SOUZA, 2012; TERRONE, 2013; CHEN; LI; 

WANG, 2016; NASCIMENTO, 2017). As variações observáveis nos perfis de atividade 

enzimática em função do pH são resultado, principalmente, de alterações na estrutura da enzima 

devido ao favorecimento da repulsão de cargas entre aminoácidos próximos ou por alterações 

de cargas dos resíduos de aminoácidos presentes no sítio catalítico da enzima, os quais afetam 

o mecanismo de ligação e catálise do substrato (VOET; VOET, 2013).  

Resultados semelhantes também foram observados para as xilanases de Aspergillus 

versicolor (CARMONA et al., 1997), Aspergillus giganteus (FIALHO; CARMONA, 2004) e 

Penicillium oxalicum (LIAO et al., 2015). Por outro lado, a adição de NaCl ao meio de reação 

resultou em um deslocamento do pH ótimo de atividade de uma xilanase (CARLI, 2016) e de 

uma β-xilosidase (CARVALHO, 2017) de C. graminicola, o que pode estar relacionado a 
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mudanças nos valores de pKa das cadeias laterais dos resíduos catalíticos em resposta ao 

aumento da força iônica do meio. Já, no trabalho de Nascimento (2017), o pH ótimo de atividade 

para o filtrado bruto e para a Xyl III purificada, em tampão McIlvaine, se deu em 6,5.  

Considerando aplicações industriais, os perfis de atividade ótima apresentados tanto pela 

xilanase bruta quanto pela purificada, na ausência e na presença de NaCl, indicam um potencial 

para uso em processos de biopurga de fibras têxteis, uma vez que esses, geralmente, são 

conduzidos em uma faixa de pH de 6,0 a 8,0 (SILVA, 2013). Visando o seu emprego na 

sacarificação da biomassa lignocelulósica, cujos processos são, geralmente, conduzidos em 

uma faixa de pH de 4,0-5,0, a enzima pode se mostrar também atraente tendo em vista a 

manutenção de mais de 60,0% da atividade inicial em pH 5,0 na ausência NaCl.  

 

5.2.3 Estabilidade da xilanase bruta e purificada ao pH na presença e ausência de NaCl 

 

Os perfis de estabilidade da xilanase bruta e da Xyl 3 em diferentes valores de pH são 

mostrados na Figura 15. A enzima bruta se mostrou bastante estável na faixa de pH entre 3,0 

e 8,0, na ausência e na presença de NaCl 0,5 M, mantendo, nesses casos, um mínimo de 80% 

da atividade controle. Já na presença de 2,5 M do sal, a estabilidade foi ligeiramente menor em 

quase todos os pH estudados. Entretanto, mesmo nessa condição, exceto em pH 8,0, a enzima 

foi capaz de manter no mínimo 77% da atividade controle. A enzima purificada, por sua vez, 

também se mostrou bastante estável ao pH, especialmente na ausência de NaCl, tendo sido 

capaz de manter uma atividade mínima de 60% em relação ao controle nessa condição. Em 

oposição ao observado para a enzima bruta, a presença de 0,5 M do sal no meio de reação foi 

mais prejudicial à atividade da enzima que a presença de 2,5 M, sendo que, em tais condições, 

respectivamente, um mínimo de 46% e 55% da atividade controle foi mantida em toda a faixa 

de pH analisada. 
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Figura 15 - Estabilidade da xilanase ao pH. Enzima bruta (a) e purificada (b) na 

ausência (●) e na presença de NaCl 0,5 M () e 2,5 M (▲). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Atividades residuais determinadas em tampão imidazol 0,05 M pH 6,5 a 55 °C após 

incubação por 24 h a 4 °C. Os controles (atividades sem incubação) correspondem a 

25,87 U/mg para a enzima bruta, e a 357,38 U/mg para a enzima purificada. 

 

Perfis de estabilidade das xilanases ao pH são bastante variáveis, sendo possível encontrar 

na literatura relatos de enzimas estáveis a amplas faixas de pH e, até mesmo, comportamentos 

variáveis entre diferentes xilanases produzidas por um mesmo micro-organismo, como 

observado por Nascimento (2017). Nesse mesmo trabalho, a enzima bruta, na ausência de sal, 

foi estável ao pH de 3,0 a 7,0 mantendo, nesses casos, não menos que 85% da atividade controle. 

Em nosso trabalho, nas mesmas condições, um mínimo de 88% da atividade controle foi 

mantido. Após a purificação, a Xyl III apresentou comportamento bastante variável, com 

atividades entre 70% e 110% enquanto que, a Xyl 3 foi capaz de manter entre 60% e 92% da 

atividade controle. Uma xilanase purificada de C. graminicola (CARLI, 2016) também se 

mostrou bastante estável na faixa de pH de 4,0 a 10,0, mantendo mais de 80% da atividade 

controle em todos os ensaios. Em pH mais ácidos (3,0-3,5), no entanto, a presença de NaCl foi 

bastante prejudicial para a atividade enzimática, levando a perdas de 60% e 75% da atividade 

residual quando na presença de 0,5 e 2,5 M do sal, respectivamente.  
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5.2.4 Efeito da temperatura sobre a atividade xilanase bruta e purificada na presença 

e ausência de NaCl 

 

Os perfis de atividade da xilanase bruta e da Xyl 3 em função da temperatura são 

apresentados na Figura 16. A temperatura ótima de reação, para a xilanase bruta, se deu a 60 

°C tanto na ausência quanto na presença de NaCl 0,5 e 2,5 M. Nota-se, no entanto, que nessa 

temperatura e, também a 55 °C, a presença do sal foi prejudicial para a sua atividade, haja vista 

a perda de aproximadamente 40,0% em comparação ao ensaio na ausência de NaCl. Para 

temperaturas fora dessa faixa, os perfis de atividade foram muito parecidos independentemente 

da presença do sal sendo que, acima de 60 °C, a atividade diminuiu gradativamente com o 

aumento da temperatura, chegando a 6,0% da atividade controle a 80,0 °C. Já, abaixo de 55 °C, 

a diminuição, também gradual, na atividade se deu com a diminuição da temperatura, chegando 

a 8% da atividade máxima a 20 °C. A Xyl 3, por sua vez, apresentou um perfil bastante similar 

ao da enzima bruta e, da mesma forma, a adição de NaCl não resultou em alterações na 

temperatura ótima de reação, a qual foi, também, observada a 60 °C. Contudo, nota-se que o 

sal favoreceu a atividade da enzima em todas as faixas de temperatura sendo a condição ótima 

de atividade na presença de 0,5 M, indicando, novamente, um caráter halofílico dessa enzima. 
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Figura 16 - Efeito da temperatura sobre a atividade xilanase. Enzima bruta (a) e 

purificada (b) na ausência (●) e na presença de NaCl 0,5 M () e 2,5 M (▲). 
 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Atividades relativas determinadas em tampão imidazol 0,05 M pH 6,5 a 55 °C. Os 

controles (atividades máximas na ausência de NaCl) correspondem a 41,39 U/mg para a 

enzima bruta, e a 529,76 U/mg para a enzima purificada.  

