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RESUMO 

 

As xilanases hidrolisam aleatoriamente ligações β-1,4-glicosídicas da xilana, 

produzindo xilooligomêros de diferentes tamanhos; por esta razão, essas enzimas 

podem ser utilizadas na dieta de animais monogástricos para hidrolisar os 

polissacarídeos não-amiláceos como β-glucanos e arabinoxilanos encontrados em 

cereais, melhorando a conversão alimentar e o ganho de peso, por diminuírem o 

efeito anti-nutricional causado pela xilana. De todas as fontes de xilanases, os 

fungos filamentosos são interessantes do ponto de vista industrial, pelo fato de 

terem alta produção de enzimas quando comparados a outros micro-organismos em 

processos fermentativos. O custo de produção da enzima concentra-se, 

principalmente, nos processos pós-fermentativos na tentativa de se obter a enzima 

pura. A fermentação extrativa diminui o custo pela redução nas etapas de 

purificação da molécula. Objetivou-se com este trabalho produzir xilanase por 

fermentação extrativa em sistemas de duas fases aquosas (SDFA) por Aspergillus 

tamarii URM 4634, escalonar a produção em biorreatores, caracterizar parcialmente 

a enzima e avaliar a influência da sua atividade na digestão monogástrica. A 

xilanase produzida teve melhor desempenho em pH ácido (3,6) e a 90 °C, 

demonstrando ser estável ao pH e à temperatura, mantendo sua atividade acima 

dos 40 e 50%, respectivamente, nos 180 minutos de ensaio. A maioria dos íons e 

substâncias inibidoras testadas não alterou significativamente sua atividade. A 

xilanase tem grande potencial para ser aplicada na indústria de rações por suas 

características e principalmente por ter comportado positivamente na simulação da 

digestão gástrica.  

 

 

 Palavras-chave: Fermentação extrativa, SDFA, xilana e suplementação enzimática.   
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ABSTRACT 

The xylanases randomly hydrolyzes β-1,4-glycosidic bonds of xylan, producing 

xylooligomers of different sizes, therefore, these enzymes can be used in the diet of 

monogastric animals to hydrolyze the non-starch polysaccharides like β-glucans and 

arabinoxylans found in cereals, improving feed conversion and weight gain by 

decreasing the anti-nutritional effects caused by xylan. All sources of xylanase, 

filamentous fungi are interesting from the industrial viewpoint, because they have a 

high enzyme production when compared to other micro-organisms in fermentation 

processes. The production cost of the enzyme is concentrated mainly in the post-

fermentation processes in an attempt to obtain pure enzyme. The application of 

extractive fermentation decreases cost by the reduction in purification steps of the 

molecule. The objective of this work by producing xylanase in ATPS extractive 

fermentation by Aspergillus tamarii URM 4634, scale production in bioreactors, the 

enzyme partially characterize and evaluate the influence of their activity in 

monogastric digestion. The xylanase had a better performance at acidic pH (3.6) and 

90 ° C, proving to be stable to pH and temperature, maintaining its activity above 40 

and 50% respectively, for 180 minute test. Most ions and inhibitors tested did not 

significantly alter its activity. The xylanase has great potential to be applied in the 

feed industry for its features and especially for having behaved positively in simulated 

gastric digestion. 

 

Keywords: Extractive fermentation, ATPS, xylan and enzyme supplementation. 
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1. INTRODUÇÂO 

 

A parede celular das plantas é constituída por três componentes principais: a 

celulose, a hemicelulose e a lignina (SANDRIM, 2003). Destes, a hemicelulose é o 

polissacarídeo não celulósico mais abundante encontrado na natureza e está 

disposto entre a celulose e a lignina; é constituída por polímeros lineares ou 

ramificados, contendo de dois a seis diferentes açúcares ou seus derivados 

(MOORE-LANDECKER, 1996). 

Por esta razão, a hemicelulose não é quimicamente homogênea e dentre 

seus componentes o principal é a xilana (BAE et al., 2008). Esta representa um 

recurso significativo de biomassa renovável, compreendendo até 35% do peso seco 

da madeira e de resíduos agrícolas e aproximadamente um terço de todo o carbono 

orgânico renovável na terra (PRADE, 1995).  

Esses polissacarídeos constituintes da parede celular dos vegetais, incluindo 

a xilana, não podem ser digeridos por animais monogástricos, devido à natureza de 

suas ligações, sendo resistentes à hidrólise no trato digestivo. A dificuldade na 

digestão da fibra, além de reduzir a energia do alimento, pode prejudicar a utilização 

de todos os outros nutrientes. Isto ocorre principalmente quando o tipo de fibra do 

alimento é solúvel, ou seja, tem grande capacidade de absorver água e formar 

substância gelatinosa no trato intestinal formando uma capa protetora que impede a 

absorção de outros nutrientes que se encontram disponíveis (CONTE et al., 2003). 

Em contrapartida, para que seja totalmente degradada, a xilana deve sofrer 

ação de enzimas envolvidas no complexo xilanolítico, dentre elas as xilanases 

(endo-1,4-β-xilanase) e as β-xilosidases (β-D-xilosido-xylohydrolase) são as mais 

importantes (GHOSH et al., 1993; BAE et al., 2008). A função dessas enzimas 

quando adicionadas na alimentação é, além de atuar diminuindo a viscosidade, 

melhorar a energia metabolizável dos alimentos, pois aumenta a disponibilidade dos 

nutrientes presentes no alimento digerido. Estas enzimas podem ser adicionadas 

aos alimentos que possuem altas quantidades de polissacarídeos não-amiláceos 

(CONTE et al., 2002). 

As xilanases podem ser encontradas em plantas, algas, insetos, protozoários, 

bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Dentre as fontes microbianas citadas, os 
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fungos filamentosos são conhecidos como secretores de alto nível de xilanase, o 

que faz destes micro-organismos efetivos produtores da enzima, sendo amplamente 

utilizados em várias aplicações industriais (POLIZELI et al., 2005), com destaque 

para o gênero Aspergillus, que é um dos gêneros mais utilizados na produção 

industrial de enzimas como xilanases (RIZZATTI et al., 2004). 

As muitas possibilidades de aplicações das xilanases exige uma busca de 

novas enzimas e novos micro-organismos produtores com atividades específicas 

maiores, maior produtividade e rendimento (USTINOV et al., 2008) aliado a um 

processo de produção de baixo custo e que possibilite a diminuição de etapas no 

processo de purificação da enzima. 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Xilana 

 

A parede celular dos vegetais é constituída basicamente por celulose, pectina, 

lignina e um grupo variado de polissacarídeos denominados hemiceluloses (Figura 

1). Esses se caracterizam por serem insolúveis em água, mas miscíveis em 

soluções alcalinas. Schulze (1891) foi o primeiro a usar o termo hemicelulose para 

definir esses compostos e esta atribuição foi devido a forte associação deles com a 

celulose (WHISTLER; SMART, 1953). 

Devido à associação com as fibras de celulose, as hemiceluloses são 

responsáveis pela rigidez do tecido vegetal, já a lignina está mais relacionada com a 

formação de canais de água e confere resistência mecânica, química e biológica à 

planta. De acordo com os modelos mais recentes, as hemiceluloses podem servir 

nesta matriz como pontes flexíveis e agir como uma malha que envolve as fibras de 

celulose (RAMOS, 2003; SAHA, 2003; SCHELLER; ULVSKOV, 2010). 

 Sabe-se que na sua maioria, a hemicelulose é formada por 

heteropolissacarídeos constituídos por unidades repetidas de: pentoses (D-xilose e 

L-arabinose), hexoses (principalmente D-galactose, D-glicose e D-manose) e ácidos 

urônicos (WHISTLER; RICHARDS, 1970). Contudo, existem evidências de que o 

número de polissacarídeos diferentes, caracterizados como hemicelulose nas 
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espécies vegetais, não excede a quatro e dentre eles, as xilanas são 

frequentemente encontradas como os principais constituintes (WHISTLER; SMART, 

1953; REICHER; CORRÊA; GORIN, 1984). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estrutura da Parede Celular Vegetal.  

Fonte: http://accbarroso60.wordpress.com/2011/03/02/botanica-plantas/modificado 

 

 

A xilana é encontrada em grandes quantidades em madeiras de 

angiospermas (15-30% do teor da parede celular) e de gimnospermas resinosas (7-

10%), bem como em plantas anuais (<30%) (Figura 2) (SINGH; MADLALA; PRIOR, 

2003). Trata-se se de um heteropolissacarídeo que tem sua cadeia principal formada 

por unidades de D-xilose e cadeias secundárias de L-arabinofuranoses ligadas à 

posição O-3 da D-xilose.  Além disso, a xilana possui resíduos de Ácido-O-2-metil-D-

glucurônico ligados à posição O-2, sendo alguns resíduos de D-xilose acetilados 

(YANG et al., 2005). 

Porém, devido às variações existentes entre as espécies vegetais a estrutura 

da xilana pode variar, portanto, as unidades de xilose da cadeia principal com 

ligações  β-(1-4) podem ser substituídas por grupos O-acetila nas posições O-2 e/ou 

O-3 ramificado (1 a 3 unidades por ramo) com L-arabinofuranose (arabinoxilanos), 

ou resíduos de ácido D-glucurônico, que podem ser ainda mais O-acetilados ou O-
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metilados na posição C-4. Outros componentes menores conhecidos como anexos à 

cadeia principal da xilana é a D-galactose e radicais de ácido ferúlico ligados a L-

arabinose (EBRINGEROVA, 2006; MOSIER et al., 2005; SCHELLER; ULVSKOV, 

2010).  

 

 

 

 

 

Figura 2. Estrutura química da xilana. Fonte: Betini (2006). 

 

Na figura 3, estão representadas estruturas químicas de diferentes xilanas a 

depender de suas origens (grama, cereais e madeiras) e na tabela 1 estão dispostas 

xilanas de diversas fontes que têm sido investigadas recentemente, o conteúdo de 

xilana contido e o pré-tratamento para sua extração. Essas biomacromoléculas 

possuem uma massa molar relativamente alta de 10 – 40 kDa, um grau de 

polimerização de 100-200 unidades e são encontradas principalmente nas camadas 

primária e secundária da parede celular vegetal (DEUTSCHMANN; DEKKER, 2012). 
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Existem evidências de que as arabinoxilanas (xilanas que possuem grande 

número de L-arabinofuranoses em cadeias laterais), contidas nos grãos de cereais, 

encontram-se interligadas na parede celular através de ligações cruzadas ocorridas 

por esterificação com o ácido diferrúlico (Figura 2), e/ou pela formação de 

complexos com proteínas (HOSENEY; FAUBION,1981) o que dificulta a extração e 

purificação das xilanas, como também a digestão dos grãos de cereais 

principalmente por animais monogástricos (SAULNIER et al., 1995). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Representação da estrutura química da xilana: A) Gramíneas e cereias, B) 
Madeira macia e C) Madeira rígida. (X- xilose, A- arabinose, G - galactose, GA –ácido 
glicurônico MGA - 4-O-metil-ácido glicurônico, FeA — ácido felúrico). Fonte: Deutschmann; 
Dekker (2012). 

 

 

O acesso físico às ligações xilanosídicas é restringido pelos componentes 

lignocelulósicos circundantes, assim, as matérias-primas com alto conteúdo de 

xilana devem ser pré-tratadas antes da degradação enzimática (DEKKER, 1985). 

Para tal, existem vários métodos de que podem expor os componentes 

polissacarídicos para a hidrólise enzimática (Tabela 1), incluindo a extração de alta 

concentração alcalina (KUSAKABE; YASUI; KOBAYASHI, 1976a), tratamento de 

baixa concentração alcalina (KUSAKABE; YASUI; KOBAYASHI, 1976b) pré-

tratamento ácido (OLSSON; HAHN-HAGERDAL, 1996) e aquecimento (cozedura) 
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(SASAKA; OZER, 1995). Alguns destes métodos são utilizados com sucesso na 

produção de derivados da xilana como a xilose.  

 
 
Tabela 1. Publicações recentes de valores do conteúdo de xilana em amostras de 
madeira e métodos de pré-tratamentos aplicados. 
 

Origem 
Conteúdo de xilana 

(matéria seca %) 

Pré-tratamento aplicado/extração da 
xilana 

Referência 

Alcalino  Ácido 
Água 

aquecida 
Outros 

Acacia dealbata 16,4     +   
Yanez et al. 

(2009a) 
Aspen sp. 16,5 NaOH       Liu et al. (2011) 
Aspen (Populus 
tremuloides) 

17,7 NaOH   +   
Al-Dajani; Tschirner 

(2010) 
Chamaecytisus 
proliferus 

19,9     +   
Lopez et al. 

(2010a) 

Eucalyptus globulus 16,6     +   
 Garrote et al. 

(2007) 

  18,0     +   
Lopez et al. 

(2010a) 
Leucaena 
diversifolia 

15,7     +   
Lopez et al. 

