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RESUMO 

Enzimas xilanolíticas estão envolvidas na hidrólise da xilana, sendo que as principais incluem 
as endo-β-1,4-xilanases (xilanases) e β-xilosidases. Estas podem ser aplicadas na bioconversão 
de materiais lignocelulósicos em produtos de valor agregado, como xilo-oligossacarídeos 
(XOs). Os XOs são oligossacarídeos que apresentam atividade prebiótica, sendo obtidos 
preferencialmente por hidrólise enzimática. A produção de xilanases por leveduras merece 
destaque, pois são secretadas enzimas com alta atividade de endo-β-xilanases e baixa de β-
xilosidases, característica desejável para a produção de XOs. Técnicas de purificação podem 
ser aplicadas para separação destas enzimas, de forma a favorecer a produção de XOs pela 
atenuação da produção de xilose. Este trabalho teve por objetivo estabelecer um protocolo para 
purificação de xilanases de Aureobasidium pullulans, bem como caracterizar e aplicar o extrato 
enzimático purificado na produção de XOs. Os cultivos para produção da enzima foram 
realizados em frascos Erlenmeyer aletados com 147 mL de meio estéril (pH 7.0) contendo (g/L) 
farelo de arroz (61,9), extrato de levedura (1,5) e (NH4)2SO4 (3,6), além de 3 mL de inóculo. 
Os frascos foram mantidos sob agitação orbital (150 rpm) e a 28 °C por 72 h. As técnicas de 
purificação da enzima estudadas foram a precipitação com sulfato de amônio (NH4)2SO4 e 
etanol em diferentes concentrações, em um único estágio e de forma fracionada (dois ou mais 
estágios). A enzima purificada foi caracterizada em termos do pH e temperatura ótimo, efeito 
de íons metálicos na atividade, parâmetros cinéticos, estabilidade térmica e em relação ao pH. 
A produção de XOs foi realizada a 45 °C, 3 % (m/v) de xilana de faia, pH 4,5, relação 
enzima:substrato 200 U/g, 180 rpm, por 24 h. Nestas condições de hidrólise foi avaliado o efeito 
de íons Ca2+. A purificação da xilanase por precipitação fracionada (0-20/20-60 %) com 
(NH4)2SO4 foi mais eficiente, com fator de purificação (FP) 10,27 vezes e recuperação da 
atividade enzimática de 48,6 % que a precipitação fracionada com etanol (FP = 5,54 e 
recuperação da atividade enzimática de 43,01 %). A xilanase purificada exibiu temperatura e 
pH ótimos de 50 °C e 4,5, respectivamente. A constante de Michaelis-Menten para a enzima 
purificada foi de 74,9 mg/mL. A adição dos sais CaCl2, ZnCl2 e FeCl3 no meio reacional 
promoveu o aumento da atividade, sendo que o Ca2+

 (10 mmol/L) destacou-se entre os demais 
pois aumentou a atividade da xilanase em 44 %. A xilanase purificada com sal apresentou maior 
estabilidade térmica a 45 °C e pH 4,5 com meia-vida (t1/2) de 169 h. Nestas condições e na 
presença de íons Ca2+

 (10 mmol/L) a enzima foi ainda mais estável (t1/2= 231 h). Nas reações 
de hidrólise os teores de XOs totais (6,7 mg/mL) e a conversão da xilana em XOs (22,3 %) não 
apresentaram diferenças significativas (p>0,05) entre 2 e 24 h de processo. Os hidrolisados 
apresentaram composição majoritária de xilobiose, xilotriose e xilose. A adição de íons Ca2+ 
não contribuiu para o aumento do conteúdo de XOs totais nem para maior conversão de xilana 
em XOs, porém o hidrolisado apresentou menor conteúdo de xilose e maior de xilobiose em  
24 h. 

 

Palavras-chave: Enzimas xilanolíticas. Precipitação. Hidrólise enzimática. Oligossacarídeos. 
Levedura. Caracterização enzimática. 
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ABSTRACT 

Xylanolytic enzymes are involved in xylan hydrolysis, the main ones being endo-β-1,4-
xylanases (xylanases) and β-xylosidases. They can be applied to bioconvert lignocellulosic 
materials into value-added products such as xylooligosaccharides (XO). XOs are 
oligosaccharides with prebiotic activity, preferably obtained by enzymatic hydrolysis. The 
production of xylanases by yeasts is noteworthy, as enzymes with high endo-β-xylanase activity 
and low β-xylosidases activity are secreted, which is a desirable characteristic to produce XOs. 
Purification techniques can be applied to separate these enzymes, favoring the production of 
XOs by attenuating the xylose production. This study aimed to establish a protocol for the 
purification of xylanases from Aureobasidium pullulans, as well as to characterize and apply 
the purified enzyme into XOS production. Enzyme production was carried out in Erlenmeyer 
flasks (500 mL) with 147 mL of sterile medium (pH 7.0) containing rice bran 61.9 g/L. All 
cultivations occurred under orbital shaking (150 rpm) at 28 °C for 72 h. The enzyme purification 
techniques studied were ammonium sulfate (NH4)2SO4 and ethanol precipitation at different 
concentrations, in a direct and fractioned (two or more steps) ways. The purified xylanase was 
characterized in terms of optimum pH and temperature, kinetic parameters, effects of metal 
ions, thermal stability and in relation to pH. XOS were produced by enzymatic hydrolysis of 
beech xylan using purified xylanase in an incubator with temperature control (45 °C) and orbital 
shaking (180 rpm) 3% (w/v) of beech xylan, enzyme:subtrate rario (200 U/g) and pH 4.5 for 24 
h. Under these hydrolysis conditions, the effect of the Ca2+ ion was evaluated. Purification of 
xylanase by fractional precipitation (0-20 / 20-60 %) with (NH4)2SO4 was more efficient 
(purification factor (PF) of 10.27 times and a recovery of enzyme activity of 48.6 %) than with 
ethanol fractional precipitation (PF = 5.54 times and a recovery of enzyme activity of 43.01%). 
The purified xylanase exhibited optimum temperature and pH of 50 °C and 4.5, respectively. 
The Michaelis-Menten constant for the purified enzyme was 74.9 mg/mL. The addition of salts 
such as CaCl2, ZnCl2 and FeCl3 in the reaction medium increased the xylanase activity. The 
Ca2+ ion (10 mmol/L) stood out among the other ions due to an increase in enzymatic activity 
by 44 %. The purified xylanase by (NH4)2SO4 showed greater thermal stability (t1/2 = 169 h) at 
45 °C and pH 4.5. Under these conditions and in the presence of Ca2+ ions the enzyme was even 
more stable (t1 /2 = 231 h). In the studied temperature range (45 - 55 °C) it was found that 
xylanase is more stable at pH 4.5. In hydrolysis reactions for total XOs contents (6.7 mg/mL) 
and the conversion of xylan to XOs (22.3 %) between 2 and 24 h were statistically equal. The 
hydrolysates showed the majority composition of xylobiose, xylotriosis and xylose. The 
addition of Ca2+ ions did not contribute to an increase in the total XOs content or to a greater 
conversion of xylan into XOs. However, the hydrolysate showed lower content of xylose and 
higher content of xylobiose in 24 h. 

 

Keywords: Xylanolytic enzymes. Precipitation. Enzymatic hydrolysis. Oligosaccharides. 
Yeast. Enzyme characterization. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

As hemiceluloses são polissacarídeos encontrados na parede celular de plantas e 

estão geralmente associadas à celulose e lignina. A xilana é o principal polissacarídeo 

constituinte das hemiceluloses, sendo formada por monômeros de D-xilose unidos através de 

ligações glicosídicas β-1,4 na cadeia principal e diferentes carboidratos (ácidos urônicos, L-

ramnose e oligossacarídeos) em cadeias laterais (PRAKASH et al., 2012; SILVA et al., 1998). 

A xilana pode ser obtida de diferentes fontes, incluindo resíduos agroindustriais (PATIPONG 

et al., 2019; YANG et al., 2005) e ser utilizada como substrato para a produção de xilose, xilitol 

(BAPTISTA et al., 2020; CANNETIERI; SILVA; FELIPE, 2002; CANILHA, 2006) xilo-

oligossacarídeos (XOs) (GOWDHAMAN; PONNUSAMI, 2015) e enzimas xilanolíticas 

(GAUTÉRIO et al., 2018). 

Devido à sua estrutura complexa, a degradação completa da xilana requer a ação 

sinérgica de várias enzimas hidrolíticas, conhecidas como enzimas do sistema xilanolítico. As 

endo-β-1,4-xilanases (E.C 3.2.1.8) são as enzimas xilanolíticas mais importantes, pois atuam 

clivando as ligações glicosídicas internas no esqueleto da xilana - o que reduz o seu grau de 

polimerização (GP) (ANAND; KUMAR; SATYANARAYANA, 2013; SILVA; TERRASAN; 

CARMONA, 2015). As xilanases podem ser produzidas por algas, fungos filamentosos, 

leveduras e bactérias, sendo que a maioria das xilanases comerciais são produzidas por bactérias 

aeróbias e fungos filamentosos (HALTRICH et al., 1996; RAJAGOPALAN et al., 2013). A 

produção de xilanases por diferentes cepas de A. pullulans vem sendo estudada desde 2016 no 

Laboratório de Microbiologia e Biosseparações da Universidade federal do Rio Grande 

(FURG) onde foi verificado que a cepa CCT 1261 é capaz de produzir xilanases com alta 

atividade (74,9 U/mL) (GAUTÉRIO et al., 2018).  

As xilanases são aplicadas em diferentes segmentos como na fabricação de papel 

(WALIA et al., 2017), clarificação de sucos (SHAHRESTANI et al., 2016), e produção de XOs 

(CHEN et al., 2009; DING; LI; HU, 2018; FU et al., 2019). Os XOs são oligômeros não 

digeríveis contendo entre duas a dez unidades de xilose unidas por ligações β-1,4. Estes 

oligômeros são produzidos a partir da hidrólise da xilana e podem apresentar capacidade 

prébiótica, ou seja, podem estimular o crescimento de bactérias benéficas ao intestino humano 

(AMORIM et al., 2019). 

No caso da produção de XOs por ação de xilanases, a purificação do extrato 

enzimático permite a remoção de impurezas e/ou outras enzimas, como a β-xilosidase. A 

aplicação do extrato enzimático purificado na produção de XOs pode levar a obtenção de um 
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hidrolisado composto majoritariamente por XOs com mínima formação de xilose, visto que a 

β-xilosidase produz xilose a partir da hidrólise dos XOs formados (CHEN et al., 2019; DING; 

LI; HU, 2018; REDDY; KRISHNAN, 2016). 

Dentre as técnicas de purificação de xilanases, a precipitação com sulfato de amônio 

é amplamente utilizada (CHEN et al., 2019; PAL; KHANUM, 2011). Embora menos frequente, 

a precipitação com etanol também tem sido utilizada para a purificação de xilanases (CORTEZ; 

PESSOA, 1999; COSTA; FARINAS; MIRANDA, 2018). A purificação de proteínas por 

precipitação é considerada uma técnica de baixo custo e relativa simplicidade operacional, pois 

requer a utilização de equipamentos mais simples, quando comparado a outras técnicas. 

(PESSOA JR; KILIKIAN, 2005). 

 Após estabelecer uma técnica de purificação, o estudo de caracterização da enzima 

purificada produzirá o conhecimento das características de atuação da enzima como por 

exemplo, o efeito de diferentes íons na sua atividade bem como sua estabilidade frente a 

condições adversas de processos industriais, como em diferentes pHs e temperaturas (DING; 

LI; HU, 2018). Em razão disso, é fundamental estabelecer um protocolo para purificação deste 

bioproduto que promova um aumento na sua pureza e mantenha sua atividade biológica, para 

em seguida, estudar sua aplicabilidade e desempenho em processos biotecnológicos 

(BHARDWAJ et al., 2019; CHAPLA; PANDIT; SHAH, 2012).  

O estudo do comportamento da xilanase na presença de sais é de extrema 

importância, uma vez que o desconhecimento da interferência de alguns compostos pode 

comprometer a aplicação efetiva da enzima em processos industriais. Neste sentido, diversos 

trabalhos de purificação e caracterização de xilanases mostram que estas enzimas podem ter 

sua atividade aumentada ou diminuída em presença de diferentes íons metálicos 

(BANKEEREE et al., 2014; BHARDWAJ et al., 2019; CHEN et al., 2019; RAJ et al., 2018). 

Apesar da importância de íons na atividade das xilanases e da vasta quantidade de artigos 

disponíveis, até o momento, não foram encontrados estudos que tenham avaliado o efeito destes 

compostos no processo enzimático de produção de XOs. 

Embora existam diversos estudos na literatura que mencionem a purificação de 

xilanases, poucos se detém em estabelecer um protocolo de purificação eficiente e possível de 

ampliação de escala, o que é imprescindível quando se deseja aplicar a enzima purificada 

industrialmente. Além disso, estudos que abordem a caracterização da enzima são necessários, 

pois através deles é possível conhecer como a enzima se comporta e pode-se direcionar sua 

aplicação de forma mais eficiente. 
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2 OBJETIVOS 
 

O objetivo deste estudo consiste em estabelecer um protocolo para purificação de 

xilanases de Aureobasidium pullulans CCT 1261, caracterizar a enzima purificada e aplicar o 

extrato na produção de XOs. 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Estudar a purificação de xilanases de A. pullulans CCT 1261 por precipitação 

com sulfato de amônio e etanol em diferentes concentrações; 

• Caracterizar o extrato enzimático purificado quanto as suas propriedades 

bioquímicas; 

• Avaliar o efeito de diferentes íons metálicos na atividade da enzima purificada; 

• Caracterizar o extrato enzimático purificado em relação à estabilidade térmica e 

ao pH e verificar o efeito de íon metálico na melhor condição de estabilidade para a xilanase; 

• Produzir XOs utilizando o extrato enzimático purificado e avaliar o efeito da 

adição de íon metálico no meio reacional sobre conteúdo de XOs totais. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
3.1 ENZIMAS XILANOLÍTICAS 

 

Enzimas xilanolíticas constituem um grupo de hidrolases envolvidas na catálise da 

reação de hidrólise da xilana. Esta reação é realizada pela atuação sinérgica de xilanases (endo-

β-1,4-xilanases, E.C.3.2.1.8), β-xilosidases (E.C.3.2.1.37), α-arabinofuranosidases 

(E.C.3.2.1.55), acetil xilana esterases (E.C.3.1.1.72), α-glicuronidases (E.C.3.2.1.139) e feruloil 

esterases (E.C.3.1.1.37). Dentre essas, a mais importante é a xilanase, pois atua na degradação 

da xilana em xilo-oligossacarídeos (XOs) (ANAND; KUMAR; SATYANARAYANA, 2013). 

As β-xilosidases atuam na extremidade não redutora da xilobiose ou de outros XOs liberando 

xilose, e as demais enzimas atuam na remoção de substituintes laterais presentes na cadeia da 

xilana (SHENG et al., 2014). A especificidade das xilanases difere de acordo com sua origem, 

ou seja, produzidas por diferentes organismos em condições variadas e da família a qual 

pertencem (F10 ou G11) (BASTAWDE, 1992; LIAB et al., 2000). Algumas xilanases clivam 

as ligações apenas em regiões não substituídas, enquanto outras exigem a presença de cadeias 

laterais nas proximidades das ligações hidrolisadas (POLAINA; MACCABE, 2007). 

As xilanases apresentam aplicações variadas como no processo de fabricação do 

papel (WALIA et al., 2017), na indústria de panificação (BUTT et al., 2008) e na clarificação 

de sucos (SHAHRESTANI et al., 2016). Xilanases também podem ser utilizadas para fins mais 

específicos, como na produção de XOs a partir de xilanas previamente extraídas (HALTRICH 

et al., 1996). 