 

Diversos trabalhos com fungos filamentosos têm descrito temperaturas ótimas de 

atividade xilanase em torno de 55 e 60 °C (Tabela 2) assim como algumas xilanases comerciais 

como Sumizyme, Multifect XL, Pulpzyme e Cartazyme, também produzidas por fungos, 

apresentam atividade ótima nesta faixa de temperatura (POLIZELI et al., 2005). De fato, em 

grande parte dos casos, a atividade ótima de reação das xilanases se dá em temperaturas entre 

40 e 60 °C (CHEN; WANG, 2016). Condições extremas de temperatura ótima de atividade 

também são relatadas na literatura, como as das xilanases de Marasmium sp. 

(RATANACHOMSRI et al., 2006) e Thermothoga sp. (SIMPSON; HAUFLER; DANIEL, 

1991) cujas atividades máximas se dão a 90,0 e 105,0 °C, respectivamente. Tais enzimas, no 

entanto, estão sempre associadas a micro-organismos termófilos de ambientes extremos 

(CHEN; WANG, 2016), os quais são quase sempre de difícil cultivo em laboratório, além de 

apresentarem, geralmente, baixa produção enzimática, características não interessantes do 
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ponto de vista industrial e comercial (SCHIRALDI; ROSA, 2002; GOMES; STEINER, 2004; 

ZWEERINK et al., 2017). 

No trabalho de Nascimento (2017) a xilanase bruta apresentou atividade ótima a 55 °C e 

a Xyl III a 65 °C, valores diferentes do observado no presente estudo, que foi de 60 °C, tanto 

para a enzima bruta quanto para a purificada. Além dessa, outras xilanases, como as de 

Aspergillus niveus (DE CARVALHO PEIXOTO-NOGUEIRA et al., 2009) e Aspergillus niger 

(JIN et al., 2012) quando cultivados em estado sólido, utilizando sabugo de milho, também 

apresentaram temperatura ótima a 55 ºC. É interessante destacar que tanto a enzima bruta, 

quanto a Xyl 3, apresentaram temperatura ótima maior que a relatada para xilanases de alguns 

micro-organismos termófilos como Myceliophthora thermophila (PEREIRA et al., 2015) e 

Bacillus pumilus (MAHILRAJAN; BALAKUMAR; ARASARATNAM, 2012), as quais 

apresentaram atividade máxima a 55 °C.  

 

5.2.5 Estabilidade térmica da xilanase bruta e purificada na presença e ausência de 

NaCl 

 

Os perfis de estabilidade térmica da xilanase bruta e da Xyl 3 são mostrados nas Figuras 

17 e 18. A enzima bruta, quando incubada a 40 °C na ausência de NaCl, foi completamente 

estável, mantendo aproximadamente 80% da sua atividade inicial durante as 4 h de incubação. 

Já na presença do sal, em ambas as concentrações, foi estimulada, mantendo mais de 100% da 

atividade inicial durante o mesmo período de incubação. De maneira geral, a estabilidade 

térmica da enzima foi favorecida com a presença de NaCl no meio reacional. Tal 

comportamento é claramente observado nos ensaios a 50 °C, no qual o tempo de meia vida da 

enzima foi duplicado na presença de 0,5 M do sal e quadruplicado na presença de 2,5 M, quando 

comparado ao ensaio sem a presença do NaCl. Esse, consiste em mais uma evidência do caráter 

halofílico de alguma/algumas das xilanases presentes nessa amostra bruta. Já, em temperaturas 

mais elevadas observa-se um acentuado decréscimo na atividade enzimática de forma que, 

mesmo nas melhores condições de estabilidade, 2,5 M de NaCl, aproximadamente 60% e 99% 

da atividade foi perdida logo nos primeiros 10 minutos de incubação a 60 e a 70 °C, 

respectivamente.  

Com a Xyl 3 purificada observa-se, de maneira geral, uma pequena diminuição na 

estabilidade térmica, o que pode ser explicado pela retirada de componentes protetores da 

enzima durante as etapas de purificação. Quando a 40 °C, na ausência de NaCl, a enzima 
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apresentou aumento da atividade durante os primeiros 30 min de incubação, e depois foi capaz 

de manter aproximadamente 50% da sua atividade inicial em até 4 horas de incubação. Já, na 

presença de 0,5 M de NaCl, a enzima também foi ativada durante os 10 primeiros minutos de 

incubação, após esse período, se manteve estável, com atividades entre 80 e 92% em relação ao 

controle durante todo o período de 4 h. A 50 °C, na ausência de NaCl, a enzima foi capaz de 

manter mais de 50,0% da atividade controle por mais de 30 minutos. A adição de 2,5 M do sal, 

nessa temperatura, também favoreceu a atividade enzimática, elevando esse tempo para 60 

minutos. Já, a 70 °C, assim como observado para a enzima bruta, há um acentuado decréscimo 

na atividade da Xyl 3, a qual perdeu mais de 98% da atividade controle logo nos primeiros 5 

minutos de incubação. No trabalho de Nascimento (2017), a enzima bruta, na ausência de sal, 

foi estável tanto a 40 °C quanto a 50 °C, mantendo mais de 70% da atividade controle durante 