(2010a) 
Leucaena 
leucocephala 

17,1     +    Feria et al. (2011) 

Paulownia fortunei 18,3     +   
Lopez et al. 

(2010a) 

Poplar sp. 12,0       
Líquido 
Iônico 

Samayam; Schall 
(2010) 

Poplar (Populus 
nigra x Populus 
maximiwiczii) 

14,85 Cal       Sierra et al. (2009) 

  14,9 ExFA 
a
        Balan et al. (2009) 

Poplar sp. 14,9 NH4OH       Gupta; Lee (2009) 
Poplar sp. 14,9   Vapor+SO3     Bura et al. (2009) 
Poplar (Populus 
nigra × Populus 
maximiwiczii) 

14,9 Cal       Sierra et al. (2011) 

  17,8 Cal       Sierra et al. (2011) 

Sesbania grandiflora 16,3     +   
Yanez et al. 

(2009b) 
Willow (Salix 
schwerinii × Salix  
viminalis) 

15,0   Vapor+SO3     
 Sassner et al. 

(2008) 

a Explosão de Fibra de Amônia (DEUTSCHMANN;  DEKKER, 2012). 

 

 

No entanto, a extração alcalina e o pré-tratamento ácido não são adequados 

para a produção de xilo-oligossacarídeos porque causam sérios problemas de 

poluição e produzem grande quantidade de xilose no hidrolisado, o que não é 

desejável (YANG et al., 2005). 
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As aplicações industriais mais importantes das xilanas encontram-se na 

produção do furfural (MC KILLIP; SHERMAN; KIRK-OTHMER, 1980) e do papel 

(WHISTLER; SMART, 1953), onde elas são processadas sob a forma bruta. A 

presença de cerca de 5% de hemicelulose na polpa da madeira resulta em um papel 

de melhor qualidade, com maior resistência mecânica. Em produtos alimentícios, 

sabe-se que as xilanas presentes nas farinhas de trigo apresentam grande 

importância no cozimento e maciez das massas, devido à capacidade que possuem 

de reter água (JELACA; HLYNKA, 1971; JELACA; HLYNKA, 1972) e que reduzem 

significativamente o envelhecimento do produto, por interações específicas com o 

amido (KIM; D’APPOLONIA, 1977). Outras possíveis aplicações estão ligadas a 

utilização da xilana como carreadora de medicamentos, na produção de material 

para curativos e como aditivos na fabricação de papel (EBRINGEROVA, 2006). 

A nível de pesquisa,  a xilana tem sendo muito estudada ao longo dos anos e 

extensivamente empregada para a produção industrial de bioetanol e outros 

produtos a partir de fermentações; na produção de xilo-oligossacarídeos utilizados 

como prebióticos; de filmes para embalagens comerciais; de espumas porosas e 

géis formados a partir de ligações cruzadas entre as xilanas; dentre outros 

(DEUTSCHMANN; DEKKER, 2012). 

Além disso, as xilanas têm sido consideradas como um dos recursos 

renováveis mais importantes e ganha cada vez mais importância como base para 

produção de novos biopolímeros e polímeros funcionais através de reações de 

modificação química (HEINZE; KOSCHELLA; EBRINGEROVA, 2004; LINDBLAD; 

ALBERTSSON, 2004). 

Porém, um problema que limita a utilização industrial de xilanas é a sua pouca 

solubilidade em água ou em sistemas aquosos a pH neutro. Como alternativa; para 

obter os seus derivados solúveis, processos de esterificação, em particular de 

metilação, de hidroxialquilação e de carboximetilação dos grupos hidroxila são 

recomendados (PETZOLD et al., 2006).  

 

2.2 Xilanases  

Enzimas são proteínas globulares, de estrutura terciária ou quaternária que 

agem como catalisadores biológicos, aumentando a velocidade das reações 
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químicas no organismo, sem serem alteradas neste processo (CHAMPE; HARVEY, 

1989). 

De acordo com Nelson e Cox (2006), todas as enzimas possuem as seguintes 

características: não apresentam modificações ao final da reação, atuam em 

quantidades muito pequenas e aceleram a velocidade da reação sem modificar a 

posição de equilíbrio de uma reação reversível. Devido a essas características, elas 

podem ser empregadas em diferentes processos e são muito aplicadas nas 

industrias, mas; para que seja avaliado esse potencial se faz necessária a 

caracterização das enzimas a fim de se conhecer suas propriedades de atividade 

ótima de atuação e de estabilidade em diferentes valores de pH e temperatura. 

(ALKORTA et al., 1998; KASHYAP et al., 2001).  

Dentre as várias enzimas existentes, as xilanases (Figura 4) são glicosidases 

(O-glicosídeo hidrolases, CE 3.2.1.x) que catalisam a hidrólise da xilana. São um 

grupo generalizado de enzimas que estão envolvidas na produção de xilose, fonte 

primária de carbono para o metabolismo celular e que são produzidas por uma 

multiplicidade de organismos, incluindo bactérias, algas, fungos, protozoários, 

gastrópodes e artrópodes (PRADE, 1995). 

 

 

 

 

Figura 4. Representação da estrutura xilanases: (A) Xilanase produzida por Streptomyces 
lividans; família 10 das hidrolases; (B) Xilanase produzida por Trichoderma reesei, família 11 
das hidrolases. Fonte: Collins et al. (2005). 
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As xilanases foram relatadas pela primeira vez em 1955 por Whistler e 

Masek, sendo originalmente denominadas de pentosanases e foram reconhecidas 

pela União Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular em 1961, quando a elas 

foi atribuído o código EC 3.2.1.8. O seu nome oficial é endo-1,4-β-xilanase, mas 

comumente são utilizados outros termos que incluem xilanase, endoxilanase, 1,4- β -

D-xilana-xilanohidrolase, endo-1,4-di-β-D-xilanase, β-1,4-xilanase e β-xilanase 

(COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005). 

Devido à heterogeneidade e complexidade do substrato da xilanase, a 

hidrólise completa da xilana requer uma grande variedade de enzimas que agem 

conjuntamente. Nesse sentido, as endo-1,4-β-D-xilanases (EC 3.2.1.8) clivam 

aleatoriamente a cadeia principal da xilana, já as β-D-xilosidases (EC 3.2.1.37) 

clivam os monômeros de xilose a partir da extremidade não redutora dos xilo-

oligossacarídeos e da xilobiose, ao passo que a remoção dos grupos ramificados da 

cadeia principal é catalisada pelas enzimas α-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55), α-

D-glucuronidases (EC 3.2.1.139), acetilxilanesterases (EC 3.1.1.72), esterases do 

ácido ferúlico (CE 3.1.1.73) e esterases do ácido p-cumárico (EC 3.1.1) (COLLINS; 

GERDAY; FELLER, 2005). 

Como consequência dessa grande variedade de xilanases, essas enzimas 

fazem parte das famílias 10 e 11 das glicosil-hidrolases, baseado em seus domínios 

catalíticos, sua estrutura primária e similaridades na sequência de aminoácidos 

(SHALLOM; SHOHAM, 2003; SINGH; MADLALA; PRIOR, 2003). A maioria das 

xilanases da família 10 são endo-1,4-β-xilanases, que possuem peso molecular 

elevado (>30 kDa) e ponto isoelétrico baixo. As pertencentes à família 11 são, 

principalmente, xilanases com um elevado ponto isoelétrico e baixo peso molecular 

(<30 kDa) (WONG; TAN; SADDLER, 1988; HENRISSAT; BAIROCH, 1986; 

HENRISSAT; DAVIES, 1997). No entanto, várias exceções a esse padrão têm sido 

encontradas, a exemplo, aproximadamente 30% das xilanases identificadas 

recentemente, em particular as xilanases fúngicas não podem ser classificadas por 

este sistema (MATTE; FORSBERG, 1992; SUNNA; ANTRANIKIAN, 1997; COLLINS; 

GERDAY; FELLER, 2005). 

O sistema enzimático xilanolítico completo, incluindo todas as atividades 

acima citadas, já foi encontrado em fungos (BELANCIC, 1995; SUNNA; 
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ANTRANIKIAN, 1997), actinomicetos (ELEGIR; SZAKACS; JEFFRIES, 1994) e 

bactérias (SUNNA; ANTRANIKIAN, 1997), sendo Aspergillus, Trichoderma, 

Streptomyces, Phanerochaete, Chytridiomyces, Ruminococci, Fibrobacteres, 

Clostridium e bacilos os principais produtores, destacando-se espécies de 

Aspergillus e Trichoderma na produção industrial (MATTE; FORSBERG, 1992; 

WUBAH; AKIN; BORNEMAN, 1993; SUNNA; ANTRANIKIAN, 1997; 

SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002). Os nichos ecológicos desses micro-organismos 

são diversos e, normalmente, incluem ambientes onde se acumula material vegetal 

em deterioração, bem como no rúmen de animais poligástricos onde se encontram 

bactérias e fungos capazes de degradar as fibras presentes na parede celular dos 

vegetais (PRADE, 1995; SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002; KRAUSE et al., 2003; 

COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005; FENGXIA et al., 2008). 

A maior parte da xilanase comercial é produzida por micro-organismos em 

processos fermentativos. Porém, o custo de produção é o principal fator que 

restringe a utilização da xilanase, indicando a necessidade de um sistema de baixo 

custo de produção para o mercado desta enzima (FOYE et al., 2005). 

 

2.3 Aplicação das xilanases na indústria 

 

A degradação da parede polissacarídica de plantas tem grande importância 

nas indústrias de bebidas, alimentícia, têxtil, papel e celulose, farmacêutica, entre 

outras. A hidrólise enzimática de polímeros de plantas vem se tornando uma 

alternativa ecologicamente correta que pode substituir o uso de substâncias 

químicas em diversos processos nas indústrias (BETINI, 2006).   

 A hidrólise enzimática da xilana permite sua utilização como uma fonte de 

energia na alimentação animal ou nos diferentes processos biotecnológicos 

(KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999; SUBRAMANYAN; PREMA, 2002). Essa 

hidrólise parcial altera as propriedades físicas e químicas da xilana, que resulta num 

aumento da qualidade de produtos que contém este polissacarídeo (FENGXIA, et 

al., 2008). 
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Neste contexto, o interesse na aplicação de xilanases na indústria tem 

aumentado, devido a sua importância na indústria do papel, em rações para animais 

e na indústria de pães (BLANCO et al., 1995). 

Durante os últimos anos, as aplicações das xilanases voltaram-se 

particularmente para a indústria de papel e celulose. No entanto, as xilanases 

desempenham papel importante na extração de café, óleos vegetais, amido, 

flavorizantes e pigmentos; para liquefazer frutas e vegetais; na fermentação da 

cerveja para evitar problemas na filtração e na turvação; nas indústrias de 

panificação e forragem; na clarificação de vinhos e sucos; no pré-tratamento da 

forragem para melhorar a digestibilidade do alimento dos ruminantes e para facilitar 

a compostagem. As xilanases em sinergismo com várias outras enzimas tais como 

mananases, ligninases, xilosidades, glucanases, glucosidades, podem ser utilizadas 

para a geração de combustíveis biológicos, tal como etanol e xilitol, a partir de 

biomassas lignocelulósicas (OLIVEIRA, 2003). 

Mais especificamente, na indústria de celulose e do papel, as xilanases são 

empregadas no processo de pré-branqueamento a fim de reduzir o uso de produtos 

químicos como o cloro (BAJPAI, 1999), além de resultar num produto mais brilhante 

do que poderia ser alcançado sem o tratamento enzimático (NINAWE; KUHAD, 

2006). Na indústria de alimentos para animais, xilanases são utilizadas para 

aumentar o ganho de peso corporal (SILVERSIDES; BEDFORD, 1999; KUNG et al., 

2000). Na indústria da panificação, são utilizadas para diminuir a viscosidade da 

massa, aumentando o volume do pão e a vida de prateleira (FIGUEROA-

ESPINOZA, 2004). Também, podem ser aplicadas para a clarificação de vinhos e 

sucos (BIELY, 1985; SILVA; FRANCO; GOMES, 1996). 

Na alimentação animal, os polissacarídeos não amiláceos, principais 

constituintes da parede celular dos alimentos de origem vegetal, não podem ser 

digeridos por animais monogástricos, devido à natureza de suas ligações, sendo 

resistentes à hidrólise no trato digestivo. A dificuldade na digestão da fibra que reduz 

a energia do alimento também pode prejudicar a utilização de outros nutrientes e isto 

ocorre mais frequentemente quando o tipo de fibra do alimento é solúvel, ou seja, 

tem grande capacidade de absorver água e formar substância gelatinosa no trato 

intestinal (CONTE et al., 2003). 
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A viscosidade da digesta, fator esse considerado antinutricional, reduz a 

disponibilidade de todos os nutrientes, e pode ser contornada através da adição da 

enzima xilanase na composição da dieta, visando à utilização de alimentos que 

possuam altas quantidades de polissacarídeos não-amiláceos. A função dessas 

enzimas além de diminuir a viscosidade, seria melhorar a energia metabolizável dos 

alimentos (CONTE et al., 2002).  

