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RESUMO 
 

 

 

OZANSKI, GIOVANI DEMINSKI. Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia 

Goiano Campus Rio Verde – GO, fevereiro de 2018. Uso de resíduos agrícolas para 

obtenção de xilanas. Carlos Frederico de Souza Castro “Orientador”; Eloiza da Silva 

Nunes “Coorientadora interna”; Jeferson Aparecido Moreto “Coorientador externo”. 

 

 

 

 

O uso de resíduos agrícolas para obtenção de novos compostos possui vantagens como o 

baixo custo de obtenção e grande disponibilidade, além de se agregar valor a estes 

resíduos que muitas vezes são utilizados para obtenção de matéria orgânica através da 

decomposição dos mesmos. Aliar a utilização de resíduos agrícolas para obtenção de 

carboidratos estruturais, otimização de condições ideais de pH e temperatura para 

hidrólise enzimática, além de avaliar taxa de xilose e maior atividade volumétrica de 

fungos sobre os substratos selecionados, foram os objetivos do presente trabalho. 

Utilizou-se farinhas de sabugo de milho (SM) e de casca de arroz (CA) para hidrólise 

alcalina a fim se obter carboidratos estruturais (xilana), com rendimento de extração em 

torno de 21% para ambas as farinhas utilizadas, após a obtenção das xilanas, foi 

determinado o teor de xilose através da técnica High-Performance Anion Exchange 

Chromatography Coupled with Pulsed Amperometric Detection (HPAEC-PAD), sendo 

possível determinar em 73,52% e 37,99% o teor de xilose, respectivamente nas xilanas 

de SM e CA, levando a escolha da xilana de SM para continuação dos experimentos. 

Através da determinação de atividade volumétrica das espécies de fungos utilizadas, 

escolheu-se os fungos das espécies Aspergillus fumigatus e Aspergillus novoparsiticus 

por apresentarem maior valor de atividade volumétrica, respectivamente 0,273 U/ml e 

0,033 U/ml. Com o emprego de condições variadas de pH e temperatura, determinou-se 

as condições ideais para hidrólise enzimática empregando a xilana de SM e as espécies 



 
 

fúngicas citadas, sendo que para ambos os fungos utilizados as condições ideais de 

temperatura e pH encontradas estão na faixa de temperatura em torno de 35ºC e pH 3,5, 

condições essas principalmente de temperatura pontos satisfatórios, pois, assemelha-se a 

temperatura ambiente e não há necessidade de consumo de energia excessiva para 

manutenção desta condição, a faixa de pH baixo, também não se demonstra como 

problema, pois muitos fungos possuem faixa ideal de atuação em torno de 4,0. A 

utilização de xilana de SM e do fungo da espécie Aspergillus fumigatus para otimização 

de hidrólise enzimática apresentaram resultados satisfatórios, empregando técnicas de 

obtenção de carboidratos estruturais de baixo custo e de fácil manipulação utilizando um 

resíduo agrícola de grande disponibilidade. 

 

 

Palavras-chave: renovável, otimização, polissacarídeos, hidrólise, enzimática. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 
 

 

 

 

OZANSKI, GIOVANI DEMINSKI. Goiano Federal Institute of Education, Science and 

Technology, Rio Verde Campus - GO, February 2018. Use of agricultural residues to 

obtain xylans. Carlos Frederico de Souza Castro “Advisor”; Eloiza da Silva Nunes 

“Internal Co-Advisor”; Jeferson Aparecido Moreto “External Co-Advisor”. 

 

 

 

 

The use of agricultural residues to obtain new compounds has advantages such as the low 

cost to obtain and high availability, besides adding value to these residues that are often 

used to produce organic matter through their decomposition. The objective of this work 

was to evaluate the use of agricultural residues to obtain structural carbohydrates, 

optimization of pH and temperature conditions for enzymatic hydrolysis, and to evaluate 

the xylose rate and higher volumetric activity of fungi on selected substrates. Corn (SM) 

and rice husk (CA) flours were used for alkaline hydrolysis in order to obtain structural 

carbohydrates (xylan), with extraction yield around 21% for both flours. After obtaining 

the xylan the xylose content was determined by High Performance Anion Exchange 

Chromatography Coupled with Pulsed Amperometric Detection (HPAEC-PAD), and was 

of 73.52% and 37.99% for SM and CA xilans respectively, which led to the choice of SM 

xylan to continue the experiments. The fungi of Aspergillus fumigatus and Aspergillus 

novoparsiticus were selected for their volumetric activity, as they had a higher value of it 

0.273 U / ml and 0.033 U / ml, respectively. Evaluating a varied conditions of pH and 

temperature, the ideal conditions for enzymatic hydrolysis using SM xylan and fungal 

species were determined, and for both fungi used the ideal conditions of temperature and 

pH found are in the range around 35 ° C and pH 3.5, respectively. These conditions, 

mainly temperature are satisfactory points because it resembles the ambient temperature 



 
 

so there is no need for excessive energy consumption to maintain this condition. The low 

pH range is also is not a problem because many fungi have an ideal range around 4.0. The 

use of SM xylan and the Aspergillus fumigatus fungus for optimization of enzymatic 

hydrolysis presented satisfactory results, using low cost and easy to handle structural 

carbohydrate techniques with a highly available agricultural residue. 

 

 

 

Key words: renewable, optimization, polysaccharides, hydrolysis, enzymatic.
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

 
Atividades agroindústrias como a produção de cereais, geram quantidades de 

resíduos consideravelmente altas, estes resíduos por sua vez recebem destinações como, 

o emprego para alimentação animal, decomposição de material orgânico, utilização para 

geração de energia através da queima, dentre outros. Uma vez que estes resíduos não 

recebam destinação correta ou emprego em atividades como a geração de energia, eles 

são fontes geradoras de problemas ambientais (PINTO et al., 2005).  

Diariamente, diversas fontes e formas são utilizadas para se obter novos 

produtos, assim fibras vegetais oriundas de resíduos agrícolas estão no foco. Essas fibras 

vegetais aliam a alta disponibilidade, baixo custo de obtenção e muitas vezes baixa 

aplicabilidade, as quais podem ser empregadas para obtenção de novos produtos ou 

utilizadas para aperfeiçoamento de técnicas (MEDRONHO et al., 2012). 

Resíduos agrícolas, geralmente são fontes de polissacarídeos ou carboidratos 

poliméricos os quais exercem a função central nos organismos como reserva energética, 

manutenção da integridade celular, sinalizadores e protetores celulares (PERSIN et al., 

2011). 

O sabugo de milho, um dos resíduos agrícolas gerados da produção do grão, 

encontra-se entre as 2,3 toneladas de resíduos gerados na produção de cada tonelada deste 

cereal, e estão inclusos a palha, folhas, caule e o sabugo, mostrando uma alternativa 

atraente na busca de fonte para novos produtos (PRETO et al., 2010). 

Sendo um dos mais abundantes subprodutos gerados da agricultura, a casca de 

arroz, gerada do beneficiamento, pode ser empregada desde complementação em 

cimentos e borrachas, até a fabricação de chips eletrônicos, e destinação para alimentação 

animal, a casca de arroz também é destinada a obtenção de matéria orgânica ou obtenção 
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de energia através da queima da mesma, sendo que os dois últimos empregos são 

processos emissores de dióxido de carbono na atmosfera (BERGQVIST et al., 2008). 

A busca pelo desenvolvimento de novos materiais, que possam ser de fontes 

renováveis, através de técnicas sustentáveis e que tenham menor impacto ambiental, têm 

se mostrado cada vez mais atraentes, por apresenterem características que aliam a 

utilização da fibra vegetal e o emprego da mesma têm assumido papel importante nesta 

busca. 

 

1.1. Resíduos Agrícolas 

 

Ao se tratar do meio ambiente, a grande quantidade de material residual 

proveniente de atividades agrícolas é gerado constantemente. Estes resíduos muitas vezes 

não possuem destinação eficaz, sendo em sua maioria empregados na decomposição 

orgânica como fonte de adubo para o solo, alimentação animal ou queimados para geração 

de energia, levando a emissão de gases intensificadores do efeito estufa ocasionando 

grande impacto ambiental negativo (SCHULZ, 2013). 

Materiais lignocelulósicos, com enorme potencial de uso, mostram-se como 

recursos orgânicos mais abundantes da terra. Sendo que o material lignocelulósico obtido 

de resíduos agrícolas como bagaço de cana-de-açúcar, palha de trigo ou arroz, sabugo de 

milho, casca de soja, aveia ou arroz, entre outros são fontes de materiais lignocelulósicos 

e empregados em processos industriais, como geração de energia, biocombustíveis e 

biofertilizantes (TENGERDY; SZAKACS, 2003). 

As fibras vegetais presentes nos resíduos agrícolas são constituídas 

principalmente de polímeros como celulose, hemicelulose e lignina nas proporções 

respectivas de 20 a 60%, 20 a 30% e 15 a 30%, estas proporções dos principais 

constituintes variam conforme a parte da planta em análise, a idade e a espécie em estudo 

(MENEZES et al., 2015). 