4 h de incubação. A Xyl III, por sua vez, perdeu aproximadamente 50% da sua atividade inicial 

logo nos primeiros 10 min de incubação a 55 °C, temperatura não avaliada para a Xyl 3.   
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Figura 17 - Estabilidade térmica da xilanase bruta. Enzima na ausência (a) e na presença 

de NaCl 0,5 M (b) e 2,5 M (c) a 40 °C (♦), 50 °C (▲), 60 °C (■) e 70 °C (●).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Atividades residuais determinadas em tampão imidazol 0,05 M pH 6,5 a 55 °C. Os 

controles (atividade sem incubação) correspondem a 33,14 U/mg (♦) e a 28,42 U/mg 

(▲, ■ e ●). 
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Figura 18 - Estabilidade térmica da xilanase purificada. Enzima na ausência (a) e na 

presença de NaCl 0,5 M (b) e 2,5 M (c) a 40 °C (♦), 50 °C (▲), 60 °C (■) e 70 °C (●).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Atividades residuais determinadas em tampão imidazol 0,05 M pH 6,5 a 55 °C. Os 

controles (atividade sem incubação) correspondem a 182,62 U/mg (♦) e a 494,12 U/mg 

(▲, ■ e ●).  
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A termoestabilidade é uma importante propriedade a ser considerada quando se busca a 

aplicação industrial da enzima, tendo em vista as severas condições geralmente empregadas nos 

processos biotecnológicos (BHALLA; BISCHOFF; SANI, 2015). Estudos comparativos têm 

demonstrado que a maior resistência das enzimas termoestáveis, em relação aos seus pares, 

resulta de pequenas substituições de aminoácidos e/ou da troca de suas localizações na 

molécula, aumentando o número de interações estabilizadoras intramoleculares. Além disso, 

sabe-se que a termoestabilidade de algumas enzimas pode ser alcançada por fatores como, pela 

redução de resíduos suscetíveis a oxidação; pela síntese, pelo micro-organismo, de diferentes 

estabilizadores; pelo aumento no grau de glicosilação da molécula e/ou ainda, pelo aumento 

nas concentrações de sais e proteínas intracelulares (GUPTA, 1991; SKROPETA, 2001; 

VIEILLE; ZEIKUS, 2001; FUKUCHI; NISHIKAWA, 2001). De fato, alguns trabalhos têm 

relatado aumento na estabilidade térmica de enzimas xilanolíticas quando na presença de NaCl 

(LIU et al., 2014; CARLI, 2016; CARVALHO, 2017). Apesar dos mecanismos físico-químicos 

responsáveis por esse efeito termoestabilizador ainda não serem completamente elucidados, 

sugere-se que tal comportamento possa estar relacionado ao sequestro das moléculas de água 

da camada de hidratação da enzima, pelos íons do sal, criando um microambiente hidrofóbico, 

que causaria perturbações nas interações eletrostáticas entre grupos carregados adjacentes, ou 

favoreceria a formação de interações hidrofóbicas, resultando em uma maior rigidez na 

estrutura da enzima, que se tornaria termodinamicamente mais estável. 

A ativação a 40 °C, bem como a estabilidade a 50 °C apresentadas pela enzima bruta são 

características bastante interessantes visando a sua aplicação em processos de sacarificação da 

biomassa lignocelulósica, uma vez que tais processos são comumente conduzidos em 

temperaturas iguais ou abaixo de 50 °C (BHALLA et al., 2013). Por outro lado, para 

procedimentos típicos aplicados no biobraqueamento da polpa celulósica (temperaturas ≥ 50 

°C por 120-180 minutos) (BRIJILALL et al., 2011; VALLS et al., 2010), a utilização da enzima 

não se mostra interessante, uma vez que, nessas condições, mais de 60% da sua atividade é 

perdida.  
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5.2.6 Efeito de íons metálicos e compostos químicos sobre a atividade xilanase bruta e 

purificada 

 

O efeito de íons metálicos e alguns compostos sobre a atividade xilanase é apresentado 

na Tabela 5. De modo geral, houve perda de atividade da enzima bruta e da Xyl 3 quando na 

presença de todos os íons e compostos testados exceto na presença de DTT e β-mercaptoetanol 

a 10 mM para a enzima bruta, a qual foi estimulada em cerca de 13,0 e 19,0%, respectivamente. 

É interessante destacar o forte efeito negativo na atividade da enzima quando em presença de 

10 mM dos íons Cu2+ e Hg2+, onde as perdas foram maiores que 90% em relação ao controle. 

Tal comportamento tem sido comumente atribuído à oxidação de grupos -SH presentes no sítio 

ativo (ou próximo dele) da enzima, os quais desempenham importante papel na manutenção da 

estrutura tridimensional da proteína (NELSON; COX, 2011; SCOPES, 1994). Nesse caso, a 

presença de tais grupos pode ser confirmada pela ativação da enzima na presença de DTT e β-

mercaptoetanol (10 mM), esses, são agentes redutores que contém grupos sulfidril em sua 

molécula, os quais, quando presentes no meio, são oxidados no lugar dos -SH da enzima, 

promovendo um efeito protetor sobre ela. De fato, alguns íons metálicos têm a capacidade de 

afetar significativamente a eficiência das xilanases, sendo bastante comum a perda de atividade 

quando em presença de íons como Hg2+, Fe2+, Co2+, Mn2+, Ag+, Cu2+ e Pb2+ (ZHOU et al., 

2009). Apesar da perda de atividade na presença de todos os íons metálicos testados, foi 

observado que a enzima bruta e purificada também perdeu atividade na presença de EDTA, um 

quelante de íons divalentes, o que sugere que a enzima necessita de algum, ou alguns, íons 

metálicos para a sua atividade.  
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Tabela 5 - Efeito de íons e compostos químicos sobre a atividade xilanase bruta e purificada.  