Embora sejam muitas as possibilidades de aplicação das xilanases, sua 

aplicação prática torna-se limitada, devido à estabilidade relativamente baixa e 

alteração nas atividades catalíticas sob condições utilizadas em processos 

industriais, tais como: temperaturas elevadas, níveis extremos de pH ou de 

solventes não aquosos. A aplicação industrial requer propriedades específicas dos 

biocatalisadores, desta forma, ainda existe um interesse em encontrar novas 

xilanases com aplicações inovadoras. Especialmente as xilanases termoestáveis 

podem ser utilizadas em aplicações nas quais a diminuição da temperatura diminui o 

custo do processo, tornando-se mais econômico, ou em que as temperaturas 

elevadas fossem necessárias para aumentar a biodisponibilidade e/ou a solubilidade 

do substrato, para reduzir a viscosidade bem como o risco de contaminação. 

Enzimas acidófilas e alcalifílicas seriam obviamente benéficas aos processos em 

que as condições de pH extremos são necessários (COLLINS; GERDAY; FELLER, 

2005). 

 

2.4. Xilanases na indústria de rações 

 

Alguns alimentos de origem vegetal possuem fatores considerados anti-

nutricionais que limitam seu uso como componentes em rações para animais. 

Existem enzimas que agem na composição desses alimentos e são utilizadas como 

aditivos nas rações, sendo uma estratégia interessante para a melhor utilização dos 

nutrientes. A utilização desses aditivos alimentares tem como objetivo melhorar a 

eficiência de produção dos animais pelo aumento da digestão de produtos de baixa 

qualidade e redução na perda de nutrientes nas fezes, sendo possível baixar os 

níveis nutricionais da dieta com possíveis vantagens econômicas (SENS, 2009). 
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Para Guenter (2012) as principais finalidades da suplementação enzimática 

em rações são: remover ou destruir os fatores anti-nutricionais dos alimentos, 

aumentar a digestibilidade total da ração, potencializar a ação das enzimas 

endógenas, diminuir a poluição ambiental causada por nutrientes excretados nas 

fezes; além de trazer melhorias no desempenho animal e, consequentemente, uma 

maior rentabilidade na criação (COUSINS, 1999). 

De acordo com a sua finalidade, as enzimas usadas em rações para animais 

monogástricos podem se dividir em dois tipos: enzimas destinadas a complementar 

quantitativamente as próprias enzimas digestórias endógenas dos animais 

(proteases, amilases, lipases, etc.) e enzimas que esses animais não podem 

sintetizar (β-glucanases, pentosanases e α-galactosidades), pois o código genético 

dos monogástricos não dispõe da indicação para sua síntese (HENN, 2002). 

Segundo Zanella (2001), existem três grupos de enzimas disponíveis no 

mercado: (1) enzimas destinadas a alimentos com baixa viscosidade (milho, sorgo e 

soja); (2) enzimas destinadas a alimentos com alta viscosidade (trigo, aveia, cevada, 

farelo de arroz); (3) enzimas destinadas a degradar o ácido fítico dos grãos vegetais. 

A Tabela 2 apresenta as principais enzimas utilizadas nas rações, seus 

substratos e seus principais efeitos. 

 

Tabela 2. Enzimas utilizadas em rações e seu modo de ação. 

Enzima Substrato Efeitos 

Xilanase Arabinoxilanos Redução da viscosidade da digesta. 

Glucanases β-Glucanos Redução da viscosidade da digesta. 

Diminuição na umidade da cama. 

Pectinases Pectinas Redução da viscosidade da digesta. 

Celulases Celulose Degradação da celulose e liberação de 

nutrientes 

Galactosidades Galactosídios Remoção de galactosídios 

Fitases Ácido Fítico Melhor utilização do fósforo dos 

vegetais. Remoção do ácido fítico. 

Proteases Proteínas Suplementação de enzimas endógenas. 

Degradação mais eficiente da proteína. 

Amilases Amido Suplementação de enzimas endógenas. 

Degradação mais eficiente do amido. 

Lipases Lipídos e Ácidos Graxos Melhora a utilização de gorduras 

animais e vegetais. 

Fonte: SENS (2009) 
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Os aditivos enzimáticos não possuem função nutricional direta, mas, auxiliam 

no processo digestivo, melhorando a digestibilidade dos nutrientes presentes na 

dieta. A enzima adicionada ao alimento seco só é ativada no trato digestivo quando 

misturada aos fluídos digestivos e sob a temperatura corporal (SENS, 2009). 

As enzimas utilizadas na alimentação de não-ruminantes devem resistir e 

conservar atividade considerável depois dos processos de fabricação e digestão. Os 

fatores que podem influenciar sua estabilidade, entre outros, são: a origem, o tipo de 

atividade, a composição da dieta, a condição de processamento (temperatura), o 

armazenamento, as condições durante o processo digestivo e a ação de enzimas 

endógenas (FRANCESCH, 1996). 

Para Dourado (2008), as enzimas exógenas podem ser incorporadas nas 

formulações das dietas dos animais de duas formas. Uma aplicação mais prática, 

chamada “on top”, que consiste em suplementar com as enzimas uma formulação 

padrão, sem alterar os níveis nutricionais, com intuito de melhorar o desempenho. A 

segunda alternativa seria alterar a formulação da ração, reduzir os nutrientes e 

adicionar enzimas exógenas para restaurar o valor nutricional da dieta padrão, 

visando o mesmo desempenho de uma dieta com os níveis nutricionais normais, de 

forma mais econômica. 

A utilização de enzimas na dieta pode ser feita quando se tem o objetivo de 

degradar determinado fator anti-nutricional que venha a reduzir o aproveitamento 

dos nutrientes da dieta pelo animal. Um dos fatores anti-nutricionais presentes na 

dieta de monogástricos são os polissacarídeos não-amiláceos. 

Nos alimentos de origem vegetal, os polissacarídeos não amiláceos (PNAs) 

são os principais constituintes da parede celular (CHOCT, 1997). A hemicelulose, a 

celulose, arabinose, xilana, manose, galactose, β-glucano, ácido urônico são 

exemplos de PNAs. Devido à natureza de suas ligações, os PNAs são resistentes a 

hidrólise no trato gastrointestinal dos animais monogástricos. Estes compostos não 

causam sintomas de toxicidade, mas apresentam propriedades anti-nutritivas que 

podem afetar o desempenho dos animais (LECZNIESKI, 2006). 

Os PNAs atuam alterando a fisiologia e morfologia do trato gastrointestinal, 

causando efeitos indiretos e implicações na eficiência de utilização dos nutrientes, 
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podendo alterar também a microbiota intestinal (SENS, 2009). Wenk (2001) cita que 

em rações com maior quantidade de PNAs contém menor quantidade de energia 

metabolizável, e devido ao alongamento da parede estomacal causam uma 

sensação de saciedade antes de se alcançar o nível de ingestão deste nutriente em 

animais em crescimento, resultando em queda de consumo. O mesmo autor 

demonstrou os efeitos dos PNAs sobre o tempo de esvaziamento do trato digestivo. 

Além de reduzir a energia metabolizável do alimento, os PNAs podem 

proporcionar uma menor utilização de outros nutrientes, como a absorção de 

minerais, pois vários autores relacionaram a presença destes compostos no 

alimento e a consequente formação de gel, como um dos fatores que afetam 

negativamente esta absorção (FIALHO, 1991; TEIXEIRA, 1994; DOMENE, 1996; 

SENS, 2009). 

Alguns estudos relatam o aumento da disponibilidade de nutrientes e do 

crescimento de suínos alimentados com dietas contendo xilanase ou β-glucanase 

(ADEOLA; COWIESON, 2011). 

 

2.5 Purificação de proteínas e Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA) 

 

Desde 1980, os processos biotecnológicos têm crescido e se tornado cada 

vez mais importantes ao oferecer numerosas vantagens sobre a síntese química. No 

entanto, a separação dos produtos obtidos por estes processos pode ser limitada 

devido a natureza das biomoléculas produzidas, geralmente complexas e sensíveis 

ao pH, temperatura e concentração do substrato ao longo do processo. Além disso, 

elas são produzidas juntamente a outras de menor interesse e em meios que as 

tornam diluídas (WETHEARLY, 1994). Essas limitações tornam o processo de 

separação oneroso por serem necessárias muitas etapas até que se tenha a 

molécula pura.  

Por isso, o desenvolvimento de técnicas e métodos para separação e 

purificação de proteínas é um importante pré-requisito para a maioria dos avanços 

nas indústrias de biotecnologia (COSTA et al., 2000), que buscam produções em 

larga escala eficientes, que atinjam altos graus de recuperação e pureza, mantendo 

a atividade biológica da molécula e diminuindo o custo da purificação que pode 
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atingir até 90% do custo total de produção. Uma técnica de extração e purificação 

que se enquadra nestes critérios e que já vem sendo utilizada industrialmente 

envolve a partição de biomoléculas entre duas ou mais fases imiscíveis nos 

sistemas aquosos (DIAMOND; HSU, 1992; DYR; SUTTNAR, 1997). 

Também conhecida por extração líquido-líquido, é uma tecnologia versátil e 

muito útil na separação de compostos, tais como produtos químicos, biomoléculas e 

nanopartículas. O processo de partição é motivado pelas interações hidrofóbicas ou 

hidrofílicas do sistema com o produto a ser extraído (FRANK et al., 2008).  

As principais vantagens deste tipo de extração são: a facilidade no aumento 

da escala; rápida transferência de massa; equilíbrio alcançado com recursos de 

baixa energia na forma de mistura mecânica; possibilidade de operação rápida e 

seletiva; possibilidade de operação à temperatura ambiente e mais econômico que 

outros processos de separação (ALBERTSSON, 1986). 

Os primeiros sistemas PEG/sais a serem utilizados pela indústria preparadora 

de enzimas foram os constituídos de PEG/fosfato (KULA, 1982). Mas, tentando-se 

minimizar a poluição ambiental, diferentes maneiras de reciclar os sais foram 

desenvolvidas e além do fosfato, outros sais começaram a ser empregados em 

SDFA, como sulfatos e citratos. Polímeros neutros ou carregados (ex.: dextrana) 

formam duas fases com polietilenoglicol, sendo esses sistemas extensivamente 

utilizados em purificação e extração de biomateriais (FRANCO et al., 1996). 

Nesse sentido, as indústrias têm empregado o SDFA para o isolamento de 

enzimas a partir da sua fonte natural ou de seu extrato bruto ou cru, sendo formados 

pela mistura de dois polímeros de cadeias flexíveis em água ou de um polímero e 

um sal em certas concentrações, com variações do sistema convencional – 

PEG/dextrana/água e PEG/sal/água (ROSA et al., 2010; ASENJO; ANDREWS, 

2011). As proteínas são particionadas para uma das duas fases de acordo com suas 

características físico-químicas, com um coeficiente de partição que pode ser 

modificado através da alteração das condições experimentais do meio (SPELZINI et 

al., 2008; BASSANI et al., 2010).  

São diversas as variáveis que influenciam na formação das fases e na 

partição das biomoléculas nesses sistemas e elas podem ser classificadas como 

variáveis inerentes ao próprio sistema (componentes do sistema, massa molar do 
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polímero, concentração do polímero ou do sal, pH e temperatura) ou à proteína-alvo 

(hidrofobicidade, distribuição de cargas, ponto isoelétrico e massa molar) quanto a 

partição das biomoléculas (COSTA et al., 1998; COSTA et al., 2000; OLIVEIRA et 

al., 2001; OLIVEIRA et al., 2003; TUBIO; NERLI; PICÓ, 2004).  

O fato da partição depender de um grande número de variáveis distintas 

confere considerável versatilidade aos sistemas de duas fases aquosas na 

separação de misturas de componentes. Entretanto, a existência de tantas variáveis, 

a sua grande maioria interdependentes, torna extremamente difícil a previsão teórica 

do coeficiente de partição de um dado soluto, obrigando por vezes a um trabalho 

experimental exaustivo (KULA et al., 1982, PORTO, 2004). 

Um método potencialmente útil para extração líquido-líquido na indústria de 

proteínas é a utilização de metais como ligantes em SDFA, por aumentar a 

seletividade da partição dessas proteínas (SUH; ARNOLD, 1990; BIRKENMEIER et 

al.,1991). Esse processo fundamenta-se na combinação da propriedade de 

reconhecimento de biomoléculas pelo ligante e sua partição no SDFA. O ligante é 

acoplado covalentemente à fase rica em polímero, portanto sua partição ocorre em 

direção à fase superior que é a de menor densidade. Se a biomolécula a ser isolada 

tiver afinidade pelo ligante, a formação do complexo ligante-biomolécula (Figura 5) 

induzirá a alteração do coeficiente de partição da proteína para aquela fase onde 

encontra-se o ligante (KOPPERSCHLÄGER, 1994). 

 

 

Figura 5. Sítio de ligação entre a proteína contendo histidina e o PEG-IDA-Cu2+ em SDFA. 