As xilanases podem ser produzidas principalmente por algas, fungos filamentosos, 

leveduras e bactérias (HALTRICH et al., 1996; RAJAGOPALAN et al., 2013) e também são 

encontradas no rúmen de animais superiores (BEG et al., 2001). Fungos filamentosos 

(BORUAH et al., 2015) e bactérias (IRFAN et al., 2016) secretam altos níveis de xilanases, no 

entanto, algumas espécies também secretam celulases e β-xilosidases (KNOB; CARMONA, 

2009). Adicionalmente, os extratos produzidos por fungos e bactérias podem conter outras 

enzimas além da xilanases, como as celulases (ADHYARU; BHATT; MODI, 2015). Por outro 

lado, algumas leveduras produzem extratos enzimáticos com alta atividade de xilanases, livres 

de celulases (BANKEEREE et al., 2016; GAUTÉRIO et al., 2020) e com baixa atividade de β-

xilosidases (FARIA et al., 2019; OTERO et al., 2015). Extratos enzimáticos com baixa 

quantidade de β-xilosidase são desejáveis para a produção de XOs, já que a atividade desta 

enzima no extrato causa a redução da produção de XOs devido ao acúmulo de xilose no meio, 

o que possivelmente inibe a atuação da endo-β-1,4-xilanase (VÁZQUEZ et al., 2002).  
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Adsul, Bastawde e Gokhale (2009) mostraram que as xilanases produzidas pela 

levedura Pseudozyma hubeiensis apresentaram grande potencial de aplicação na produção de 

XOs, pois foram obtidos oligossacarídeos com GP entre 3 e 7 sem a formação de xilose. Gomes, 

Gomes e Steiner (2000) avaliaram a produção de xilanases pela levedura Cryptococcus adeliae 

utilizando xilana de madeira de faia como substrato. Os autores observaram a produção de β-

xilosidase e outras enzimas auxiliares, porém em pequena quantidade. Otero et al. (2015) 

verificaram que a levedura Cryptococcus laurentii é capaz de produzir endo-β-1,4-xilanase e 

pequena produção de β-xilosidase e celulase utilizando xilana de madeira de faia como 

substrato. 

A produção de endo-β-1,4-xilanase por Aureobasidium pullulans utilizando 

diversos substratos agroindustriais foi estudada por Yegin et al. (2017). De acordo com os 

autores, a maior produção da enzima ocorreu em presença de farelo de trigo como substrato. 

Gautério et al. (2018), estudaram a produção de xilanase por diferentes cepas de Aureobasidium 

pullulans (CCT 1261, CCT 7521 e CCT 4154) utilizando xilana de faia como substrato. A maior 

produção da enzima foi alcançada pela cepa CCT 1261. Além disso, todas as cepas estudadas 

apresentaram pequena produção de β-xilosidase, característica promissora para aplicação do 

extrato enzimático na produção de XOs.  

Utilizando a cepa CCT 1261, Gautério et al. (2018) avaliaram a produção de endo-

β-1,4-xilanase em cultivo submerso tendo como substrato diferentes resíduos agroindustriais 

como  farelo e casca de arroz, casca de soja, engaço de uva e pergaminho de café. Os autores 

verificaram que a maior produção da enzima ocorreu em presença de farelo de arroz (11,7 

U/mL). Posteriormente, Gautério et al. (2020) alcançaram atividade enzimática 7 vezes maior 

(82,2 U/mL) pelo estudo de maximização de sua produção. 

 

3.2 PURIFICAÇÃO DE BIOPRODUTOS 

 

A recuperação e purificação de bioprodutos engloba todas as etapas do processo 

desde a extração celular até o produto purificado. As primeiras etapas incluem técnicas de baixa 

resolução como precipitação, centrifugação, sistema aquoso bifásico ou a combinação das 

mesmas (JUNGBAUER, 2013). 

Vários processos de purificação incluem ao menos uma etapa de precipitação com 

sais ou solvente orgânico. Para meios com moderada variedade de contaminantes, por exemplo, 

quando a molécula alvo é uma proteína extracelular, a precipitação pode ser um método efetivo 

para purificação (PESSOA JR; KILIKIAN, 2020). No entanto, para produtos intracelulares é 
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necessário efetuar o rompimento celular prévio, tornando o processo de purificação de 

biomoléculas mais difícil em comparação aos bioprodutos extracelulares, pois a molécula-alvo 

é liberada com todas as outras moléculas intracelulares, o que amplia a diversidade de 

contaminantes (NELSON; COX, 2006; SCOPES, 1994). 

 

3.2.1 Precipitação de proteínas 
 

Após a etapa de clarificação durante a produção de enzimas extracelulares em 

cultivos microbianos, uma das formas de concentrar e purificar essas biomoléculas é através da 

técnica de precipitação. Precipitados de proteínas são agregados de diferentes moléculas 

proteicas, grandes o suficiente para serem observados a olho nu, e que sedimentam sob valor 

de força centrífuga relativamente baixa (SCOPES, 1994) Entre as técnicas que podem precipitar 

reversivelmente uma proteína de uma solução estão a precipitação por adição de altas 

concentrações de sais devido ao aumento da força iônica ou por solventes orgânicos que causam 

diminuição da constante dielétrica (RIBEIRO; SERAVALLI, 2007). Dependendo do grau de 

pureza necessário para a utilização final, a precipitação pode atuar como única etapa de 

purificação (PESSOA JR; KILIKIAN, 2020). 

A forma mais comum de causar a precipitação seletiva de proteínas é pelo aumento 

da concentração de sais em solução, efeito chamado de salting out. A adição de altas 

concentrações salinas a uma solução de proteínas causa a precipitação, em grande parte pela 

remoção da água de solvatação de regiões hidrofóbicas na superfície da proteína, fazendo com 

que essas regiões interajam entre si, resultando na sua agregação e posterior precipitação. A 

precipitação é uma técnica muito utilizada nas primeiras etapas de purificação de proteínas, 

podendo ser empregada de forma simples ou fracionada, a fim de se obter uma purificação 

inicial do produto (CUTLER, 2004).  

O sal mais utilizado para a precipitação de proteínas é o sulfato de amônio 

((NH4)2SO4), pois sua solubilidade varia pouco em ampla faixa de temperatura e apresenta 

propriedades não desnaturantes para a maioria das proteínas (SCOPES, 1994; WALSH, 2002). 

A precipitação fracionada é comumente realizada em duas etapas. No primeiro passo ocorre a 

precipitação de proteínas contaminantes pela adição de baixas concentrações de sulfato de 

amônio (geralmente em torno de 30 % de saturação do sal). No segundo passo adiciona-se mais 

sal ao sobrenadante, até que se atinja a concentração desejada (aproximadamente 65 % de 

saturação do sal), de forma que ocorra a precipitação da proteína de interesse (NOVÁK; 

HAVLÍČEK, 2016) 
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A adição de um solvente miscível, como etanol ou acetona, a um extrato aquoso 

contendo proteínas tem uma variedade de efeitos, que, combinados, levam à precipitação de 

proteínas. O principal efeito é a redução da atividade de água em função da diminuição do poder 

de solvatação da água para uma molécula de proteína hidrofílica carregada, ao passo que a 

concentração de solvente aumenta (também descrito como a redução da constante dielétrica do 

solvente) (SCOPES, 1994). Conforme a constante dielétrica do meio diminui pela adição do 

solvente, percebe-se a redução da camada de hidratação, pois o solvente orgânico desloca 

progressivamente a água da superfície da proteína e a liga nas camadas de hidratação ao redor 

das moléculas do solvente. Com camadas de hidratação menores, ocorre o aumento nas 

interações eletrostáticas, resultando na agregação das moléculas proteicas (NOVÁK; 

HAVLÍČEK, 2016). Como o etanol apresenta boas propriedades físico-químicas (miscibilidade 

completa em água, baixo ponto de congelamento, alta volatilidade, baixa toxicidade), baixo 

custo (especialmente no Brasil) e pode ser utilizado para precipitar diversos tipos de proteínas, 

pode ser considerado como um importante agente precipitante (CORTEZ; PESSOA JR; ASSIS, 

1998). 

 

3.2.1.1 Precipitação de xilanases 

 

Diversos protocolos de purificação de xilanases por precipitação vêm sendo 

realizados para que se obtenha a enzima com maior grau de pureza e elevada recuperação. A 

purificação por precipitação com (NH4)2SO4 tem sido uma das técnicas mais empregadas na 

purificação de xilanases, conforme mostra a Tabela 1. 

É possível observar (Tabela 1) que nas precipitações realizadas em uma única etapa 

a concentração de (NH4)2SO4 variou de 50 a 80 % de saturação. Nessas saturações é possível 

observar que a maior recuperação da atividade enzimática obtida foi de 65% em saturação de 

50 % (ZHANG et al., 2012). Em saturações de sulfato de 60 e 80 % (NINAWE, KAPOOR; 

KUHAD, 2008; SEEMAKRAM et al., 2016) percebe-se uma diminuição da recuperação para 

58,9 e 13,3 %, respectivamente.  

Em relação aos estudos envolvendo a precipitação fracionada, destacam-se as 

pesquisas de Ding, Li e Hu (2018) e Pal e Khanum (2011) pois apresentaram os maiores valores 

de recuperação (88,2 e 81,9 %) e fator de purificação (11,7 e 3,76). Ding, Li e Hu (2018) 

destacam que a escolha das faixas de saturação do sal foi baseada em ensaios preliminares de 

precipitação em um único estágio onde se verificou que abaixo de 20 % de saturação de sulfato 

de amônio não ocorreu nenhuma alteração na atividade da enzima na parcela do sobrenadante, 
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ou seja, a concentração de sal utilizada não foi suficiente para provocar a precipitação da 

enzima. Quando a saturação do sal foi maior que 60 %, a atividade da enzima medida no 

sobrenadante foi próxima a zero, ou seja, quase toda enzima foi precipitada. Após a precipitação 

por sulfato de amônio, o extrato enzimático foi dialisado, purificado por cromatografia e 

aplicado na hidrólise de xilana de faia para produção de XOs. A aplicação do extrato purificado 

causou o aumento no conteúdo total de XOs (2≤GP≤4) de 81,6 para 92,2 % e redução de 3 

vezes no conteúdo de xilose em comparação com os resultados obtidos pelo extrato bruto, 

característica desejável para a produção industrial de XOs. 

Em relação à precipitação de xilanases com etanol, verifica-se que em concentração 

maior ou igual a 80 % (v/v) são obtidas recuperações da enzima na faixa de 79 e 100 %, e 

abaixo de 10 % ao utilizar a concentração de 40 %. No estudo de Cortez, Pessoa Jr e Assis 

(1998), os autores observaram que na concentração de 40 % (v/v) de etanol aproximadamente 

30 % do conteúdo de proteínas totais foi precipitado, enquanto 95 % da xilanase permaneceu 

na parcela sobrenadante. Quando a precipitação foi realizada pela adição de etanol em 80 % 

(v/v), Cortez; Pessoa Jr e Assis (1998) observaram que 100 % da xilanase foi precipitada e 

cerca de 30 % das proteínas totais permaneceram no sobrenadante. Com base nesses resultados, 

os autores sugerem que a precipitação seja realizada em dois cortes: no primeiro utiliza-se 40 

% (v/v) de etanol e no segundo corte o solvente é adicionado ao sobrenadante até atingir a 

concentração de 80 % (v/v), de forma que o FP possa aumentar duas vezes. 

Na precipitação de xilanases com etanol (fracionada em três cortes) realizada por 

Cortez e Pessoa Jr (1999), observa-se que no primeiro fracionamento ocorreu a precipitação da 

maior parte das proteínas contaminantes (74 %) e menos de 10 % de xilanases e β-xilosidases. 

No segundo corte atingiu-se a concentração de 60 % (v/v) de etanol e 74 e 12 % de β-xilosidases 

e proteínas contaminantes são precipitadas com pequena perda da atividade de xilanases. No 

terceiro fracionamento atingiu-se 80 % (v/v) de etanol no extrato e 81 % das xilanases 

precipitam com aumento na sua pureza de 4,4 vezes. A última fração apresentou baixa atividade 

de β-xilosidase e com isso os autores destacam que a separação seletiva dessas enzimas por 

precipitação etanólica pode favorecer os processos de hidrólise de hemiceluloses (xilanas), 

dependendo do produto de hidrólise que se deseja, já que pode ser realizado em mais de uma 

etapa utilizando condições de processo mais adequadas para a atuação separada de cada enzima 

(CORTEZ; PESSOA JR, 1999). 
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Tabela 1 – Purificação de xilanases por diferentes técnicas de precipitação. 

Micro-organismo Técnica de purificação AER (%)* FP** Referência 

Neusartorya tatenoi (NH4)2SO4 (80 %) 13,30 1,25 SEEMAKRAM et al. (2016) 

Streptomyces cyaneus SN32 (NH4)2SO4 (60 %) 58,90 1,48 NINAWE; KAPOOR; KUHAD (2008) 

Thermobifida halotolerants (NH4)2SO4 (50 %) 65,0 1,70 ZHANG et al. (2012) 

Aspergillus niger (NH4)2SO4 (30 – 65 %) 81,90 3,76 PAL; KHANUM (2011) 

Aureobasidium pullulans (NH4)2SO4 (50 – 80 %) 50,30 1,81 BANKEEREE et al. (2014) 

Aspergillus flavus (NH4)2SO4 (50 – 70 %) 45,0 2,85 GAUTAM; KUMAR; DUTT (2017) 

Rhyzopus orizae (NH4)2SO4 (40 – 75 %) 12,30 2,48 BAKIR et al. (2001) 

Aspergillus flavus (NH4)2SO4 (30 – 70 %) 23,60 3,89 BHUSHAN et al. (2015) 

Aspergillus foetidus (NH4)2SO4 (30 – 70 %) > 50,0 1,70 CHAPLA, PANDIT; SHAH (2012) 

Myceliophthora thermophila (NH4)2SO4 (20 – 80 %) 26,80 1,13 BOONRUNG et al. (2016) 

Pichia stipitis (NH4)2SO4 (20 – 60 %) 88,20 11,7 DING; LI; HU, 2018 

Aspergillus flavus (NH4)2SO4 (40 – 60 %) 46,70 2,70 CHEN et al. (2019) 

Aspergillus niger Etanol 85 % (v/v) 79,0 1,03 COSTA; FARINAS; MIRANDA (2018) 

Penicilium janthinellum Etanol 20 - 60 – 80 % (v/v) 6; 7; 81 0,1; 0,6;4,4 CORTEZ; PESSOA JR (1999) 

Penicilium janthinellum Etanol 40 / 80 % (v/v) <10; 100 - CORTEZ; PESSOA JR; ASSIS (1998) 

Trichoderma harzianum P49P11 Etanol 90 % (v/v) 100 - MARIÑO; FREITAS; MIRANDA (2015) 
*AER (%): Atividade enzimática recuperada; **FP: Fator de purificação; 



31 

3.3 CARACTERIZAÇÃO E ESTABILIZAÇÃO ENZIMÁTICA 

 

O potencial de aplicação de uma enzima em determinado processo depende do 

conhecimento de parâmetros que afetam sua atividade catalítica. O estudo das propriedades 

enzimáticas, tais como as condições ótimas de temperatura e pH, os perfis de temperatura e de 

estabilidade, especificidade do substrato, e as características termodinâmicas e cinéticas, podem 

ser utilizadas como ferramenta para avaliar a aplicação bem sucedida da enzima (CASTRO et 

al., 2015). Da mesma forma, é relevante o conhecimento de compostos que atuam inibindo ou 

estimulando o poder catalítico das enzimas (BEG et al., 2001).  