Íons e Compostos 
Enzima Bruta Enzima Purificada 

Atividade relativa (%)* 

 2 mM 10 mM 2 mM 10 mM 

Controle 100,0 100,0 100,0 100,0 

CaCl2 59,9 ± 0,3 43,8 ± 0,3 31,0 ± 0,3 24,0 ± 0,0 

MgSO4 

ZnSO4 

BaCl2 

MnSO4 

CuCl2 

HgCl2 

MgCl2 

NH4Cl 

(NH4)2SO4 

Acetato de amônio 

Acetato de chumbo 

SDS 

Triton X-100 

Tween-20 

Tween-80 

Glicerol 

EDTA 

PMSF 

DTT 

β-mercaptoetanol  

56,8 ± 0,4 

66,3 ± 0,0 

64,4 ± 0,1 

71,1 ± 1,8 

0,9 ± 0,0 

39,3 ± 0,8 

66,2 ± 0,4 

68,2 ± 0,8 

59,8 ± 0,6 

61,6 ± 0,4 

55,3 ± 0,1 

25,6 ± 0,3 

13,3 ± 0,4 

12,0 ± 0,0 

12,9 ± 0,7 

54,05 ± 0,3 

63,3 ± 0,7 

60,5 ± 0,1 

66,5 ± 0,1 

67,5 ± 0,7 

63,1 ± 1,2 

56,3 ± 0,0 

64,9 ± 0,7 

70,2 ± 0,7 

1,3 ± 0,0 

6,4 ± 0,1 

59,4 ± 1,5 

67,6 ± 0,9 

66,2 ± 1,6 

60,0 ± 0,0 

44,5 ± 0,3 

2,1 ± 0,0 

12,3 ± 0,5 

13,3 ± 0,9 

13,2 ± 0,8 

46,2 ± 2,3 

56,5 ± 1,7 

38,0 ± 0,8 

113,1 ± 0,1 

119,2 ± 4,5 

36,2 ± 1,2 

33,5 ± 0,0 

36,0 ± 0,1 

34,4 ± 0,5 

2,39 ± 0,0 

24,2 ± 0,0 

31,1 ± 0,6 

35,7 ± 0,1 

43,0 ± 0,1 

33,8 ± 0,0 

28,4 ± 0,0 

19,5 ± 0,2 

38,1 ± 0,7 

36,4 ± 0,5 

32,8 ± 0,3 

40,2 ± 2,4 

43,7 ± 0,5 

39,9 ± 0,1 

48,3 ± 0,4 

46,2 ± 0,5 

32,8 ± 0,1 

31,0 ± 0,1 

33,7 ± 0,1 

33,1 ± 0,5 

4,4 ± 0,0 

1,2 ± 0,0 

27,4 ± 0,4 

33,4 ± 0,5 

45,1 ± 0,8 

33,2 ± 0,4 

21,4 ± 0,1 

1,0 ± 0,0 

81,2 ± 1,0 

60,7 ± 0,4 

60,0 ± 0,6 

39,5 ± 1,3 

41,5 ± 0,0 

30,0 ± 0,0 

86,1 ±1,8 

76,4 ± 0,9 

*Atividades relativas determinadas em tampão imidazol 0,05 M pH 6,5 a 55 °C. Os controles (atividade 

na ausência dos íons e compostos químicos) correspondem a 30,55 U/mg para a enzima bruta e, a 476,38 

U/mg para a enzima purificada. 

 

Fortes efeitos negativos na atividade também podem ser observados na presença dos 

surfactantes SDS, Tween e Triton sugerindo a presença de interações hidrofóbicas importantes 

na manutenção da estrutura da xilanase (NELSON; COX, 2011). A enzima purificada, por sua 

vez, não foi estimulada por nenhum dos íons e compostos analisados. Verifica-se, também, 

nesse caso, um forte efeito negativo em resposta à presença de Cu2+, Hg2+ e SDS em ambas as 
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concentrações. É interessante notar, no entanto, que na presença de Tween 20/80 e Triton X-

100, a perda de atividade foi menor, quando comparada a enzima bruta.  

Em contraste a esses resultados, os mesmos íons e compostos testados, com exceção de 

Glicerol, SDS, Cu2+, Ca2+, Hg2+ e Pb2+ na concentração de 2 mmol/L e 10 mmol/L, estimularam 

a atividade da Xyl III purificada do filtrado bruto de A. hortai cultivado em meio líquido 

(NASCIMENTO, 2017). 

A tolerância à presença de metais e outros compostos químicos é uma característica 

importante quando se visa a aplicação de uma enzima em processos industriais, já que muitos 

destes componentes podem estar presentes no meio de reação. É comum, por exemplo, a 

presença de traços de metais como ferro, cobre, zinco, manganês e magnésio na madeira e na 

polpa de papel Kraft. Esses metais são adsorvidos do solo, da água, dos reagentes e do contato 

com os equipamentos utilizados no processamento dos materiais (VENSON, 2008; CHEN, 

2014). Como consequência da presença desses íons, as enzimas podem perder grande parte da 

sua atividade, reduzindo o rendimento de hidrólise do processo. 

 

5.2.7 Especificidade da xilanase bruta e purificada pelo substrato 

 

A especificidade da xilanase bruta e da Xyl 3 por diferentes substratos é mostrada na 

Tabela 6. A enzima, apresentou maior atividade para hidrolisar as xilanas, em especial, a xilana 

de birchwood, e não apresentou atividades detectáveis sobre CMC, AVICEL e ρNPX, exceto 

para a enzima bruta, que apresentou atividade celulase sobre CMC. 

 

Tabela 6 - Especificidade da xilanase purificada por diferentes substratos. 

Substrato 
Atividade xilanase (U/mL)* 

Bruta Purificada 

Xilana birchwood 16,80 ± 2,64 a 11,79 ± 0,40 a 

Xilana beechwood 13,79 ± 2,62 a 9,51 ± 0,48 a 

Xilana oat spelt 12,68 ± 1,40 a 9,08 ± 0,89 a 

ρNPX ND ND 

CMC 0,12 ± 0,02 ND 

AVICEL ND ND 

Atividades realizadas em tampão imidazol 0,05 M pH 6,5 a 55 °C. Médias seguidas de letras iguais, na 

mesma coluna, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5,0% de 

significância. 

*Valores de atividade correspondentes a média de triplicatas (n=3), ND: não detectado. 
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Dada a complexidade dos tipos de xilanas presentes na natureza, sua degradação requer 

uma grande diversidade de enzimas xilanolíticas com diferentes especificidades, características 

físicas, químicas e bioquímicas (POLIZELI et al., 2005). De acordo com Gonçalves et al. 