Fonte: Silva et al. (1999). 
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A utilização de ligantes indutores da partição apresenta algumas vantagens, 

tais como: os ligantes podem ser reciclados diversas vezes sem sofrer perda 

significante do comportamento; pode-se utilizar elevada concentração de metal 

imobilizado o que resulta em elevada capacidade de “atração” da proteína; relativa 

facilidade de desacoplamento da proteína e regeneração do ligante e baixo custo 

dos metais (ARNOLD, 1991). 

O SDFA ainda tem sido utilizado como primeiro passo da purificação, com a 

finalidade de remover grandes quantidades de diferentes contaminantes por uma 

operação relativamente simples e econômica, mesmo apresentando diversas 

vantagens em relação aos métodos convencionais para o isolamento e purificação 

de proteínas: o equilíbrio de partição é atingido rapidamente, pode ser aplicado em 

escalas maiores como piloto e industrial, possibilita o funcionamento contínuo, tem 

baixos custos, os materiais que formam o sistema são baratos e podem ser 

reciclados (RODRIGUEZ-DURÁN et al., 2013). 

Além disso, outra vantagem dos sistemas de duas fases aquosas é a elevada 

concentração de água utilizada (cerca de 85-99%), o que permite a partição de 

biomoléculas e de partículas celulares sem desnaturá-las. As propriedades físicas 

dos sistemas bifásicos aquosos podem ser alteradas por manipulação de sua 

concentração e composição dos polímeros e sais. Deste modo, a partição de 

moléculas e de partículas biológicas pode ser explorada para obtenção de 

separações, que de outro modo seriam difíceis ou mesmo impossíveis de serem 

realizadas (VENÂNCIO, 1996; GAVASANE; GAIKAR, 2003). 

Mas, as aplicações dos SDFA são em geral limitadas devido ao equilíbrio 

ideal de fases, da seletividade do sistema e da partição de proteínas (CUNHA, T.; 

AIRES-BARROS, 2002). 

Para a formação das duas fases do sistema aquoso, uma ampla variedade de 

polímeros pode ser utilizada, sendo determinado pelo custo do polímero, o tempo de 

separação das fases, a concentração de polímero necessária para a formação das 

fases, a possibilidade de reutilização do polímero e o potencial tóxico são fatores de 

grande importância para a escolha do polímero (COSTA et al., 2000).  Na tabela 3, 

estão classificados os SDFA em diferentes grupos de acordo com sua composição. 
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Tabela 3. Sistemas Líquidos de duas fases aquosas. 

CLASSE1: Polímero não iônico + Polímero não iônico + Água 

Polipropilenoglicol Metoxipolietilenoglicol 

 
Álcool polivinílico 

 
Hidroxipropil-dextrana 

 
Dextrana 

Polietilenoglicol (PEG) Álcool polivinílico 

 
Dextrana 

Álcool polivinílico Metilcelulose 

 
Hidroxipropil-dextrana 

Metilcelulose Hidroxipropil-dextrana 

 
Dextrana 

Etilhidroxietilcelulose Dextrana 

CLASSE 2: Polieletrólito + Polímero não iônico + Água 

Sulfato de Dextrana de Sódio Polipropilenogligol 

 
Metoxi-PEG-NaCl 

 
PEG-NaCl 

 
Álcool Polivinílico-NaCl 

Carboximetilcelulose de polipropilenoglicol Dextrana-NaCl 

 
NaCl 

 
PEG-NaCl 

 
Álcool Polivinílico-NaCl 

 
Metilcelulose-NaCl 

 
Etilhidroetilcelulose-NaCl 

 
Hidroxipropil-dextrana-NaCl 

DEAE-dextrana-HCl Polipropilenogligol +NaCl 

 
PEG + LiSO4 

 
Metilcelulose 

 
Álcool Polivinílico 

CLASSE 3: Polieletrólito + Polieletrólito + Água 

Sulfato de dextrana de sódio Carboximetildextrana de sódio 

Sulfato de dextrana de sódio Carboximetildextrana de sódio 

Carboximetildextrana de sódio Carboximetilcelulose 

Sulfato de dextrana de sódio DEAE dextrana - HCl – NaCl 

CLASSE 4: Polímero + Composto de Baixa massa molar +Água 

Polipropilenoglicol Fosfato de potássio 

 
Citrato de sódio 

Metoxipropilenoglicol Fosfato de potássio 

 
Citrato de sódio 

PEG Fosfato de potássio 

 
Citrato de sódio 

Fonte: (ALBERTSSON, 1986) 
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Mesmo havendo muitas possibilidades na formação dos sistemas, o 

desenvolvimento de extrações líquido-líquido utilizando SDFA em grande escala 

está muito limitado aos sistemas de PEG-dextrana e PEG-sal. Estes possuem 

propriedades físicas favoráveis, especialmente no que se refere à viscosidade e a 

diferença de densidade entre as fases. Esta escolha é bastante influenciada também 

por questões legais a que os processos de produção têm que obedecer, tanto o 

PEG como a dextrana são substâncias atóxicas e não causam distúrbios ao 

ambiente (SARMENTO et al., 1994); os sistemas formados por PEG e sal também 

apresentam rápida separação de fases, baixo custo e, sobretudo, elevada 

seletividade na separação de moléculas com base na solubilidade (PADILHA et al., 

2011). 

O diagrama de fases, representado na Figura 6, pode ser divido em duas 

regiões por uma linha convexa chamada binodal ou curva de equilíbrio. Sistemas 

cuja composição fica abaixo da curva binodal formam apenas uma fase, enquanto 

que os sistemas com composição situada acima da curva binodal formam duas 

fases homogêneas. (ALBERTSSON, 1986). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Diagrama de fase para sistemas aquosos bifásicos. Fonte: Costa, 2010. 
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Também estão representadas na figura 6 a linha de amarração que, para 

determinada composição global do sistema (ponto A), fornece a concentração dos 

solutos nas duas fases em equilíbrio, representadas pelos pontos C (fase superior) e 

B (fase inferior). Qualquer conjunto de pontos globais ou de mistura (A, A’, A”) que 

pertença à região bifásica e que esteja sobre a mesma linha de amarração fornecerá 

fases superiores que possuirão propriedades termodinâmicas intensivas iguais 

(composição, densidade, volume molar, entalpia molar, etc.), entretanto, sendo 

distintas as suas variáveis termodinâmicas extensivas (massa, volume, etc.). Aplica-

se o mesmo raciocínio para as fases inferiores formadas a partir de composições 

globais localizadas sobre uma mesma linha de amarração (ZASLAVSKY, 1995, DA 

SILVA; LOH, 2006). 

Outra particularidade de um diagrama de fases é o ponto crítico (Pc) no qual 

as propriedades físico-químicas (composição e volume, dentre outras) das duas 

fases são teoricamente iguais. Quanto mais a composição do sistema se aproxima 

do ponto crítico, menor é a diferença entre as fases. No entanto, nas proximidades 

do ponto crítico, pequenas alterações na composição dos sistemas provocam 

drásticas mudanças, levando o sistema de uma para duas fases e vice-versa 

(ALBERTSSON, 1986). 

As curvas binodais podem ser determinadas por três métodos diferentes. No 

primeiro, a determinação da composição das fases que formam o sistema é feita 

através da cromatografia líquida de alta eficiência. O segundo método baseia-se em 

um processo de titulação entre os componentes que formam os sistemas (PEG, sais 

e água). A grande vantagem deste sistema de titulação é a simplicidade e rapidez, 

porém como o método baseia-se na observação visual de mudança de fase tem-se 

um determinado grau de imprecisão quando as fases se alternam (VERNAU; KULA, 

1990). O terceiro método que pode ser utilizado consiste na combinação entre os 

dois métodos citados anteriormente, baseando-se na preparação de vários sistemas 

de fases com composições diferentes. Em seguida, adiciona-se água em cada 

sistema sob agitação até as soluções tornarem-se transparentes. Finalmente 

determina-se a composição dos novos sistemas monofásicos e com isto obtêm-se 

os pontos da curva binodal (RIBEIRO, 2001). 
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Retornando ao SDFA e sua funcionalidade, tem-se visto que na prática, as 

ótimas condições para o rendimento e altos fatores de purificação têm sido obtidas 

para várias proteínas que foram estudadas. Isto é comumente feito seguindo 

estudos experimentais dos efeitos das variáveis que influenciam o sistema. Como 

um exemplo típico é a separação e purificação da proteína taumatina, que foi 

purificada em 20 vezes e rendimento de 90-95% alcançados em um único passo 

usando SDFA (CASCONE et al., 1991).  

Além da taumatina, o SDFA tem sido utilizado como processo pós-

fermentação para a extração, separação, concentração e purificação primária de 

várias enzimas, dentre elas a xilanase, xilose redutase e β-glicosidase (GAIKAIWARI 

et al., 1996; VAIDYA et al., 2006). Devido ao seu potencial na remoção de 

contaminantes tais como ácidos nucleicos e as proteínas indesejáveis, sua utilização 

tem obtido sucesso na purificação de β-xilosidases e lisozimas em condições muito 

próximas da purificação total (PAN; LI, 2001; SU; CHIANG, 2006). 

A recuperação destes produtos do meio fermentado é essencial em muitos 

processos industriais, e a dificuldade nos processos de recuperação depende 

significativamente da natureza do produto. Com isso, sob o ponto de vista 

econômico, o desenvolvimento e otimização de processos de recuperação e 

purificação de proteínas passaram a ser de vital importância na produção industrial 

dessas biomoléculas (SEADER; HENLEY, 1998). 

 

2.6 Polietilenoglicol 

 

O polietilenoglicol (PEG) é um importante composto para as áreas biomédicas 

e de biomateriais (LI, 2001). É produzido mundialmente em grandes quantidades e 

com massas molares variando de poucas centenas a milhares de Daltons, sendo a 

designação PEG utilizada para os compostos de baixa massa molar (abaixo 

20.000g/mol) e a designação PEO poli (óxido de etileno) é restrito para compostos 

de altas massas molares (maiores que 20.000 g/mol). Os PEGs com massas 

molares menores que 1.000 g/mol são fornecidos na forma de soluções incolores 

estáveis ou pastas, já os de massas molares elevadas, acima de 1.000 g/mol, são 

encontrados na forma de pó ou flocos brancos. Podem ser estocados à temperatura 
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ambiente, embora a 4°C a ocorrência de oxidação em soluções seja retardada 

(RIBEIRO, 2001). 

A utilização do PEG é de grande interesse na biotecnologia principalmente 

por excluir, em ambiente aquoso, outros polímeros de sua vizinhança, pelo fato de 

não se solubilizar com eles. Por ser um composto biodegradável e atóxico, a 

descarga de PEG não causa danos ao meio ambiente. O PEG possui uma 

variedade de propriedades pertinentes para aplicações biomédicas, são elas: 

insolubilidade em água a elevadas temperaturas, formação de complexos com 

cátions metálicos, alta mobilidade com grande poder de volume excluído em água e 

agente precipitante de proteínas e ácidos nucléicos. Vale ressaltar que o PEG foi 

aprovado para consumo interno pelo FDA (Food and Drug Administration) (LI, 2001). 

Por estas razões, o polietilenoglicol é o polímero padrão para os sistemas 

bifásicos aquosos. Além de, ser vantajosa sua utilização devido ao seu baixo custo, 

suas propriedades físicas e químicas são favoráveis, por não diminuir a atividade 

das biomoléculas e por ser biodegradável e atóxico como já citado (HARRIS, 1992). 

 

 

2.7 Fatores que influenciam num sistema de duas fases aquosas 

 

São muitas as variáveis que podem influenciar na formação de fases e na 

partição de biomoléculas dos sistemas bifásicos aquosos, entretanto, o equilíbrio e a 

separação das fases, são fatores importantes para todos os sistemas de duas fases 

aquosas. Para cada sistema formado por polímero/polímero ou polímero/sal, existe 

um diagrama de fases que define as proporções entre seus componentes 

formadores. Alguns desses diagramas estão disponíveis na literatura, porém é 

importante que ao se iniciar um trabalho com um novo tipo de sistema, se construa 

um diagrama adequado às condições de trabalho a serem utilizadas na extração, 

tais como, temperatura, pH, massa molar do PEG e adição de suspensões 

biológicas (ALBERTSSON, 1986; PORTO, 2004). 

Vale lembrar que essas variáveis que induzem a partição de biomoléculas 

entre duas fases podem ser classificados como variáveis inerentes ao próprio 

sistema (componentes do sistema, massa molar do polímero, concentração do 
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polímero ou do sal, pH e temperatura) ou à proteína alvo (hidrofobicidade, 

distribuição de cargas, ponto isoelétrico e massa molar) (COSTA et al., 1998; 

COSTA et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2003; TUBIO; NERLI; 

PICÓ, 2004; PORTO, 2004), mas os mecanismos que governam a partição de 

materiais biológicos não são ainda entendidos por completo, sabe-se que o 

coeficiente de partição é resultante de forças de Van de Walls, hidrofóbicas, ligações 

de hidrogênio e interações iônicas das biomoléculas com as fases do sistema 

(GÜNDÜZ; KORKMAZ, 2000). 