Processos industriais são geralmente ambientes hostis em termos de temperatura e 

pH elevados, bem como pela presença de diferentes inibidores, como os íons metálicos. Em 

razão disso, pesquisadores vêm buscando a existência de enzimas estáveis em condições de 

processo mais severas (BEG et al., 2001). Um dos desafios na produção de enzimas é garantir 

que o produto obtido retenha sua atividade biológica por longos períodos pois as indústrias não 

as utilizam de forma imediata, e sim as armazenam até seu emprego. Sendo assim, faz-se 

necessário o estudo de procedimentos que evitem a perda signigicativa de sua atividade 

biológica durante algum processo ou ao longo de seu armazenamento (PESSOA JR; 

KILIKIAN, 2020) 

Os mecanismos de desativação podem ser complexos, uma vez que as enzimas têm 

estruturas definidas, e um desvio da sua forma nativa pode afetar sua atividade específica 

(LEMES, 2015). A estabilidade de uma proteína em solução depende de sua interação com a 

água (solvente) e especialmente do seu grau de hidratação. Sendo assim, a perda de água de 

hidratação provoca um estado termodinamicamente instável que pode resultar na perda da 

estrutura secundária e/ou terciária. A presença de cossoluto (sal, açúcar, ureia, polímeros de 

cadeia flexível) altera a interação entre a água e a proteína e, portanto, sua estabilidade. O 

aumento do grau de hidratação da proteína em função de sua interação com o cossoluto reflete 

no aumento de estabilidade termodinâmica devido ao aumento da quantidade de calor 

necessário para desnaturar a proteína (PESSOA JR; KILIKIAN, 2020). 

Os parâmetros cinéticos como a meia vida (t1/2), constante de desativação, energia 

de ativação (Ea), mudanças na energia livre de Gibbs, entalpia e entropia de enzimas são 

geralmente empregados para descrever a desnaturação termodinâmica e podem ajudar a 

otimizar o rendimento de processos envolvendo enzimas (GOHEL; SINGH, 2018).  

O melhoramento da estabilidade enzimática durante uma reação é um foco 

importante de estudo que pode trazer benefícios econômicos em função da utilização de 
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menores quantidades de enzimas no sistema reacional (WANG et al., 2019). A otimização da 

concentração de íons metálicos é um parâmetro importante que pode afetar diretamente a 

atividade catalítica da enzima. Estes íons podem estar envolvidos na catálise enzimática de 

várias maneiras: podem aceitar ou doar elétrons para ativar eletrófilos e nucleófilos, eles podem 

reunir enzima e substrato por meio de ligações coordenadas, podem conter grupos reagentes na 

orientação tridimensional necessária ou eles podem simplesmente estabilizar uma conformação 

cataliticamente ativa da enzima (PALMER; BONNER, 2007). 

Lemes et al. (2019) estudaram o efeito de diversos íons metálicos na atividade da 

enzima esterase. De acordo com os autores, o efeito inibitório de alguns íons pode limitar 

aplicação eficaz de enzimas em processos industriais, pois estes podem estar presentes ao longo 

do processamento ou mesmo nas matérias-primas onde a enzima pode ser usada como 

catalisador. No estudo de Bibi et al. (2019b), os íons K+ e Mg2+ destacaram-se como promotores 

da atividade de xilanases pois causaram um aumento de 205 e 350 %, respectivamente. Os íons 

metálicos frequentemente associados a um efeito positivo na atividade de xilanases são: Ca2+; 

Mn2+; Mg2+
, Zn2+ e Fe2+ (KUMAR et al., 2017; ZHANG et al., 2012; WU et al., 2018; YAN et 

al., 2009). De acordo com Kumar et al (2017) a inibição ou estímulo da atividade enzimática 

pode ser devido à interação de íons metálicos com grupamentos SH ou carboxila, que alteram 

a conformação da proteína em uma estrutura mais estável. 

Kumar et al. (2017) avaliaram o efeito de polióis sobre a estabilidade térmica de 

xilanases. O estudo mostrou que a presença de sorbitol causou um efeito positivo (aumento de 

6 vezes na estabilidade térmica da enzima), em comparação ao ensaio controle. Após 180 min 

de incubação em presença de sorbitol (70 °C), as xilanases mantiveram cerca de 66 % de sua 

atividade inicial. Em razão do aumento da estabilidade térmica da xilanase pela presença de 

sorbitol, os autores sugerem que a enzima seja aplicada no branqueamento da polpa de celulose 

no processo de fabricação do papel. No entanto, os autores comentam que o efeito estabilizante 

de ativos não é absoluto para todas as enzimas pois depende da sua natureza, do seu caráter 

hidrofílico ou hidrofóbico e do grau de interação com o aditivo. 

Tendo em vista a importância da caracterização enzimática e como este 

conhecimento pode impactar no desempenho de processos, torna-se imprescindível a realização 

de estudos que investiguem a atuação da enzima em diferentes condições e a busca de 

estratégias para aumentar sua eficiência. Como a produção de XOs por xilanases geralmente 

ocorre em condições de temperatura elevada e tempo prolongado, o estudo prévio de 

caracterização da enzima permitirá conhecer condições que favoreçam a atividade e a 

estabilidade da xilanase ao longo do processo. 
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3.4 XILO-OLIGOSSACARÍDEOS 

 

Os XOs são oligômeros formados por resíduos de xilose unidos através de ligações 

do tipo β-1,4, que são facilmente hidrolisados por ácidos ou enzimas específicas em seus 

monossacarídeos constituintes. Estes oligômeros podem estar naturalmente presente no mel, 

frutas e vegetais, mas não em quantidadade suficiente para exibir efeito prébiótico (1,4-2,4 

g/dia), o que justifica a necessidade de sua produção em escala industrial (AMORIM et al., 

2019; FINEGOLD et al., 2014). A produção industrial dos XOs pode ser feita a partir da 

extração prévia da xilana de materiais lignocelulósicos como sorgo doce (JOSHI; SHARMA; 

SINGH, 2020), e resíduos agroindustriais como talos de tabaco (AKPINAR et al., 2010) e 

algodão (AKPINAR et al., 2007), espigas de milho (YANG et al., 2005) e casca de arroz 

(GUIDO, 2016). Os oligômeros de xilose podem ser encontrados em diferentes formas, 

dependendo do número de unidades de xilose que compõe sua estrutura química como xilobiose 

(GP = 2), xilotriose (GP = 3), xilotetraose (GP = 4), xilopentaose (GP = 5) e xilohexose (GP = 

6) (KUMAR; SATYANARAYANA, 2011).  

Os XOs são considerados oligossacarídeos não digeríveis (OND), pois passam pelo 

tratro gastro intestinal superior sem serem digeridos, atingem o intestino para serem 

metabolizados pela microflora benéfica ao intestino humano, chamado de efeito prebiótico 

(CARVALHO et al., 2013; CEZAR et al., 2017). O efeito prebiótico causado pela ingesta de 

XOs vem sendo avaliado a partir de testes in vitro (AMORIM et al., 2020; FINEGOLD et al., 

2014; RATNADEWI et al., 2020; THAKURIA, 2020) e in vivo (HAFIDAH et al., 2018). 

Estudos in vivo são de alto custo e longos, portanto não são adequados como ferramenta para 

seleção de prebióticos (AMORIM et al., 2020).  

Além do crescimento da microbiota intestinal, a fermentação colônica dos XOs leva 

à produção de compostos fundamentais para o bom funcionamento do intestino, como os ácidos 

graxos de cadeia curta (acetato, propionato e butirato) e lactato (MOURE et al., 2006). Chapla, 

Pandit e Shah (2012) demonstraram que a fermentação de XOs in vitro causou um aumento 

notável na massa celular seca (Bifidobacteria bifidum, Bifidobacteria adolescentins e 

Lactobacillus acidophilus) e redução do pH (possivelmente causado pela produção de ácidos 

graxos de cadeia curta). Adicionalmente, alguns estudos mostram que os XOs apresentam 

outras propriedades biológicas, tais como: capacidade antioxidante (VALLS et al., 2018), 

prevenção do desenvolvimento de diabetes (YANG et al., 2015) e do câncer de cólon 

(AACHARY et al., 2015). 

O GP dos XOs é um fator que afeta o seu potencial prebiótico, pois exerce 
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influência nos produtos formados pela fermentação. XOs com baixo GP (GP<5) produzem 

acetato e butirato e tem forte efeito bifidogênico, enquanto que aqueles com GP acima de 5 

resultaram na diminuição acentuada de ácidos graxos de cadeia curta. Além disso, XOs com 

GP entre 2 e 3 apresentam cinética de metabolização mais rápida do que XOs com GP de 4 e 

5. Dessa forma, para aplicação em alimentos com alegação prebiótica, XOs com GP entre 2 e 

4 são desejáveis (GULLÓN et al., 2011; SINGH; BANERJEE; ARORA, 2015).  

No ano de 2013 os XOS receberam certificação GRAS (generally recognized as 

safe) pelo FDA (Food and drug administration) para aplicação em alimentos (FDA, 2013). No 

Brasil, a ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária) negou a inclusão de XOs na lista 

de ingredientes que são fonte de fibras (com previsão de alegação do seu consumo para auxílio 

no funcionamento do instestino). A agência explicou que o ingrediente deve passar por 

avaliação de segurança por meio de petição específica (BRASIL, 2018). Até o presente 

momento os XOs não foram incluídos na lista de ingredientes com alegação prebiótica. Para 

Amorim et al. (2019), a aprovação regulamentória regional pode causar uma evolução no 

mercado de XOs, o que por sua vez depende fortemente de investimentos em pesquisa e 

desenvolvimento. 

Os XOs podem ser utilizados como ingredientes em alimentos (VÁZQUEZ et al., 

2000), fármacos (VÁZQUEZ et al., 2005) e em rações animais (KUMAR; 

SATYANARAYANA, 2011), pois apresentam propriedades organolépticas aceitáveis e 

elevada estabilidade em ampla faixa de temperatura (até 100 °C) e pH (2,5 a 8,0). As diferentes 

propriedades e efeitos dos XOs os tornam adequados para aplicações em em diferentes 

mercados (alimentos, rações animais, cosméticos e saúde) (AMORIM et al., 2019; 

CARVALHO et al., 2013; CEZAR et al., 2017). 

 

3.4.1 Produção de xilo-oligossacarídeos 
 

Os XOs são produzidos a partir da hidrólise ácida ou enzimática da xilana ou 

combinação desses processos (CARVALHO et al., 2013). A produção por hidrólise ácida é 

comumente realizada utilizando ácido sulfúrico diluído (0,1 – 0,5 mol/L) e em condições 

elevadas de temperatura e pressão, o que resulta em elevada quantidade de xilose produzida 

pela degradação dos oligossacarídeos em monômeros (CHEN et al., 2018). Além disso, a 

hidrólise ácida pode formar alguns compostos indesejáveis como furfural e hidroximetilfurfural 

(QING et al., 2013; XUE et al., 2016). Conforme Carvalho et al. (2013), a formação de 

compostos indesejáveis torna as etapas de purificação de XOs mais difíceis e caras, além de 
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diminuir o rendimento dos XOs. 

A despolimerização da xilana via hidrólise (ácida ou enzimática) forma 

primeiramente XOs de elevada massa molar e, à medida que a reação de hidrólise prossegue, 

são então convertidos em XOs de baixa massa molar e os últimos convertidos em xilose. Por 

fim, na hidrólise ácida a xilose é então degradada a furfural e outros produtos de degradação 

não identificados (QING et al., 2013). A produção de XOs por hidrólise enzimática pode ser 

alcançada pelo uso de enzimas do complexo xilanolítico, que podem ser adicionadas 

diretamente no meio reacional (CHEN et al., 2009; GUIDO; SILVEIRA; KALIL, 2019) ou 

produzidas in situ por micro-organismos (AMORIM; SILVÉRIO; GONÇALVES, 2019; 

GAUTÉRIO et al., 2018). De acordo com Brienzo (2010), o uso de endo-β-1,4-xilanase na 

produção de XOs é mais vantajoso que o método químico, devido à especificidade da enzimas 

e condições amenas de processo havendo pouca geração de produtos indesejáveis e ausência de 

produtos tóxicos. Na Tabela 2 estão apresentados alguns trabalhos de produção de XOs. 

 

Tabela 2 – Produção enzimática de xilo-oligossacarídeos. 

Fonte de xilanase Reação enzimática 
Rendimento 

de XOs (%) 
Referência 

Preparado comercial 

(Thermomyces 

lanuginosus) 

Xilana de faia (3 %), pH 

5,3, 200 U/g, 50 °C, 36 h. 
93,5 

GUIDO; 

SILVEIRA; KALIL 

(2019) 

Pitchia stipitis 
Xilana de faia (1 %), pH 

6,0, 50 °C, 2 h 
92,2 

DING; LI; HU 

(2018) 

Trichoderma sp. 

K9301 

Xilana de espiga de 

milho(1%), pH 5,  

6, 1 U/mg, 50 °C, 3 h 

43,3 CHEN et al. (2009) 

Bacillus aerophilus 

Xilana de espiga de milho 

(5%), pH 4,0, 200 U/g,  

70 °C, 12 h 

3,6 

GOWDHAMAN; 

PONNUSAMI 

(2015) 

Aureobasidium 

melanogenum 

Xilana (4%), pH 7,0,  

10 U/g, 28 °C, 96 h 
29,6 

PATIPONG et al. 

(2019) 

Aureobasidium 

pullulans CCT 1261 

Xilana de faia (6%), pH 6,0, 

260 U/g, 40 °C, 24 h 
99,1 GAUTÉRIO (2020) 

 

A xilanase é a principal enzima envolvida na produção de XOs, pois atua na 
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hidrólise das ligações β-1,4 entre as unidades de xilose produzindo XOs, ao passo que as β-

xilosidases convertem os XOs de baixo GP em unidades monoméricas de xilose. Sendo assim, 

com o intuito de maximizar a produção de XOs e diminuir a produção de xilose, o extrato 

enzimático utilizado deve apresentar baixa atividade de β-xilosidase para que não ocorra a 

inibição das endo-xilanases pela produção de xilose (QING et al., 2013; VÁZQUEZ et al., 

2002). O extrato de xilanases também pode ser submetido a técnicas prévias de purificação para 

gerar um extrato livre de β-xilosidases, impedindo a formação de xilose na produção de XOs 

(CHAPLA, PANDIT; SHAH, 2012). 

O rendimento, a produtividade e o tipo de oligossacarídeo produzido por processos 

enzimáticos são influenciados pelas características da xilanase utilizada, tais como estabilidade 

e atividade em diferentes valores de pH e temperatura. Deve ser considerado também o tipo e 

a concentração de substrato, e parâmetros reacionais (temperatura, agitação, tempo de hidrólise) 

(SAMANTA et al., 2015). A imobilização de enzimas em processos biotecnológicos também 

pode causar uma melhora no desempenho de reações enzimáticas. Isto por que as técnicas de 

imobilização fornecem estabilidade às enzimas, principalmente frente à alterações de pH e 

temperatura (NERI, 2008).  

Um aumento no desempenho de uma reação de hidrólise enzimática também pode 

ser alcançado pelo estudo de diferentes compostos químicos que afetam a estabilidade 

enzimática. Borba (2019) mostrou que adição de 50 mmol/L de cloreto de cálcio ao extrato de 

proteases promoveu melhor atuação catalítica da enzima em hidrolisar a proteína do plasma de 

sangue. Na literatura são encontrados trabalhos que avaliam o efeito de íons metálicos e outros 

compostos na atividade e estabilidade de extratos de xilanases, porém não foram encontrados 

estudos que tenham avaliado o impacto desses íons (seja utilizando um extrato de xilanases 

contendo o íon estabilizante ou pela sua incorporação no meio reacional) no processo de 

produção de XOs.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
4.1 MATERIAL 

 

A levedura Aureobasidium pullulans CCT 1261 foi adquirida da Coleção de 

Culturas Tropical da Fundação André Tosello. O farelo de arroz foi adquirido de uma indústria 

da Região Sul do Rio Grande do Sul e armazenado a -18 °C. 