O desenvolvimento de novos produtos principalmente com base em fibras 

naturais, está sendo constantemente obtido de diferentes formas e fontes, a utilização dos 

mesmos também tem sido descrita. A utilização de técnicas de caracterização de 

morfologia e constituição se fazem necessárias para que o desenvolvimento desses novos 

produtos seja visto como relevante (MEDRONHO et al., 2012). 
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As matérias-primas de fonte vegetal, além de serem provenientes de fontes 

renováveis, apresentam características como baixa densidade e estruturas químicas que 

possibilitam a utilização das mesmas como precursores de novos compostos (SILVÉRIO, 

2013 e TAIPINA et al., 2011). 

 

1.1.1. Celulose 

 

Com estrutura rígida, cristalina e linear, a celulose (C6H5O5)n, representado na 

Figura 1, é formada por unidades de β-(1→4)-D-glicopiranose as quais são unidas por 

ligações glicosídicas (β-1,4), arranjadas de forma que os grupos OH (2), OH (3) e CH2OH 

fiquem posicionados formando cadeias lineares equatoriais nas unidades da fibra β-

(1→4)-D-glicopiranose. Essa conformação confere rigidez à fibra, que pode conter até 

10.000 unidades de glicose repetidas em duas unidades de glicose anidra (celobiose), esta 

característica faz com que para quebrar esta conformação, tratamentos severos (ROCHA 

et al., 2017), como utilização de ataque alcalino em alta temperatura seja usado. 

 

 

Figura 1: Estrutura da celulose formada por unidades de β-(1→4)-D-glicopiranose, 

denominada de celobiose e destaque a ligação glicosídica (Adaptado de SANTOS et al., 

2012 e FARINAS, 2011). 

A celulose é classificada como carboidrato ou polissacarídeo, é o polímero 

natural de maior abundância e essencial para os vegetais, como a unidade fundamental da 

macromolécula é a anidro-d-glicose, que possui hidroxilas, as quais fazem ligações de 
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hidrogênio intramoleculares e intermoleculares que são responsáveis respectivamente 

pela resistência de formação da fibra vegetal, como apresentado na Figura 2. Essas 

ligações também mantêm as regiões cristalinas, tornando a celulose resistente ao ataque 

ácido, ou ataque ocasionado por enzimas e substâncias alcalinas (SANTOS et al., 2012). 

 

 

Figura 2: Representação estrutural da celulose demonstrando as ligações de hidrogênio 

intermoleculares e intramoleculares (Adaptado de SANTOS et al., 2012). 

 

Devido as ligações glicosídicas, a celulose apresenta tendência de cristalização 

distinta, quando comparada com outros polímeros naturais, além de ligações de 

hidrogênio intramoleculares e intermoleculares (MARIANO, 2016). 

Outra característica da celulose é a formação de cristais, que dão a característica 

de insolubilidade, sendo atribuída a baixa flexibilidade das ligações glicosídicas, a 

capacidade de formar ligações de hidrogênio e a rigidez da celulose, pela baixa entropia 

em solução. Essa insolubilidade resultante das ligações de hidrogênio, resulta em 

melhoria das propriedades mecânicas e de barreira dos compostos celulósicos 

(MEDRONHO et al., 2012). 

As hidroxilas e acetais, são descritas como as funções químicas mais importantes 

presentes na celulose, influenciando nas características estruturais e químicas. Essas 

características conferem resistência aos agentes oxidantes, estabilidade térmica, baixa 

reatividade, rede rígida dos nanocristais, proteção mecânica e controle ao acesso de 

compostos químicos, enzimas ou degradação microbiana aos grupos funcionais 

(MARIANO et al., 2016). 
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1.1.2. Hemicelulose 

 

As hemiceluloses presentes nos resíduos agrícolas, são classificadas como 

heteropolímeros ramificados e lineares, de massa molecular menor que a celulose. Estas 

hemiceluloses realizam a conexão entre a lignina e celulose e atuam como reserva 

energética. As hemiceluloses são compostas de D-xilose, L-arabinose (pentoses), D-

glicose, D-manose e D-galactose (hexoses), sendo que a origem do material 

lignocelulósico faz com que varie a taxa de hemicelulose, os compostos como xilose e 

arabinose são os monômetros principais da hidrólise das hemiceluloses. As hemiceluloses 

são classificadas conforme a predominância do monossacarídeo nas ramificações e cadeia 

principal (SILVEIRA, 2010). Os xiloglucanos (XyG), glucuronoarabinoxilanos (GAX) e 

mananos (MN), são as hemiceluloses mais encontradas nas plantas, porém em todas as 

hemiceluloses encontradas, observa-se uma cadeia principal de monossacarídeos de 

glicose, xilose e manose, esta cadeia principal pode ter ramificações com 

monossacarídeos diversos (FARINAS, 2011). A Figura 3 mostra uma típica estrutura de 

hemicelulose e destaca também os grupos de monossacarídeos presentes na estrutura. 

 

 

Figura 3: Típica estrutura de xiloglucano, hemicelulose de maior predominância, 

destacando a presença dos monossacarídeos presentes na cadeia principal (Adaptado de 

BUCKERIDGE et al., 2000). 

 

As hemiceluloses são mais solúveis que a celulose, por apresentarem menor 

massa molecular e sofrem hidrólise rapidamente, pelas ligações glicosídicas se quebrarem 
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facilmente, permitindo a utilização de seus açúcares como a D-xilose (SANTOS et al., 

2005). 

Os polissacarídeos denominados de heteroxilanas ou xilanas, são formados por 

unidades de D-xilose unidas por ligações glicosídicas β-1→4 na cadeia principal e nas 

cadeias laterais estruturas como ácidos urônicos, L-arabinose e oligossacarídeos, são 

frequentemente encontrados como os constituintes principais das xilanas (SILVEIRA, 

2010). 

 

1.1.3. Lignina 

 

O terceiro e último constituinte, mas não menos importante, a lignina apresenta-

se como polímeros constituído da união de monômeros, os quais são ligados 

covalentemente. A estrutura da lignina parte da polimerização de unidades de 

fenilpropanoides, a partir de três precursores primários, que são os álcoois sinapílico, p-

cumarílico e coniferílico, que são percursores respectivamente das unidades siringil, p-

hidroxifenílicas e unidades guaiacil. Na Figura 4 estão presentes as estruturas dos três 

principais precursores da lignina e suas unidades formadas, destaca-se também as 

posições mais suscetíveis a sofrerem ataques de outros grupos químicos, o que 

proporciona grande possibilidade de combinações para formação estrutural, que provoca 

certa incerteza na demonstração da estrutura da lignina, além de indicar o carbono 

denominado α (carbono benzílico da cadeia alifática) e os demais carbonos β e γ, é 

apresentado também a forma de enumeração dos carbonos presentes no anel aromático 

que deve ser do carbono ligado a cadeia alifática indo para o substituinte próximo 

(BRASIL, 2017). 
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Figura 4: Unidades precursoras e suas unidades formadas, posições suscetíveis a reações 

químicas, forma de enumeração dos carbonos no anel aromático e destaque para os 

carbonos α, β e γ (Adaptado de BRASIL, 2017). 

 

A quantidade de lignina assim como a quantidade do monômero estrutural da 

mesma, variam de acordo com a espécie, idade, tecido e fração da parede celular de cada 

planta. A lignina é o composto fenólico mais abundante da natureza, com estrutura 

tridimensional em rede macromolecular disposta de forma aromática é mais hidrofóbica 

que as outras duas estruturas da fibra vegetal, servindo como ligante das fibras vegetais, 

conferindo força e rigidez a estrutura dos vegetais, proporcionando resistência a entrada 

da grande parte de microrganismos, a lignina também possui a função de impermeabilizar 

a parede celular (MENEZES et al., 2015). 
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1.1.4. Sabugo de milho 

 

Do ponto de vista ambiental e comercial, a utilização de resíduos agrícolas como 

o sabugo de milho, mostra-se uma alternativa plausível. Além da geração de novos 

produtos a partir de resíduos, também fornece valor agregado e diminuição de resíduos 

em decomposição no meio ambiente, ocasionando redução no impacto ambiental 

negativo ocasionado pela emissão de gases (SCHULZ, 2013). 

Pertencente à família Gramineae, o milho (Zea mays), produz o sabugo, que 

sustenta os grãos, este é tratado como resíduo após o grão ser debulhado e muitas vezes 

não recebe uma aplicação com valor agregado maior. A produção de sabugo de milho 

chega a 180 kg por tonelada de milho processado (ROCHA et al., 2017).  

Segundo o décimo levantamento referente à safra de 2016/2017, realizado pela 

Conab em julho de 2017, reunindo a primeira e segunda safra de milho no Brasil, a área 

plantada atingiu cerca de 17.391,3 mil hectares com produção recorde do grão de 

aproximadamente 96.026,2 mil toneladas, com acréscimo percentual de 44,3% em 

relação à safra 2015/2016 (CONAB, 2017). 