No entanto, até onde é esclarecido, o efeito da massa molar dos polímeros 

depende da massa molar da biomolécula a ser separada. Por exemplo, as proteínas 

com massas molares maiores são mais influenciadas pelas mudanças na massa 

molar dos polímeros que as proteínas com pequena massa molar (ASENJO; 

ANDREWS, 2011). 

Por sua vez, um aumento da massa molar do polímero geralmente diminui a 

partição de material biológico para a fase rica nele. Contudo, quanto maior for esta 

massa, menor será o volume de solvente disponível, o que implica em uma 

diminuição de solubilidade das proteínas na fase rica em polímero (ALBERTSSON, 

1986). 

Ainda em relação ao polímero, tem sido demonstrado que o sistema de fases 

desloca-se em direção à região bifásica com o aumento de sua concentração e da 

viscosidade das fases, consequentemente, isto influencia a partição da proteína-

alvo. Além disso, a concentração do polímero a ser usada para a separação de 

fases depende da massa molar do mesmo (PORTO, 2004).  

A influência da carga da biomolécula na sua partição em SDFA pode ser 

estudada medindo o coeficiente de partição a vários valores de pH. Contudo, esta 

influência da carga da biomolécula depende muito do tipo de sal presente no 

sistema, uma vez que diferentes sais dão origem a diferentes potenciais elétricos 

entre as fases. Mudanças no pH podem também induzir mudanças conformacionais 

na estrutura das proteínas, causando mudança em seus comportamentos de 

separação. Em condições extremas de pH é possível que ocorra a desnaturação das 

proteínas. Geralmente, a partição de proteínas desnaturadas é diferente da partição 

das mesmas proteínas na forma nativa, o que pode ser atribuído não só a maior 
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área superficial da forma desnaturada, mas também ao fato da superfície exposta 

desta ser muito mais hidrofóbica. Como regra geral, as proteínas carregadas mais 

negativamente (nos casos em que o pH é superior ao ponto isoelétrico) tem maior 

afinidade pela fase superior que é rica em PEG (PORTO, 2004). 

A composição do sal é outra variável de grande importância na partição de 

todas as espécies de moléculas e partículas celulares. Embora os sais se separem 

igualmente entre as fases, existem diferenças significativas no coeficiente de 

partição das proteínas em função do tipo de sal (COSTA et al., 1998). 

Os sais de fosfato têm maior afinidade pela fase inferior do sistema de duas 

fases, o lítio tem maior afinidade pela fase superior e o NaCl tem afinidade para 

ambas as fases. Portanto, os sais que possuem distribuição diferenciada entre as 

duas fases são importantes para o sistema, pois eles terão grande influência na 

diferença de potencial elétrico entre as fases. Por exemplo, a partição dos íons 

fosfato para a fase inferior cria um potencial elétrico com uma carga negativa nesta 

fase que força a partição das macromoléculas ou células carregadas negativamente 

para a fase superior. Com o aumento da concentração de NaCl, o efeito da 

distribuição desigual dos íons fosfato pode ser reduzido ou eliminado. Com isto, a 

mudança na composição iônica pode influenciar, e muito, o coeficiente de partição 

de uma molécula (FORCINITI, 2002). 

O efeito da temperatura varia de acordo com o tipo de sistema utilizado. Para 

o sistema PEG/dextrana, foi constatado que para que ocorra a separação das fases 

é necessária uma concentração maior dos polímeros à medida que a temperatura é 

elevada. Neste caso, para que a separação das fases seja favorecida, deve-se 

trabalhar em temperaturas inferiores à ambiente. Já para PEG/sal, ocorre 

justamente o contrário, pois em temperaturas maiores ou próximas à ambiente a 

separação das fases do sistema é facilitada e o aumento da temperatura favorece o 

aumento da concentração de PEG na fase superior do sistema e consequentemente 

ocorre uma redução da concentração do polímero na fase inferior (FORCINITI; 

HALL, 1991; ZASLAVSKY, 1995). 

O tempo de separação das fases após a mistura dos componentes depende 

do tipo de sistema. Sistemas contendo PEG/sal possuem tempo de separação de 
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fases menor que os sistemas contendo PEG/dextrana devido à densidade e 

viscosidade do sistema (ALBERTSSON, 1986). 

Os sistemas de duas fases aquosas formados por PEG/sais de fosfato têm 

sido amplamente utilizados para extração de proteínas diversas (GÜNDÜZ; 

KORKMAZ, 2000; SRINIVAS et al., 2002; MAYERHOFF et al., 2004), mas outros 

sais estão sendo utilizados para a composição dos sistemas, tais como, sulfato de 

amônio (ZAVARZINA et al., 2002) e citrato de sódio (MARCOS et al., 2002). 

Portanto, deve-se compreender como essas variáveis atuam de forma a 

influenciar as características do SDFA e a partição das moléculas para se obter êxito 

no processo de purificação.  

 

2.8 Fermentação extrativa em sistema de suas fases aquosas 

 

Como já mencionado, as duas fases mutuamente imiscíveis dos SDFA são 

gerados pela mistura formadora de componentes acima de uma concentração limiar 

(ALBERTSSON, 1986), a qual é descrita no diagrama de fases do sistema 

específico. Esses sistemas têm sido amplamente utilizados para o processamento 

pós-fermentação de compostos como enzimas (OOI et al., 2009; PORTO et al., 

2008), biofármacos (ROSA et al., 2010; AZEVEDO et al., 2008) e outros produtos 

como ácidos orgânicos (SILVA et al, 2009). Porém, o uso do SDFA pode ser 

alargado à purificação espontânea no processo de fermentação, ou seja, através da 

fermentação extrativa. Neste tipo de fermentação, há integração da formação de 

produto e purificação num processo de etapa única, o que facilita a recuperação 

instantânea da biomolécula alvo (BANIK; SANTHIAGU, 2002). 

Portanto, para definirmos, a fermentação extrativa é aquela onde há a 

integração da produção e recuperação da biomolécula in situ (Figura 7). Esta 

recuperação in situ de produtos provenientes de caldos fermentados sugere a 

aplicação de um sistema de duas fases aquosas como uma alternativa para 

extração de produtos biológicos da fermentação (ALBERTSSON, 1986). 

Quando se trata de enzimas, o seu custo é um dos o principais fatores que 

determina a economia de todo o processo (PARK et al., 2002). Por esse motivo, o 

custo da enzima pura é considerada um dos maiores obstáculos para a 
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comercialização generalizada de hidrólise enzimática da biomassa lignocelulósica. 

Nos últimos anos, os esforços de investigação concentram-se na redução do custo 

de produção e extração da enzima. Uma forma de diminuir o custo e agregar valor 

seria a utilização de resíduos, especialmente os agrícolas, agroindustriais e seus 

subprodutos. (RODRIGUEZ-COUTO; SANROMAN, 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Representação simplificada do processo integrado do SDFA e 

fermentação para produtos extracelulares. Fonte: Rito-Palomares (2004). 

 

 

Desta forma, o emprego da fermentação extrativa num sistema de duas fases 

aquosas, diminuiria também o custo da enzima, devido a sua característica de 

produção e extração acontecerem integradamente, eliminando-se assim algumas 

etapas para a purificação da enzima. Além disso, a fermentação extrativa é um 

método potencial para aumentar concentração do produto (DHAMOLE et al., 2012). 

Na fermentação extrativa ideal, as células e o substrato devem se concentrar 

de preferência em uma das fases do sistema, enquanto que a biomolécula-alvo 

(produto) deve concentrar-se na fase oposta. Tal situação facilitaria a remoção do 

produto do seu local de produção logo que este fosse formado, assim eliminando a 

influência de inibidores, bem como realizando a purificação primária (MARQUES, 

2011). 

Na fermentação, o SDFA é adequado para o crescimento de células 

microbianas, devido ao alto conteúdo de água, baixa tensão interfacial e ambiente 
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relativamente biocompatível que pode estabilizar a célula (LEE; CHANG, 1990; 

CHEN; LEE, 1995). 

No entanto, deve-se ter cuidado quanto ao oxigênio dissolvido e ao nível do 

efeito de corte na biomassa, pois são fatores importantes que influenciam 

bioprocessos utilizando polietilenoglicol, como uma fase de polímero e soluções de 

sais. A diminuição da taxa de transferência de oxigênio no meio de cultivo pode 

ocorrer com o aumento da concentração de soluto e de PEG, o que reduz 

significativamente a difusão e solubilidade do oxigênio; sendo este fator limitante na 

fermentação extrativa (BANIK et al., 2003); embora nenhum estudo ainda tenha sido 

realizado a respeito(MARQUES et al., 2009). 

A fermentação extrativa em duas fases aquosas já foi demonstrada para a 

produção de enzimas como glucosidase (PERSSON; TJERNELD; HAHN-

HÄGERDAL, 1989), protease alcalina (LEE; CHANG, 1990; HOTHA; BANIK, 1997), 

enzimas celulolíticas (PERSSON; TJERNELD; HÄHN-HAGERDAL, 1991), enzimas 

fibrinolíticas (ASHIPALA; HE, 2008), α-amilase (ANDERSSON; JOHANSSON; 

HAHN-HAGERDAL, 1985; KIM; YOO, 1991), β-galactosidase (KUBOI; UMAKOSHI; 

KOMASAWA, 1995), lipase (OOI et al., 2011, SHOW et al., 2012), fosfatase alcalina 

(PANDEY; BANIK, 2011) e tanase (RODRÍGUEZ-DURÁN et al., 2013). 

 

2.10. Gênero Aspergillus e Produção de Xilanases 

 

Eucariontes ubíquos, os fungos estão distribuídos em aproximadamente 1,5 

milhões de espécies, das quais, somente cerca de 5% estão identificadas 

atualmente (BETINI, 2006). Em função de suas características de reprodução e 

crescimento, adaptam-se a diversos substratos, entre os quais efluentes de 

indústrias processadoras de alimentos, resíduos agrícolas e agroindustriais e 

resíduos derivados de petróleo (TAVARES et al., 1998).  

A utilização de fungos como produtores de enzimas tem muitas vantagens, 

considerando que as enzimas produzidas são normalmente extracelulares, tornando 

fácil sua recuperação no caldo ou substrato fermentado; além disso, os fungos como 

produtores de enzimas são mais seguros do que as bactérias, pois estes já são 
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reconhecidos pelo FDA (Food and Drug Administration) nos Estados Unidos, e seus 

produtos derivados podem ser destinados ao consumo humano (SAID et al., 2004). 

Dentre as vantagens existentes na utilização de fungos filamentosos para a 

produção de enzimas por processos fermentativos, podemos citar o fácil cultivo e a 

alta produção de enzimas extracelulares de grande potencial industrial 

(GUIMARÃES, 2006).  

Muitos pesquisadores têm abordado a aplicação de fungos filamentosos na 

biotecnologia, observando aspectos distintos como a produção de enzimas por 

processos fermentativos, em condições controladas e reproduzíveis (ALVES et al., 

2002). O controle de aspectos físico-químicos tais como temperatura, pH, 

composição do meio nutriente, aeração e agitação do meio, aliados ao controle de 

agentes como indutores, repressores, e outros que afetam o metabolismo e a 

secreção da enzima pelo micro-organismo, podem proporcionar um aumento na 

produção por processos fermentativos, em condições submersa ou semi-sólida 

(PANDEY et al., 2000). 

O interesse pelo uso de espécies pertencentes ao gênero Aspergillus em 

processos industriais vem aumentando nos últimos anos, proporcionando vantagens 

econômicas na produção de enzimas de interesse industrial e de elevado valor 

econômico (destacando-se as celulases, lacases, xilanases, pectinases e amilases), 

ácidos orgânicos (como o ácido cítrico), na produção de fármacos como alguns 

antibióticos, no controle de pragas da agricultura, no controle de inúmeras moléstias 

que atacam as plantas cultivadas e na produção de etanol (CAMPBELL;  

BEDFORD, 1992;  KIM et al., 2003). 

Embora a maioria das espécies de Aspergillus seja saprófita, algumas são 

parasitas de insetos, plantas e animais, incluindo o homem. Algumas espécies 

produzem potentes toxinas, enquanto outras são igualmente significantes como 

agentes de biodeterioração, economicamente importantes para fabricação de 

alimentos fermentados ou como fontes de enzimas (BETINI, 2006). 

Este gênero inclui aproximadamente 185 espécies. Das quais 20 espécies 

foram informadas como agentes causadores de infecções oportunistas no homem. 

Entre essas, Aspergillus fumigatus é a espécie mais comumente isolada, seguida 

por A. flavus e o A. niger. As espécies A. clavatus, A. glaucus, A. nidulans, A. 
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oryzae, A. terreus, A. ustus, e A. versicolor estão entre as espécies menos isoladas 

como agentes patógenos oportunistas (LARONE, 1995).  