A xilana de madeira foi adquirida da Sigma-Aldrich (St. Louis, Estados Unidos), 

os padrões de XOs (xilobiose, xilotriose, xilotetraose e xilopentose) foram obtidos da 

Megazyme (Bray, Irlanda) e o padrão de xilose foi adquirido da Sigma-Aldrish (St. Louis, 

Estados Unidos). A coluna cromatográfica utilizada na análise de XOs (Aminex HPX-42A, 

dimensão 300 mm x 7,8 mm) foi da Bio-Rad Laboratories (Hercules, Estados Unidos). Todos 

os demais reagentes foram de grau analítico. 

 

4.2 MÉTODOS 

4.2.1 Preparo do farelo de arroz 
 

O preparo do farelo de arroz para utilização como substrato nos cultivos consistiu 

na sua homogeneização em lote único e secagem em estufa a 50 °C por 24 h. Posteriormente, 

o farelo de arroz foi submetido ao peneiramento para obtenção de partículas com tamanho 

menor que 0,5 mm em peneira de Tyler 32 (GAUTÉRIO et al., 2018). 

 

4.2.2 Produção das xilanases pela levedura 
4.2.2.1 Preparo do pré-inóculo e inóculo 

 

A cepa da levedura A. pullulans CCT 1261 foi mantida a 4 °C em ágar batata-

dextrose (PDA) inclinado (WEI et al., 2017). Repiques periódicos a partir da cepa estoque 

foram realizados e mantidos a 24 °C por 72 h (YEGIN et al., 2017). 

O preparo do pré-inóculo consistiu na transferência da massa celular contida na 

superfície do ágar PDA para tubos contendo 5 mL de meio estéril composto por (g/L): xilose 

(10), base nitrogenada de levedura (6,7), asparagina (2) e KH2PO4 (5) em pH 5,0. Os tubos 

foram incubados a 28 °C (sem agitação) durante 24 h (CHRISTOV et al., 1997). 

Para o crescimento do inóculo, o volume do pré-inóculo (5 mL) foi transferido para 

fracos Erlenmeyer de 250 mL contendo o mesmo meio estéril (45 mL), os quais foram mantidos 
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a 28 °C e 150 rpm (agitação orbital) durante 24 h. A esterilização do meio foi realizada em 

autoclave a 121 °C por 15 min, sendo a xilose esterilizada por filtração em membrana de acetato 

celulose (Millipore, Burlington, Estados Unidos) com poros de 0,22 µm de diâmetro. O inóculo 

utilizado nos cultivos teve sua densidade ótica (DO) previamente padronizada em 0,8 

(SUGUMARAN et al., 2013) pela sua leitura em espectrofotômetro a 620 nm. 

 

4.2.2.2 Preparo e condições de cultivo 

 

Os cultivos para obtenção de endo-β-1,4-xilanases foram realizados em frascos 

Erlenmeyer aletados de 500 mL contendo meio estéril (147 mL), composto por (g/L): farelo de 

arroz (61,9), (NH4)2SO4 (3,6), extrato de levedura (1,5) em pH 7,0 (GAUTÉRIO et al., 2020). 

A esterilização do meio foi realizada em autoclave a 121 °C por 15 min. Os frascos contendo 

meio estéril foram inoculados com 2% (v/v) de inóculo com densidade ótica padronizada e 

foram mantidos a 28 °C, com agitação de 150 rpm por 72 h. Ao final do cultivo o meio líquido 

foi centrifugado a 4757 × g e 4 °C durante 20 min e posteriormente filtrado para remover 

partículas em suspensão. O extrato bruto (EB) livre de células e partículas em suspensão foi 

utilizado para os demais experimentos. 

 

4.2.3 Determinação da atividade de diferentes enzimas no extrato bruto e purificado 
 

O EB e o purificado foram caracterizados em termos de atividade das seguintes 

enzimas: endo-β-1,4-xilanases, β-xilosidases, β-glicosidases, α-L-arabinofuranosidases e 

celulases totais. As atividades enzimáticas foram determinadas de acordo com os itens 4.2.7.1 

e 4.2.7.2. 

 

4.2.4 Purificação de xilanases 
 

A purificação do EB foi realizada por precipitação com sulfato de amônio (item 

4.2.4.1) e com etanol (item 4.2.4.2). A eficiência dos processos de purificação foi avaliada em 

termos do percentual de recuperação da atividade enzimática (AEREC) e do fator de purificação 

(FP) e foram calculados de acordo com as Equações 1 e 2, respectivamente. 

 

AEREC (%)= 
As × Vs

A𝑖 × V𝑖
 × 100 (1) 
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FP= 
AEs

AEi
 (2) 

 

Onde As representa a atividade enzimática de endo-β-1,4-xilanase (U/mL) na fração 

de saída, Ai representa a atividade enzimática de endo-β-1,4-xilanases (U/mL) na fração inicial, 

Vs representa o volume da fração de saída (mL), Vi representa o volume da fração inicial (mL), 

AEs representa a atividade enzimática específica de endo-β-1,4-xilanase (U/mgproteína) na fração 

de saída e AEi é a atividade enzimática específica de endo-β-1,4-xilanases (U/mgproteína) na 

fração inicial. A partir da melhor condição de precipitação o extrato enzimático purificado será 

caracterizado conforme o item 4.2.5.  

 

4.2.4.1 Precipitação de xilanases com sulfato de amônio  

 

O EB foi submetido à precipitação em único estágio por adição de sulfato de amônio 

(NH4)2SO4 nas concentrações de saturação de 20, 30, 40, 50 e 60 %, de acordo com Scopes 

(1993). Em béquer contendo 50 mL de EB, o sal foi adicionado de forma gradativa até atingir 

a concentração de saturação desejada. A adição do sal foi feita sob refrigeração (4 °C) em banho 

de gelo, com constante agitação magnética. Em seguida, as amostras permaneceram em repouso 

refrigerado por 2 h (KUMAR et al., 2017). Após este período as amostras foram centrifugadas 

(4757 × g, 30 min, 4 °C) e o precipitado foi ressuspendido em 25 mL de tampão citrato de sódio 

50 mmol/L pH 5,3. Após, as suspensões foram dialisadas. A diálise foi realizada em sacos de 

25 mm × 16 mm (INLAB, São Paulo), overnight a 4 °C contra o tampão citrato de sódio 50 

mmol/L pH 5,3. A remoção do sal foi monitorada mediante adição do reagente de Nessler à 

solução tamponante. 

A atividade de endo-β-1,4-xilanase e a concentração de proteínas solúveis foram 

determinadas no extrato inicial, na fração precipitada (dialisada) e no sobrenadante. Todos os 

ensaios foram realizados em triplicata. 

 

Precipitação fracionada de xilanases com sulfato de amônio 

 

O EB (50 mL) foi submetido à precipitação fracionada em dois cortes por 

(NH4)2SO4 nas concentrações de saturação do sal de 0-20 % no primeiro estágio e de 20-60 % 

no segundo estágio Em béquer contendo o EB, o sal foi adicionado de forma gradativa até 

atingir a concentração de saturação do primeiro corte (20 %), de acordo com Scopes (1994). A 
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adição do sal foi feita sob refrigeração (4 °C) com constante agitação magnética. Em seguida, 

as amostras permaneceram em repouso refrigerado por 2 h (KUMAR et al., 2017). Após este 

período as amostras foram centrifugadas (4757 × g, 30 min, 4 °C) e o precipitado descartado. 

O sobrenadante teve seu volume aferido e então foi tratado novamente com (NH4)2SO4 até 

atingir a concentração de saturação do segundo corte (60 %) para o volume medido. Após a 

adição do sal, foram realizadas etapas de repouso e centrifugação conforme descritas 

anteriormente. O precipitado obtido após a centrifugação das amostras foi ressuspendido em  

25 mL de tampão citrato de sódio 50 mmol/L pH 5,3. Para a remoção do excesso de sal, o 

precipitado foi dialisado overnight a 4 °C contra o mesmo tampão de ressuspensão. A diálise 

foi realizada em sacos de 25 mm × 16 mm (INLAB, São Paulo) e monitorada mediante adição 

do reagente de Nessler à solução tamponante. 

A atividade de endo-β-1,4-xilanase e a concentração de proteínas solúveis foram 

determinadas no extrato inicial, na fração dialisada e no sobrenadante obtido da segunda 

centrifugação. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

4.2.4.2 Precipitação de xilanases com etanol 

 

A precipitação pela adição de etanol ao EB foi estudada nas concentrações  de 20, 

40, 60 e 80 % (v/v) (CORTEZ; PESSOA JR, 1999; FADEL et al., 2014). O EB (5 mL) foi 

mantido a 4°C (em banho de gelo e agitação). O etanol resfriado (-22 °C) foi adicionado 

lentamente com auxílio de pipeta automática (0,1 mL) até atingir o volume correspondente à 

concentração desejada. Após, a mistura permaneceu em repouso a 4 °C por 15 min e 

posteriormente foi centrifugada a 4757 × g, durante 15 min a 2 °C. O precipitado foi 

ressuspendido em 5 mL de tampão citrato de sódio 50 mmol/L pH 5,3 e o sobrenadante 

descartado. A atividade de endo-β-1,4-xilanase e a concentração de proteínas solúveis foi 

determinada no extrato inicial e nas frações precipitadas. A atividade de endo-β-1,4-xilanase e 

a concentração de proteínas solúveis não foram determinadas no sobrenadante pois a presença 

do etanol pode interferir nos resultados. A partir deste ensaio foi possível conhecer o perfil de 

precipitação da endo-β-1,4-xilanase nas diferentes concentrações de etanol estudadas, de forma 

que se estabeleceu um ponto de corte ideal (concentração de solvente) para purificação da 

enzima por precipitação fracionada. Os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

Precipitação fracionada de xilanases com etanol 
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A precipitação pela adição de etanol ao EB foi estudada de forma fracionada, em 

três cortes, nas concentrações de 0-40 % / 40-60 % / 60-80 % (v/v) (CORTEZ; PESSOA JR, 

1999; FADEL et al., 2014). O EB (5 mL) foi mantido em banho de gelo e agitação magnética 

e o solvente resfriado (-22 °C) foi adicionado gota a gota com auxílio de pipeta automática  

(0,1 mL) até atingir o volume correspondente à concentração desejada. Após, a mistura 

permaneceu em repouso a 4 °C por 15 min e centrifugada a 4757 × g por 15 min a 2 °C. O 

precipitado obtido foi descartado, o sobrenadante teve seu volume aferido, e então foi 

submetido a nova de adição de etanol até atingir a concentração desejada. Na última etapa o 

precipitado obtido foi ressuspendido em 5 mL de tampão citrato de sódio 50 mmol/L pH 5,3 e 

o sobrenadante descartado. A atividade de endo-β-1,4-xilanase e a concentração de proteínas 

solúveis foi determinada no extrato inicial e no precipitado obtido no último corte. Os ensaios 

foram realizados em triplicata. 

 

4.2.5 Caracterização enzimática da xilanase purificada 
 

A xilanase purificada por precipitação fracionada com sulfato de amônio (0-20 % / 

20-60 %) foi caracterizada em termos de sua temperatura e pH ótimos (item 4.2.5.1), parâmetros 

cinéticos de reação como Km e Vmáx (item 4.2.5.1), influência de íons metálicos em sua atividade 

(itens 4.2.5.3 e 4.2.5.4) e estabilidade térmica e ao pH (item 4.2.5.5). 

 

4.2.5.1 Temperatura e pH ótimos 

 

A temperatura ótima da xilanase purificada foi estabelecida no pH 5,3 (tampão 

citrato de sódio 50 mmol/L), medindo a atividade da enzima (item 4.2.7.1) em diferentes 

temperaturas (35 a 70 °C, com intervalos de 5 °C) (BIBI et al., 2019b). O pH ótimo foi 

determinado medindo a atividade da enzima em valores de pH na faixa de 3,5 a 7,0 (tampão 

citrato de sódio 50 mmol/L) e 7,5 a 8,0 (tampão fosfato de sódio 50 mmol/L) a 50 °C 

(temperatura do método de atividade da xilanase do item 4.2.7.1) por 5 min (PAL; KHANUM, 

2011). A atividade enzimática foi expressa como atividade relativa (%), considerando o ponto 

de maior atividade como 100%. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.  

 

4.2.5.2 Determinação dos parâmetros cinéticos 
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A cinética da maioria das reações catalisadas por enzimas segue o modelo de 

Michaelis-Menten (Equação 5). A constante de Michaelis-Menten (Km) e a velocidade máxima 

de reação (Vmax) foram calculados a partir de um gráfico duplo-recíproco (1/v versus 1/S) de 

acordo com o método de Lineweaver-Burk (Equação 6), considerando cinética da reação de 

ordem zero ou de primeira ordem. Os ensaios foram realizados em triplicata utilizando como 

substrato xilana de faia em diferentes concentrações (6 a 30 mg/mL) a 50 °C e pH 5,3. 

 

v = 
vmax × [S]
Km+ [S]

  (5) 

1
v

= 
Km

vmax
 × 

1
[S]

+ 
1

vmax
 (6) 

Onde v representa a velocidade de reação; vmax representa a velocidade máxima de 

reação; Km representa a constante de Michalis-Menten e [S] a concentração de substrato. 

 

4.2.5.3 Influência de íons metálicos na atividade de xilanase 

 

Foi avaliada a influência de diferentes íons metálicos (K+, Na+, Ca2+, Zn2+, Mg2+, 

Cu2+ e Fe3+) na atividade da xilanase nas concentrações de 1, 5, 10 e 15 mmol/L utilizando o 

extrato enzimático purificado. Os experimentos foram realizados adicionando o íon na solução 

tampão de diluição da enzima (tampão citrato de sódio) para que quando adicionados (tampão, 

enzima e íon) ao meio reacional (item 4.2.7.1) atingisse a concentração final desejada neste 

estudo, conforme proposto por Raj et al. (2018). Após o tempo de reação, a atividade da xilanase 

foi determinada e comparada ao ensaio controle (sem a presença de íons), o qual foi incubado 

sob as mesmas condições e teve sua atividade considerada como 100 %. Os íons metálicos 

utilizados nestes experimentos foram de sais de cloreto. Os ensaios foram realizados em 

triplicata. 

 

4.2.5.4 Influência do íon Ca2+ na atividade de xilanases em diferentes valores de temperatura 

e pH. 