O sabugo de milho, um dos rejeitos gerados, é fonte de celulose, hemicelulose e 

lignina, e um tratamento adequado a essa matéria-prima deve ser considerado, para que 

se possa dar destinação mais nobre e para que o mesmo possa ser utilizado no 

desenvolvimento de novos produtos além da utilização na alimentação animal, obtenção 

de matéria orgânica e geração de energia. (VIEIRA, 2014). 

 

1.1.5. Casca de Arroz 

 

Sendo um dos mais abundantes subprodutos gerados da agricultura, a casca de 

arroz gerada do beneficiamento, gira em torno de 23% da massa de arroz em casca, ou 

seja, grande quantidade de casca de arroz como consequência (DELLA, et al., 2001), 

onde se faz necessário uma destinação mais nobre a esta fonte de material lignocelulósico 

que pode ser utilizada de diversas formas. 

Com baixo custo de produção, a casca de arroz se apresenta um composto de 

difícil reaproveitamento, pelo alto teor de sílica e poucas propriedades nutritivas, formada 

por materiais inorgânicos, celulose e lignina, com poder calorifico de aproximadamente 

16 MJ/kg, cerca de 13% de cinzas, representa 20% de peso do grão a que recobre o mesmo 
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e com esses valores elevados, principalmente de poder calorífico, a casca de arroz é muito 

empregada em reatores na geração de energia, reduzindo o impacto ambiental que 

causaria, caso a mesma fosse deixada no solo para decomposição e obtenção de matéria 

orgânica (FERNANDES, et al., 2015). 

A casca de arroz pode ser empregada desde a fabricação de chips eletrônicos até 

a complementação em cimentos e borrachas. Porém, a casca de arroz tem sido utilizada 

na produção de energia, em que é queimada, ou alternativamente, deixada no solo para 

obtenção de matéria orgânica, sendo os dois processos emissores de dióxido de carbono 

na atmosfera, outra utilização é como complemento em ração para animais (BERGQVIST 

et al., 2008). 

 

1.2. Xilana 

 

A segunda maior estrutura orgânica da parede vegetal, a hemicelulose com seu 

maior polímero a xilana e o emprego deste componente em processos biotecnológicos é 

de grande relevância no âmbito industrial, através da aplicação e utilização de complexos 

enzimáticos através da utilização de fungos, sendo que a xilana pode ser empregada na 

área alimentícia, de biocombustíveis, de bebidas, indústria têxtil, de papel até na lavoura 

(SILVA, et al., 2015). 

Arabinogalactana, galactoglicomanana, xiloglicana, glicomanana e xilana, 

formam um complexo polimérico formador das hemiceluloses, com destaque para o 

principal polímero a xilana, formada na cadeia principal por unidades de D-xilopiranose 

unidas por ligações glicosídicas β-(1→4) (SHALLOM, et al., 2003; HABIBI, et al., 

2005). 

A xilana é um polímero que ocorre nas estruturas de plantas terrestres e o teor 

deste polímero varia de planta para planta e da parte da planta em análise, o mesmo além 

de ser encontrado e extraído de plantas, também é encontrado e extraído de resíduos 

agroindustriais (HABIBI, et al., 2005). 

Para utilização da xilana em processos biotecnológicos como a produção de 

xilooligossacarídeos, os quais são formados por unidades de xilose e que são amplamente 

utilizados na indústria farmacêutica e alimentícia, a xilana deve ser separada do material 

lignocelulósico, podendo ser empregado técnicas que utilizam de tratamento enzimático 

com enzimas nativas de xilanas contidas no material lignocelulósico, fracionamento 
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químico de xilana através de compostos álcalis e amônia ou mistura destes compostos 

seguido de quebra enzimática, sendo que a utilização de compostos alcalinos é favorecido 

pela estabilidade do pH da xilana que pode ser recuperada através de precipitação com 

cetonas, ácidos ou álcoois (MENEZES, et al., 2008). 

Um dos produtos gerados da utilização da xilana é o xilitol, um álcool de xilose 

(pentahidroxilado), que possui alto poder adoçante, o mesmo é obtido através de 

hidrogenação catalítica da xilose pura e para que se tenha rendimento bom a fonte 

lignocelulósica deve ser rica em xilana, a produção de xilitol deve-se ao fato do mesmo 

ser uma substância de baixa toxicidade e destacar-se por ser um adoçante empregado na 

dieta para diabéticos, utilizado na produção de bebidas, geleias, sorvetes, chocolates, 

balas e etc., além de não possuir em sua estrutura grupos funcionais cetônicos ou 

aldeídicos que participam de reações de escurecimento nos alimentos, o xilitol pode ser 

empregado também na substituição da lactose em alimentos destinados para alérgicos e 

os alimentos que receberam xilitol em vez de sacarose, possuem sabor aceitável e maior 

tempo de conservação, pois o xilitol não é degradado por muitos microrganismos 

(SILVA, et al., 1994). 

Diversos processos industriais utilizam a xilana, como na produção de furfural e 

papel, em produtos alimentícios como na panificação em que as xilanas presentes na 

farinha de trigo deixam as massas mais macias após o cozimento pela capacidade que a 

xilana possui de absorver água aumentando o tempo de vida das massas por causa das 

interações entre o amido e a xilana presente na massa (SILVA, et al., 1998). 

 

1.3. Xilanases 

 

Bioprocessos que empregam resíduos agrícolas possibilitam a destinação dos 

resíduos que causariam problemas ambientais, pela decomposição e acúmulo dos mesmos 

na natureza, além de fornecerem valor agregado a matérias-primas pouco utilizadas as 

quais podem ser utilizadas como substrato para crescimento celular desde a geração de 

bioprodutos como enzimas e até processos que utilizem o crescimento celular para 

fermentação (PERRET et al., 2015). 

Substratos lignocelulósicos podem ser utilizados na indução de enzimas e 

crescimento de fungos, dentre as enzimas destacam-se ligninases, pectinases, celulases e 

as hemicelulases (xilanases), a xilose presente em hemiceluloses podem ser 
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transformadas em ácidos orgânicos de cadeia curta como os ácidos fórmico e acético ou 

em xilitol e furanos (MARTINS et al., 2011). 

A ação conjunta de enzimas, as chamadas endoenzimas, quebram os polímeros 

do segundo maior polissacarídeo da natureza, ou seja, a hemicelulose, as endoenzimas 

quebram a cadeia principal deste polissacarídeo, liberando açúcares monoméricos através 

da ação das exoenzimas, dependendo do tipo de hemicelulose, as cadeias laterais são 

quebradas liberando mono ou dissacarídeos (SOUZA, 2014). 

Com a capacidade de catalisar a hidrólise do xilano por causa da estrutura 

heterogênea das xilanases, as quais para fazerem sua total degradação demandam de um 

complexo xilanolítico, e dependem de sua origem, sendo que os componentes de maior 

destaque para este tipo de sistema é das endoxilanases e as β-xylosidases, clivando o 

xilano randomicamente, uma ou mais isoformas de endo-1,4-β-xilosidase (1,4-β-D-

xilano-hidrolase, EC 3.2.1.8), em suas ligações β-1,4 em fragmentos pequenos como 

xilobiose e xilotriose. Sendo uma enzima muito importante industrialmente, a xilanase 

pode ser aplicada em diversos processos como a bioconversão de material lignocelulósico 

em produtos fermentescíveis, digestibilidade de rações, melhoramento de características 

como consistência de cervejas e clarificação de sucos (KANIMOZHI et al., 2014). 

A reatividade e a conformação física da cadeia principal das hemiceluloses, são 

determinadas pelas cadeias laterais, ou seja pelo tipo e quantidade de cadeias laterais, 

sendo que estas características também influenciam na clivagem da hemicelulose, a 

diversificação e quantidade de componentes da hemicelulose, são influenciados pela 

idade e parte da planta, assim como a composição do solo que esta planta está enraizada, 

sendo que o componente predominante na grande parte de biomassas agrícolas é a xilana 

que dependendo da quantidade de ramificações na cadeia principal, podem ser 

classificadas como homoxilanas, glucuronoxilanas, glucuronoarabinoxilanas ou 

arabinoxilanas (MOTTA et al., 2013; KANIMOZHI et al., 2014). 

A Figura 5 apresenta a estrutura da xilana e pontos em que enzimas xilanolíticas 

quebram a estrutura do polissacarídeo.  
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FIGURA 5: Estrutura do polímero xilana apontando a ação de enzimas xilanolíticas 

(Adaptado de GOMES, 2014). 