A literatura traz algumas espécies conhecidas como produtoras de xilanase, 

podendo-se destacar: A. awamori (ADOLPH et al., 1996; VERBRUGEM et al., 1998), 

A. fischeri (RAJ; CANDRA, 1996), A. nidulans (MACCABE et al., 1998), A. oryzae 

(BAKALOVA et al., 1996; KITAMOTO et al., 1999), A. phoenicis (RIZZATTI et al., 

2001), A. sojae (KIMURA et al., 1995) A. niger (SARDAR et al., 2000; PAL; 

KHANUN, 2011), A. tamarii (KADOWAKI et al., 1997), A. versicolor (CARMONA et 

al., 1997), A. caespitosus (SANDRIM et al., 2003), A. foetidus (CHAPLA et al., 2010; 

CHAPLA;PANDIT;SHAH, 2012) e Aspergillus fumigatus (DAS et al., 2013). 

 

 

4. OBJETIVOS DA DISSERTAÇÃO 

 

 

4.1. Objetivo geral 

 

Produzir xilanase por Aspergillus tamarii URM4634 por fermentação extrativa 

utilizando sistemas de duas fases aquosas (PEG/Citrato). 

 

4.2. Objetivos específicos 

 

 Determinar as melhores condições fermentativas para a produção da enzima 

em sistema de duas fases aquosas; 

 Caracterizar parcialmente a enzima; 

 Escalonar a produção da enzima a nível piloto; 

 Verificar a influência da digestão monogástrica sobre a atividade da xilanase. 
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Resumo - Das muitas aplicações da xilanase relatadas, o seu uso como 23 

suplemento em rações tem sido de grande importância para animais 24 

monogástricos a medida que a adição da xilanase em suas dietas melhora a 25 

utilização dos nutrientes contidos nos alimentos ricos em xilana. Nesse 26 

sentido, objetivou-se com este trabalho produzir xilanase por fermentação 27 

extrativa em sistema de duas fases aquosas utilizando Aspergillus tamarii 28 

URM 4634, aumentar a escala de produção em biorreator, caracterizar a 29 

xilanase parcialmente e avaliar a influência in vitro da digestão monogástrica 30 

em sua atividade. Com aplicação da fermentação extrativa em biorreator 31 

foram obtidos atividade xilanásica total de 331,4 U mL -1 e rendimento de 32 

72%, a xilanase produzida é estável ao pH e à temperatura, sendo 33 

otimamente ativa em pH 3,6 e 90 °C. Foi ativiada em 6% na simulação da 34 

digestão monogástrica completa e apenas o Mg 2+ inibiu sua atividade a 5mM.  35 

A xilanase produzida pelo Aspergillus tamarii URM4634 possui grande 36 

potencial para ser empregada industrialmente. 37 

 38 

Palavras-chave: SDFA, biorreator, xilana, complexo xilanolitico e 39 

suplementação enzimática. 40 

 41 

 42 

 43 

 44 

 45 

 46 



62 

 

Introdução  47 

A hidrólise da hemicelulose implica na participação de hidrolases que agem 48 

cooperativamente, no entanto, a principal enzima envolvida na despolimerização da 49 

xilana é a endo β-1,4-xilanase [1]. As β-1,4-endoxilanases (1,4-β-D-xilana 50 

xilohidrolase, EC 3.2.1.8) são comuns na natureza e têm sido produzidas por algas, 51 

protozoários, moluscos, crustáceos, insetos, sementes de plantas terrestres, 52 

bactérias e por grande número de fungos, principalmente os pertencentes ao gênero 53 

Aspergillus [2]. Mas, fungos filamentosos que produzem xilanases são 54 

particularmente interessantes do ponto de vista industrial, porque possuem uma alta 55 

produção desta enzima quando comparados a leveduras e bactérias [5].  56 

Essas enzimas podem ser utilizadas na dieta de animais monogástricos com 57 

a finalidade de hidrolisar os polissacarídeos não-amiláceos, como as β-glucanas e 58 

arabinoxilanas encontrados em vegetais, aumentando a conversão alimentar, o 59 

ganho de peso do animal e consequentemente, o lucro da produção [3, 4]. 60 

Porém, do custo total associado à produção enzimática, aproximadamente de 61 

50-80%, estão relacionados com os processos pós-fermentativos na tentativa de 62 

extrair e purificar a enzima. Este alto custo pode ser atribuído aos métodos 63 

convencionais de purificação de proteínas que são geralmente caros devido à 64 

necessidade da realização em várias etapas, custo com reagentes e da dificuldade 65 

em expandir o processo em nível de escala industrial; por isso é necessário o 66 

desenvolvimento de novos métodos que visem a produção em grandes escalas 67 

utilizando baixo custo de produção, para que sejam produzidas quantidades 68 

suficientes da enzima a fim de suprir a demanda comercial [6,7]. Desta forma, existe 69 

crescente interesse no desenvolvimento de processos inovadores para a separação 70 
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e purificação de biomoléculas, que sejam economicamente viáveis e que preservem 71 

a atividade biológica das proteínas [8,9]. 72 

A fermentação extrativa em sistema de duas fases aquosas tem sido relatada 73 

como uma excelente alternativa para reduzir o custo total de produção da enzima, 74 

devido à sua característica de produção e extração do produto ocorrer integralmente 75 

in situ, eliminando algumas etapas para a purificação da enzima, portanto, uma 76 

solução tecnológica e científica que supera os problemas da baixa produtividade 77 

volumétrica característica das operações biotecnológicas, devido à inibição do 78 

produto [10]. O conceito do presente processo de purificação em in situ envolve a 79 

integração de uma etapa da extração, a primeira fase de processamento pós-80 

fermentação para sintetizar e simultaneamente remover o produto. Isto é não só 81 

assegurar a recuperação primária, mas também aumentar a taxa de formação de 82 

produto, minimizando a inibição pelo produto final durante a fermentação. Além 83 

disso, o sistema de duas fases aquosas proporciona um ambiente não desnaturante 84 

para os compostos biolábeis [11]. Portanto, objetivou-se com este trabalho 85 

caracterizar parcialmente a xilanase produzida por Aspergillus tamarii URM 4634 86 

através de fermentação extrativa em biorreator. 87 

 88 

Materiais e Métodos 89 

Micro-organismo 90 

 Aspergillus tamarii URM 4634 foi obtido da Coleção de Culturas Micoteca 91 

URM do Departamento de Micologia, do Centro de Ciências Biológicas, da 92 

Universidade Federal de Pernambuco e mantido em tubos de ensaio contendo meio 93 
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batata dextrose ágar (BDA). Para esporulação o fungo foi crescido em placas de 94 

Petri contendo o meio ágar Czapek por cinco dias, a 28 ºC. 95 

Produção de xilanase em frascos 96 

 Primeiramente, para a produção da xilanase foi utilizada a fermentação 97 

extrativa em sistema de duas fases aquosas (SDFA), realizada em Erlenmyers de 98 

125 mL contendo 30g totais do SDFA composto por polietilenoglicol, citrato de sódio, 99 

ácido cítrico, extrato de levedura (0,5%) e farinha da entrecasca de mandioca (2%); 100 

a água foi adicionada  em massa a fim de completar os 30g finais. A massa molar do 101 

polietilenoglicol (PEG), (MMPEG), as concentrações de citrato de sódio (CC) e do PEG 102 

(CPEG) e o pH dos sistemas variaram de acordo com um planejamento fatorial 24 103 

(Tabela 1). Cada ensaio foi realizado de forma aleatória e em triplicata. O inóculo foi 104 

preparado a uma concentração de 106 esporos mL-1 e a fermentação foi mantida a 105 

28ºC, 120 rpm, por até 144h. 106 

 Ao serem determinadas as melhores condições para a produção de xilanase 107 

nesse primeiro experimento, foi realizada uma cinética de produção em Erlenmyers 108 

do micro-organismo, em que alíquotas foram retiradas a cada 24 horas até 144 109 

horas de fermentação. Os parâmetros de produção e extração avaliados foram: 110 

atividade xilanásica, dosagem de proteínas totais, pH, rendimento de extração e 111 

coeficiente de partição. 112 

 113 

Produção da xilanase em biorreator 114 

 Depois de derteminadas as melhores condições de fermentação e o melhor 115 

tempo na cinética de produção; a fermentação extrativa utilizando SDFA foi 116 
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realizada em biorreatores com capacidade total de 10 L e 7 L utilizáveis, sendo 117 

composto de polietilenoglicol, citrato de sódio, ácido cítrico (em concentrações 118 

determinadas pelo melhor resultado do planejamento fatorial em frascos), extrato de 119 

levedura (0,5%), farinha da entrecasca de mandioca (2%), e água em massa que 120 

completasse um total de 5000g. Nesta etapa foram utilizadas as melhores condições 121 

de MMPEG, CC e CPEG selecionadas no planejamento fatorial realizado em frascos 122 

agitados. O inóculo foi preparado em 106 esporos mL-1 e a fermentação 123 

acompanhada por 96 horas. Alíquotas foram coletadas a cada 24 horas para 124 

posterior análise de atividade xilanásica, dosagem de proteínas totais, coeficiente de 125 

partição, rendimento e pH. A fermentação ocorreu a 28ºC, 150 rpm e aeração 126 

forçada a 9L/minuto. 127 

 O extrato enzimático foi obtido a partir da filtração do meio fermentado, com 128 

auxílio de bomba de vácuo. Em seguida, o filtrado foi centrifugado a 5000g durante 129 

10 min a 4°C. Em seguida os volumes totais e de cada fase foram medidos para 130 

posterior cálculo do rendimento. Por fim, as fases foram separadas e utilizadas para 131 

a realização dos processos analíticos como determinação de proteínas totais e 132 

atividade xilanásica. 133 

 134 

Determinações Analíticas 135 

   Para determinar as proteínas totais, foi utilizado o método de Bradford 136 

modificado [12], que utiliza o corante “Coomassie Brilhant Blue” e albumina de soro 137 

bovino foi utilizada como padrão. As determinações foram realizadas em triplicata 138 

em cada amostra e a média do resultado foi utilizada. A atividade xilanolítica foi 139 

determinada de acordo com a metodologia descrita por Bailey [13], tendo como 140 
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substrato a xilana (Sigma -ALdrich, St Louis, EUA) a 1% (w/v), solubilizada em 141 

tampão acetato de sódio, 50 mM, pH 5,0 a 60°C, onde 0,9 mL desta solução foi 142 

estabilizada em banho-maria a 50°C durante 5 minutos. Em seguida, 0,1 mL de 143 

extrato enzimático foi acrescentado e incubado também durante 5 minutos a 50°C. 144 

Após este período, a reação foi parada pela adição de ácido dinitrossalicílico 1500μL 145 

(DNSA) e por meio deste reagente, os açúcares redutores liberados pela ação da 146 

xilanase, foram determinados segundo metodologia de Miller [14] e a xilose (Sigma-147 

ALdrich, St Louis, EUA) foi utilizada como padrão nas concentrações de 0 a 2 mg 148 

mL-1. A atividade de xilanase foi definida como a quantidade de enzima necessária 149 

para liberar 1μmol de açúcares redutores por minuto e expressa em unidades por 150 

mL (U mL-1). 151 

 152 

Determinação do coeficiente de partição (k) e rendimento (R) 153 

 O coeficiente de partição (kX) da atividade xilanásica (mg ml-1) foi determinado 154 

como a relação da atividade xilanásica na fase top (AT) e a fase bottom (AB)  [15, 155 

16] (1): 156 

(1)     
  

  
 157 

 Para determinar o coeficiente de partição para as proteínas totais (kPT), os 158 

valores de atividade xilanásica nas fases top e bottom foram substituídos pelos 159 

valores de proteínas para cada fase. 160 

 A fim de se avaliar o rendimento de xilanase na fermentação extrativa, foi 161 

utilizada a equação (2): 162 
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(2)                   
   

   
 

  
   

 163 

Onde Vr é a razão entre os volumes de cada fase do sitema e k o coeficiente de 164 

partição da xilanase. 165 

 166 

  167 

Efeito do pH na atividade enzimática e estabilidade ao pH  168 

 O pH ótimo para a atividade enzimática da xilanase foi determinado utilizando 169 

diferentes tampões a 50 mM - Glicina-HCl (pH 2,4 - 3,6), acetato de Na (pH 3,6 - 170 

5,0), Citrato-Na (pH 5,0 - 8,0), Tris-HCl (pH 6,0 – 8,0) e Glicina-NaOH (pH 8,0 - 171 

10,0). A determinação da atividade xilanásica foi realizada como descrito 172 

anteriormente. A estabilidade do pH foi medido, submetendo a enzima aos tampões 173 

Glicina-HCl (pH 2,4 - 3,6), acetato de Na (pH 3,6 - 5,0), Citrato-Na (pH 5,0 - 8,0), 174 