 

O íon Ca2+ (10 mmol/L) foi utilizado para investigar sua influência na atividade da 

xilanase sob diferentes valores de temperatura (35 a 70 °C com intervalo de 5 °C, mantendo 

fixo o pH em 5,3) e em diferentes valores de pH (3,5 a 8,0 mantendo fixa a temperatura em 50 

°C). Os ensaios foram realizados conforme descrito no item 4.2.5.3 e a atividade enzimática 
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determinada conforme item 4.2.7.1. A atividade da xilanase foi determinada e comparada ao 

ensaio controle (sem a presença de íons), o qual foi incubado sob as mesmas condições e teve 

sua atividade considerada como 100 %. Os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

4.2.5.5 Efeito da temperatura e do pH na estabilidade da xilanase 

 

A estabilidade térmica foi estudada pela incubação da enzima nas temperaturas de 

45, 50 e 55 °C (GAUTAM; KUMAR; DUTT, 2017) sob diferentes valores de pH (4,5; 5,0 e 

5,5). Além disso, foi avaliado o efeito da adição de 10 mmol/L de íon cálcio na estabilidade da 

xilanase, utilizando a temperatura e pH de maior estabilidade da enzima. Para tal, igual volume 

de extrato enzimático purificado e solução tampão com o respectivo pH de estudo (NINAWE, 

KAPOOR; KUHAD, 2008) foram incubados (na temperatura específica de estudo) em frascos 

âmbar fechados para evitar alterações de volume causados pela evaporação. Alíquotas foram 

retiradas dos frascos (intervalos de tempo predefinidos), resfriadas em banho de gelo e 

posteriormente utilizadas para determinar a atividade da xilanase (item 4.2.7.1). Os ensaios 

foram realizados em triplicata e conduzidos até que a enzima perdesse no mínimo 50 % de sua 

atividade inicial. 

Levando em consideração que em altas temperaturas a cinética de desnaturação é 

de 1ª ordem, a constante de desnaturação térmica (Kd) para cada temperatura foi calculada a 

partir do coeficiente angular do gráfico -ln (A/A0) versus tempo de incubação (h ou min) 

(Equação 3), e a meia-vida (t1/2) foi determinada de acordo com a Equação 4. A meia vida 

corresponde ao tempo decorrido na qual a enzima perde 50 % de sua atividade inicial. 

ln (
A

A0
) = -Kd × t (3) 

t(1/2)  =
- ln (0,5)

Kd
 

(4) 

Onde A é a atividade enzimática no tempo t; A0 é a atividade enzimática inicial; 

A/A0 é a atividade relativa; Kd é a constante de desnaturação; t é o tempo de incubação (h ou 

min e t(1/2) é a meia vida. 

 

4.2.6 Hidrólise enzimática de xilana de faia e produção de xilo-oligossacarídeos 
 

A produção de XOs através da hidrólise da xilana de faia pela xilanase purificada 

com sulfato de amônio foi realizada em frascos Erlenmeyer (capacidade de 125 mL), utilizando 
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incubadora com controle de temperatura (45 °C) e agitação orbital (180 rpm), pelo período de 

24 h. O sistema reacional foi composto por xilana de faia (3 % m/v) em tampão citrato de sódio 

50 mmol/L pH 4,5 (mantida overnight sob agitação para completa solubilização) e  

enzima (200 U/gxilana), totalizando o volume de 40 mL. Nestas condições também foi avaliada 

a adição de CaCl2 (10 mmol/L) ao meio reacional a fim de estimar seu efeito na produção de 

XOs. Ensaio feito na temperatura de pH de maior estabilidade. 

Em todos os ensaios foram coletadas alíquotas (2 mL) em intervalos de tempo 

predefinidos, e o meio foi aquecido a 100 °C por 5 min para completa inativação da enzima. As 

alíquotas foram centrifugadas (10.000 × g a 4 °C por 10 min) e submetidas à filtração em 

membranas de polivinilideno (0,22 µm de poros) para posterior quantificação dos XOs e xilose 

por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). As reações de hidrólise foram realizadas 

em triplicata. A conversão de xilana de faia em XOs foi calculada pela razão entre a massa de 

XOs (mg) gerada e a massa de inicial de xilana (mg) multiplicado por 100 %. 

 

4.2.7 Determinações analíticas  
4.2.7.1 Determinação da atividade de endo-β-1,4-xilanase, β-xilosidase, β-glicosidase e α-L-

arabinofuranosidase 

 

A atividade enzimática de endo-β-1,4-xilanases foi determinada conforme Bailey, 

Biely e Poutanen (1992). O meio reacional foi composto de 0,1 mL de extrato enzimático 

(convenientemente diluído em solução tampão) e 0,9 mL de xilana de madeira de faia 1 % (m/v) 

em solução tampão citrato de sódio (50 mmol/L, pH 5,3), sendo submetido a 50 °C por 5 min. 

A quantificação dos açúcares redutores liberados a partir da xilana de faia foi realizada pelo 

método do ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) (MILLER, 1959), correlacionando com curva 

padrão de xilose a 540 nm. Uma unidade (U) da atividade enzimática foi definida como a 

quantidade de enzima necessária para liberar 1 µmol de xilose por minuto, sob as condições 

descritas de ensaio. 

As atividades enzimáticas de β-xilosidase, β-glicosidase e α-L-arabinofuranosidase 

foram determinadas pela incubação (50 °C, 30 min) de 0,2 mL de extrato enzimático e 0,8 mL 

de 0,2% (m/v) dos substratos sintéticos ρ-nitrofenil-β-D-xilopiranosídeo (pNPX), ρ-nitrofenil-

β-D-glucopiranosídeo (pNPG) e 0,1% (m/v) de ρ-nitrofenil-α-L-arabinofuranosídeo (pNPAF), 

respectivamente, preparados em tampão acetato de sódio (50 mmol/L, pH 4,8) conforme 

descrito por Tan, Mayers e Saddler (1987). As reações foram interrompidas pela adição de  

2 mL de carbonato de sódio 10 % (m/v). O p-nitrofenol (pNP) liberado pela ação das respectivas 
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enzimas foi quantificado a 410 nm, correlacionando com a respectiva curva padrão. Uma 

unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 

µmol de pNP por min, sob as condições de ensaio. Todos os ensaios foram realizados em 

triplicata. 

 

4.2.7.2 Determinação da atividade de celulases totais 

 

A atividade de celulases totais foi determinada de acordo com Ghose (1987), 

utilizando papel filtro Whatman ® n.1, contendo 95 % de α-celulose como substrato. Em 50 

mg (tiras de1,0 x 6,0 cm) de papel filtro foi adicionado 1 mL de tampão citrato de sódio 50 

mmol/L pH 4,8 e 0,5 mL de extrato enzimático. A mistura reacional foi incubada a 50 °C por 

60 min. Após, a reação enzimática foi interrompida pela adição de 1 mL de ácido-3,5-

dinitrosalicílico (DNS) em 1 mL de meio reacional. Os açúcares redutores liberados na reação 

foram quantificados de acordo com Miller (1959), correlacionando com a curva padrão de 

glicose a 540 nm. Uma unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a quantidade de 

enzima necessária para liberar 1 µmol de glicose por min, sob as condições de ensaio. Todos 

os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

4.2.7.3 Concentração de proteína solúvel 

 

A concentração de proteína solúvel foi determinada de acordo com Lowry et al. 

(1951), utilizando albumina de soro bovino como padrão. 

 

4.2.7.4 Determinação do pH 

 

A determinação do valor de pH foi realizada em potenciômetro digital conforme 

AOAC n° 972.44 (AOAC, 2000). 

 

4.2.7.5 Análise dos hidrolisados por CLAE 

 

Os produtos da hidrólise da xilana foram analisados em cromatógrafo líquido 

(Prominence, Shimadzu ®), equipado com detector de índice de refração (RID-10A) e forno de 

colunas (CTO-20A). Alíquotas de 20 µL foram injetadas automaticamente (SIL-20AHT) 

utilizando como fase móvel água ultrapura (Milli-Q, Milipore) com 0,4 mL/min de taxa de 
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fluxo em coluna para análise de carboidratos (Aminex HPX-42A, Biorad). A coluna foi operada 

a 50 °C e o tempo total de corrida foi de 40 min (GUIDO, 2016). A identificação e a 

quantificação dos XOs e xilose foi feita através dos seus respectivos tempos de retenção e 

curvas de calibração previamente construídas com o pool de padrões (1 a 10 mg/mL). O 

controle do equipamento e aquisição dos dados foi feito pelo software LC Solution ®. 

 

4.2.8 Análise estatística dos resultados 
 

Os dados foram submetidos a testes de comparação de médias, desde que tenham 

atendido os pressupostos de independência, normalidade e homocedasticidade. Foram 

realizados teste t ou análise de variância (ANOVA) seguidos pelo teste de Tukey, a fim de 

verificar diferenças significativas entre as condições estudadas, considerando um nível de 

confiança de 95 % (p < 0,05). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1 PURIFICAÇÃO DE XILANASES POR PRECIPITAÇÃO COM SULFATO DE 

AMÔNIO 

 

A Tabela 3 estão apresenta os resultados obtidos nos ensaios de precipitação em um 

único estágio com sulfato de amônio nas faixas de saturação do sal de 20, 40 e 60 %. Conforme 

exposto na Tabela 3, o aumento da concentração de sulfato de amônio causou um aumento 

significativo (p < 0,05) na recuperação enzimática e no fator de purificação do precipitado.  

 

Tabela 3 – Eficiência do processo de purificação da xilanase em diferentes saturações de 

sulfato de amônio. 

Saturação 

do sal (%) 
Fração 

Concentração 

de proteínas 

(mg/mL) 

Atividade 

enzimática 

(U/mL) 

Atividade 

específica 

(U/mgproteína) 

AEREC(%) 

Fator de 

Purificação 

(FP) 

20 

Ensaio 1 

Entrada 2,88 ± 0,04 81,30 ± 1,96 28,20 ± 0,68 100 1 

Precipitado 0,27 ± 0,04 4,75 ± 0,45 17,90 ± 0,72 2,28c ± 0,24 0,63b ± 0,03 

Sobrenadante 2,15 ± 0,08  59,4 ± 2,20 27,80 ± 0,40 74,50 ± 1,04 0,98 ± 0,01 

40 

Ensaio 2 

Entrada 2,71 ± 0,038 73,10 ± 1,75 26,60 ± 0,80 100 1 

Precipitado 0,20 ± 0,01 27,70 ± 4,19 103,90 ± 13,30 17,90b ± 1,05 3,90a ± 1,17 

Sobrenadante 1,50 ± 0,02 33,2 ± 1,12 22,0 ± 1,02 48,70 ± 1,64 0,83 ± 0,04 

60 

Ensaio 3 

Entrada 2,72 ± 0,04 72,80 ± 1,52 26,80 ± 1,02 100 1 

Precipitado 0,84 ± 0,02 78,70 ± 0,97 93,70± 3,39 51,07a ± 3,36 3,23a ± 0,04 

Sobrenadante 1,33 ± 0,02 ND - - - 
AEREC (%): Percentual de recuperação da atividade enzimática; *ND: não detectado; Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença 

significativa (p<0,05) pelo teste Tukey. 

 

O Ensaio 1 mostrou que a saturação de 20 % do sal é muito baixa para precipitar as 

xilanases, resultando em um baixo valor de recuperação enzimática (2,28 %). A atividade 

recuperada aumentou de 2,28 % (Ensaio 1) para 51,07 % (Ensaio 3) e o fator de purificação 

passou de 0,63 (Ensaio 1) para 3,23 (Ensaio 3).  

Como pode ser observado na Tabela 3 não existe diferença significativa entre o 

fator de purificação dos Ensaios 2 e 3. Dessa forma, observando simultaneamente os resultados 

de recuperação enzimática e do fator de purificação, é possível afirmar que o Ensaio 3 

apresentou melhor eficiência no processo purificação e recuperação das xilanases. 
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Ninawe, Kapoor e Kuhad (2008) precipitaram xilanases com 60 % de saturação de 

sulfato de amônio e recuperaram 58,9 % da atividade da enzima com fator de purificação de 

1,48 vezes. No estudo de Luo et al. (2016), foi possível purificar xilanases com recuperação 

enzimática de 68,17 % e fator de purificação de 3,21 vezes por precipitação com (NH4)2SO4  

em 60 % de saturação, estando esses resultados muito próximos aos encontrados neste trabalho 

com mesma saturação de sal. 

De acordo com Łojewska et al. (2016), o objetivo da precipitação de proteínas em 

uma única etapa é conhecer as concentrações de agente precipitante nas quais as proteínas 

contaminantes e a molécula alvo possam ser separadas com maior eficiência através do 

processo realizado em duas ou mais etapas. 

Neste sentido, a faixa de concentração de saturação de 0-20 e 20-60 % de sulfato 

de amônio foram escolhidas para a realização do estudo de purificação de xilanases por 

precipitação fracionada. A concentração de 20 % de saturação de sal mostrou ser a quantidade 

de sal mais adequada para o primeiro estágio da precipitação fracionada, pois nesta 

concentração as xilanases permaneceram principalmente no sobrenadante e outras proteínas 

precipitaram. Para o segundo estágio da precipitação fracionada, a concentração de 60 % de 

saturação de sulfato de amônio foi escolhida pois nesta condição as xilanases precipitaram e 

não houve detecção da atividade da enzima na fração sobrenadante. 

Dessa forma, a Tabela 4 apresenta os parâmetros de eficiência referentes à 

purificação da xilanase por precipitação fracionada com sulfato de amônio nas concentrações 

de 0-20 / 20-60 % de saturação do sal. O processo de purificação por precipitação fracionada 

com (NH4)2SO4 em duas etapas promoveu o aumento em seu grau de pureza na ordem de 10,27 

vezes em relação ao extrato bruto, com recuperação de 48,60 % de sua atividade (Tabela 4). 

Nesse sentido, verifica-se que o processo de purificação dividido em dois estágios favoreceu a 

obtenção de xilanases mais pura, promovendo um aumento expressivo no seu FP (7 vezes 

maior) sem diminuição da recuperação de sua atividade, confirmado pelo teste t (p>0,05), 

quando comparado ao processo de purificação realizado em um único estágio (Ensaio 3, na 

Tabela 3). Os resultados apresentados na Tabela 4 estão de acordo com Pessoa Jr e Kilikian 

(2005), que afirmam que a purificação realizada em um único estágio tem alto valor como 

técnica de concentração, ao passo que a precipitação fracionada tem sido largamente utilizada 

para a purificação. 
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Tabela 4 – Purificação de xilanase por precipitação fracionada com sulfato de amônio (0-20% 

/ 20-60 %). 

Extrato 

Atividade 

enzimática 

(U/mL) 

Concentração 

de proteínas 

(mg/mL) 

Atividade 

específica 

(U/mgproteína) 

AEREC(%) 

Fator de 

purificação 

(FP) 

Inicial 39,78 ± 1,22 2,53 ± 0,04 15,71± 0,66 100 1 

Purificado 41,13 ± 1,62 0,26 ± 0,02 161,25 ± 10,26 48,60 ± 1,92 10,27 ± 0,65 
Média ± desvio padrão (n=3). AEREC (%): Percentual de recuperação da atividade enzimática 

 

Seemakram et al. (2020) purificaram xilanases de Thermomyces dupontii, 

utilizando (NH4)2SO4 (20-80 %) na primeira etapa de purificação e alcançaram FP de 7,82 e 

recuperação enzimática (AEREC) de 9,97. Chen et al. (2019) purificaram a xilanase produzida 

por Aspergillus flavus utilizando precipitação por (NH4)2SO4 em dois estágios (40-60 %), 

alcançando FP de 2,7 vezes com AERE de 46,7 %. A purificação de xilanases de Streptomyces 

griseorubens utilizando (NH4)2SO4 em dois estágios (25-55 %) resultou na obtenção da enzima 

com FP 1,9 vezes e AEREc de 57,4 % (Wu et al., 2018). Gautério et al. (2021) purificaram 

xilanases de A. pullulans CCT 1261 utilizando precipitação fracionada (30-60 %) com 

(NH4)2SO4 e alcançaram FP e AEREC de 6,8 vezes e 69,4 %, respectivamente. No estudo 

realizado por  Ding, Li e Hu, (2018), a purificação de xilanases de Pichia stipitis por 

precipitação com (NH4)2SO4 em duas etapas (20-60 %) causou o incremento da pureza da 

enzima em 11,7 vezes com AEREC de 88,2 %, os quais são superiores a maioria dos estudos de 

purificação de xilanases por precipitação salina encontrados na literatura. 