 

1.3.1. Emprego de Xilanases 

 

O emprego de xilanases na área industrial, varia desde o emprego na fabricação 

de pães, produção de cerveja até clarificação de papel e produção de biodiesel. Em razão 

da capacidade de interagir com o glúten e absorção de água, as xilanas são utilizadas para 

melhorar a qualidade de pães, através da hidrólise do amido e da arabinoxilana que deixa 

o glúten livre, e influencia na estrutura da massa, no volume, estrutura do miolo e facilita 

o manuseio da massa, estas xilanases não são apenas utilizadas para massas de pães, 

também são empregadas na produção de biscoitos, bolos e demais produtos da área de 

panificação (BUTT et al., 2008). 

Na produção de vinhos e sucos, extração, clarificação de frutas têm-se o emprego 

de xilanases, para estabilizar, clarificando os sucos. Abre-se mão da utilização de 

xilanases na produção de cervejas, e ocorre a liberação de cadeias de arabinoxilanas 

longas que podem deixar a cerveja mais turva e aumentam a viscosidade da bebida, as 

xilanases são utilizadas neste processo para diminuir a turbidez e viscosidade, pois estas 

enzimas solubilizam as arabinoxilanas em oligossacarídeos menores (BUTT et al., 2008 

e MOTTA et al., 2013). 

No processo de fabricação de rações para animais, os xilooligossacarídeos 

produzidos pelas xilanases, atuam como pré-bióticos no trato digestivo do animal, pois 
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estimulam a atividade de microrganismos através do crescimento da flora intestinal, as 

xilanases atuam também intensificando a absorção e aumentando a digestibilidade dos 

ingredientes das rações no organismo do animal, além da redução no custo das rações 

(LAFOND et al., 2011 e HARRIS et al., 2010). 

A produção de papel utiliza também xilanases, pois estas hidrolisam a xilana 

liberando a lignina sem danificar a celulose durante o processo de polpação e 

branqueamento da fibra vegetal na produção de papel, estas enzimas são usadas pois 

aumentam e facilitam o processo de branqueamento das fibras vegetais em estágios 

posteriores com agentes como o cloro, diminuindo a poluição ambiental (LOMBARDI, 

2013). As xilanases aumentam o brilho e a resistência do papel, quando o processo de 

branqueamento é totalmente livre de compostos clorados (BORGES, 2010). Porém para 

que se tenha maior eficiência destas enzimas no processo de branqueamento, deve-se 

utilizar coquetéis enzimáticos com resistência a alta temperatura e alcalinidade e livres 

de celulases (LOMBARDI, 2013). 

Quando se trata da geração de energia limpa como a produção de 

biocombustíveis, o emprego de enzimas também ocorre, através da conversão da 

biomassa lignocelulósica em açúcares fermentáveis para produção de etanol (segunda 

geração) (OGEDA et al., 2010). Porém tratamentos preliminares como tratamentos com 

ácidos ou alcalino, são de extrema importância antes da hidrólise enzimática, pois estes 

separam a celulose e hemicelulose da lignina, após os tratamentos preliminares, a 

biomassa então é submetida a ação de enzimas que hidrolisam a hemicelulose e celulose 

em partículas menores, para que ocorra a fermentação da biomassa através de 

microrganismos, a xilose obtida da ação de xilanases pode ser convertida em etanol por 

meio de fermentação (BUTT et al., 2008; HARRIS et al., 2010; FALKOSKI, 2011). 

 

1.3.2. Obtenção de Xilanases 

 

O cultivo de fungos para obtenção de enzimas hidrolíticas mostra-se um sistema 

com muitas vantagens, como, liberação eficiente de enzimas, grande quantidade de 

enzimas produzidas e grande capacidade de crescimento e produção em diversos 

substratos, incluindo substratos sólidos,  os fungos dos gêneros Aspergillus sp, 

Penicillium sp, Melanocarpus sp e Fusarium sp, são os mais empregados para obtenção 
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de xilanases pela capacidade de produção das mesmas (FALKOSKI, 2011 e 

KRONBAUER et al., 2007). 

Para que os fungos possam obter alimentos os nutrientes presentes no substrato 

devem estar em solução, pois os fungos realizam a absorção dos mesmos pela parede das 

células, alguns fungos ligninolíticos segregam enzimas que agem sobre as substâncias 

através do micélio, em outros fungos o micélio emite os haustórios, órgãos que penetram 

nos tecidos e absorvem os alimentos, as enzimas liberadas pelos fungos possuem a função 

de auxiliarem na nutrição dos mesmos, através da deterioração dos substratos e os 

mesmos estão presentes, a utilização de enzimas lignocelulolíticas possue grande 

aplicabilidade na reaproveitamento de resíduos agroindustriais, além de emprego em 

correção de solos e tratamento de efluentes e os fungos pertencentes ao grupo dos 

Ascomycetes são os principais produtores de enzimas lignocelulósicas, as quais podem 

ser empregadas sobre resíduos agroindustriais para produção de novos compostos ou 

reaproveitamento dos mesmos de maneira mais eficiente (FASANELLA, 2008). 

As fontes mais comuns hemicelulases como as xilanases são os fungos, que 

produzem xilanases termofílicas de grande importância comercial (BUTT et al., 2008). 

Fungos filamentosos são os fungos que constituem o gênero Aspergillus, o qual 

possui grande número de espécies, estes são encontrados principalmente em matéria 

orgânica em decomposição, em grande diversidade de ambientes e condições, algumas 

espécies do gênero produzem esporos sexuados e assexuados, porém em algumas 

espécies a forma sexuada ou é rara ou nunca foi observada, como sua dispersão é ampla 

em praticamente todos os ambientes, em torno de 250 espécies são reconhecidas 

oficialmente, formando o grupo Ascomycetes, grupo de fungos filamentosos, que é 

morfologicamente caracterizado pelo seu conidióforo, e é encontrado os conidiósporos 

ou esporos e pelas células da hifa, ramificando-se os conidióforos, sendo que a cor, 

arranjo e tamanho dos conidiósporos, são utilizados para identificação e divisão do gênero 

em subgrupos, observa-se também neste grupo representantes causadores de doenças em 

humanos, ou seja, agente patogênicos como é o caso do Aspergillus fumigatus, 

Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus (BENNETT, 2010). 

A bioconversão de material lignocelulósico por xilanases, tem grande destaque 

e aplicabilidade do ponto de vista industrial e a utilização de fungos filamentosos 

produtores destas enzimas são de grande importância devido os mesmos liberarem 

enzimas capazes de converter o xilano sem a necessidade de interrupção celular ou 
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purificação dos resíduos por processos que demandem grande gasto de energia ou 

recursos (HARRIS et al., 2010). 
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2. OBJETIVOS 

 

 

 

 
2.1. Objetivo Geral 

 

O presente trabalho teve como objetivo obter e caracterizar polissacarídeos 

estruturais a partir de resíduos agrícolas e empregar fungos para otimização de hidrólise 

enzimática destes polissacarídeos. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

- Obtenção de carboidratos estruturais (xilana) por reação alcalina a partir de 

casca de arroz e sabugo de milho. 

- Determinar e identificar os carboidratos obtidos. 

- Selecionar o substrato com maior taxa de xilose. 

- Selecionar microrganismos com maior atividade sob o substrato selecionado 

através da determinação de açúcares redutores totais. 

- Otimizar condições ideais de pH e temperatura para hidrólise enzimática. 
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3. EMPREGO DE CARBOIDRATOS ESTRUTURAIS OBTIDOS DE 

RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS NA OTIMIZAÇÃO ENZIMÁTICA 

 

 

(Normas de acordo com a revista Ciência Rural) 

Resumo 

 

A obtenção de novos compostos empregando resíduos agrícolas possui suas vantagens, 

como o baixo custo de obtenção e grande disponibilidade da matéria-prima, além de se 

agregar valor a estes resíduos. Aliar a utilização de resíduos agrícolas para obtenção de 

carboidratos estruturais, otimização de condições ideais de pH e temperatura para 

hidrólise enzimática, além de avaliar taxa de xilose e maior atividade volumétrica de 

fungos sobre os substratos selecionados, foram os objetivos do presente trabalho em que 

se utilizou farinhas de sabugo de milho (SM) e de casca de arroz (CA) para hidrólise 

alcalina afim se obter carboidratos estruturais (xilana), obtendo-se o rendimento de 

extração em torno de 21% para ambas as farinhas utilizadas, após a obtenção das xilanas, 

foi determinado o teor de xilose através da técnica Cromatografia de Troca Aniônica de 

Alta Performance Acoplada a Detector Amperométrico (HPAEC-PAD), sendo possível 

determinar em 73,52% e 37,99% o teor de xilose, respectivamente nas xilanas de SM e 

CA, e levou a escolha da xilana de SM para continuação dos experimentos. Através da 

determinação de atividade volumétrica das espécies de fungos utilizadas, escolheu-se os 

fungos das espécies Aspergillus fumigatus e Aspergillus novoparsiticus por apresentarem 

maior valor de atividade volumétrica, respectivamente 0,273 U/mL e 0,033 U/mL, para 

emprego na otimização da hidrólise enzimática, em que se empregou condições variadas 

de pH e temperatura afim de se determinar as condições ideais para hidrólise enzimática, 

sendo que para ambos os fungos utilizados as condições ideais encontradas estão na faixa 

de temperatura em torno de 35ºC e pH 3,5, condições essas principalmente de temperatura 

pontos satisfatórios pois assemelha-se a temperatura ambiente e não há necessidade de 
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consumo de energia ou consumo próximo a zero para manutenção desta condição, a faixa 

de pH baixa e não apresenta problema, pois muitos fungos possuem faixa ideal de atuação 

em torno de 4,0. A utilização de xilana de SM e do fungo da espécie Aspergillus fumigatus 

para otimização de hidrólise enzimática apresentaram resultados satisfatórios, 

empregando técnicas de obtenção de carboidratos estruturais de baixo custo e de fácil 

manipulação utilizando um resíduo agrícola de grande disponibilidade. 