Tris-HCl (pH 6,0 - 8,0) antes de iniciar a reação enzimática. Alíquotas foram retiradas 175 

para determinar a atividade xilanolítica em intervalos de tempo de 0 a 180 minutos e 176 

alíquotas retiradas a cada 60 minutos [17]. 177 

  178 

Efeito da temperatura na atividade enzimática e estabilidade à temperatura 179 

 A temperatura ótima foi determinada através da realização da atividade 180 

xilanásica em temperaturas que variaram de 30 a 100ºC. Para avaliar a estabilidade 181 

à temperatura, o extrato enzimático foi submetido previamente a diferentes 182 

temperaturas (30 a 90°C), posteriormente alíquotas foram retiradas a cada 1 hora 183 

para determinar a atividade xilanásica em intervalos de tempo de 0 a 180 minutos. 184 



68 

 

As amostras forma retiradas a cada 60 minutos e submetidas a determinações 185 

analíticas [17]. 186 

 187 

Efeito de íons metálicos e inibidores sobre a atividade da xilanase 188 

 O grau de inibição ou potencialização de diferentes íons e substâncias sobre a 189 

atividade da xilanase foi avaliado sujeitando-se o extrato enzimático a íons e 190 

substâncias inibidoras durante 1 h, seguido da realização da atividade xilanásica. Os 191 

íons utilizados foram Cu2 +, Mn2 +, Na+, Fe2 +, Zn2 +, Mg2 +, Ca2 + a 1 e 5 mM e os 192 

inibidores foram o EDTA e o 2-mercapetanol, nas mesmas molaridades [17]. 193 

 194 

Simulação da digestão monogástrica  195 

 O efeito da simulação no trato digestivo de monogástricos foi determinado in 196 

vitro, como descrito por Boyce; Walsh [18], com algumas modificações.  A atividade 197 

de xilanase residual foi determinada após incubação (150 rpm e 39ºC) da enzima 198 

com (I) pepsina e HCl, pH 2,5 por 2 h (simulando a digestão gástrica), (II) extrato de 199 

bile e pancreatina em pH 6,8 por 4 h (simulando a digestão intestinal), (III) tripisina 200 

1% e ácido taurocólico por 4h (também simulando a digestão intestinal) e (IV) 201 

pepsina, pH 2,5 por 2 h, seguido da incubação com extrato de bile e pancreatina em 202 

pH 6,8 por 4 h (simulando a digestão completa no trato digestivo de monogástricos). 203 

 204 

Eletroforese e zimograma 205 

 A eletroforese SDS-PAGE em gel de poliacrilamida foi realizada de acordo 206 

com o método de Laemmli (1970) [19], utilizando gel de concentração a 4,9% e de 207 

separação a 15,4%. Foram utilizadas as amostras da fermentação em biorreator de 208 
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acordo com as melhores condições e melhor rendimento de fermentação, numa 209 

concentração de 100 e 200 mg mL -1 de proteína. Os géis foram corados por duas 210 

horas em solução de “Coomassie Brilhant Blue” R-250 0,25% e descorados em 211 

solução de metanol 45% e ácido acético 10%, até a visualização das bandas. A 212 

massa molecular das bandas foi determinada através do software LabImage 1D 213 

(Loccus Biotecnologia) utilizando-se como padrão de proteínas (GE healthcare), 214 

fosforilase b (97 kDa), albumina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbônica 215 

(30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e α-Lactalbumina (14,4 kDa). 216 

 O zimograma foi realizado em gel de poliacrilamida a 15,4%. As amostras 217 

foram testadas numa concentração de 500mg e 1g L-1; após a corrida o gel foi 218 

lavado por 1h em tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5,0 contendo 1% de Tritom X-219 

100 e, em seguida, incubado no mesmo tampão sem o Triton X-100 por mais 1h. 220 

Para a visualização da área de hidrólise, o gel foi corado com Vermelho Congo por 221 

30 minutos e descorado em solução de NaCl por 30 minutos [20].  222 

 223 

Resultados e Discussões 224 

Fermentação em frascos 225 

  Aspergillus tamari URM 4634 produziu xilanase em todos os ensaios do 226 

planejamento fatorial 24. Esta espécie já foi mencionada como uma produtora de 227 

xilanase em outros estudos, porém, nenhum dos trabalhos cita a utilização da 228 

fermentação extrativa [21, 22, 23]. 229 

 Na Tabela 2 estão apresentados os resultados dos ensaios realizados e seus 230 

respectivos valores de KPT e KX e o rendimento obtido pelas combinações entre as 231 

variáveis estudadas. Ao analisar as variáveis independentes tendo o rendimento 232 
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como variável resposta, é evidente que as CC e CPEG têm um efeito significativo. A 233 

Figura 1 mostra o gráfico de pareto representando os efeitos das variáveis 234 

independentes e os efeitos das suas combinações, nele pode-se verificar que o 235 

efeito das CC e CPEG foi negativo, o que significa que concentrações mais baixas 236 

aumentam o rendimento da extração. 237 

 Sabe-se que quanto maior a MMPEG, menores concentrações do polímero são 238 

necessárias para a formação das fases [24]; no caso do PEG 6000, pode-se reduzir 239 

suas concentrações, sem afetar a formação de fases. No entanto, a formação de 240 

fases do sistema é facilitada com o aumento da concentração de polímero [24,25], 241 

fator que é limitante ao diminuir as concentrações do polímero. Além disso, as 242 

alterações nas concentrações do polímero pode alterar o k da molécula. Um 243 

exemplo são os estudos de Schimidt et al.  [26], que relatam uma diminuição de 3,2 244 

vezes no k da α-amilase em função do aumento da CPEG em um sistema 245 

PEG/fosfato. Enquanto que em um sistema PEG 4000/fosfato uma concentração 246 

aumentada de PEG de 14% a 20% resultou em um aumento de 5 vezes o valor do 247 

coeficiente de partição da enzima. No caso da xilanase produzida por A. tamarii 248 

URM 4634, a concentração do polímero não demonstrou efeitos significativos para 249 

sua partição. 250 

 Ooi et al. [27] estudaram a produção de lipase por Burkholderia pseudomallei 251 

através da fermentação extrativa, variando-se a CPEG em 5 e 20% (p/p), e 252 

observaram que o crescimento de células foi retardado em meios constituídos por 253 

elevadas CPEG. O aumento da CPEG pode causar um aumento na viscosidade do 254 

meio, o que dificulta a taxa de transferência de oxigênio, que por sua vez, afeta o 255 

crescimento celular [28]. 256 



71 

 

 Em relação ao sal, Kuboi et al. [29] relataram que altas concentrações são 257 

tóxicas para as células microbianas. Esse evento pode ser relacionado com a 258 

pressão osmótica devido à desidratação das células em meio hipertônico. Por este 259 

motivo, os sais muitas vezes não são considerados adequados para a composição 260 

da fase inferior do sistema. No entanto, os estudos feitos por Ooi et al. [27] mostram 261 

que o sistema formado por PEG/citrato de sódio (5% p/p) foi adequado para a 262 

produção da enzima, com atividade lipásica e crescimento celular semelhantes à do 263 

sistema constituído por PEG/dextrana. Para a produção da xilanase por A. tamarii 264 

URM 4634, concentrações baixas foram melhores, mas a CC utilizada ainda assim, 265 

foi superior à utilizada para a produção de lipase citada [27], sem provocar danos ao 266 

crescimento do fungo e à atividade da xilanase por ele produzida. O aumento da 267 

concentração de sal pode também resultar em aumento da viscosidade do meio, 268 

baixando assim o rendimento final da fermentação. 269 

 Com base nos resultados obtidos pela análise do planejamento fatorial 24 foi 270 

elaborado um novo planejamento tendo como variáveis o citrato de sódio e o PEG 271 

em concentrações mais baixas do que as anteriormente testados (Tabela 3). Como 272 

MMPEG nenhum efeito significativo foi observado, o PEG 6000 por fazer parte do 273 

ensaio com maior rendimento (Ensaio 2, Tabela 2) foi escolhido para as etapas 274 

seguintes de fermentação. 275 

 No gráfico de pareto representado na figura 2 observou-se o efeito causado 276 

pela CPEG e Cc, onde a primeira tem um efeito positivo significativo, já a CC não foi 277 

significativa para o rendimento da fermentação. Por esta razão, o sistema 278 

constituído por 14% de PEG 6000 e 14% de citrato de sódio foi escolhido para as 279 

etapas seguintes de fermentação. 280 
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 Na cinética de produção, foi observado que o rendimento diminuiu ao longo 281 

do tempo e que em 48 horas houve maior rendimento (Figura 3). O pH pouco mudou 282 

ao longo do tempo, com variações entre pH 6,17 e 6,2. Até às 72 horas, o 283 

coeficiente de partição visto para as proteínas (Figura 4), indica que estas moléculas 284 

encontravam-se na fase de maior concentração do polímero (fase rica em PEG), 285 

uma vez que este manteve-se acima de um, em contrapartida, o kX foi mantido 286 

abaixo de 1 neste mesmo tempo (k=0,2, a fermentação a 48h), indicando que a 287 

enzima foi extraída para a fase rica em citrato de sódio. Resultados semelhantes 288 

foram vistos no estudo da fosfatase alcalina [30] que teve o particionamento para a 289 

fase rica em sal em um sistema constituído por 10% de PEG 6000 e de citrato de 290 

sódio a 12,9%, com k semelhante à xilanase produzida pelo A. tamarii URM4634 (K= 291 

0,26), porém após 96h houve uma inversão dos valores, mas a xilanase manteve-se 292 

na fase oposta das outras proteínas. 293 

Fermentação em biorreator 294 

 Em biorreator, a enzima se comportou semelhantemente à produzida em 295 

frascos agitados com rendimento de 72% e atividade xilanásica de 331,4 U mL-1; 296 

porém a enzima manteve-se na fase inferior durante todo processo e apresentou 297 

atividade xilanásica superior às encontradas em frascos agitados  (141,0 U mL -1). 298 

Embora nenhum trabalho de produção de xilanases por fermentação extrativa em 299 

SDFA tenha sido relatado, esse tipo de fermentação já é utilizado na produção de 300 

outras enzimas como endoglucanase [11], fosfatase alcalina [30] e lipase [27; 31]. 301 

Parte destes estudos a escala de produção foi aumentada utilizando a fermentação 302 

extrativa em biorreatores [31], os valores do k e o rendimento da fermentação foram 303 
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maiores do que os obtidos na fermentação em frascos agitados, provavelmente 304 

devido a uma melhor homogeneidade na agitação do meio e areação forçada. 305 

 Estes fatores podem permitir um melhor controle dos parâmetros do ambiente 306 

fermentativo e um transporte mais eficiente de nutrientes, em especial oxigênio. Os 307 

resultados sugerem que a agitação desempenha um papel crucial na fermentação 308 

extrativa, principalmente na presença de uma elevada viscosidade. Isto é devido à 309 

influência da agitação sobre a taxa de transferência de oxigênio, a concentração de 310 

oxigênio dissolvido e de produção e recuperação de produtos [32]. 311 

 O rendimento obtido pela fermentação extrativa em biorreatores foi 312 

consideravelmente elevado (72%) quando comparado a outros valores, como o da 313 

xilanase produzida por fermentação submersa em frascos agitados que atingiu 314 

rendimento de 17,5% ao utilizar precipitação com sulfato de amônia e cromatografia 315 

como métodos de purificação [33], com metodologia semelhante, outros autores 316 

alcançaram um rendimento de 87% [34]. Um rendimento de 74,6% foi obtido por 317 

precipitação com sulfato de amônia da xilanase produzida por Aspergillus nidulans 318 

KK-99 [34]; com a aplicação de outras fases para a purificação da enzima, este 319 

rendimento certamente iria diminuir, dados que corroboram com encontrados por Pal 320 

e Khanum [35] que realizaram a purificação de xilanase produzida por Aspergillus 321 

niger DFR-5 em três etapas, obtendo um rendimento de 81,92% na primeira etapa e 322 

apenas 38,9% na última. 323 

Caracterização da xilanase produzida em biorreator 324 

 A enzima caracterizada parcialmente foi produzida nas melhores condições 325 

em biorreator. Em relação ao pH ótimo as maiores atividades foram observadas na 326 

faixa de pH ácido, tendo o seu pH ótimo de 3,6 (Figura 5) em tampão de acetato de 327 
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sódio e a sua menor atividade em pH 7,5 em tampão Tris-HCl (61,4%). As xilanases 328 

fúngicas mais relatadas na literatura são otimamente ativas em pH ácido (pH 4,5 a 329 

6,5) ou neutro [5, 36-40], porém, ao contrário do observado neste trabalho, a 330 

xilanase produzida por Chaetomium sp. CQ31 teve melhor atividade em pH 7,5 [33]. 331 