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho com os estudos mencionados 

acima, é possível verificar que a eficiência do processo de purificação de xilanases por 

precipitação com sulfato de amônio é variável, onde os parâmetros do processo como o FP 

variaram entre 1,13 e 11,7, e a AEREC(%) de 26,80 a 88,20 % (BOONRUNG et al., 2016; DING; 

LI; HU, 2018). Esta variação pode estar associada às características do extrato enzimático 

utilizado, tais como: o micro-organismo produtor, tipos de contaminantes, pH do extrato 

enzimático, bem como a concentração de sal utilizada. 

A partir deste estudo foi possível verificar que o processo de purificação de 

xilanases por precipitação fracionada com (NH4)2SO4 foi eficiente, pois foi possível 

incrementar sua atividade específica em 10 vezes, com percentual de recuperação de sua 

atividade próxima a 50 %. 
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5.2 PURIFICAÇÃO DE XILANASES POR PRECIPITAÇÃO COM ETANOL 

 

A purificação de proteínas por precipitação com etanol é considerada uma 

alternativa em relação à precipitação com sais, pois também é uma técnica de purificação de 

baixo custo e não exige a utilização de equipamentos robustos. Adicionalmente, o tempo de 

contato do agente precipitante com a proteína é consideravelmente menor e não há a etapa de 

diálise necessária na precipitação de proteínas por sais. Dessa forma, o estudo da purificação 

de xilanases de A. pullulans CCT 1261 por precipitação com etanol em um único estágio foi 

realizado e os parâmetros de eficiência do processo estão apresentados na Tabela 5. 

 

Tabela 5 – Eficiência do processo de purificação da xilanase em diferentes concentrações de 

etanol (média ± desvio). 

% 

(v/v) 

etanol 

Fração 

Concentração 

de proteínas 

(mg/mL) 

Atividade 

enzimática 

(U/mL) 

Atividade 

específica 

(U/mgproteína) 

AEREC (%) 

Fator de 

Purificação 

(FP) 

20 
Entrada 2,71 ± 0,04 45,88 ± 2,65 16,93 ± 0,74 100 1 

Precipitado 0,27 ± 0,01 1,06 ± < 0,24 3,88 ± 0,91 2,31c ± 0,53 0,23c ± 0,05 

40 
Entrada 2,71 ± 0,04 40,58 ± 1,54 14,98 ± 0,52 100 1 

Precipitado 0,38 ± 0,02 0,90 ± 0,10 2,18 ± 0,60 2,21c ± 0,25  0,15c ± 0,04 

60 
Entrada 2,71 ± 0,04 40,58 ± 1,54 14,98 ± 0,52 100 1 

Precipitado 0,51 ± 0,01 4,45 ± 0,42 8,75 ± 0,90 10,96b ± 1,03 0,58b ± 0,06 

80 
Entrada 2,71 ± 0,04 40,58 ± 1,54 14,98 ± 0,52 100 1 

Precipitado 0,71 ± 0,01 14,10 ± 0,06 19,82 ± 0,30 34,75a ± 0,16 1,32a ± 0,02 
Média ± desvio padrão (n=3)..AEREC: Percentual de recuperação da atividade enzimática; Letras diferentes na mesma coluna indicam 

diferença significativa (p<0,05) pelo teste Tukey. 

 

Analisando os resultados da Tabela 5, é possível observar que o aumento da 

concentração de etanol de 20 para 80 % (v/v) promove um aumento significativo (p < 0,05) da 

atividade de xilanase recuperada (AEREC) e do fator de purificação (FP) na fração precipitada. 

Dessa forma, a concentração de 80 % (v/v) de etanol foi a mais eficiente na purificação da 

xilanase, pois obteve-se maior AEREC (34,75 %) e maior FP (1,32) com aumento da atividade 

enzimática específica (U/mgproteína) de 14,98 para 19,82. 

Nos ensaios de precipitação com concentrações de 20, 40 e 60 % (v/v) de etanol 

constata-se a redução do FP, em relação ao valor inicial deste parâmetro (1,0). Isto ocorre em 
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função da baixa atividade de xilanase detectada nos precipitados. O estudo de precipitação de 

xilanases de A. niger realizado por Farinas et al. (2011) mostrou que a máxima recuperação da 

atividade enzimática (cerca de 25 %) ocorre na concentração de 80 % (v/v) de etanol. Já no 

estudo de purificação de xilanases realizado por Abd El Aty et al. (2018), a concentração de  

75 % (v/v) de etanol promoveu recuperação de 41% e FP da ordem de 4,3 vezes. No trabalho 

de Costa, Farinas e Miranda (2018), após a precipitação com 85 % (v/v) de etanol foi possível 

recuperar 79 % da atividade de xilanases alcançando FP de 1,03 vezes.  

Andrade (2014) realizou a purificação de xilanases de Cryptococcus flavescens por 

precipitação com 75 % (v/v) de etanol e recuperou 35 % da atividade enzimática com FP de 

15,54 vezes. No entanto, a autora comenta que comparado à purificação da enzima por 

ultrafiltração, a precipitação com etanol foi menos eficiente, tendo em vista que o micro-

organismo utilizado como fonte de xilanases também produz um heteropolissacarídeo 

polianiônico extracelular que não foi separado das proteínas por precipitação.  

Dessa forma é importante destacar que a levedura A. pullulans é um micro-

organismo amplamente utilizado para a produção de pululana (LEATHERS, 2003; 

PRAJAPATI; JANI; KHANDA, 2013) e diversos autores recuperam esse composto do meio 

de cultivo por precipitação com etanol com concentração em torno de 66 % (v/v) (AN et al., 

2017; JIANG; WU; KIM, 2011; MA et al., 2014; ÖZCAN; SARGIN; GÖKSUNGUR, 2014; 

WANG; YU; GONGYUAN, 2013). 

Ao longo dos ensaios de precipitação da xilanase com etanol (20, 40 e 60 % v/v) 

observou-se grande resistência de solubilização do precipitado na solução tampão, 

possivelmente devido à precipitação conjunta de pululana, o que dificultou a purificação das 

xilanases. Em alguns trabalhos, após a pululana ser precipitada com etanol, o polissacarídeo é 

redissolvido na temperatura de 80 °C, o que justifica a dificuldade de solubilização do 

precipitado em temperaturas mais baixas. Na recuperação da pululana do meio de cultivo, o 

líquido é inicialmente aquecido para que as proteínas termo sensíveis presentes no caldo sejam 

desnaturadas e não precipitem junto com o polímero na etapa de adição do etanol 

(CHOUDHURY; BHATTACHARYYA; PRASAD, 2012; MA et al., 2014). De acordo com 

Scopes (1994), os precipitados de solventes orgânicos são, às vezes, espessos e pegajosos, e 

podem ser bastante difíceis de serem redissolvidos, possivelmente causado pela desnaturação 

proteica. No entanto, o autor não discute a possibilidade de precipitação de outros componentes 

presentes no extrato enzimático. Em contrapartida, o precipitado obtido no ensaio com 80% 

(v/v) de etanol não apresentou resistência de solubilização na solução tampão, o que 

possivelmente corroborou com o aumento do FP e da AEREC.  
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Na literatura, alguns trabalhos mostram que a produção de pululana é influenciada 

por diversos fatores. Dentre eles, a fonte de nitrogênio (especialmente extrato de levedura e/ou 

sulfato de amônio) utilizada no meio de cultivo exerce um efeito positivo na produção de 

pululana (CHOUDHURY; BHATTACHARYYA; PRASAD, 2012; SHIN et al., 1989; 

SUGUMARAN et al., 2013; YADAV; RAHI; SONI, 2014). Tanto o extrato de levedura como 

o sulfato de amônio compõem o meio de cultivo utilizado neste trabalho, e suas concentrações 

foram definidas no estudo de maximização das condições de cultivo para a produção de 

xilanases (GAUTÉRIO et al., 2020). 

Sendo assim, com objetivo de aumentar a eficiência do processo de purificação com 

etanol, foram realizados dois ensaios de precipitação fracionada. O primeiro teste consistiu em 

um fracionamento em dois estágios (dados não apresentados) na faixa de concentração de 60 a 

80 %(v/v). O segundo, foi realizado em três estágios, com concentrações (% v/v) de 40 – 60 – 

80, e os resultados estão apresentados na Tabela 6. A escolha das concentrações utilizadas nos 

três estágios foi feita com base nos resultados da precipitação em um único estágio (Tabela 5), 

aliado a observação do aspecto visual do precipitado obtido (Figura 1), e da sua resistência de 

solubilização na solução tampão, com o intuito de que nos primeiros estágios precipitasse a 

maior parte do polissacarídeo (precipitado de cor branca), tendo em vista que  nas concentrações 

de 40 e 60 % de etanol (Tabela 5) as atividades enzimáticas recuperadas foram apenas 2,26 e 

10,96 %, respectivamente. As Figuras 1a e 1b mostram a diferença dos precipitados obtidos na 

precipitação com etanol (80 %) e sulfato de amônio (0-20 % / 20-60 %), respectivamente. 

Analisando a Tabela 6, é possível verificar que a precipitação fracionada com etanol 

em três cortes favoreceu o processo de purificação da xilanase, uma vez que foi alcançado FP 

de 5,54 vezes e AEREC de 43,01 %. Ambos os parâmetros (FP e AEREC) foram superiores ao 

obtido na precipitação com etanol em um único estágio (1,32 vezes e 34,75 %). 

No estudo realizado por Cortez e Pessoa (1999) a precipitação fracionada com etanol 

em três cortes (20 – 60 – 80 %) propiciou a obtenção da xilanase com FP de 4,4 vezes e 

AEREC(%) de 81 %, quando o pH do extrato enzimático foi ajustado para 4,6. Em estudo prévio, 

os autores mostraram a influência do pH do extrato enzimático na eficiência do processo de 

purificação, concluindo que a adição de etanol causa uma variação no valor do pH do meio, 

capaz de afetar o rendimento do processo. Além do pH do extrato enzimático e da concentração 

de etanol, o tempo de contato do agente precipitante com a enzima e a temperatura do processo 

podem ser avaliados de forma que se estabeleça uma condição que favoreça a eficiência da 

purificação (COSTA; FARINAS; MIRANDA, 2018; FARINAS et al., 2011).  
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Tabela 6 – Eficiência do processo de purificação de xilanases por precipitação 

fracionada em três cortes com etanol (0-40 / 40-60 / 60-80 %). 

Extrato 

Atividade 

enzimática 

(U/mL) 

Concentração 

de proteínas 

(mg/mL) 

Atividade 

específica 

(U/mgproteína) 

AEREC(%) 

Fator de 

purificação 

(FP) 

Inicial 51,98 ± 2,33 2,81 ± 0,03 18,48± 0,83 100 1 

Purificado 22,36 ± 0,39 0,22 ± 0,03 102,25 ± 4,51 43,01 ± 4,42 5,54 ± 0,24 
Média ± desvio padrão (n=3). AEREC (%): Percentual de recuperação da atividade enzimática 

 

Figura 1 – Precipitados obtidos na precipitação fracionada com (a) etanol (80 %) 

e (b) sulfato de amônio (0-20 / 20-60 %). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Devido a precipitação conjunta de pululana e da menor eficiência do processo de 

purificação das xilanases por etanol, a precipitação por sulfato de amônio mostrou-se como 

melhor opção, considerando o maior FP (10,27), de acordo com teste t (p < 0,05) Dessa forma, 

os ensaios de caracterização da enzima, bem como a produção de XOs, foram realizados 

utilizando a enzima purificada por precipitação fracionada com sulfato de amônio (0-20 / 20-

60 %). 

5.3 COMPOSIÇÃO ENZIMÁTICA DO EXTRATO BRUTO E PURIFICADO  

 

(a) (b) 
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Na Tabela 7 estão apresentados os resultados referentes a atividade enzimática de 

endo-β-1,4-xilanase (xilanase), β-xilosidase, β-glicosidase, α-L-arabinofuranosidase e 

celulases totais no extrato enzimático bruto e no purificado com sulfato de amônio. 

 

Tabela 7 – Atividade de diferentes enzimas presentes no extrato bruto e no 

purificado com sulfato de amônio. 

 Atividade enzimática (U/mL) 

 Bruto Purificado 

endo-β-1,4-xilanase 98,3 ± 0,85 78,0 ± 5,4 

β-xilosidase 0,02 ± <0,01 0,002 ± <0,01 

β-glicosidase 0,06 ± <0,01 0,045 ± <0,01 

α-L-arabinofuranosidase 0,16 ± <0,01 0,043 ± <0,01 

Celulases totais 0,017 ± <0,01 ND 
Média ± desvio padrão (n=3).*ND: não detectado 

 

Conforme Guido (2016), os preparados enzimáticos comerciais contêm uma 

mistura de enzimas tais como endo-β-1,4-xilanases, β-xilosidases, β-glicosidases, α-L-

arabinofuranosidases e acetil xilana esterases. A presença dessas enzimas pode gerar um 

hidrolisado com XOs de diferentes GPs. Por isso, ter o conhecimento da presença destas 

enzimas nos extratos possibilita uma melhor avaliação da sua performance hidrolítica sobre as 

xilanas com diferentes estruturas, principalmente as xilanas com ramificações.  

Analisando a Tabela 7 é possível observar que o extrato enzimático produzido por 

A. pullulans CCT 1261 apresentou elevada atividade (U/mL) de xilanase (98,3) e baixas de  

β-xilosidase (0,02), β-glicosidase (0,06) e α-L-arabinofuranosidase (0,16). Também é possível 

verificar que a purificação do extrato enzimático com sulfato de amônio reduziu a atividade de 

todas as enzimas. No entanto, mesmo com alta atividade de endo-β-1,4-xilanase (78,0 U/mL) e 

baixa atividade de β-xilosidase (0,002 U/mL), a utilização do extrato purificado na produção 

de XOs pode resultar na produção indesejável de xilose visto que a β-xilosidase é considerada 

uma enzima essencial na conversão da xilobiose e outros XOs em xilose (SHENG et al., 2014). 

A Tabela 7 mostra que o extrato enzimático bruto apresentou baixa atividade de 

celulases totais (0,017 U/mL) e que o processo de purificação resultou em um extrato 

enzimático livre de celulases, o que torna promissor o uso de ambos os extratos no processo de 

fabricação de papel e celulose. De acordo com Techapun et al. (2003), as xilanases facilitam a 

remoção das frações de hemicelulose associadas à lignina com danos mínimos à celulose pela 
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atividade de celulases. Havendo a necessidade de se obter um extrato enzimático livre de β-

xilosidases e/ou celulases, diferentes estratégias (designs) de purificação e separação de 

proteínas podem ser aplicadas a fim de produzir um extrato enzimático com especificações 

desejadas e maior grau de pureza. 

 

5.4 CARACTERIZAÇÃO DO EXTRATO DE XILANASES PURIFICADO 

5.4.1 Temperatura e pH ótimos 
 

As Figuras 2a e 2b apresentam o efeito da temperatura e do pH na atividade da 

xilanase purificada. Nas Figuras 2a e 2b é possível verificar que a enzima apresentou atividade 

ótima a 50 °C e em pH 4,5. A redução da temperatura para 45 °C diminuiu sua atividade em  

17 %. No entanto, nota-se que a xilanase foi pouco afetada na faixa de 40-45 °C, pois sua 

atividade teve uma redução menor do que 2 % neste intervalo. Já na temperatura de 35 °C, a 

enzima apresentou atividade 40 % menor do que aquela alcançada no ponto de máxima 

atividade. Acima de 60 °C percebe-se uma queda mais acentuada na capacidade catalítica da 

enzima, pois sua atividade foi reduzida em mais de 50 % do valor inicial. A atividade da 

xilanase foi quase completamente perdida, chegando a menos do que 5 % a 70 °C. Fato este 

devido a maior instabilidade da enzima nessa faixa de temperatura. De acordo com  

Copeland (2000), a eficiência catalítica de uma enzima pode ser comprometida pelos efeitos de 

desnaturação de proteínas em altas temperaturas. Por esta razão, a atividade de uma enzima 

típica aumentará com a temperatura ao longo de uma faixa finita, e em seguida, diminuirá 

significativamente acima da temperatura crítica que é a característica da desnaturação da 

proteína. 