 

Palavras-chave: hidrólise, alcalina, xilana, atividade. 

 

Abstract 

 

Obtaining of new compounds using agricultural residues has its advantages, such the low 

cost of obtaining and great availability of the raw material, besides adding value to these 

residues. The objective of the present work was to evaluate the use of agricultural residues 

to obtain structural carbohydrates, optimization of pH and temperature conditions for 

enzymatic hydrolysis, besides evaluating the xylose rate and higher volumetric activity 

of fungi on the selected substrates. Corn flour (SM) and rice husk (CA) flours were 

submitted to alkaline hydrolysis in order to obtain structural carbohydrates (xylan), 

having a extraction yield of around 21% for both flours. After xylan extration, xylose 

content was determined by High Performance Anion Exchange Chromatography Coupled 

with Pulsed Amperometric Detection (HPAEC-PAD), and xylan content of xylans of 

73.52% and 37.99% for SM and CA, xilans, respectively, which led to the choice of SM 

xylan to continuous the experiments. The Aspergillus fumigatus and Aspergillus 

novoparsiticus fungi were selected for their volumetric activity, as they had a higher value 

of it 0.273 U/mL and 0.033 U/mL, respectively, for use in the optimization of enzymatic 

hydrolysis. Different conditions of pH and temperature were employed in order to 

determine the ideal conditions for enzymatic hydrolysis it, and for both fungi used the 

ideal conditions found are in the range around 35ºC and pH 3.5, respectively. These 

conditions, mainly temperature, are satisfactory points because it resembles the ambient 

temperature so there is no need of energy consumption or consumption close to zero to 

maintain this condition. The low pH range is also not a problem, since many fungi have 

an ideal range of around 4.0. The use of SM xylan and the Aspergillus fumigatus fungus 

for optimization of enzymatic hydrolysis presented satisfactory results, using low cost 

and easy to handle structural carbohydrate techniques with a highly available agricultural 

residue. 
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Key word: hydrolysis, alkaline, xylan, activity.

3.1.Introdução 

 

O desenvolvimento de novos produtos principalmente com base em fibras 

naturais, constantemente são obtidos de diferentes formas e fontes, assim como a 

utilização dos mesmos também tem sido descrita, porém técnicas de caracterização, de 

morfologia, de obtenção e constituição se fazem necessárias, para que o emprego desses 

novos produtos seja visto como relevante (MEDRONHO et al., 2012). 

Com potencial bioativo, carboidratos estruturais pertencentes ao grupo das 

hemiceluloses, são encontrados nas camadas da parede celular dos vegetais, 

principalmente na parede celular secundária, estes são polímeros em que os 

monossacarídeos integrantes estão unidos por ligações β(1-4) equatorial, associados 

fortemente à celulose (SCHELLER et al., 2010). 

Resíduos provenientes da agricultura, apresentam-se como alternativa para 

obtenção de novos compostos, assim como, geração de energia, novas tecnologias e 

aplicação em processos tecnológicos, também é uma forma de reduzir impactos negativos 

sobre o meio ambiente requerendo soluções inovadoras que levem em consideração 

fatores econômicos e ambientais, sendo que para tal, conhecer a composição do material 

em estudo é essencial para que se possa utilizá-lo como fonte de recursos renováveis com 

a possibilidade de geração de novos produtos (RAMBO et al., 2015 e ROCHA, et al., 

2017). 

A casca de arroz é um dos mais abundantes subprodutos gerados da agricultura, 

girando em torno de 20% do peso do grão, e pode ser empregada desde a fabricação de 

chips eletrônicos até a complementação em cimentos e borrachas. Porém, a casca de arroz 

tem sido utilizada na produção de energia, e é queimada, ou alternativamente, deixada no 

solo para obtenção de matéria orgânica, sendo os dois processos emissores de dióxido de 

carbono na atmosfera, outra utilização é como complemento em ração para animais 

(BERGQVIST et al., 2008). 

O sabugo de milho, um dos resíduos gerados na atividade agrícola, possui função 

de sustentação dos grãos de milho e após o grão ser removido do mesmo o sabugo em 

muitos casos é descartado ou deixado ao solo para adubação ou destinado a alimentação 
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animal, sendo que para cada tonelada de grãos processados cerca de 180 kg de sabugo 

são gerados (ROCHA et al., 2017). 

Muitos resíduos agrícolas, são fontes de lignina, hemicelulose e celulose, 

compostos estes que podem ser empregados em processos bioativos, conferindo alto valor 

agregado a rejeitos, criando novos processos, novas metodologias ou adequando os 

mesmos para melhores resultados, estes resíduos ricos em material lignocelulósico podem 

induzir o crescimento de fungos e consequentemente desenvolver enzimas como as 

xilanases ou hemicelulases, as celulases, ligninases e pectinases, com tratamento 

adequado a xilose presente nas hemiceluloses pode ser transformada em ácidos orgânicos 

de cadeia curta como os ácidos acético e fórmico, em furanos e xilitol (MARTINS et al., 

2011).  

O presente trabalhou objetivou a extração seletiva da hemicelulose do sabugo de 

milho e da casca de arroz, resíduos agrícolas, e hidrólise enzimática para obtenção de 

xilose, além da prospecção de microrganismos produtores de enzimas xilolíticas. 

 

3.2.Material e Métodos 

 

3.2.1. Obtenção e pré-tratamento da matéria-prima 

 

O sabugo de milho e a casca de arroz foram obtidos na região de Montividiu – 

Goiás. Os mesmos foram lavados com água destilada para retirada de sujidades, secos em 

estufa até peso constante, em seguida triturados em moinho de facas e peneirados para 

obtenção de grânulos com diâmetro inferior a 0,500 mm (35 mesh) e conservados sob 

refrigeração a 0°C. 

 

3.2.2. Obtenção de carboidratos estruturais 

 

Para obtenção dos carboidratos estruturais provenientes de sabugo de milho e da 

casca de arroz, foi adaptada uma metodologia já estabelecida, e as farinhas obtidas foram 

submetidas a ataque alcalino, com solução de NaOH 2% durante 90 min, temperatura 

controlada em 90°C e com agitação vigorosa, foi utilizada a proporção de 1g de farinha 

para 20 mL de solução alcalina.  

Após o término da reação os materiais foram filtrados e então procedeu-se 

precipitação com quatro volumes de metanol (800 ml), ficando em repouso por 48 horas, 
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seguido de nova filtragem e secagem do filtrado durante 48 horas sob circulação de ar 

com temperatura de 35°C, o produto obtido passou a ser denominado de xilana (LI et al., 

2012b). 

 

3.2.3. Determinação e identificação dos carboidratos estruturais 

 

A xilana obtida após a secagem foi preparada para determinação dos 

carboidratos estruturais seguindo o protocolo Determination of Structural Carbohydrates 

and Lignin in Biomass (NREL/TP-510-42618, adaptado), (SLUITER, et al., 2008). 

A técnica utilizada para determinação e identificação dos carboidratos 

estruturais foi a Cromatografia de Troca Aniônica de Alta Performance Acoplada a 

Detector Amperométrico Pulsado (High-Performance Anion Exchange Chromatography 

Coupled with Pulsed Amperometric Detection HPAEC-PAD), operando no sistema 

Dionex ICS-3000 Ion Chromatography DC System, ED40 Electrochemical Detector, 

Autosampler AS40-1, coluna CarboPac PA-1 (2 × 250 mm) com CarboPac PA1 Guard 

Column (2 × 50 mm) com fluxo de 0,2 mL.min-1, com temperatura entre 21 - 23°C, 

volume de amostra 10 µL e os cromatogramas foram analisados com Chromeleon 6.8 

software (Dionex). 

As condições de corrida utilizada para determinação foram: eluente A = 0,2 M 

NaOH (preparado a partir de uma solução NaOH 50-52% da marca Fluka, própria para 

cromatografia de troca iônica) e eluente B = Água ultrapura (Mili-Q). 

Os padrões (arabinose, galactose, glicose, xilose e manose) utilizados são da 

Sigma. 