(2012), os principais fatores que influenciam a eficiência da hidrólise da xilana são o 

comprimento da molécula e o seu grau de substituição. As múltiplas formas de xilanases 

produzidas pelos diversos organismos apresentam diferentes especificidades pelo substrato: 

enquanto algumas são capazes de hidrolisar apenas resíduos de xilose não substituídos, outras 

dependem fortemente desses substituintes para poderem atuar (DE VRIES; VISSER, 2001). A 

xilana de birchwood é composta em mais de 90% por resíduos de xilose unidos por ligações do 

tipo β-1,4. A xilana de beechwood também exibe mais que 90% de resíduos de xilose, além de 

arabinoses em algumas ramificações. Já, a xilana oat spelt é a mais ramificada entre as três e 

possui uma composição bastante variada, sendo formada, geralmente, por mais de 70% de 

resíduos de xilose, menos de 15% de glicose e menos de 10% de arabinose (SIGMA-

ALDRICH). A xilanase bruta e a Xyl 3 não apresentaram diferenças significativas de atividade 

sobre as três xilanas testadas, sugerindo não haver uma preferência de hidrólise por moléculas 

mais ou menos ramificadas. Tal comportamento, associado à ausência de atividade celulase é 

bastante interessante visando a sua aplicação no branqueamento da polpa de celulose e no 

processamento de fibras vegetais, uma vez que tais processos requerem preparações 

enzimáticas livres de atividade celulolítica (PAES, BERRIN e BEAUGRAND, 2012; DE 

SOUZA MOREIRA et al., 2013). Resultados semelhantes foram, também, observados para 

diversas xilanases de Aspergillus (MAITAN-ALFENAS et al., 2016; TAKAHASHI; 

KAWABATA; MURAKAMI, 2013; YANG et al., 2010), as quais foram capazes de hidrolisar 

exclusivamente xilanas. Também, a Xyl III purificada por Nascimento (2017), apresentou 

atividade apenas sobre xilanas, tendo maior afinidade pela xilana oat spelt, o que indica a 

preferência dessa enzima por xilanas mais ramificadas.    

  

5.2.8 Produtos de hidrólise da xilana oat spelt pela Xyl 3 purificada 

 

O perfil da cromatografia de camada delgada (CCD) revelou que os principais produtos 

solúveis de hidrólise da xilana oat spelt pela Xyl 3 foram xilobiose, mais evidente a partir de 2 

horas de incubação, e xilo-oligossacarídeos superiores, produzidos durante as 18 horas de 

incubação (Figura 20). Neste período, não houve indícios da formação de xilose. Tal 

comportamento, associado a ausência de atividade β-xilosidase, permite a classificação da 
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enzima em estudo como uma endoxilanase. Ademais, nenhuma diferença foi observada entre 

os produtos formados durante os diferentes períodos de hidrólise, indicando a ausência de 

atividade transxilosidase.  

  

Figura 19 - Produtos de hidrólise da xilana oat spelt pela Xyl 3 purificada. 

Incubação por 10 min (a), 30 min (b), 2 h (c) e 18 h (d). 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

Padrões de glicose (Glc), xilose (Xyl) e xilobiose (X2). 

 

A produção exclusiva de xilo-oligossacarídeos de cadeias curtas de xilose, como 

produtos solúveis, é uma interessante característica da enzima visando sua aplicação industrial, 

haja vista a ampla possibilidade de aplicações desses compostos como, por exemplo, na 

indústria farmacêutica, como agentes ativos contra osteoporose e otites, antioxidantes e na 

prevenção e tratamento de infecções gastrointestinais; na indústria de alimentos, como 

prebióticos e outros compostos funcionais e na agricultura, como estimulantes do crescimento 

e amadurecimento vegetal (KUMAR; PUSHPA; PRABHA, 2012; VÁZQUEZ et al., 2000). 

Diferentemente do observado em nosso trabalho, o perfil dos produtos de hidrólise da xilana 

oat spelt pela Xyl III (NASCIMENTO, 2017) revelou a formação de xiloses a partir de 2 h de 

hidrólise seguida do aumento da sua concentração até 24 h o que não é comum em xilanases e 

pode estar relacionado à presença de atividade transglicosidase ou à contaminação da amostra 

por β-xilosidases não evidenciadas no gel de eletroforese. 

 

5.2.9 Determinação dos parâmetros cinéticos Km e Vmáx  

  

A Tabela 7 mostra os parâmetros cinéticos da xilanase purificada, utilizando xilana de 

birchwood como substrato, na ausência e na presença de NaCl 0,5 e 2,5 M. Nas três condições 

X2  

Xyl  

Glc  

a b c 

 

d 
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de ensaio, a xilanase seguiu o modelo Michaeliano de cinética enzimática, no qual, em baixas 

concentrações de substrato, a taxa de reação dobra com a concentração do substrato enquanto, 

em altas concentrações, essa taxa se aproxima de um máximo (LOPES, VALERI, PESSOA-

JÚNIOR, 2013). De acordo com os resultados, a enzima apresentou maior afinidade pelo 

substrato quando em presença de 2,5 M de NaCl no meio de reação (Km 3,13 mg/mL) 

comparado aos ensaios na ausência (Km 5,12 mg/mL) e presença de 0,5 M do sal (Km 9,56 

mg/mL). A maior velocidade, ou o menor tempo de conversão do substrato em produto, foi 

atingida quando em presença de 0,5 M de NaCl no meio (Vmáx 20,80 U/mL) em comparação 

aos ensaios na ausência (Vmáx 14,25 U/mL) e presença de 2,5 M do sal (Vmáx 9,22 U/mL). Em 

razão dos valores apresentados, a enzima demonstrou ser cataliticamente mais eficiente na 

presença de 2,5 M de NaCl com Kcat/Km 40,91 mL/mg.s, valor próximo ao obtido na ausência 

de sal, cuja eficiência foi de 38,65 mL/mg.s, e cerca de 26,0% maior que o obtido na presença 

de 0,5 M de NaCl. 

 

Tabela 7 - Parâmetros cinéticos da xilanase purificada. 

NaCl  

(M) 

Km  

(mg/mL) 

Vmáx 

(µmol/min.mL) 

kcat  

(s-1) 

kcat/Km 

(mL/mg.s) 

0 

0,5 

2,5 

5,12 

9,56 

3,13 

14,25 

20,80 

9,22 

197,92 

288,85 

128,05 

38,65 

30,21 

40,91 

 

A xilanase purificada apresentou resultados cinéticos concordantes com diversas 

xilanases de Aspergillus sp. já descritas (Tabela 8). Uma xilanase purificada de C. graminicola 

(CARLI, 2016) também apresentou variações nos parâmetros cinéticos em resposta a presença 

de sal. Nesse caso, a adição de 2,5 M de NaCl resultou na queda dos valores de Km e Vmáx 

levando a uma perda na eficiência catalítica de 56,3%, em relação à eficiência na ausência do 

sal. Já, no trabalho de Nascimento (2017), os parâmetros cinéticos para a Xyl III utilizando, 

respectivamente, xilanas de birchwood e oat spelt, na ausência de NaCl, foram Km 1,64 mg/mL 

e 16,08 mg/mL e Vmáx 22,22 U/mL e 79,70 U/mL, valores diferentes dos encontrados para a 

Xyl 3 utilizando o mesmo substrato. 
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Tabela 8 - Parâmetros cinéticos de algumas xilanases de Aspergillus sp. 