Em relação ao efeito do pH (Figura 2b), é possível observar que em pH 4,0 a 

atividade relativa reduziu de 18 %, e uma queda maior do que 50 % em pH 3,5, em relação ao 

pH de maior atividade. Em pH 5,0 a atividade relativa reduziu em 31 %, mantendo-se estável 

até o pH 5,5. Já em pH 6,0 a atividade relativa da xilanase foi inferior a 30 %, e a partir do pH 

6,5 a atividade relativa atingiu valores inferiores à 25 % da atividade máxima. Atividade relativa 

inferior à 1 % foi observado em valores de pH acima de 7,0. 

De acordo com Palmer e Bonner (2007), como as características das cadeias laterais 

ionizáveis de aminoácidos dependem do pH, a atividade enzimática varia de acordo com as 

mudanças de pH. Em casos de pH extremos, a estrutura terciária da proteína pode ser 

interrompida e a proteína é desnaturada. Mesmo em valores moderados de pH, onde a estrutura 

terciária não é interrompida, a atividade da enzima pode depender do grau de ionização de 
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certas cadeias laterais de aminoácidos. Como as enzimas possuem muitos grupos ionizáveis, a 

mudança do pH pode alterar sua conformação, sua capacidade de união com o substrato e a 

atividade catalítica dos grupos que formam o centro ativo (WISEMAN, 1991 apud ANDRADE, 

2014). No caso da xilanase produzida por A. pullulans CCT 1261, esta se mostrou mais ativa 

para valores de pH na faixa entre 4,0 e 5,5. 

 

Figura 2 – Efeito da temperatura (a) e do pH (b) na atividade da xilanase 

purificada por precipitação com sulfato de amônio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No estudo de Bankeeree et al. (2014), e Tanaka, Muguruma e Ohta (2006), as 

xilanases purificadas de A. pullulans CBS 135684  e CCT 20524 apresentaram, 

respectivamente, máxima atividade a 70 °C e pH 6,0.  A xilanase purificada de A. pullulans 

(a) 

(b) 
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NRRL-Y2311-1 no estudo de Yegin (2017) apresentou temperatura e pH ótimos de 50°C e 4,0, 

respectivamente, estando mais próximos com o comportamento da xilanase apresentado neste 

trabalho.  

A temperatura ótima de 50 °C também foi verificada para a xilanase purificada de 

Aspergillus flavus (GAUTAM; KUMAR; DUTT, 2017), Myceliophthora thermophila 

(BOONRUNG et al., 2016), Geobacillus stearothermophilus (BIBI et al., 2019), Pichia stipitis 

(DING; LI; HU, 2018) e Cellulosemicrobium sp. (KAMBLE; JADHAV, 2012). O intervalo de 

pH de 4,0 a 5,0 também favoreceu a atividade de  xilanases de Rhizopus oryzae (BAKIR et al., 

2001), Aspergillus flavus (BHUSHAN et al., 2015), Trichoderma sp. (FU et al., 2019), 

Aspergillus niger (PAL; KHANUM, 2011) e Aspergillus tamarii (HEINEN et al., 2018). 

 

5.4.2 Parâmetros cinéticos (Km e Vmax) 
 

A fim de compreender a afinidade da xilanase purificada por precipitação 

fracionada com (NH4)2SO4 pela xilana de faia, os parâmetros Km e Vmáx foram estimados 50 °C 

e pH 5,3. A xilanase purificada apresentou comportamento linear (R² = 0,99) pelo gráfico 

duplo-recíproco de Lineweaver-Burk (Figura 3). 

Os parâmetros Km e Vmáx calculados para a xilanase purificada foram 74,9 mg/mL 

e 476 U/mL, respectivamente. De acordo com Kante et al. (2019), o valor de Km é definido 

como a concentração de substrato cuja velocidade para a reação enzimática é a metade da 

velocidade máxima. Já o Vmáx expressa a velocidade limite da reação à medida que a 

concentração de substrato aumenta.  

A purificação da xilanase reduziu em aproximadamente três vezes a afinidade da 

enzima pelo substrato, em comparação ao menor Km (25 mg/mL) estimado para a xilanase bruta 

de A. pullulans CCT 1261 no estudo de Gautério et al. (2021), sob as mesmas condições 

reacionais. Kante et al. (2019) comentaram que a forma na qual a enzima é estudada (bruta, 

modificada ou purificada) pode ser um dos fatores que afetam os parâmetros cinéticos de 

enzimas. Adicionalmente, Andrade (2014) justifica que o aumento do Km pode ocorrer devido 

à perda de algum cofator que estava presente na solução da enzima não purificada. 

O Km (74,9 mg/mL) para a xilanase purificada neste estudo é superior ao reportado 

por Bakir et al. (2001), Ninawe, Kapoor e Kuhad (2008) e Yegin (2017), com valores de  

18,5 mg/mL, 11,1 mg/mL e 19,4 mg/mL, nesta ordem. No entanto, encontra-se mais próximo 

do valor de Km (43 mg/mL) estabelecido no estudo de Luo et al. (2016). 
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Figura 3 – Gráfico de Lineweaver-Burk para a xilanase purificada com sulfato de 

amônio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.4.3 Influência de íons metálicos na atividade de xilanases utilizando o extrato 
purificado 

 

Íons metálicos são moléculas regulatórias comuns que estão presentes no ambiente 

de uma enzima e podem aumentar ou diminuir sua atividade. Neste sentido, a influência de 

diferentes concentrações de KCl, NaCl, CaCl2, ZnCl2, MgCl2, CuCl2 e FeCl3 foi avaliada na 

atividade da xilanase purificada e comparados ao controle (sem adição dos sais). Os resultados 

obtidos estão apresentados na Tabela 8. 

De acordo com a Tabela 8 a atividade da xilanase teve um aumento significativo 

(p<0,05) na presença de CaCl2 (1 – 15 mmol/L), ZnCl2 (5 – 15 mmol/L), CuCl2 (1 mmol/L) e 

FeCl3 (1 – 15 mmol/L) e teve sua atividade inibida por KCl (1 – 15 mmol/L),  

NaCl (1 – 15 mmol/L), MgCl2 (1 – 15 mmol/L) e CuCl2 (5 – 15 mmol/L). 

É possível verificar que a xilanase sofreu uma redução mais acentuada na sua 

atividade em presença de Mg2+
 e Cu2+

 (acima de 10 mmol/L), visto que a enzima apresentou 

uma redução superior a 50% em relação ao ensaio controle nestas concentrações. Um efeito 

inibitório na atividade de xilanases de Aspergillus orizae por Mg2+
 e Cu2+ também foi observado 

no estudo de Bhardwaj et al. (2019).  
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Tabela 8 – Influência de diferentes íons metálicos na atividade de xilanase 

purificada com sulfato de amônio de A. pullulans CCT 1261. 

Íon 

Atividade relativa (%) 

1 mmol/L 5 mmol/L 10 mmol/L 15 mmol/L 

Controle* 100 100 100 100 

K+ 94aC ± 1,4 95aC ± 3,5 93aC ± 1,9 91aC ± 3,2 

Na+ 87cD ± 2,4 91bcC ± 1,6 93abC ± 1,6 96aC ± 0,8 

Ca2+ 108cA ± 2,2 123bA ± 2,0  144aA ± 3,1 139aA ± 0,4 

Zn2+ 100cBC ± 2,3 118bA ± 3,7 127abB ± 2,8 124aB ± 1,6 

Mg2+ 72aE ± 4,1 51bE ± 4,7 46bD ± 4,1 47bD ± 0,8 

Cu2+ 105aAB ± 1,9 76bD ± 2,2 18cE ± 0,4  0dE± 0 

Fe3+ 103cAB ±1,1 106cB ± 1,6  126bB ± 2,1  135aA ± 2,4 
Média ± desvio padrão (n=3) *Sem adição de sais. Letras minúsculas diferentes na mesma linha ou 

maiúsculas diferentes na mesma coluna indicam diferença estatística pelo Teste Tukey (p<0,05) 

 

O efeito inibitório de íons Cu2+
 sobre a atividade de xilanases microbianas é 

amplamente mencionado na literatura. Com relação a xilanases de A. pullulans o efeito 

inibitório do íon Cu2+
  (10 mmol/L) foi verificado por Bankeeree et al. (2014) e Vadi, Strohfus 

e West (1996), com inibição de sua atividade para 30 % e 92 %, respectivamente. A 

caracterização das xilanases de Aspergillus flavus (CHEN et al., 2019; GAUTAM; KUMAR; 

DUTT, 2017), Aspergillus oryzae (BHARDWAJ et al., 2019), Penicillium sclerotiorum 

(KNOB; CARMONA, 2010), Bacillus licheniformis (RAJ et al., 2018) e Thermobifida 

halotolerants YIM 90462 (ZHANG et al., 2012) também mostrou o efeito inibitório do íon Cu2+
 

na atividade da enzima. De acordo com Mizrahi e Achituv (1989), o íon Cu2+se liga aos grupos 

sulfidrila (-SH) de proteínas, o que leva a desestabilização da estrutura proteica e reduz a 

atividade enzimática.  

Com relação ao aumento da atividade enzimática, observa-se que o íon Ca2+
 na 

concentração de 10 mmol/L aumentou em 44 % a atividade da xilanase. Este aumento foi 

estatisticamente superior ao observado pelos íons Zn2+
 e Fe3+

 na mesma concentração.  

Observa-se que os íons Ca2+
 e Zn2+ causaram um aumento crescente na atividade da xilanase 

até a concentração de 10 mmol/L. Acima desta concentração, a xilanase não apresentou 

incremento significativo em sua atividade. O aumento da atividade da xilanase na presença de 

Ca2+
 foi relatado para outras xilanases microbianas (BANKEEREE et al., 2014; GAUTAM; 

KUMAR; DUTT, 2017; KNOB; CARMONA, 2010; LIU et al., 2018; LUO et al., 2016). De 
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acordo com Gautam, Kumar e Dutt (2017) o efeito estimulante do Ca2+
 na atividade da xilanase 

indica seu possível papel como cofator de íon-metálico na reação enzima-substrato. Lemes et 

al. (2019) comentam que alguns íons também são capazes estabilizar a conformação ativa de 

enzimas e protegê-las contra a desnaturação térmica. 

O efeito positivo do Fe3+
 na atividade da xilanase também é relatado por Chen et al. 

(2019). Porém, os autores comentam que a maioria das xilanases de Aspergillus sp. tiveram sua 

atividade inibida na presença deste íon, possivelmente devido a sua capacidade de interagir com 

os aminoácidos no sítio catalítico da xilanase. Com base no exposto, é possível concluir que a 

sensibilidade da xilanase a cátions é variável. O íon Ca2+ (10 mmol/L) se destacou em relação 

aos demais, conduzindo ao maior incremento da atividade de xilanase.  

Tendo em vista que o efeito positivo do Ca2+ (10 mmol/L) foi avaliado apenas na 

condição padrão do método de atividade da xilanase (50 °C e pH 5,3), um novo estudo foi 

realizado a fim de verificar seu efeito na atividade da xilanase na faixa de pH de 3,5 – 8,0 

(fixando a temperatura em 50 °C) e no intervalo de temperatura entre 35 a 70 °C (mantendo o 

pH fixo em 5,3). As Figuras 4a e 4b mostram o comportamento da atividade da xilanase em 

diferentes valores de pH e temperatura, respectivamente, na presença e ausência do íon Ca2+. 

Analisando a Figura 4a é possível verificar um efeito positivo do íon Ca2+
 na 

atividade enzimática para todos os valores de pH estudados. No entanto, o aumento da atividade 

da xilanase em presença de Ca+2 foi mais expressivo em pH 4,0, 5,0 e 5,5, respectivamente. No 

pH 4,5 o efeito do íon Ca2+
 sobre a atividade enzimática foi mais brando (25 %), provavelmente 

pelo fato deste ter sido o pH de máxima atividade para a enzima.  

Em pH 5,0 e 5,5 em presença do íon Ca2+, a atividade da xilanase aumentou de  

65,0 U/mL para 107 U/mL (64%) e de 64,8 U/mL para 86,3 U/mL (33 %), respectivamente. O 

aumento de 64 % na atividade da xilanase em pH 5,0 é maior do que o observado no ensaio 

realizado em pH 5,3 (aumento de 44 %). Embora o aumento da atividade da xilanase tenha sido 

de 25% em pH 4,5, neste ponto a atividade da xilanase alcançou  

118 U/mL, sendo considerado o maior valor de atividade registrado em presença do íon Ca2+. 

Com relação ao efeito da temperatura (Figura 4b) nota-se um aumento da atividade 

da xilanase em todas as temperaturas avaliadas em presença de Ca2+. É possível verificar que a 

45 e 55 °C a atividade da xilanase aumentou de modo mais expressivo do que na temperatura 

ótima (50 °C), semelhante ao constatado na Figura 4a. Porém, percebe-se que a atividade da 

xilanase teve aumento com maior intensidade na presença de Ca2+em função de mudanças de 

pH do que pela variação da temperatura. Por exemplo, a Figura 4a mostra que na faixa de pH 

de 4,0 a 5,5 a atividade da xilanase foi consideravelmente maior do que a obtida na faixa de 
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temperatura de 40 a 55 °C. Comparativamente, na temperatura de 50 °C em pH 5,3 a atividade 

da xilanase foi 69,3 U/mL, ao passo que nesta mesma temperatura, mas em pH 4,5, a atividade 

enzimática registrada foi 118 U/mL. 

 

Figura 4 – Efeito do íon cálcio na atividade de xilanase purificada com sulfato de 

amônio em diferentes valores de pH (a) e temperatura (b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.4.4 Determinação da estabilidade térmica e em relação ao pH de xilanases 
 

A estabilização de enzimas, especialmente durante os processos térmicos, é uma 

preocupação importante na biotecnologia. A estabilidade térmica da xilanase purificada foi 

estudada através da determinação da meia-vida (t1/2) da enzima. Para isso, a enzima foi incubada 

(a) 

(b) 
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em tampão citrato de sódio 50 mmol/L em diferentes valores de pH (4,5, 5,0 e 5,5) e temperatura 

(45, 50 e 55 °C). A escolha da faixa de temperatura e pH foi feita com base nos resultados de 

caracterização da enzima descritos no item 5.4.1.  

O procedimento foi realizado igualmente para todas as temperaturas e valores de 

pH avaliados, permitindo a determinação dos valores de Kd e t1/2. As curvas de -ln (A/A0) versus 

tempo de incubação foram lineares na faixa de temperatura estudada  

(R² ≥ 0,98), indicando que nesta faixa de temperatura a inativação térmica pode ser expressa 

como cinética de primeira ordem. Na Tabela 9 estão apresentados os resultados para o Kd , t1/2 

e R² obtidos em cada ensaio. 

Em todas as condições de temperatura e pH avaliados, os valores de Kd foram 

inversamente proporcionais a t1/2, indicando que a enzima é sensível ao aumento da 

temperatura, conforme resultados apresentados na Tabela 9. Além disso, é possível verificar 

que o valor de pH contribui significativamente para a estabilidade térmica da enzima. Em todas 

as temperaturas estudadas foi observado que em pH 4,5 a xilanase foi mais estável. A xilanase 

purificada apresentou maior estabilidade térmica a 45 °C e pH 4,5, com t1/2 de 169 h (7 dias). 