 

3.2.4. Procedimento para bioprospecção de xilanases 

 

Para realização do procedimento de bioprospecção de xilanases, utilizaram-se os 

fungos descritos na Tabela 01. As colônias de fungos foram crescidas em placas de Petri 

contendo BDA por sete dias, em seguida discos de aproximadamente 1 cm de diâmetro 

contendo micélio foram transferidos para frascos de penicilina contendo meio BDA e 

armazenados em geladeira. 
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Tabela 01: Fungos utilizados para determinar a capacidade de degradação da 

xilana através da degradação de açúcares redutores. 

FUNGOS 

ESPÉCIE SIGLA 

Aspergillus brasiliensis FLQT1-1 

Aspergillus flavus FLQT2-2 

Aspergillus fumigatus FLQT3-1 

Aspergillus fumigatus FLQT3-2 

Aspergillus fumigatus FLQT3-3 

Aspergillus novoparsiticus FLQT5-1 

Aspergillus tubingensis FLQT6-1 

Aspergilus niger FLQT4-1 

Fusarium fujikuroi FLQT7-1 

Fusarium proliferatum FLQT9-1 

Paecilomyces formosus FLQT11-1 

Paecilomyces formosus FLQT11-2 

Paecilomyces formosus FLQT11-3 

Paecilomyces parvisporus FLQT12-1 

 

A avaliação dos microrganismos foi realizada de acordo com sua capacidade de 

degradação da xilana, sendo avaliado a partir da atividade enzimática, esse processo foi 

realizado seguindo o protocolo de Ghose (1987) e o método desenvolvido por Miller 

(1959) para quantificação de açúcares redutores. 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Química Tecnológica e 

no Laboratório de Microbiologia Agrícola do Instituto Federal Goiano – Campus Rio 

Verde, onde em erlenmeyers de 125 mL foram adicionados 50 mL de meio basal (pH 4,5) 

proposto por  Mandels & Weber (1969), acrescentando farinha de sabugo de milho a 1% 

m/v (~ 0,50 g), que foi utilizada como substrato, fonte de xilana para crescimento do 

fungo, o material foi autoclavado a 1 atm e 121°C durante 20 min. Após a esterilização, 

foram inoculados nos frascos, em duplicata, 1 disco de micélio fúngico (1 cm de 

diâmetro) e incubados por um período de 7 dias à 28 °C sob agitação de 150 rpm. Tais 

discos de micélio foram obtidos de placas BDA com 7 dias de cultivo a 28°C. Após 7 

dias, o material foi centrifugado a 3000 rpm durante 5 min. O sobrenadante foi utilizado 

na hidrólise enzimática para determinação da atividade xilolítica das enzimas produzidas 

por estes fungos. 
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Após a retirada dessas alíquotas, porções da xilana obtida de sabugo de milho 

no item 3.2.2, foram utilizadas como fonte de carboidratos para a hidrólise enzimática 

pelo caldo enzimático bruto dos fungos. Para tanto, 1,0 mL do caldo enzimático bruto foi 

adicionado a um tubo de ensaio contendo a xilana (~50 mg) e submetido a hidrólise 

enzimática em banho-maria (50°C) durante 60 min, preparou-se também um branco 

(controle negativo) usando caldo enzimático bruto fervido (95°C por 5 min) seguindo a 

mesma proporção da amostra. 

A quantificação dos açúcares redutores liberados na hidrólise enzimática foi 

realizada segundo método de Miller (1959) utilizando-se o ácido 3,5-dinitrosalicílico 

(DNS). O reativo DNS foi preparado seguindo as seguintes proporções: 300 g de tartarato 

duplo de sódio e potássio [(CHOH)2COONaCOOK] foi dissolvido em água destilada com 

16 g de hidróxido de sódio (NaOH), em seguida adicionou-se 10 g de ácido 3-5 

dinitrosalicílico (C7H4N2O7) e, por fim, o volume foi completado para 1 litro com água 

destilada. 

Após os 60 min de hidrólise foram adicionados 1,5 mL do reativo DNS 

preparado e a amostra foi incubada em banho-maria (100°C) durante 5 min para produção 

de cor, resfriado e, em seguida, foram adicionados 20 mL de água destilada, os mesmos 

homogeneizados e os açúcares redutores quantificados através da leitura em 

espectrofotômetro com absorbância de 540 nm, os dados obtidos foram substituídos em 

uma curva padrão de xilose. As concentrações de açúcares redutores foram usadas para 

determinar a atividade xilolítica dos caldos enzimáticos brutos. 

Ao mesmo tempo, a concentração de proteínas foi avaliada por leitura em 

espectrofotômetro em 260 e 280 nm, com cubetas de quartzo, os dois cumprimentos de 

onda foram usados devido a diferença de composição das proteínas e o cálculo para 

determinar a concentração de proteínas está indicado na Equação (1) (BRADLEY, et al., 

2007): 

Equação (1): 

[Proteína](mg.ml-1) = (1,55 x A280) – (0,76 x A260) 

 

3.2.5. Otimização da hidrólise enzimática da xilana 

 

Para a otimização da hidrólise enzimática foi realizado um planejamento fatorial 

de segunda ordem com base em cinco níveis e duas variáveis para estudar a influência da 

combinação do pH e da temperatura na atividade das xilanases presentes no caldo 
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enzimático bruto. O planejamento consistiu em 9 tratamentos sendo oito deles realizados 

em duplicata e o ponto central em quintuplicata, totalizando 21 experimentos como 

indicado nas Tabelas 02 e 03, o programa utilizado para estudo da influência dos 

parâmetros observados constitui no Programa Estatística Minitab®, versão 17 .

 

Tabela 02: Codificação do pH e da temperatura do experimento de otimização. 

Codificação pH Temperatura (°C) 

-1,414 3,4 34 

-1 4 40 

0 5,5 55 

+1 7 70 

+1,414 7,6 76 

Incremento 1,5 15 

 

Em tubos de ensaio adicionou-se 0,05 g da xilana, 0,5 mL de caldo enzimático 

e 0,5 mL de solução tampão citrato de sódio, em seguida as amostras foram incubadas 

durante 60 min na temperatura e pH correspondentes a cada tratamento, conforme a 

Tabela 03 abaixo. 

 

Tabela 03: Tratamentos para otimização da hidrólise enzimática. 

Experimento pH Temperatura Replicata 

1 4,0 40 2 

2 7,0 40 2 

3 4,0 70 2 

4 7,0 70 2 

Ponto Central 5,5 55 5 

Ponto Axial 7,6 55 2 

Ponto Axial 3,4 55 2 

Ponto Axial 5,5 76 2 

Ponto Axial 5,5 34 2 

A eficiência enzimática foi determinada através da concentração de açúcares 

redutores totais liberados, os dados foram submetidos a análise de variância (ANOVA) e 

metodologia de superfície de resposta (com confiança de 95%) para determinar as 
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diferenças significativas entre os valores de pH, de temperatura e dos tratamentos e obter 

os valores ótimos de temperatura e pH para atividade xilolítica máxima. 

 

3.3. Resultados e Discussão 

 

A metodologia de extração de xilose através de ataque alcalino de resíduos 

agrícolas se mostra como uma alternativa para realização da mesma, pois apresenta-se 

como técnica de fácil execução, prática e de baixo risco quando comparado com demais 

técnicas, como a hidrólise com ácido concentrado (PAIVA, et al., 2009 e CANETTIERI, 

et al., 2002). 

Na Tabela 04, estão apresentados os dados da extração de carboidratos 

estruturais tanto para o sabugo de milho quanto para a casca de arroz. 

 

Tabela 04: Parâmetros físicos obtidos do processo de obtenção de carboidratos 

estruturais de sabugo de milho (SM) e casca de arroz (CA). 

Massa inicial de 

(g) 

Massa de carboidratos 

extraídos (g) 

Rendimento de extração (%) 

SM 10,0071 2,1805 21,79 

CA 10,0018 2,0832 20,83 

Conforme os resultados apresentados na Tabela 04, é possível observar uma 

eficiência de extração de carboidratos estruturais através de hidrólise alcalina e 

precipitação com metanol, tanto para o sabugo de milho quanto para a casca de arroz, 

com aproximadamente 22 e 21% de rendimento respectivamente, apresentando-se como 

rota eficiente de obtenção, pela simplicidade da técnica utilizada. 

O material obtido, após hidrólise alcalina e precipitação com metanol, filtragem 

e secagem, foi preparado segundo o método NREL/TP-510-42618, com adaptações para 

se adequar aos materiais em questão e então as amostras foram analisadas pela técnica 

HPAEC-PAD (SLUITER, et al., 2008). 

Na Tabela 05 estão expostos as características das xilanas de SM e CA, e é 

possível observar uma mistura de monossacarídeos tanto para SM quanto para CA.
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Tabela 05: Determinação quantitativa de monossacarídeos presentes nos hidrolisados de 

xilana de SM e de CA. 