Micro-organismo 
Km 

(mg/mL) 
Vmáx 

Substrato 

(xilana) 
Referência 

Aspergillus hortai 5,5 12,9 U/mL beechwood Este trabalho 

Aspergillus fischeri 4,8 588,0 U/mL - RAJ; CHANDRA, 1996 

Aspergillus Awamori 
28,6 

6,6 

80,0 U/mL 

26,6 U/mL 
birchwood 

BAKALOVA et al., 

2002 

Aspergillus niger 8,9 11,1 U/mg birchwood KRISANA et al., 2005 

Aspergillus ficuum 3,7 11,1 U/mg birchwood LU et al., 2008 

Aspergillus niger 0,10 24,8 U/mg birchwood YANG et al., 2010 

Aspergillus niger 9,24 54,0 U/mL birchwood DAI, et al., 2011 

Aspergillus niger 10,4 3,3 U/mg birchwood BENEDETTI et al., 2013 

Aspergillus terreus 
0,42 

13,0 

0,1 U/mL 

1,0 U/mL 
birchwood 

DE SOUZA MOREIRA 

et al., 2013 

Aspergillus niger 2,0 6,9 U/g - 
LOPES; VALERI; 

PESSOA-JUNIOR, 2013 

Aspergillus niger 2,8 127,0 U/mg beechwood 

TAKAHASHI; 

KAWABATA; 

MURAKAMI, 2013 

Aspergillus niger 0,6 13,8 U/mg  oat spelt 

VIMALASHANMUGA

M; VIRUTHAGIRI, 

2014 

Aspergillus flavus 15,3 200,0 U/mL - BHUSHAN et al., 2015 

Aspergillus fumigatus 12,7 59,0 U/mg oat spelt MIAO et al., 2015 

Aspergillus fumigatus 11,6 87,6 U/mg birchwood 
DESHMUKH et al., 

2016 

Aspergillus nidulans 
1,66 

4,23 

193,2 U/mg 

435,8 U/mg 
beechwood 

MAITAN-ALFENAS et 

al., 2016 

Aspergillus 

parasiticus 
1,5 9,19 U/mL beechwood SILVA et al., 2016 

Aspergillus hortai 

2,1 

2,2 

16,0 

0,4 U/mL 

546,0 U/mL 

79,7 U/mL 

oat spelt NASCIMENTO, 2017 
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5.3 Caracterização dos subprodutos sabugo, palha e folha de milho 

 

5.3.1 Determinação da composição química dos subprodutos in natura 

 

Os resultados da análise da composição química dos subprodutos na forma in natura estão 

apresentados na Tabela 9.  

 

Tabela 9 - Composição química dos subprodutos da indústria do milho in natura. 

Biomassa 
Composição (%, base massa seca) 

Celulose Hemicelulose Lignina* Extrativos Umidade 

Sabugo de milho 22,8 ± 1,4  12,9 ± 1,3 19,7 ± 0,4 9,0 ± 0,2 7,1 ± 0,2 

Palha de milho 26,9 ± 3,2 24,0 ± 2,8 14,2 ± 0,7 17,4 ± 0,6 7,0 ± 0,2 

Folha de milho 18,3 ± 0,9 16,6 ± 0,8 17,6 ± 3,3 24,0 ± 0,5 6,8 ± 0,4 

*Lignina: correspondente ao somatório do teor de lignina solúvel e insolúvel em ácido sulfúrico. Valores 

médios de triplicatas e respectivos desvios padrão. 

 

Os teores de hemicelulose e lignina estão de acordo com os observados por diversos 

autores, entre eles Liu et al. (2010), Silva et al. (2015), Van Dongen et al. (2011), Xu (2010) e 

Zhou et al. (2016). Por outro lado, discordantes dos observados por Harmsen et al. (2010), 

Mourtzinis et al. (2016) e Pointner et al. (2014). Entretanto, como já mencionado, a composição 

do material lignocelulósico é uma propriedade bastante variável e, diversos são os fatores que 

podem exercer influência sobre essa variabilidade como, por exemplo, as condições ambientais 

e climáticas em que a planta se desenvolveu, o período de colheita, o tipo de cultivar e, também, 

o método de extração utilizado (BARTEN, 2013), o que pode justificar os valores distintos. Já, 

os teores de celulose estão abaixo daqueles encontrados na literatura para biomassas de milho.  

 

5.3.2 Extração e determinação da composição química das hemiceluloses extraídas 

dos subprodutos 

 

A extração das hemiceluloses dos subprodutos por método alcalino oxidativo resultou em 

um rendimento de 64% para o sabugo, 18% para a palha e 50% para a folha (Tabela 10). Assim 

como a composição química dos materiais lignocelulósicos, o rendimento em hemiceluloses 

para cada subproduto pode ser bastante variável, dependendo das condições de extração e da 

sua otimização. Por exemplo, no trabalho de Doner; Hicks (1997), o primeiro a relatar a 

extração de hemiceluloses da fibra de milho utilizando peróxido de hidrogênio, foi obtido um 
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rendimento máximo de 51.3%. Já, Silveira (2010) alcançou um rendimento de 40,0% na 

extração de xilanas de sabugo de milho, utilizando uma combinação de meio alcalino com 

ondas de ultra-som, e Cheng et al. (2011) obtiveram rendimento maior que 90,0% utilizando 

NaOH 10,0%. Como apresentado na Tabela 10, os teores em glicose e xilose presentes nas 

hemiceluloses extraídas foram similares para cada tipo de subproduto. Já, o teor de lignina 

residual apresentou maior variação, de 6,5 a 12,3%, sendo a maior quantidade encontrada na 

folha e, a menor, no sabugo. Para aplicações da xilana é interessante menores teores de lignina 

residual na amostra, a qual pode contribuir para aumentar da dificuldade na hidrólise do 

material.  

 

Tabela 10 - Rendimento de extração e composição química das hemiceluloses extraídas dos 

subprodutos. 