A partir da elevada estabilidade térmica da xilanase à 45 °C em pH 4,5, esta 

condição foi selecionada para verificar se a inclusão de íons Ca2+
 (10 mmol/L) no extrato 

enzimático influenciaria a termo estabilidade da enzima. Na Tabela 9 é possível observar que 

o íon Ca2+
 influenciou positivamente a estabilidade da enzima, pois a enzima apresentou t1/2 de 

231 h (aproximadamente 9,6 dias). A presença de Ca2+ promoveu o aumento de 62 h na t1/2 da 

xilanase, em comparação ao ensaio sem o íon, indicando que o Ca2+
 é capaz de proteger a 

enzima dos efeitos da desnaturação térmica. O estudo de Spurway et al. (1997) mostrou que o 

Ca2+ é capaz de estabilizar a xilanase contra a desnaturação térmica e protege-la da ação de 

proteases.  

A xilanase purificada de A. pullulans CCT 1261 se mostrou menos estável a 50 e 

55 °C do que a xilanase bruta de Paenebacillus barengolzti (LIU et al., 2018) , que apresentou 

nestas temperaturas t1/2 de 8,4 h e 5,1 h, respectivamente. A xilanase purificada de A. pullulans 

CBS 135684 (BANKEEREE et al., 2014) apresentou maior estabilidade térmica a 50 °C  

(t1/2  = 231 min) e 55 °C (t1/2  = 173 min) em comparação ao obtido neste estudo. Em 

contrapartida, a meia vida da xilanase a 50 °C (independente do pH) foi maior do que a 

encontrada para a xilanase purificada de Trichoderma inhamatum (t1/2 = 4 min) (SILVA; 

TERRASAN; CARMONA, 2015). A 45 °C, a meia vida mais baixa para a xilanase foi estimada 

em pH 5,5 (t1/2  = 59,2 h), a qual é maior do que a meia vida determinada para a xilanase 

purificada de Aspergillus niger (t1/2 = 7,7 h) nesta temperatura (PAL; KHANUM, 2011). 
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Tabela 9 – Valores de Kd e meia vida (t1/2) da desnaturação térmica da xilanase 

purificada com sulfato de amônio. 

Temperatura (°C) pH Kd  t1/2 R2 

45 

4,5 0,0041 h-1 169,0 h 0,9891 

5,0 0,0052 h-1 133,3 h 0,9852 

5,5 0,0117 h-1 59,2 h 0,9927 

 4,5* 0,003 h-1 231,0 h 0,9889 

50 

4,5 0,0063 min-1 110 min 0,9927 

5,0 0,007 min-1 99,0 min 0,9855 

5,5 0,0172 min-1 40,3 min 0,9979 

55 

4,5 0,0951 min-1 7,30 min 0,9933 

5,0 0,1278 min-1 5,42 min 0,9837 

5,5 0,1766 min-1 3,92 min 0,9901 

*Ensaio realizado com adição de 10 mmol/L de Ca2+ ao extrato enzimático 

 

A Figura 5 apresenta a curva linearizada da cinética de desnaturação térmica da 

xilanase purificada a 45 °C em pH 4,5.  

 

Figura 5 – Linearização da cinética de desnaturação térmica da xilanase 

purificada com sulfato de amônio à 45 °C e pH 4,5. A0 é a atividade enzimática antes da 

incubação (t = 0) e A é a atividade enzimática após a incubação. 
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Devido a uma maior estabilidade da xilanase em pH 4,5 e temperatura de 45 °C, 

esta pode ser uma característica positiva quanto à sua aplicabilidade em processos industriais 

como na clarificação de sucos (KALLEL et al., 2016) e na indústria de ração animal (pois a 

enzima deve ser altamente ativa em temperaturas na faixa de 40 °C e ao pH de 4,8 do trato 

digestivo (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005). A elevada estabilidade térmica da xilanase 

a 45 °C em pH 4,5 pode ser uma característica promissora na produção enzimática de XOs, 

visto que esse processo é geralmente realizado em temperatura na faixa de 40 a 50 °C por 

elevado tempo (AKPINAR et al., 2010; LIU et al., 2018). 

 

5.5 PRODUÇÃO DE XILO-OLIGOSSACARÍDEOS 

 

As Tabelas 10 e 11 apresentam a produção de xilose e XOs e o percentual de 

conversão de xilana em XOs obtidos nas reações de hidrólise realizados no meio reacional a  

45 °C e pH 4,5, sem e com Ca2+ (10 mmol/L). A produção de XOs foi realizada utilizando o 

extrato de xilanases de A. pullulans CCT 1261 purificado com sulfato de amônio. 

Analisando as Tabelas 10 e 11 é possível perceber que em ambos os ensaios a 

xilanase foi capaz de hidrolisar a xilana de faia e produzir XOs com GP entre 2 e 4. A produção 

de X4 foi observada em até 2 h de processo. Após esse tempo, os principais produtos da reação 

foram xilobiose (X2), xilotriose (X3) e xilose (X1).  

Na Tabela 10 é possível verificar que o maior teor de XOs (6,7 mg/mL) e maior 

conversão de xilana em substrato (22,3 %) foram observados em 2 h de reação, os quais não 

apresentaram diferença significativa (p > 0,05) dos resultados obtidos em 24 h. Embora a 

concentração de XOs totais (mg/mL) entre 2 e 24 h não tenha apresentado diferença 

significativa, nota-se a diminuição do percentual de XOs no hidrolisado de 84,5 % (2 h) para 

64,2 % (24 h), resultado da produção de X1.  

Com base nestes resultados, é possível concluir que ao utilizar as condições de 

maior estabilidade da xilanase (45 °C, pH 4,5), o tempo de hidrólise não deve ser superior a 2 

h, visto que em 6 h de reação a atividade da xilanase sobre a xilana pode estar reduzida e/ou os 

XOs estarem sendo hidrolisados. Como consequência, a concentração de XOs totais no meio 

reacional diminui e ocorre o aumento da concentração de xilose.  
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Tabela 10 – Produção de XOs e xilose e percentual de conversão a partir da 

xilana de faia utilizando xilanase purificada. 

Tempo Perfil de carboidratos (%) XOs totais Conversão de xilana 

(h) X1 X2 X3 X4 XOs totais (mg/mL) em XOs (%) 

2 15,5 43,4 29,3 11,7 84,5 6,7 ± 0,2a 22,3 ± 0,67a 

6 22,5 57,1 20,4 - 77,5 4,9 ± 0,2b 16,3 ± 0,80b 

8 23,4 56,8 19,8 - 76,6 5,4 ± 0,37b 17,8 ± 1,24b 

24 35,8 47,2 16,9 - 64,2 6,6 ± 0,05a 22,0 ± 0,15a 
Média ± desvio padrão (n=3). Letras minúsculas iguais na mesma coluna indicam que não há diferença 

significativa entre as médias pelo teste de Tukey (p>0,05). Legenda: X1 – xilose; X2 – xilobiose; X3 – xilotriose; 
X4 – xilotetraose 

 
Tabela 11 – Produção de XOs e xilose e percentual de conversão a partir da 

xilana de faia utilizando xilanase purificada em presença de íons Ca2+. 

Tempo Perfil de carboidratos (%) XOs totais Conversão de xilana 

(h) X1 X2 X3 X4 XOs totais (mg/mL) em XOs (%) 

2 14,0 52,4 28,8 4,8 86,0 4,4 ± 0,21d 14,7 ± 0,68d 

6 22,5 57,1 20,4 - 77,5 5,0 ± 0,05c 16,6 ± 0,15c 

8 24,1 56,8 19,1  75,9 5,3 ± 0,05b 17,7 ± 0,15b 

24 28,2 56,6 15,2 - 71,8 6,6 ± 0,09a 21,9 ± 0,32a 
Média ± desvio padrão (n=3). Letras minúsculas iguais na mesma coluna indicam que não há diferença 

significativa entre as médias pelo teste de Tukey (p>0,05). Legenda: X1 – xilose; X2 – xilobiose; X3 – xilotriose; 
X4 – xilotetraose 

 

No decorrer da ação enzimática sobre a xilana, nem todas as ligações entre unidades 

de xilose estão acessíveis para uma única enzima. Esta acessibilidade é alterada no decorrer da 

reação e a presença de outras enzimas (cada uma com uma função específica) torna a hidrólise 

mais eficiente (JUTURU; WU, 2012). No estudo de Yan et al. (2008) foi observado que a 

adição de β-xilosidase purificada ao meio reacional contendo apenas xilanase promoveu o 

aumento da hidrólise da xilana de faia e do conteúdo de xilose liberada. Em contrapartida, foi 

verificado que na ausência de β-xilosidase ocorre o acúmulo dos XOs produzidos, indicando 

que a degradação da xilana em xilose ocorre devido à ação sinérgica dessas enzimas. Embora 

a produção de XOs tenha sido realizada mediante uso da xilanase purificada, a atividade 

remanescente de β-xilosidase no extrato purificado deve ser considerada (Tabela 7), tendo em 

vista o conteúdo relevante de xilose no hidrolisado em 24 h (35,8 %).  
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Analisando a Tabela 11 é possível verificar que o conteúdo de XOs totais (mg/mL) 

e o percentual de conversão de xilana em XOs aumentam ao longo do tempo de reação, 

alcançando valor máximo em 24 h de reação. Ambos os parâmetros são estatisticamente 

diferentes (p < 0,05) dos valores obtidos nos demais tempos de hidrólise. 

A Tabela 11 também mostra que a presença de 10 mmol/L de Ca2+ no meio 

reacional (24 h) não contribuiu para o aumento do teor de XOs totais (mg/mL) e do percentual 

de conversão de xilana em XOs (%), em comparação ao ensaio sem a adição do íon Ca2+ (Tabela 

10), confirmado pelo teste t. No entanto, em presença de Ca2+
, o perfil de carboidratos do 

hidrolisado obtido em 24 h apresentou maior concentração de X2 (5,18 mg/mL) e menor 

concentração de X1 (2,59 mg/mL) e X3 (1,39 mg/mL), quando comparados aos teores de X2 

(4,86 mg/mL), X1 (3,69 mg/mL) e X3 (1,74 mg/mL) obtidos no ensaio controle (sem o íon 

Ca2+). Uma maior concentração de X2 é desejável para hidrolisados potencialmente prebióticos. 

(AMORIM et al., 2019). Devido à maior concentração de X2 e menor de X1, é possível que os 

íons Ca2+ tenham dificultado a ação da β-xilosidase sobre X2, o que contribuiu para a obtenção 

de um hidrolisado com menos xilose. 

O percentual de conversão de xilana de faia em XOs (22,3 %) obtido em 2 h de 

hidrólise, foi próximo ao rendimento alcançado em alguns trabalhos nos quais o tempo de 

reação é superior. Por exemplo, no estudo de Patipong et al. (2019), a xilanase bruta de 

Aureobasidium melanogenum alcançou máxima conversão de xilana em XOs (29,5 %) em  

96 h de reação. No estudo de Guido (2016) a utilização de um preparado comercial de enzimas 

xilanolíticas para a produção de XOs a partir da xilana de faia resultou em rendimento de 27 % 

e concentração de XOs totais de 8,34 mg/mL em 12 h de reação enzimática. O baixo valor de 

Km (15 mg/mL) do extrato comercial pode ter favorecido a hidrólise da xilana, visto a maior 

concentração de XOs no hidrolisado, em comparação a este trabalho. No estudo de Gautério 

(2020) a xilanase bruta de A. pullulans CCT 1261 foi capaz de converter a xilana de faia em 

XOs em 25,7 % produzindo 7,7 mg/mL de XOs totais e 13,9 % de xilose em 24 h de reação 

enzimática. Neste mesmo estudo foi verificado que o pH, concentração de substrato e carga 

enzimática são os principais parâmetros que afetam a produção de XOs. Dessa forma, a 

concentração de xilana e a carga enzimática poderiam ser avaliadas no intuito de reduzir o 

conteúdo de xilose e aumentar a concentração de XOs do hidrolisado em 2 h de reação 

enzimática, visto que na condição maximizada no estudo de Gautério (2020) a conversão de 

xilana em XOs foi de 17,8 % em 24 h de reação. 

Com base nos resultados obtidos neste estudo é possível verificar que a produção 

de XOs utilizando a xilanase purificada de A. pullulans se mostrou promissora. Nas condições 
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estudadas, um menor tempo de reação (2 h) mostrou ser mais adequado para a produção de 

XOs, visto que não houve aumento da concentração de XOs nem do rendimento do processo, 

com o passar do tempo. Adicionalmente, foi verificado que a presença de íons Ca2+
 no meio 

reacional não afetou a conversão de xilana em XOs nem a concentração de XOs em 24 h, no 

entanto o percentual de xilose no hidrolisado foi atenuado na presença deste íon, gerando um 

hidrolisado com potencial prebiótico, devido ao maior conteúdo de xilobiose.  
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6 CONCLUSÃO 
 

A xilanase produzida pela levedura A. pullulans CCT 1261 foi purificada, 

caracterizada e utilizada na hidrólise enzimática da xilana de faia para a produção de XOs. A 

precipitação fracionada com sulfato de amônio (0-20 /20-60 %) foi mais eficiente que a 

purificação por precipitação direta com o sal e que a precipitação com etanol em três cortes (40-

60-80 %). A precipitação salina permitiu purificar a xilanase com fator de purificação de 10,27 

vezes e recuperação da atividade enzimática de 48,6 %. A precipitação fracionada com etanol 

em três cortes (40-60-80 %) resultou na obtenção da enzima com fator de purificação de 5,54 

vezes e recuperação da atividade enzimática de 43 %. A adição de etanol ao extrato enzimático 

resultou na precipitação simultânea da xilanase e de outros contaminantes, possivelmente o 

polissacarídeo pululana, o que provavelmente dificultou a obtenção da xilanase com maior 

pureza. 

A xilanase purificada por precipitação com sulfato de amônio apresentou 

temperatura e pH ótimos de 50 °C e 4,5, respectivamente. A presença de sais como CaCl2, 

ZnCl2 e FeCl3 incrementaram a atividade da xilanase. O íon Ca2+ (10 mmol/L) destacou-se em 

relação aos demais, pois aumentou a atividade da enzima em 44 %. O Km da xilanase purificada 

para o substrato xilana de faia foi de 74,9 mg/mL. 

A maior estabilidade da xilanase purificada com sulfato de amônio foi observada a 

45 °C e pH 4,5, apresentando t1/2 igual 169 h. Nestas condições, a adição de 10 mmol/L de Ca2+
 

ao extrato enzimático resultou em maior estabilidade térmica, pois a enzima apresentou t1/2 

igual 231 h. Neste sentido verificou-se que o íon Ca2+
 contribuiu para o aumento da atividade e 

da estabilidade térmica da xilanase. 

O conteúdo de XOs totais (6,7 mg/mL) e a conversão de xilana em XOs (22,3 %) 

não apresentaram diferença (p>0,05) entre 2 e 24 h de processo. A adição de 10 mmol/L de 

Ca2+ não aumentou o conteúdo de XOs totais e nem a conversão de xilana em XOs, no entanto 

em presença do íon, o hidrolisado teve maior concentração de xilobiose. Os hidrolisados obtidos 

em 24 h de reação, com e sem o íon Ca2+, foram compostos por xilobiose (47,2 e 56,6 %), xilose 

(35,8 e 28,2 %) e xilotetraose (16,9 e 15,2 %), respectivamente. 
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