MONOSSACARÍDEOS % de monossacarídeos encontrados 

SM CA 

Arabinose 11,93 ± 0,57 8,00 ± 0,06 

Galactose 3,27 ± 0,14 0,00 ± 0,00 

Glicose 11,28 ± 0,65 54,01 ± 0,835 

Xilose 73,52 ± 0,225 37,99 ± 0,895 

Os hidrolisados de SM e CA, compreendem uma mistura de monossacarídeos 

respectivamente, arabinose (11,93 e 8%), glicose (11,28 e 54,01%) e xilose (73,52 e 

37,99%), observa-se também a presença do monossacarídeo galactose no hidrolisado de 

SM na proporção de 3,27%. 

A presença de xilose no hidrolisado de SM é alta em torno de 73%, enquanto o 

mesmo não ocorre no hidrolisado de CA, que apresenta maior teor de glicose (54%) em 

relação a xilose. A diferença de monossacarídeos nos hidrolisados ocorre pela diferença 

da composição química de cada material, a técnica proposta de hidrólise alcalina de 

resíduos agrícolas, pode evitar a formação de compostos tóxicos, principalmente o 

furfural, que é formado pela exposição do material em meio ácido quando ocorre a 

degradação da xilose pelo ácido, sendo assim a utilização da técnica evitaria também 

etapas de purificação do material hidrolisado para aplicação da xilose obtida (SOUZA, et 

al., 2015). 

Como observado nos resultados apresentados na Tabela 05, em que a xilana de 

SM apresentou maior teor de xilose, sendo então o substrato selecionado para avaliação 

na produção de xilanases. 

Através da avalição de degradação da xilana obtida de SM, partindo da atividade 

enzimática dos microrganismos utilizados em que se quantificou os açúcares redutores e 

concentração de proteínas através do protocolo de Ghose (1987) e o método de Miller 

(1959), obteve-se os valores de atividade volumétrica (U/ml) e atividade específica 

(U/mg) para cada fungo utilizado, os dados estão dispostos na Tabela 06, destaca-se as 

atividades de maior importância para os fungos Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger 

e Aspergillus novoparsiticus. 
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Tabela 06: Avalição de atividade dos fungos utilizados no bioprocesso, com destaque 

aos fungos Aspergillus fumigatus (FLQT3-2 e FLQT3-3), Aspergillus niger (FLQT4-1) 

e Aspergillus novoparsiticus (FLQT5-1).  

Sigla Atividade Volumétrica 

(U/mL) 

Atividade Específica 

(U/mg) 

FLQT1-1 0,008 0,002 

FLQT2-2 0,012 0,005 

FLQT3-1 0,006 0,002 

FLQT3-2 0,273 0,125 

FLQT3-3 0,032 0,030 

FLQT6-1 0,001 0,000 

FLQT5-1 0,033 0,023 

FLQT4-1 0,031 0,042 

FLQT11-3 0,001 0,001 

FLQT12-1 0,008 0,005 

FLQT11-1 0,004 0,002 

FLQT11-2 0,006 0,003 

FLQT9-1 -0,002 -0,001 

Como pode-se observar nos resultados apresentados na Tabela 06 ocorreu 

grande variação nos valores de atividade volumétrica e específica entre os fungos 

utilizados, essa variação pode ter ocorrido pelo substrato utilizado, pois o substrato pode 

agir como fonte de energia e carbono para os fungos, como propulsor ou inibidor na 

produção de enzimas, pois o mecanismo regulador da indução das enzimas xilanases 

geralmente apresenta complexo e a produção enzimática varia conforme o 

microrganismo, sendo que um substrato pode levar a maior atividade em uma espécie e 

ser um inibidor em outra espécie de microrganismo (KULKARNI et al., 1999). 

O método DNS foi utilizado para se obter a atividade dos fungos através da 

determinação de açúcares redutores e proteínas, em que os valores de atividade da enzima 

xilanolítica variaram de 0,001 a 0,273 (U/mL), como demonstrado na Tabela 06, sendo 

que os fungos FLQT3-2 e FLQT3-3 (ambos Aspergillus fumigatus), FLQT5-1 

(Aspergillus novoparsiticus) e FLQT4-1 (Aspergillus niger), apresentaram os maiores 

resultados perante o substrato utilizado. 
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Os fungos filamentosos do gênero Aspergillus, apresentam-se como os melhores 

produtores de endo e exoglicosidases, os quais são reconhecidos por suas altas 

concentrações de β-glicosidase (CASTRO, et al., 2010). 

Os isolados fúngicos, FLQT3-2 e FLQT5-1, apresentaram os maiores resultados 

de atividade enzimática, respectivamente 0,273 e 0,033 U/mL, valores significativos 

quando comparados com o isolado do trabalho de Silva (2015), que trabalhou com 

isolados de bactérias xilanolíticas e obteve o maior valor de atividade enzimática com 

média de 0,43 U/mL. 

Em seu trabalho Almeida (2013), avaliou a produção de xilanases através de 

isolado de Aspergillus fumigatus, empregando diversas fontes de carbono para indução 

das enzimas, o autor descreve que a palha de milho utilizada foi a que apresentou a melhor 

resposta para atividade enzimática com o valor de 11,95 U/mL, porém encontrou valores 

inferiores com até 0,07 U/mL, logo os valores obtidos para os fungos da mesma espécie 

utilizados no presente trabalho permanecem na faixa descrita, já para o fungo da espécie 

Aspergillus niger o mesmo autor apresenta valores muito superiores para a atividade 

enzimática com os substratos utilizados pelo mesmo, sendo o menor valor encontrado de 

2,58 U/mL e, ao se comparar com o valor obtido no presente trabalho para o mesmo fungo 

constata-se que o substrato utilizado não se apresenta como indutor de atividade 

enzimática através do fungo Aspergillus niger. Aguiar (2010) utilizando o fungo A. niger 

e bagaço de cana-de-açúcar como substrato encontrou o valor de atividade enzimática de 

0,208 U/mL, valor também superior ao encontrado para o mesmo fungo no presente 

trabalho. 

Os valores obtidos de atividade enzimática no presente trabalho para a espécie 

de Aspergillus fumigatus (FLQT3-2), aproxima-se ao valor de atividade obtida por 

Reinehr et al. (2014), que apresenta o valor aproximado de 0,183 U/mg, corroborando 

para possível utilização da espécie e do substrato utilizado para obtenção de xilanases. 

A eficiência da obtenção de xilanases, possui ligação direta a acessibilidade da 

enzima ao substrato, quantidade de xilose liberada e a natureza e liberação dos açúcares 

presentes, além de parâmetros como agitação, pH e temperatura afetam diretamente na 

atividade e produção de xilanases (KULKARNI et al., 1999), sendo assim com os valores 

obtidos de atividade enzimática no presente estudo, foi escolhido as espécies de 

Aspergillus fumigatus (FLQT3-2) e Aspergillus novoparsiticus (FLQT5-1) para 

realização da otimização da hidrólise enzimática. 
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Os modelos utilizados para otimização da hidrólise enzimática da xilana, são 

analisados através da liberação de açúcares redutores totais (ART g.L-1) para as duas 

espécies escolhidas, FLQT3-2 e FLQT5-1, sendo utilizadas a equação (2), para a espécie 

FLQT3-2 e a equação (3) para a espécie FLQT5-1: 

 

Equação (2):  

      

[ART g.L-1] = 3,961 – 0,741 pH – 0,0396 Temperatura + 0,0413 pH x pH + 0,000087 

Temperatura x Temperatura + 0,00339 pH x Temperatura 

 

Equação (3): 

 

[ART g.L-1] = 0,563 – 0,0569 pH – 0,01044 Temperatura + 0,00116 pH x pH + 

0,000052 Temperatura x Temperatura + 0,000667 pH x Temperatura 

 

As equações 2 e 3 apresentam os modelos propostos para determinação da 

influência dos parâmetros utilizados, sendo os dados estatísticos significativos, pois 

apresenta valor p = 0,000 para ambos as espécies utilizadas no presente trabalho, 

respectivamente às equações 2 e 3 as Tabelas 07 e 08 correspondem as análises 

estatísticas para as espécies FLQT3-2 (Aspergillus fumigatus) e FLQT5-1 (Aspergillus 

novoparsiticus). 

 

Tabela 07: Análise de variância estimados para liberação de ART pelo emprego da 

espécie de Aspergillus fumigatus (FLQT3-2) frente às variações de pH e temperatura. 