Biomassa 
Rendimento de 

Extração (%) 

Composição (%, base seca) 

Glicose Xilose Lignina* 

Sabugo de milho 64,0 ± 1,6 17,0 ± 0,6 16,2 ± 1,4 6,5 ± 1,3 

Palha de milho 18,0 ± 4,3 10,2 ± 0,7 15,0 ± 1,5 8,9 ± 0,9 

Folha de milho 50,0 ± 3,2 19,7 ± 21,4 19,1 ± 4,0 12,3 ± 0,3 

*Lignina: correspondente ao somatório do teor de lignina solúvel e insolúvel em ácido sulfúrico. Valores 

médios de triplicatas e respectivos desvios padrão.  

 

Ainda em relação aos rendimentos finais das extrações, é interessante observar que, no 

trabalho de Brienzo; Siqueira; Milagres (2009), referência da metodologia de extração utilizada 

neste trabalho, o rendimento alcançado em hemiceluloses, a partir do bagaço de cana-de-açúcar, 

foi superior a 80,0%, com teores de lignina de 5,9%. Já, no trabalho de Terrone (2017), 

utilizando essa mesma metodologia, o rendimento em hemiceluloses, a partir do bagaço de 

cana-de-açúcar, foi de 60,0%, com teor de lignina de 19,8%. Tais resultados mostram que, para 

as biomassas lignocelulósicas utilizadas em nosso trabalho, seria necessária uma otimização 

das condições experimentais, a fim de se maximizar o rendimento da extração e minimizar os 

teores de lignina resíduais. Entretanto, é importante ressaltar que esse não foi um dos objetivos 

do trabalho, o qual pretendia apenas a obtenção de quantidade de xilana suficiente para a 

caracterização, e posterior aplicação da xilanase em estudo na sua hidrólise. 
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5.4 Hidrólise enzimática dos subprodutos 

 

5.4.1 Análise da produção de XOS pelo método do ADNS 

 

Os resultados dos ensaios de hidrólise dos subprodutos in natura, pelo método do ADNS, 

estão apresentados na Tabela 11. Observa-se que, nas condições aplicadas, a enzima purificada 

apresentou baixa capacidade de hidrólise, para as três amostras, mesmo após 24 h de reação. 

No entanto, é importante ressaltar que, tais resultados podem ser melhorados com a 

suplementação de outras enzimas como celulases, β-xilosidases e/ou arabinofuranosidases uma 

vez que a ação sinérgica entre tais enzimas pode ser mais eficaz no processo de hidrólise da 

biomassa como sugerido por Bura; Chandra; Saddler (2009), Carvalho (2017) e Terrone (2017). 

A enzima bruta, por sua vez, se destacou na hidrólise da palha de milho, com um rendimento 

em XOS, cerca de 6 vezes maior em comparação à enzima purificada. Destaca-se que, de acordo 

com a análise da composição química dessas biomassas (Tabela 9), a palha de milho foi a que 

apresentou o menor conteúdo em lignina e, o maior em carboidratos. Tal condição, favorece 

maior contato entre a enzima e seu substrato, o que, consequentemente, pode levar a maiores 

rendimentos finais em XOS.  

 

Tabela 11 – Produtos da hidrólise enzimática dos subprodutos in 

natura pela xilanse bruta e purificada de A. hortai. Análise pelo 

método do ADNS.    

Biomassa 

Concentração XOS (mg/mL)* 

Enzima Bruta Enzima Pura 

24h 24h 

Sabugo de milho 0,09 ± 0,02 0,00 ± 0,00 

Palha de milho 0,39 ± 0,07 0,06 ± 0,01 

Folha de milho 0,04 ± 0,01 0,02 ± 0,01 

*Valores médios de duplicatas e respectivos desvios padrão. 

 

Na Tabela 12 são apresentados os resultados dos ensaios de hidrólise das xilanas 

extraídas dos subprodutos pelo método do ADNS. Nesse caso, a enzima bruta também se 

mostrou mais eficiente que a enzima purificada na produção de XOS, o que pode estar 

relacionado à presença de outras enzimas do complexo xilanolítico no filtrado enzimático bruto 

como, as arabinofuranosidases, que ampliam a capacidade de hidrólise dos materiais. Assim, 

como observado para os ensaios com as biomassas in natura, os maiores rendimentos em xilo-

oligossacarídeos foram obtidos a partir da hidrólise do material com o menor conteúdo em 
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lignina, nesse caso, o sabugo de milho (Tabela 10), reafirmando a hipótese de que menores 

teores de lignina favorecem o acesso das enzimas à molécula de xilana, levando a maior 

rendimento final em XOS. 

 

Tabela 12 - Produtos da hidrólise enzimática das xilanas extraídas dos subprodutos pela xilanase bruta 

e purificada de A. hortai. Análise pelo método do ADNS.    

Biomassa 

Concentração XOS (mg/mL)* 

Enzima Bruta 

2 h 4 h 6 h 24 h 

Sabugo de milho 0,53 ± 0,19 0,58 ± 0,15 1,24 ± 0,06 0,74 ± 0,03 

Palha de milho 0,11 ± 0,01 0,20 ± 0,03 0,27 ± 0,15 0,41 ± 0,04  

Folha de milho 0,08 ± 0,06 0,17 ± 0,03  0,36 ± 0,08 0,53 ± 0,16 

Biomassa 
Enzima Pura 

2 h 4 h 6 h 24 h 

Sabugo de milho 0,53 ± 0,01 0,55 ± 0,01 0,58 ± 0,02 0,22 ± 0,12 

Palha de milho 0,10 ± 0,02 0,12 ± 0,03 0,08 ± 0,04 0,10 ± 0,03 

Folha de milho 0,03 ± 0,03 0,23 ± 0,11 0,27 ± 0,08 0,31 ± 0,03  

*Valores médios de triplicatas e respectivos desvios padrão. 

 

5.4.2 Análise da produção de XOS por CLAE 

 

Na Tabela 13 estão apresentados os resultados dos ensaios de hidrólise da biomassa in 

natura analisados por cromatografia liquida de alta eficiência. De modo geral, a enzima bruta 

se mostrou mais eficiente que a enzima pura na produção dos XOS. A hidrólise das três 

biomassas da indústria do milho pela enzima bruta e purifica produziu, de forma majoritária, 

xilopentoses e xilohexoses. A partir da hidrólise do sabugo de milho, não foram produzidos 

XOS com grau de polimerização menor que xilopentoses e xilohexoses; a partir da hidrólise da 

palha de milho foram produzidos, além de xilopentoses e xilohexoses, xilobioses e xilotrioses 

e, a hidrólise da folha in natura, produziu xilopentoses, xilohexoses e xilobioses em menor 

proporção. 
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Tabela 13 - Produtos da hidrólise enzimática dos subprodutos in natura pela xilanase bruta e purificada 

de A. hortai. Análise por CLAE.    