 A estabilidade ao pH da enzima é essencial para caracterização enzimática, 332 

antes da enzima ser explorada comercialmente. A xilanase produzida por Aspergillus 333 

tamarii URM 4634 mostrou-se estável ao pH,  permanecendo ativa durante todo o 334 

ensaio em todos os pHs testados, chegando aos 180 minutos de ensaio com 335 

atividade residual superior aos 40% (Figura 6) e 97,18% em pH ótimo. Assim, a 336 

estabilidade da xilanase em uma ampla gama de pH é uma característica 337 

importante, que demonstra o seu potencial para possíveis aplicações industriais. A 338 

xilanase produzida por Arthrobacter sp. MTCC 5214 foi estável ao longo de uma 339 

estreita faixa de pH 7,0-8,0 [41], enquanto que a produzida pelo Thermomyces 340 

lanuginosus manteve-se acima de 95% da sua atividade entre pH 5,5 e 9,5 [42]. 341 

Além disso, a xilanase do Aspergillus nidulans manteve-se estável num intervalo de 342 

pH de 3,5-10,0 após 4 h de incubação [43] e a xilanase produzida pelo Aspergillus 343 

niger DFR-5 não foi estável ao pH tendo uma perda de atividade entre pH 4,0 a 6,5 344 

[36]. 345 

 Pode-se dizer que o efeito da temperatura sobre a atividade xilanásica foi 346 

positivo, pois a atividade aumentou conforme a elevação da temperatura até 90 °C, 347 

temperatura onde houve a maior atividade da xilanase, apenas reduzindo sua 348 

atividade a 100°C. Para a maioria das xilanases fúngicas, as atividades ótimas são 349 

em temperaturas entre 45 e 60°C [34, 40, 44 - 47]. Os resultados relatados por Jiang 350 
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et al. [33] corroboram com os obtidos pela xilanase produzida por A. tamarii 351 

URM4634, também com atividade ótima acima de 60°C. 352 

 A enzima mostrou-se estável à temperatura mantendo sua atividade a cima 353 

de 50% aos 180 minutos de reação. Diferente do visto, a xilanase produzida pelo 354 

Chaetomium sp., teve sua atividade relativa reduzida a zero aos 180 º C depois de 355 

30 minutos de reação [33]. A termoestabilidade enzimática envolve fatores ligados à 356 

estabilidade termodinâmica e cinética e depende de interações moleculares como as 357 

ligações de hidrogênio existentes, interações eletrostáticas e hidrofóbicas, ligações 358 

dissulfeto e a existência de metais que podem promover uma estrutura 359 

conformacional diferenciada para a enzima com uma maior eficiência estrutural, 360 

reduzindo a entropia no desdobramento e na liberação de tensão [48, 49]. 361 

 Na presença de íons metálicos e de substâncias inibidoras, a xilanase não 362 

sofreu inibição do Cu2+, Mn2+, Fe2+, Ca2+ (1mM) e do 2-mercaptoetanol, porém o 363 

único íon a inibir a enzima de forma considerável foi o Mg2+ (5 mM), com inibição de 364 

65% da atividade enzimática; a 1mM  a inibição foi 10 vezes menor. Os outros íons e 365 

o EDTA inibiram a enzima numa faixa que variou entre 1,8 e 12,7%. Estes valores 366 

corroboram com o estudo de Jiang et al. [33], onde foi relatada ativação da xilanase 367 

na presença de Cu2+ e pequenas alterações na presença de EDTA e 2-368 

mercaptoetanol, a 1 mM. Os resultados obtidos foram positivos, uma vez que na 369 

ração animal se faz necessária, em algumas situações, a suplementação mineral; o 370 

que não iria inibir a atividade da xilanase produzida por Aspergillus tamarii URM 371 

4634. 372 

 A xilanase se comportou positivamente sob a ação das enzimas digestórias 373 

de animais monogástricos in vitro. Sua atividade in vitro mais baixa ficou em torno de 374 
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65% no ensaio gástrico (pepsina+HCL) e nos ensaios intestinais (pancreatina + 375 

extrato de bile e da tripsina + ácido taurocólico) sua atividade ficou acima dos 70%. 376 

Na simulação da digestão completa, a enzima foi ativada, com atividade xilanásica 377 

de 106%. Esses resultados sugerem que a enzima ao ser aplicada em rações para 378 

animais monogástricos terá pequenas perdas em sua atividade ou ainda será 379 

portencializada, já que In vivo, a presença dos componentes da digesta pode 380 

melhorar o desempenho da enzima [18]. 381 

 Na imagem da eletroforese SDS-PAGE (Figura 9A), foram visualizadas 382 

bandas contidas no extrato enzimático da fermentação extrativa com massas 383 

moleculares variando entre 13,53 e 71,46 kDa. A área de hidrólise observada no 384 

zimograma (Figura 9B) indica que o Aspergillus tamarii URM 4634 produziu apenas 385 

uma xilanase extracelular com massa molecular por volta de 19,08 kDa. Geralmente, 386 

xilanases com peso molecular abaixo de 30 kDa são classificadas na família 11 das 387 

glicosil-hidrolases e possuem um ponto isoelétrico alto [50], isso explicaria porque a 388 

xilanase teve melhor atividade em pH ácido, pois em seu ponto isoelétrico, que deve 389 

ser elevado, ela apresentaria menor solubilidade e menos interação com meio 390 

dificultando sua atividade. O resultado encontrado é similar aos de autores que 391 

identificaram xilanases com pesos de 17,5 e 23,0 kDa; 21 kDa e 26kd [34; 51; 52]. 392 

 393 

Conclusão 394 

 A fermentação extrativa com SDFA é efetiva na extração da enzima, obtendo-395 

se alto rendimento (72%) e ótimos resultados no escalonamento, mais que o dobro. 396 

A xilanase produzida por Aspergillus tamarii URM 4634 tem grande potencial para 397 

indústria de rações para animais monogástricos, pois apresenta boa atividade 398 
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xilanásica e estabilidade em ampla faixa de pH e temperatura características muito 399 

importantes na manipulação industrial. Além disso, a enzima não demonstrou 400 

grandes modificações in vitro sob a influência de enzimas e sucos digestórios, com 401 

portencialização de sua atividade na simulação da digestão completa (106%), sendo 402 

indicada para suplementação de rações animais para monogástricos, melhorando 403 

assim a energia metabolizável dos alimentos e consequentemente, aumentando a 404 

conversão alimentar e produção animal. 405 
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Legendas das figuras 611 

Figura 1. Gráfico de Pareto dos efeitos principais tendo como variável resposta o 612 

rendimento da fermentação. Planejamento fatorial 24. 613 

Figura 2. Gráfico de Pareto dos efeitos principais tendo como variável resposta o 614 

rendimento da fermentação. Planejamento fatorial 22. 615 

Figura 3. Curva de rendimento da fermentação ao longo do tempo. 616 

Figura 4. Curva dos coeficientes de partição da proteína (♦) e da xilanase (■) e 617 

Curva de pH (●). 618 

Figura 5. Curva de pH ótimo da xilanase produzida por Aspergillus tamarii URM 619 

4634. (♦) Tampão Glicina-HCl (pH 2,4, 3,0 e 3,6), (●)Tampão  Acetato - Na (pH 3,6, 620 

4,0, 4,5 e 5,0), (▲)Tampão Citrato-Na (pH 5,0, 5,5, 6,0, 7,0 e 8,0), (■) Tampão Tris-621 

HCl (pH 6,0, 7,0, 7,5 e 8,0) e (×) Glicine-NaOH (pH 8,0, 9,0 e10,0). 622 

Figura 6. Curva de estabilidade ao pH da xilanase produzida por Aspergillus tamarii 623 

URM 4634 após 180 minutos de ensaio. (♦)Tampão Glicina-HCl (pH 2,4, 3,0 e 3,6), (624 

■),Tampão Acetato-Na (pH 3,6, 4,0, 4,5 e 5,0), (▲)Tampão Citrato-Na (pH 5,0, 5,5, 625 

6,0, 7,0 e 8,0) e (×)Tampão Tris-HCl (pH 6,0, 7,0, 7,5, e 8,0). 626 

Figura 7. Curva de temperature ótima da xilanase produzida por Aspergillus tamarii 627 

URM 4634. 628 
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Figura 8. Curva de estabilidade à temperature da xilanase produzida por Aspergillus 629 

tamarii URM 4634 após180 minutos de ensaio. 630 

Figura 9. (A) Perfil eletroforético da enzima produzida por Aspergillus tamarii URM 631 

4634 presente na fase sal da fermentação extrativa. (B) Atividade xilanásica 632 

demonstrada no zimograma. (1) Coluna com proteínas padrões. (2) Coluna com a 633 

amostra. 634 

 635 

Tabelas 636 

  637 

Tabela 1. Matriz do planejamento estatístico 24 da fermentação em Sistema de Duas 638 

Fases Aquosas PEG/citrato. 639 

Variáveis Inferior Central Superior 

MMPEG(g mol
-1) 2000 4000 6000 

CPEG (%) 15 20 25 

pH 6 7 8 

CC (%) 15 20 25 

    Onde: MMPEG é a Massa Molar do Polietilenoglicol; CPEG é a concentração do 640 

ploetilenoglicol e CC é a concentração do citrato. 641 

 642 

 643 

 644 
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Tabela 2. Resultados do planejamento 24 para a produção de xilanase utilizando 645 

fermentação extrativa em SDFA por Aspergillus tamari URM 4634 646 

 
 Fatores experimentais 

   

Ensaio MMPEG CPEG pH CC Kpt KX Y  

1 2000 15 6 15 8,48 0,19 95,2 

2 6000 15 6 15 7,20 0,14 96,5 

3 2000 25 6 15 5,85 0,12 89,8 

4 6000 25 6 15 1,05 1,89 32,7 

5 2000 15 8 15 1,41 0,12 89,3 

6 6000 15 8 15 3,08 0,16 86,2 

7 2000 25 8 15 0,91 0,55 71,8 

8 6000 25 8 15 0,90 0,77 64,4 

9 2000 15 6 25 1,72 3,21 35,6 

10 6000 15 6 25 1,28 0,15 94,0 

11 2000 25 6 25 2,57 2,98 25,1 

12 6000 25 6 25 0,49 2,27 36,4 

13 2000 15 8 25 3,47 1,00 80,0 

14 6000 15 8 25 2,01 3,98 20,0 

15 2000 25 8 25 1,04 1,51 49,9 

16 6000 25 8 25 5,96 2,93 32,9 

17 4000 20 7 20 10,37 0,47 62,9 

18 4000 20 7 20 9,90 0,55 62,5 

19 4000 20 7 20 10,38 0,89 62,7 

20 4000 20 7 20 8,21 0,66 64,2 

 647 
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Onde: MMPEG é a Massa Molar do Polietilenoglicol; CPEG é a concentração do 648 

ploetilenoglicol; CC é a concentração do citrato, Kpt é o coeficiente de partição das 649 

proteínas; KX é o coeficiente de partição da xilanase e Y é o rendimento da 650 

fermentação. 651 

 652 

 653 

 654 

 655 

Tabela 3. Matriz do planejamento estatístico 22 da fermentação em Sistema de Duas 656 

Fases Aquosa PEG/citrato. 657 

Variáveis Inferior Central Superior 

% PEG 12 13 14 

%CITRATO 12 13 14 

 658 

 659 

 660 

 661 

 662 

 663 

 664 

 665 

 666 

 667 

 668 
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Tabela 4. Inibição das xilanases na presença de íons metais e inibidores. 669 

Substâncias 
Atividade Residual 

(1 mM ) 

Inibição 

(%) 

Atividade Residual  

(5 mM ) 

Inibição 

(%) 

Desvio 

Padrão (±) 

* Controle + 100,0 ----- 100,0 ----- 0 

Cu 2+ 103,4 0 104,7 0 1,56 

Mn 2+ 155,5 0 156,6 0 0,497 

Na + 85,7 14,3 91,8 8,2 3,08 

Fe 2+ 100,2 0 98,2 1,8 3,51 

Zn 2+ 96,2 3,8 87,3 12,7 0,67 

Mg 2+ 93,5 6,5 34,6 65,4 1,76 

Ca 2+ 101,1 0 93,1 6,9 0,07 

EDTA 94,3 5,7 90,9 9,1 0,92 

2-Mercaptoetanol 100,0 0 127,0 0 1,12 

* O controle foi realizado ao testar a atividade xilanásica normalmente, ou seja, sem 670 

a adição de íons ou substâncias inibidoras. 671 

 672 

 673 

 674 

 675 

 676 

 677 

 678 

 679 
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Tabela 5. Efeito da digestão monogástrica in vitro na atividade da xilanase produzida 680 

por Aspergillus tamarii URM 4634 681 

Ensaios 
Atividade Total 

Xilanase (U mL-1) 

Atividade Total 

Controle (U mL-1) 

Atividade Residual 

da Xilanase (%) 

Desvio 

Padrão (±) 

1 13,66 20,96 65 0,986 

2 15,50 20,96 74 1,079 

3 16,30 20,96 78 0,536 

4 13,68 12,96 106 0,835 

 682 

 683 

 684 

 685 

 686 

 687 

 688 

 689 

 690 

 691 

  692 

 693 

 694 

 695 
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Figura 9 720 
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