Fonte de 

Variação 

Graus de 

Liberdade 

Soma 

Sequencial 

de 

Quadrados 

Contribuição 

(%) 

Soma dos 

Quadrados 

Ajustada 

Quadrados 

Médios 

Ajustados 

Teste F Valor p 

Modelo 5 0,99687 87,54 0,996869 0,199374 28,09 0,000 

Linear 2 0,82928 72,82 0,829280 0,414640 58,43 0,000 

pH 1 0,35931 31,55 0,359308 0,359308 50,63 0,000 

Temperatura 1 0,46997 41,27 0,469971 0,469971 66,22 0,000 

Square 2 0,12108 10,63 0,121077 0,060538 8,53 0,002 

pH * pH 1 0,11573 10,16 0,120285 0,120285 16,95 0,001 

Temperatura * 

Temperatura 

1 0,00535 0,47 0,005348 0,005348 0,75 0,396 

Interação de 2 

fatores 

1 0,04651 4,08 0,046512 0,046512 6,55 0,019 
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pH * 

Temperatura 

1 0,04651 4,08 0,046512 0,046512 6,55 0,019 

Erro 20 0,14193 12,46 0,141934 0,007097   

Falta de Ajuste 3 0,13408 11,77 0,134079 0,044693 96,73 0,000 

Erro Puro 17 0,00785 0,69 0,007855 0,000462   

Total 25 1,13880 100,00     

  

Tabela 08: Análise de variância estimados para liberação de ART pelo emprego da 

espécie de Aspergillus novoparsiticus (FLQT5-1) frente às variações de pH e 

temperatura. 

Fonte de 

Variação 

Graus de 

Liberdade 

Soma 

Sequencial 

de 

Quadrados 

Contribuição 

(%) 

Soma dos 

Quadrados 

Ajustada 

Quadrados 

Médios 

Ajustados 

Teste F Valor p 

Modelo 5 0,009608 63,62 0,009608 0,001922 6,99 0,001 

Linear 2 0,005873 38,88 0,005873 0,002936 10,69 0,001 

pH 1 0,002014 13,33 0,002014 0,002014 7,33 0,014 

Temperatura 1 0,003859 25,55 0,003859 0,003859 14,05 0,001 

Square 2 0,001936 12,82 0,001936 0,000968 3,52 0,049 

pH * pH 1 0,000017 0,11 0,000095 0,000095 0,35 0,562 

Temperatura * 

Temperatura 

1 0,001919 12,70 0,001919 0,001919 6,98 0,016 

Interação de 2 

fatores 

1 0,001800 11,92 0,001800 0,001800 6,55 0,019 

pH * 

Temperatura 

1 0,001800 11,92 0,001800 0,001800 6,55 0,019 

Erro 20 0,005495 36,38 0,005495 0,000275   

Falta de Ajuste 3 0,003808 25,21 0,003808 0,001269 12,79 0,000 

Erro Puro 17 0,001687 11,17 0,001687 0,000099   

Total 25 0,015103 100,00     

 

A adequação do modelo faz-se através da verificação e observação das 

suposições dos erros existentes no modelo matemático e se estes são aleatórios, 

distribuídos normalmente de forma independente, com variância constante e média zero 

(CALADO; MONTGOMERY, 2003). 

Analisando-se os dados obtidos, através das equações indicadas acima, obteve-

se os valores de R2, para a espécie FLQT3-2 o R2 foi de 87,54% e para a espécie FLQT5-

1 o R2 foi de 63,62%. 

Na Figura 01 são apresentados as concentrações de açúcares redutores totais 

(ART g.L-1), as quais foram obtidas através das condições empregadas no planejamento 

fatorial para o fungo da espécie Aspergillus fumigatus (FLQT3-2). 
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Figura 01: Determinação da concentração de açúcares redutores totais produzidos pela 

atividade enzimática do fungo Aspergillus fumigatus (FLQT3-2), após a utilização dos 

parâmetros adotados no planejamento fatorial para pH e temperatura; 

 

É possível observar na Figura 01 a) e b) que a faixa de pH e temperatura que 

apresentaram os maiores resultados gira em torno de pH 3,5 e temperatura aproximada 

de 35°C, segundo os parâmetros adotados no planejamento fatorial da otimização 

enzimática e um afastamento desta faixa provocou considerável queda na liberação de 

açúcares redutores. 

As concentrações de ART (g.L-1) obtidos dos experimentos de otimização com 

os parâmetros adotados no planejamento fatorial para o fungo Aspergillus novoparsiticus 

(FLQT5-1) são apresentados na Figura 02. 
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Figura 02: Determinação da concentração de açúcares redutores totais produzidos pela 

atividade enzimática do fungo Aspergillus novoparsiticus (FLQT5-1), após a utilização 

dos parâmetros adotados no planejamento fatorial para pH e temperatura; 

 

Através da análise dos dados obtidos pela aplicação do planejamento fatorial nos 

experimentos, é observado na Figura 02, que a faixa de melhor atividade enzimática 

obtido em resposta a utilização do fungo Aspergillus novoparsiticus (FLQT5-1), 

compara-se aos resultados obtidos para a utilização do fungo Aspergillus fumigatus 

(FLQT3-2), com faixa de pH em torno de 3,5 e temperatura de aproximadamente 35ºC. 

Ao se comparar as respostas frente a utilização dos dois fungos, com o mesmo 

sequenciamento de parâmetros deduz-se que a espécie Aspergillus fumigatus (FLQT3-2), 

apresentou a maior atividade enzimática ao utilizar-se os parâmetros do planejamento 

fatorial, com concentração de açúcares totais redutores acima de 1,1 g.L-1 enquanto nas 

mesmas condições o emprego da espécie Aspergillus novoparsiticus apresentou a faixa 

de concentração de açúcares redutores acima de 0,16 g.L-1, diferença está que pode ser 

corroborada por Kulkarni et al. (1999), em que o autor relata que a eficácia das enzimas 

está diretamente ligada ao fato da enzima acessar o substrato, a facilidade que estas 
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enzimas possuem em liberar os açúcares presentes, a faixa de pH e temperatura utilizadas 

fazem com que cada espécie de fungo atue de maneira diferente, assim como o substrato 

utilizado que pode atuar sendo fonte de energia e carbono, ou inibindo a atividade 

enzimática. 

Demais estudos reportam valores ideais para atuação das xilanases, Moreira et 

al. (2013), destaca que os valores ótimos para atuação das xilanases obtidas da espécie de 

Aspergillus terreus foram pH 5 e temperatura 45ºC e pH 6 e temperatura 50ºC, para as 

xilanases produzidas pelo fungo Aspergillus fumigatus, Ang et al. (2013) apresenta a 

atividade ótima das enzimas em pH 4 e temperatura em 60ºC, apesar de serem valores 

diferentes aos relatados no presente trabalho, é possível observar que o substrato utilizado 

e as espécies utilizadas para avaliação de atividade enzimática, com destaque para a 

espécie de Aspergillus fumigatus (FLQT3-2), conseguem atuar em uma faixa de pH ácida 

com emprego de baixa temperatura, e gastaria menor quantidade de energia para se obter 

maior resposta de atividade enzimática e liberação de açúcares redutores totais. 

Observa-se que muitas espécies do gênero Aspergillus sp. possuem atividade 

máxima com faixa de pH entre 4 e 6 temperatura ótima de atividade máxima entre 45 e 

60ºC (ANG, et al., 2013; MOREIRA et al., 2013), porém Chidi et al. (2008), apresenta 

maior atividade das xilanases do fungo Aspergillus terreus com temperatura de 35ºC, 

valor semelhante as respostas encontradas frente aos tratamentos utilizados e as espécies 

empregadas no presente trabalho. 

Como os valores de pH e temperatura obtidos são respectivamente baixos, ou 

seja, meio ácido e baixa temperatura, o emprego do substrato e dos fungos utilizados se 

mostra relevante, pois o aquecimento utilizado para realização da hidrólise seria nulo ou 

muito baixo, pela temperatura ideal de hidrólise ser próxima à temperatura ambiente e 

não necessitar de aquecimento, quando se observa o valor de pH ideal em torno de 3,5 o 

mesmo não seria problema uma vez que diversos estudos, como os já relatados acima, 

mostram que a faixa de pH ideal para muitos fungos está próximo a 4,0, logo os dados 

observados no presente trabalho são satisfatórios e relevantes para obtenção de enzimas 

capazes de atuar em condições diversificadas. 
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3.4.Conclusão 

 

O emprego de resíduos agrícolas mostra-se uma alternativa viável para obtenção 

de novos compostos ou emprego dos mesmos em técnicas existentes. 

Apesar do rendimento de extração de xilana tanto do SM quanto da CA 

apresentarem valores próximos a 21% a avaliação da composição da xilana obtida, mostra 

que o teor de xilose encontrado em xilana de SM é superior ao encontrado em xilana de 

CA, e levou a escolha da mesma para dar sequência as condições de otimização de 

hidrólise enzimática. 

Através da avaliação de atividade enzimática dos fungos utilizados, observou-se 

que as espécies de Aspergillus fumigatus e Aspergillus novoparsiticus apresentaram os 

maiores valores e ao submeter estas duas espécies de fungos com a xilana de SM como 

substrato para determinação das condições ideais da hidrólise enzimática, ambos as 

espécies apresentaram valores maiores de atividade em pH na faixa de 3,5 e temperatura 

em 35°C, condições essas satisfatórias pois a faixa de pH é próximo ao relatado para 

outros fungos com outros substratos e a faixa de temperatura encontrada por ser baixa 

não necessitaria de aquecimento para realizar a hidrólise enzimática pois essa temperatura 

assemelha-se a temperatura ambiente. 
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