Biomassa 

 Concentração XOS (% m/m) 

XOS* Enzima Bruta Enzima Pura 

 24h 24h 

Sabugo de milho 

X5-X6 19,2 ± 0,9 9,3 ± 2,1 

X4 - - 

X3 - - 

X2 - - 

Palha de milho 

X5-X6 25,2 ± 1,5 12,6 ± 5,8 

X4 - - 

X3 2,4 ± 0,0 0,8 ± 0,1 

X2 9,0 ± 2,1 - 

Folha de milho 

X5-X6 18,5 ± 1,3 0,9 ± 3,2 

X4 - - 

X3 - - 

X2 11,5 ± 0,4 2,3 ± 0,0 

*X5-X6: xilopentose e xiloheose, X4: xilotetraose, X3: xilotriose, X2: xilobiose. 

 

Na Tabela 14 estão apresentados os resultados da hidrólise da xilana extraída dos 

subprodutos analisados por cromatografia liquida de alta eficiência. Observa-se, também, nesse 

caso, a produção majoritária de X5 e X6, como resultado da hidrólise das três biomassas pela 

enzima bruta e pela purificada. A enzima bruta foi mais eficiente na hidrólise das xilanas da 

palha e da folha enquanto a enzima pura foi mais eficiente na hidrólise do sabugo de milho. 
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Tabela 14 - Produtos da hidrólise enzimática das xilanas extraídas dos subprodutos pela xilanase bruta 

e purificada de A. hortai. Análise por CLAE.    

Biomassa 

 Concentração XOS (% m/m) 

XOS* Enzima Bruta 

 2h 4h 6h 24h 

Sabugo de milho 

X5-X6 65,6 ± 6,7 61,6 ± 7,0 67,6 ± 9,9 70,14 ± 8,4 

X4 - - - - 

X3 - 6,3 ± 1,1 9,2 ± 7,7 10,3 ± 2,1 

X2 - 9,4 ± 6,6 11,3 ± 6,8 14,4 ± 7,7 

Palha de milho 

X5-X6 76,3 ± 3,9  78,6 ± 7,8 86,7 ± 5,7 89,4 ± 3,2 

X4 - - - - 

X3 - - - - 

X2 - - - - 

Folha de milho 

X5-X6 62,27 ± 3,5 65,5 ± 7,6 71,81 ± 9,0 70,45 ± 3,9 

X4 - - - 3,20 ± 0,8 

X3 - 4,3 ± 1,4 2,3 ± 0,4 0,89 ± 0,0 

X2 2,3 ± 0,4 11,9 ± 8,2 14,9 ± 5,4 19,7 ± 4,3 

Biomassa XOS* 
Enzima Pura 

2h 4h 6h 24h 

Sabugo de milho 

X5-X6 83,5 ± 6,7 73,8 ± 10,1 68,2 ± 9,6 82,7 ± 8,1 

X4 - 2,8 ± 1,2  - - 

X3 3,8 ± 1,1 3,5 ± 1,5 6,89 ± 7,1 6,2 ± 0,6 

X2 - - 1,2 ± 1,0 0,9 ± 0,0 

Palha de milho 

X5-X6 65,3 ± 6,6 68,9 ± 9,6 72,4 ± 7,0 76,9 ± 5,2 

X4 - - - - 

X3 - - - - 

X2 - - - - 

Folha de milho 

X5-X6 51,0 ± 7,9 54,7 ± 4,3 62,5 ± 6,4 50,9 ± 9,7 

X4 2,98 ± 0,3 4,47 ± 1,3 4,25 ± 0,7 2,3 ± 0,4 

X3 - 0,79 ± 0,0 1,0 ± 0,3 1,9 ± 1,0 

X2 - - - - 

*X5-X6: xilopentose e xiloheose, X4: xilotetraose, X3: xilotriose, X2: xilobiose. 

  

Por fim, vale ressaltar que, assim como no trabalho de Kocabas; Guder; Ozben (2015), 

no qual um aumento de aproximadamente 100% no rendimento em açúcares redutores foi 

alcançado apenas com o aumento de 20 °C na temperatura de hidrólise, novos testes são 

necessários para a otimização do processo de hidrólise, a fim de se alcançar melhores 

resultados. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho, a principal endoxilanase produzida por fermentação sólida de sabugo de 

milho por uma linhagem de Aspergillus hortai foi purificada, caracterizada tanto na forma bruta 

quanto purificada, e aplicada, também em ambas as formas, na hidrólise de alguns subprodutos 

lignocelulósicos da indústria do milho.  

A purificação da xilanase foi alcançada após três etapas cromatográficas, sendo sua massa 

molecular aparente estimada entre 14,8 e 25,0 kDa por exclusão molecular e SDS-PAGE, 

respectivamente. 

A enzima, tanto bruta quanto purificada destacou-se pelo seu comportamento 

halotolerante a até 4,0 M de NaCl, o que a torna interessante para a aplicação em processos 

conduzidos sob elevada salinidade, como na hidrólise de biomassas marinhas ou daquelas 

submetidas a pré-tratamento alcalino.  

O seu comportamento em resposta a variações do pH e da temperatura permite, também, 

a sua aplicação em processos como os de biopurga de fibras têxteis e de sacarificação de 

biomassas lignocelulósicas.  

A sua maior afinidade por xilanas e a produção exclusiva de xilo-oligossacarídeos como 

produtos da hidrólise da hemicelulose, associadas à ausência de atividades celulase e β-

xilosidase a torna, ainda, interessante para a aplicação em processos voltados à produção de 

xilo-oligossacarídeos.  

Os ensaios de hidrólise dos subprodutos mostraram que a enzima bruta foi mais eficiente 

que a purificada, tendo sido obtidos os melhores resultados com a hidrólise da palha na forma 

in natura e da xilana extraída do sabugo de milho. Contudo, a xilanase purificada foi ais eficaz 

na hidrólise da hemicelulose extraída do sabugo de milho. Deve-se, no entanto, levar em conta 

que tais resultados podem ser maximizados com a otimização do processo de aplicação.   
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